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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. HORMONIOS TIREOIDIANOS

1.1.1. A Producéo Tireoidiana de hormonios

A Tireoide é uma glandula enddcrina composta por dois I6bulos (direito e esquerdo)
que estdo ligados por um parénquima glandular denominado istmo, pesa aproximadamente 20
gramas. Esta glandula esté localizada sobre a traqueia anterior a nivel da cartilagem cricéide e
possui inervacdo simpatica, proveniente do ganglio cervical e parassimpatica, oriunda do
nervo vago. A drenagem sanguinea ocorre por meio das veias tiredideas que desembocam na
veia jugular. As artérias tiredideas superiores e inferiores, ramos da carétida, sdo responsaveis
pela irrigacdo sanguinea (Aires, 2008).

A tireoide é formada por aproximadamente trés milhdes de foliculos, que s&o a unidade
funcional desta glandula (Aires, 2008). Cada foliculo é composto por uma parede de células
epiteliais especializadas (células foliculares ou tiredcitos) e um ldmen preenchido por um
liquido rico em proteinas (coloide), dentre elas a tireoglobulina (TG), uma glicoproteina
sintetizada pelos tiredcitos. (Campbell, 2011; Stathatos, 2012). Além disso, o parénquima
tireoidiano apresenta, entre os espacos interfoliculares, as células parafoliculares (células C)
que secretam calcitonina em reposta ao aumento da calcemia (Aires, 2008).

Os foliculos tireoidianos sdo responsaveis pela producdo dos horménios 3,5,3",5"-
tetraiodotironina (T4 ou tiroxina) e 3,5,3 - triiodotironina (T3). Em humanos, cerca de 80%
dos hormonios tireoidianos (HTs) liberados na corrente sanguinea sdo Tiroxina e 20% de
triiodotironina (Maia et al., 2011a). Em ratos, cerca de 40% T3 circulante é proveniente da
secrecéo tireoidiana (Bianco et al., 2002).

O T3 € considerado a forma ativa dos HTs pois apresenta cinco vezes mais atividade
que o T4. A manutencéo dos niveis séricos deste hormonio depende da atividade tireoidiana e
da conversdo periférica de T4 em T3 que &€ promovida pelas enzimas deiodinases (Antunes-
Rodrigues, 2005).

1.1.2. Sistema hipotalamo-hipofise-tiredide

Neurdnios dos nucleos paraventriculares e periventriculares do hipotalamo secretam
horménio liberador de tireotrofina (TRH) e somatostatina (SS) nos capilares da circulacéo
porta-hipotadlamo-hipofisaria, que os transportam para a Hipdfise anterior. O TRH liga-se aos

receptores de membrana dos tireotrofos (células da hipofise) e estimula a produgdo de
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hormonio tireoestimulante (TSH), ja a SS se liga a esses receptores e inibe a producdo de
TSH.

O TSH estimula a producdo de HTs quando se acopla ao receptor de TSH (TSHR)
localizado na membrana basal do tiredcito (células foliculares) (Narumi & Hasegawa, 2015).
Niveis séricos elevados dos HT inibem a liberacdo de TRH pelo hipotadlamo e
consequentemente de TSH (Antunes-Rodrigues, 2005).

1.1.3. A producdo tireoidiana de hormonios

Diferentes etapas da biossintese e secre¢do dos HTs sofrem interferéncia do TSH. A
producdo de T3 e T4 se inicia com o estimulo do TSH para o transporte ativo de iodeto para o
interior da célula folicular por meio do co-transportador sodio-iodeto (NIS). Esta proteina esta
presente na membrana basal e basolateral do tiredcito e transporta para seu interior dois ions
de s6dio e um de iodeto (Bizhanova & Kopp, 2009; Mihai, 2011). A atividade da NIS
também é regulada pela concentracdo plasmatica de iodetos (Bizhanova & Kopp, 2009).
Estudos sugerem que o aumento dos niveis de iodetos culmina com a reducdo da quantidade
de NIS presente nos tiredcitos e também com reducdo da incorporacdo deste ion (Mihali,
2011).

A pendrina € um canal de anions cloreto-iodeto presente na membrana apical das
células foliculares que realiza o transporte do iodeto para o lumen dos foliculos (Aires, 2008;
Mihai, 2011). Outras proteinas como a SLC5A8 e o canal de cloreto 5 (CLC-5) séo
apontadas como auxiliar no efluxo apical de iodeto (Rodriguez et al., 2002; van den Hove et
al., 2006). Na luz folicular, as glicoproteinas dual-oxidase 1 e 2 (DUOX 1 e 2), na presenca
de célcio e TSH, produzem o perdéxido de hidrogénio (H202) que é co-substrato na oxidagéo
do iodeto pela tireoperoxidase (TPO) (Moreno et al., 2002).

O coloide tireoidiano é rico em TG, uma glicoproteina que serve de molde para a
formagéo dos HTs. O iodeto que foi oxidado pela acdo TPO se liga a moléculas de tirosina
presentes na TG formando as monoiodotirosinas (MITs) e diiodotirosinas (DITs) por um
processo chamado de organificagdo. A TPO na presenca de peroxido de hidrogénio também
catalisa esta reacdo (Bizhanova & Kopp, 2009; Mihai, 2011). O HTs (iodotironinas) sdo
formados a partir da reacdo das MITs e DITs no interior do coloide folicular. A TG iodada
dispersa no coloide tireoidiano liga-se ao receptor megalina presente na membrana apical do
tiréocito e sofre transcitose para dentro desta célula onde sdo armazenados em vesiculas
contendo coloide (Christensen & Birn, 2002). Estas vesiculas se fundem a lisossomos, pela
acao do TSH, e entdo a TG € hidrolisada liberando T4, T3, DITs e MITS no citoplasma
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folicular (Aires, 2008). Os HTs sdo, entdo, liberados na corrente sanguinea por meio de
difusdo simples pela membrana basal. As moléculas de DIT e MIT sdo desiodadas pela agéo
da dehalogenase tirosina (Aires, 2008). O iodeto produto desta reacao é reutilizado para nova
sintese de HTs (Gnidehou et al., 2004).

A maior parte dos HTs é transportada ligada a proteinas plasmaticas na corrente
sanguinea, somente 0,4% do T3 e 0,02% do T4 circulam na forma livre. A principal proteina
ligadora é a Globulina (TBG, tyroxine-binding globulin) que representa 75% dos HTs séricos.
A albunina é responavel pelo transporte de 10% destes hormonios, ja a pré-albumina ligadora
de tireoide por 15% (Mihai, 2011). Apenas a por¢do livre destes hormodnios sao
biologicamente ativa, a porcao ligada as proteinas funciona como uma reserva de HT (Aires,
2008). O T4 liga-se mais fortemente as proteinas transportadoras. Desta forma, as
concentracdes de hormdnios livres sdo similares de T3 e T4, apesar de a concentracao total de

T4 ser consideravelmente maior (Bianco & Kim, 2006; Verloop et al., 2014).

1.1.4. A conversao periférica

A tireoide secreta em maior quantidade o T4, no entanto, perifericamente este hormonio
é convertido em T3 por meio da acdo catalizadora de trés selenioproteinas denominadas de
desiodases. As desiodades sdo enzimas integrais de membrana, sendo que a desiodase do tipo
1 (D1) estd localizada na membrana plasmaética celular, a desiodase do tipo 2 (D2) na
membrana do reticulo endoplasmatico e a do tipo 3 (D3) na membrana nuclear e na
membrana plasmatica da célula (Baqui et al., 2000).

Ademais, as desiodases apresentam um padrdo de expressdo especifico nos diferentes
tecidos. A D1 esta presente principalmente na tireoide, no rim, na hipofise e no figado. A D2
no mauasculo esquelético, no coracdo, no sistema nervoso central, no tecido adiposo
multilocular, no 0sso e também na tireoide e na hipdfise. Ja a D3 esta expressa no sistema
nervoso central e no tecido placentéario, alem de estar presente em diversos tecidos fetais
(Bianco et al., 2002; Kéhrle, 1999).

Cerca de 80% do total de T3 na corrente sanguinea é proveniente desta conversao.
(Verloop et al., 2014). Além disso, as desiodases sdo responsaveis pelo controle
homeostatico da concentracdo intracelular dos horménios tireoideanos, mantendo 0s niveis
necessarios de hormdnios ativos em cada tecido (Gereben et al., 2000). A concentracdo
citoplasmatica de T3 depende do fornecimento plasmatico e também da conversao intracelular
de T4 em T3 pela via da D2 principalmente (Bianco & Kim, 2006). A conversdo periférica de

T4 em T3 deve-se principalmente pela acdo das desiodases tipo 1 e tipo 2, sendo que esta
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ultima € a principal responsavel pela producdo de T3 no meio intracelular (Bianco et al.,
2002; Maia et al., 2011a, 2005a). J& a D3 é responsavel pela inativacdo dos horménios
tireoidianos por meio da conversdo de T4 em T3 reverso e de T3 em T2 mais T4 (Aires, 2008;
Bianco et al., 2002; Kohrle, 1999; Maia et al., 2011b).

1.1.5. Transportadores de membrana

As proteinas transportadoras de solutos (SLC) sdo responsaveis pelo transporte
transmebrana celular dos HTs nas células alvo. A familia dos polipeptidios transportadores de
anions organicos (OATP), os transportadores de aminodcidos tipo L (LAT) e os
transportadores de monocarboxilato (MCT) comp&em esse grupo de proteinas transportadoras
(Muzzio et al., 2014; Stathatos, 2012).

Na familia das proteinas MCT, a MCT8 e a MCT10 sdo as unicas que apresentaram
evidéncias de serem transportadoras de HTs (Halestrap & Meredith, 2004; Visser et al.,
2011). A MCTS8 esta presente em diversos tecidos de diferentes espécies de animais, nos
humanos é expressa principalmente nas células do coracdo e do figado (Price et al., 1998).
Apresenta alta afinidade por HTs, desenvolvendo importante papel no influxo de T3, T4, T2 e
rT3 (Friesema et al., 2003; Visser et al., 2008; Visser & Visser, 2012). Ja a MCT10, apesar de
transportar T4 e T3, possui afinidade elevada por T3 (Friesema et al., 2008; Visser & Visser,
2012).

A familia de proteinas OATP realiza o transporte celular de HTs independente de sddio
(Svoboda et al., 2011). O OATP do tipo 1C1 (OATP1C1) tem especificidade maior para T3r
e T4 (Van Herck et al., 2013; Visser et al., 2011) e é encontrado vastamente no tecido
cerebral, principalmente no plexo coroide e nos capilares cerebrais. Portanto desempenha
importante papel no suprimento de HTs para o cérebro (Tohyama et al., 2004). Outros
OATPs também transportam HTS, no entanto, apresentam menor afinidade (van der Deure et
al., 2010; Visser et al., 2011).

O LATL1 e 0 LAT2 sdo heterodimeros da familia LAT, que também sdo transportadores
celulares de HTs (Kinne et al., 2011). O LAT2 é expresso no rim, no cérebro, no figado, no
intestino e cérebro (Loubiére et al., 2010; Braun et al., 2011). Ambos (LAT1 e LAT2) estdo
presentes no tecido adiposo, nos testiculos, na placenta, no pancreas e nos mastocitos (Heuer
& Visser, 2013).
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1.1.6. Receptores intra-celulares de HTs

Os HT, quando no citoplasma celular, ligam-se a receptores nucleares, denominados de
receptores para hormonios tireoideanos, induzindo a transcri¢cdo génica (Cheng et al., 2010).
Estes estdo ligados a sequéncias especificas de DNA regulando, assim, a expressdo de genes e
consequente codificacdo de proteinas alvo (Brent, 2012). Tais receptores apresentam em
média 15 vezes mais afinidade por T3 do que por T4, razdo pela qual o T3 é considerado o
HT ativo (Darras et al., 2015).

Os receptores nucleares dos HTs dividem-se em duas isoformas principais: TRa e TRp.
Existe trés isoformas o (TRal, TRa2 e TRa3) que se diferenciam pela composi¢do da por¢ao
C-terminal (Tagami et al., 2010). No entanto, apenas a TRal se liga ativamente a T3 gerando
transcricdo génica. Este receptor esta expresso principalmente no cérebro, figado, coracéo,
rim, pulmdo e musculos. O grupo de receptores P, dividem-se em TRB1, TRB2 e TRB3. O
primeiro é expresso primariamente em figado e rins (Williams, 2000). O TRP2 esta presente
principalmente em retina e cérebro, e o TRB3 em pulmaio, figado e rim (Cheng et al., 2010).
Em suma, as isoformas TRal, TRB1 e TRB2 sdo consideradas os verdadeiros receptores de

horménios tireoideanos pois se ligam a T3 gerando transcricdo génica (Fraichard et al., 1997).

1.2. DESENVOLVIMENTO DA TIREOIDE E GESTA(;AO

Em humanos, a tireoide comeca a se desenvolver aproximadamente no 16° dia de
gestacdo (Chung, 2014) e seus foliculos comecam a se formar por volta do 48° dia. A partir
da 10? semana gestacional, esta glandula encontra-se habil a sintetizar horménios e o seu
volume aumenta com o decorrer da gestacdo (Trueba et al., 2005). Com 12 semanas, ja €
possivel detectar a presenca destes hormonios na circulacéo fetal sendo que parte é de origem
materna (Chung, 2014). A concentragdo de T4 no soro do feto atinge niveis de similares a de
adultos aproximadamente na 362 semana gestacional, enquanto que a concentracdo de T3
nunca ultrapassa 50% da materna durante toda a gestacdo. Ja a concentracdo de TSH fetal é
maior do que a materna durante toda gestacdo (Thorpe-Beeston et al., 1991). A passagem de
TSH via placentaria € minima, entdo concentracdes baixas HT fetais sdo supridas por fonte
materna via placenta (Vulsma et al., 1989).

Em ratos, a tireoide encontra-se formada por volta do 17° dia embrionario e a partir do
20° dia estd apta a produzir hormonios (Feldman et al., 1961). No periodo poés-natal, a
concentracdo sérica de HTs crescem acentuadamente até atingir niveis de adulto
aproximadamente 40 dias ap6s o nascimento (Fisher et al., 1976).
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Nos primordios da gestacdo, a concentracdo adequada de HTs é fundamental para o
desenvolvimento neuronal normal, sendo que os niveis encontrados no cérebro fetal refletem
0s niveis da circulacdo materna (Chan et al., 2009). Em ratos, estes hormonios séo derivados
principalmente da circulacdo materna. No entanto, 0 T3 ndo consegue atravessar a barreira
hemato-encefalica fetal, entdo todo T3 presente no cérebro & proveniente da conversdo
periférica a partir do T4 (Grijota-Martinez et al., 2011). Neste aspecto, o hipotireoidismo
materno pode impactar significativamente o desenvolvimento encefalico do feto e os niveis
adequados de T4 materno sdo fundamentais para o desenvolvimento adequado do feto (Chan
et al., 2009)

Atualmente, existe diversas patologias da pratica médica sem etiologia definida.
Estudos clinicos epidemioldgicos tém apontado relacdo entre a presenca modificacfes no
periodo intrauterino e a ocorréncia destas doencas na vida adulta (Barker et al., 1989). Dessa
forma, recentes pesquisas objetivam estudar as repercussdes do desenvolvimento fetal,
sobretudo da acdo dos HTs, na vida adulta (De Vivo et al., 2010).

Durante o periodo gravidico ocorre um aumento da necessidade de HTs o que culmina
com um aumento de 50% na producdo destes horménios e de 10% no tamanho desta glandula
materna (Stagnaro-Green et al., 2011). Estas mudancas evidenciam a importancia dos HTs
para o desenvolvimento fetal (Chung, 2014; Li et al., 2014).

Este aumento na producdo de T3 e T4 se deve a dois fatores principais. Os niveis
elevados de estrogeno na gestacdo estimulam a producdo hepéatica de TBG e como
consequéncia acarreta aumento da concentracdo sérica de HTs e diminuicdo da porc¢éo livre
destes hormdnios e estimulo ao eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide (Stricker et al., 2007).
Ademais, a gonadotrofina coridnica (hCG), por possuir uma semelhanca estrutural com TSH,
estimula seus receptores na tireoide, induzindo a producdo hormonal (Glinoer, 1997).

A elevacdo dos niveis de HTs durante a gestacdo resultam em reducéo da concentracéo
sérica de TSH (Stagnaro-Green et al., 2011). Dessa forma, é necessario adotar padrdes de
referéncia especificos para cada trimestre da gestacdo. De acordo com o Consenso Brasileiro
para a abordagem clinica e tratamento do hipotireoidismo subclinico em adultos da Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, o hipotireoidismo é definido por valores de TSH
> 2,5 mIU/L no primeiro triestre da gestacdo e > 3,5 mIU/L nos dois ultimos trimestres
(Sgarbi et al., 2013). A prevaléncia estimada de hipotireoidismo no periodo gestacional varia
de 5.5 a 15% (Blatt et al., 2012; Ong et al., 2014).
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1.3. DROGAS PARA INDUC}AO DO HIPOTIREOIDISMO EXPERIMENTAL

O hipotireoidismo experimental pode ser induzido por meio de drogas usadas para o
tratamento do hipertireoidismo, como o Metimazol (MTZ) e o Propiltiouracil (PTU). O MTZ
inibe a iodacdo da tireoglobulina, impedindo a sintese de HTs e com isso ocasionando
reducdo da concentracdo plasmatica destes hormonios (Goodman et al., 2007). Estas drogas
sdo capazes de atravessar a barreira placentaria e sdo encontradas no leite materno (Diav-
Citrin & Ornoy, 2002). Ha evidencias que o0 uso destas medicacOes durante a gestacdo causa

hipotireoidismo fetal que geralmente é reversivel apds o parto (Kriplani et al., 1994).

1.4. EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO NO PERIODO INTRAUTERINO

O desenvolvimento fetal € marcado por uma intensa divisdo celular que resulta na
formacéo dos diferentes 6rgéos e tecidos, perturbaces durante esse periodo podem acarretar
alteracdes na funcdo e estrutura dos sistemas organicos, que podem ser a causa de desordens
sem etiologia definidas na vida adultas (Barker, 1989). Nesse sentido, o hipotireoidismo
materno gera uma deficiéncia de HTs fetal e com isso pode culminar em consequéncias para
esta prole na vida adulta (Chan & Rovet, 2003).

Em estudo experimental foi induzido hipotireoidismo em ratas com o uso de drogas
antiteroideanas (PTU e MTZ) durante a gestacdo e o periodo pés-natal evidenciou que a
proles apresentaram retardo no desenvolvimento neuroldgico, além de alteracdo na expressdo
de genes regulados por HTs no cérebro (Shibutani et al., 2009). Além disso, foi evidenciado
que a caréncia de T3 pode levar a deficiéncia auditiva, malformacdes cardiacas congénitas e
déficit de crescimento em mamiferos (Li et al., 2014). O hipotireoidismo gestacional
experimental, induzido com MTZ, provocou alteracdo nociceptiva na prole de ratos em
diferentes idades da vida adulta (Alves et al., 2013)

A deficiéncia de HTs pode ocasionar retardo da mielinizagdo, diminuicdo da
vascularizagéo e hipoplasia neuronal cortical. Assim, a reposi¢do destes hormonios para mée
se faz necessaria a fim de evitar um prejuizo para o desenvolvimento neuropiscomotor do
filho (Setian, 2007). Corroborando com esses achados, um estudo epidemiolégico com
humanos mostrou que filhos de mées que apresentaram dosagem de T4 livre menor que limite
inferior da normalidade na 122 semana de gestacdo apresentaram déficit de desenvolvimento,
em relacdo a populacéo geral, quando avaliados aos 2 anos de idade (Pop et al., 2003).

A disfuncdo tireoidiana materna pode levar também a alteragbes da funcéo
cardiovascular da prole. O hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) foi associado a

ocorréncia de Hipertensao Arterial Sisttmica na vida adulta em prole de ratas tratadas com
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MTZ durante a gestacdo (Santos et al., 2012). Ademais, foi evidenciado que a deficiéncia
materna de HTs pode gerar dificuldade visuais da prole de ratas (Hasegawa & Wada, 2013).

1.5. CIRCUITARIA DE DOR

A dor é uma experiéncia sensorial fisiologica e desagradavel cuja finalidade € detectar e
evitar danos teciduais (Velazquez et al., 2007).

Os nociceptores sdo os receptores de dor da pele e sdo responsaveis por detectar
possiveis estimulos lesivos e conduzi-los ao SNC. Estes receptores sdo ativados por diferentes
estimulos: produtos quimicos potencialmente lesivos, excesso de pressao temperaturas
extremas e por lesdo tecidual (Dubin & Patapoutian, 2010). Estudos experimentais mostram
que a morfologia destas terminacdes nervosas € muito semelhante em humanos e ratos (Lewin
& Moshourab, 2004). Para que ocorra a percepcdo de dor é necessario que nociceptores
emitam potenciais de acdo quando estimulados e esta informacdo chegue e seja interpretada
pelo SNC (Dubin & Patapoutian, 2010).

A velocidade de conduc¢do de um impulso nervoso depende do diametro do axénio do
neurdnio que o conduz e da presenca de mielina. Os nociceptores, em geral, sdo inervados por
fibras de conducéo lenta do tipo C, que ndo sdo mielinizados e apresenta pequeno didametro
(Woolf & Ma, 2007). A dor aguda priméria é conduzida por fibras do tipo A, que sdo
mielinizadas e possuem maior velocidade de conducdo (Djouhri & Lawson, 2004). Ja os
nociceptores térmicos estéo ligados a axdnios mielinizados finos do tipo Ad que apresentam a
maior velocidade de conducéo (Millan, 2002).

Estas fibras sd@o ax6nios de neurdnios cujos corpos celulares estdo nos ganglios das
raizes dorsais da medula, onde fazem sinapse com neurbnios de segunda ordem, dando
origem a via ascendente da dor (Millan, 1999). Os corpos celulares dos neurdnios de segunda
ordem se encontram no corno dorsal da medula espinhal e projetam suas fibras principalmente
para o Talamo onde fazem sinapse com os neurdnios de terceira ordem. Na via classica da
dor, estes neurbnios se projetam do tadlamo para o cOrtex somatosensorial e para 0 giro
cingulado anterior, responsaveis pela somatizacdo e pelo componente emocional da dor,
respectivamente (Russo and & Brose, 1998). Nesse sentido, o Talamo possui importante
papel na integracdo e transferéncia da informacdo nociceptiva. Os estimulos nociceptivos
trazidos pela via ascendente da dor sdo recebidos e interpretados no tdlamo quanto ao tipo
(térmico, quimico ou fisico), localiza¢do topografica, intensidade e padrdo temporal (Millan,
1999).
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Outras regides do cortex cerebral também participam do processamento central da dor,
como o nucleo parabranquial (PBN) e o cortex cingulado anterior (ACC) que apresentam
importante papel no recebimento de informacdo nociceptiva (Millan, 1999). A inducdo da
inatividade do nucleo parabranquial em ratos ocasionou a reducao da resposta de dor (Coizet
et al., 2010). J& um estudo utilizando tomografia por emissdo de pdésitrons evidenciou que
cortex insular e giro cingulado estdo envolvidos na interpretacdo da nocicep¢éo, sendo o ACC
associado ao componente emocional da dor, visto que faz parte do sistema limbico (Télle et
al., 1999). Ademais, ablacdo cirurgica do ACC em ratos resultou em dimuicdo da sensacdo
desagradavel associada a nocicepcdo, mas nao alterou a percepcdo da intensidade e
localizag&o do estimulo doloroso (Chen et al., 2012).

A sensacdo dolorosa é o resultado do estimulo provenientes das vias aferentes
nociceptivas e da regulacdo por outras fibras aferentes ndo-nociceptivas (Melzack & Wall,
1965). Ademais, existe diversos sistemas modulatorios cerebrais que regulam a percepcao da
dor por meio de vias descendentes originarias no tronco encefélico, cortex ou talamo que
modulam a transmissdo do estimulo nociceptivo em nivel medular (Millan, 1999).

A exacerbacdo dos reflexos nociceptivos apds sec¢do da medula espinhal evidenciou
que as vias descendentes possuem acao inibitéria (Gebhart, 2004). O entendimento a respeito
do sistema modulatério descente da dor foi possivel ap6s o estudo de Reynolds (1969) que
mostrou que a estimulacdo do PAG bloqueou a percepcdo nociceptiva em ratos. Desde estéo,
esta regido é considerada uma importante area dos sistemas cerebrais de modulacao
nocicieptiva além de ser sitio de acdo de opioides (Yaksh & Rudy, 1978).

Outra origem de via descente modulatéria da nocicepcao € o Bulbo ventromedial rostral
(RVM) que resulta em bloqueio da conducéo de estimulos nervosos nociceptivos na medula
por meio da acdo no neurotransmissor Serotonina. Este neurotransmissor possui importante
efeito na modulacdo dos estimulos da dor (Calvino & Grilo, 2006). A paraclorofenilalanina
age blogueando a producdo de serotonina, isto resulta em bloqueio da analgesia resultante da
estimulacdo central por este neurotransmissor (Stamford, 1995). O nicleo magno da rafe e o
nucleo dorsal da rafe (NDR) séo ndcleos da rafe produtores de serotonina e que apresentam
papel nas vias descendentes de controle da dor, sendo que o NDR é apontado como
importante para 0 comeco da estimulacdo analgésica (Stamford, 1995).

Além disso, as evidencias também apontam a Noradrenalina como neurotransmissor
relacionado a modulagdo da informagdo nociceptiva por meio de vias descendentes e de
estimulacdo central, visto que a reducdo experimental da concentragdo medular deste

neurotransmissor resultou em exacerbagdo do processo algico (Sagen & Proudfit, 1984). O
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efeito antinociceptivo da noradrenalina no SNC ¢ mediado por sua ligagdo em receptores o-
adrenérgicos encontrados em diversas regides como hipotdlamo, Locus certleos, RVM e
amigdala (Zhang et al., 2010).

Por fim, ha evidéncias fortes de que outros neurotransmissores estdo envolvidos na
modulacdo da percepcdo de dor, tais como a dopamina, o gaba e os opioides enddgenos
(encefalina e endorfinas) (Millan, 1999).

As vias descentes também podem apresentar efeito facilitador na modulacdo das
informacBes nocceptivas. Estudos evidenciaram que a vias descendentes do RVM podem
estimular ou inibir os estimulos de dor provenientes da periferia e com isso ocasionar
hiperalgesia ou analgesia respectivamente (Gebhart, 2004). Nesse sentido, regides dos
sistemas modulatérios nociceptivos cerebrais como 0 RVM e 0 PAG podem estar envolvidos
com estados de manutencdo da dor mesmo na auséncia de permanéncia do estimulo lesivo
(Staud, 2013).

1.6. CONSIDERAGCOES FINAIS

Inimeros estudos tém buscado compreender a neurobiologia do desenvolvimento das
vias de percepgdo e modulagdo descendente da dor em animais e seres humanos (Millan,
2002; Melzack, 1965). Estéo evidenciados efeitos do hipotireoidismo no desenvolvimento do
sistema nervoso central (SNC) e em diversos outros orgédos e sistemas (Teng , 1998; Bruno
NA, 2005). Estudos experimentais tém avaliado a nocicepcdo de estimulos térmicos, quimicos
e mecanicos em ratos filhos de maes hipotiredideas (Alves, 2013). Porém, até o presente
momento, o efeito do hipotireoidismo gestacional experimental em &reas encefalicas
importantes na regulagdo da dor, ainda ndo foi investigado. Alguns estudos ja relataram
influéncia da caréncia de HT no periodo perinatal no desenvolvimento do sistema nervoso
central (Teng CG, 1998; Bruno NA, 2005) e de outros sistemas organicos como o0
cardiovascular (Sluka, 2000). Também foi mostrado que HGE provoca alteragbes na
nocicepgao termica espinhal da prole de ratos (Alves, 2013). No entanto, ainda ndo se tem
relatos de estudos de hipotireoidismo exclusivamente no periodo pré-natal que facam anélise
da nocicepcdo supraespinal da prole de ratas hipotireoideas.

Estudos experimentais com animais evidenciam que o desenvolvimento da circuitaria
neuronal somatossensorial do feto seja dependente de HTs fornecidos pela mée durante a
gestacédo (Besson, 1999). Desta forma, o0 HGE pode estar relacionado com o desenvolvimento
de doencas hiper ou hipoalgesicas sem etiologia definidas. Nesse sentido, este estudo visa a
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compreender os efeitos dos HTs de origem materna no desenvolvimento da circuitaria

neuronal somatossensorial durante o desenvolvimento fetal.
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Nos enfatizamos a importancia de seguir estas instrucdes cuidadosamente. Ndo fazer
isso ira atrasar o processamento do seu manuscrito.

Os manuscritos devem ser submetidos exclusivamente ao AE & M e ndo devem ter sido
publicados, ou estar sob consideracdo para publicacdo em qualquer forma substancial, em
outro periddico - profissional ou leigo.

Os artigos que nao atenderem a esses requisitos serdo devolvidos ao autor para as
revisdes necessarias antes da revisao formal.

Todas as submissdes sao inicialmente avaliadas em profundidade pelos editores
cientificos. Os artigos que n&do estiverem em conformidade com os critérios gerais de
publicacdo serdo devolvidos aos autores sem revisdo detalhada, geralmente dentro de trés a
cinco dias. Caso contrario, 0s manuscritos serdo enviados aos revisores (mais comumente
dois).

A Revista adota o sistema Crosschek para identificacdo de plagio. Artigos aceitos para

publicacdo tornam-se propriedade da revista.

Forma e preparacao de manuscritos
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1. Formato geral

O AE & M exige que todos os manuscritos sejam enviados em um formato de coluna
Unica que siga estas diretrizes:

O manuscrito deve ser submetido no formato MS-Word.

Todo o texto deve ter espaco duplo com margens de 2 cm em ambos os lados, usando
fonte Times Roman ou Arial tipo 11 pontos.

Todas as linhas devem ser numeradas ao longo de todo o manuscrito e todo o
documento deve ser paginado.

Todas as tabelas e figuras devem ser colocadas ap6s o texto e devem ser rotuladas. O
MS deve estar completo, incluindo a pagina de titulo, resumo, figuras e tabelas.

Os artigos enviados sem todos esses componentes serdo suspensos até que 0 manuscrito
esteja completo. Todas as submissdes devem incluir:

Uma carta de apresentacéo solicitando a avaliagdo do manuscrito para publicagdo no AE
& M, e qualquer informacdo relevante para o manuscrito. No formulério de submisséo, os
autores podem sugerir até trés revisores especificos e/ou solicitar a exclusao de até trés outros.

O manuscrito deve ser apresentado na seguinte ordem:

Folha de rosto.

Resumo estruturado (ou resumo para relatos de casos).

Texto principal.

Tabelas e Figuras. Eles devem ser citados no texto principal em ordem numeérica.

Agradecimentos

Declaragéo de financiamento, interesses concorrentes e quaisquer subvencdes ou bolsas
de apoio ao estudo.

Lista de referéncias.

1.1 P4gina de Titulo

A pagina de titulo deve conter as seguintes informagdes:

Titulo do artigo (uma declaragédo concisa do conteudo principal do artigo).

Nomes completos, departamentos, instituicdes, cidade e pais de todos os co-autores.

Nome completo, endereco postal, e-mail, nimeros de telefone e fax do autor
correspondente.

Titulo abreviado de no méximo 40 caracteres para cabegalhos de pagina.

Até cinco palavras-chave ou frases adequadas para uso em um indice (0 uso de termos

MeSH é recomendado).
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Contagem de palavras - excluindo pagina de titulo, resumo, referéncias, figuras / tabelas
e suas legendas.

Tipo de artigo

1.2 Resumo

Todos os Artigos Originais, Relatorios Resumidos, Revisfes, Relatos de Casos devem
ser submetidos com resumos de no maximo 250 palavras. O resumo deve ser independente e
claro, sem referéncia ao texto. O formato abstrato deve incluir quatro se¢des que refletem os
titulos das secBes no texto principal. Todas as informacdes relatadas no resumo devem
aparecer no MS. Por favor, use frases completas para todas as se¢des do resumo.

1.3 Introducéo
O objetivo da introducdo é chamar a atencdo do leitor para o artigo, com uma
perspectiva historica e uma justificativa para os objetivos.

1.4 Materiais e Métodos

Estes devem ser descritos e referenciados em detalhes suficientes para que outros
pesquisadores possam avaliar e repetir o estudo. A fonte de horménios, produtos quimicos e
reagentes incomuns e pecas especiais do aparelho devem ser declaradas. Para métodos

modificados, apenas as modificacdes devem ser descritas.

1.5 Resultados e Discussao

A secdo Resultados deve apresentar brevemente os dados experimentais em texto,
tabelas e / ou figuras. A repeticdo, no texto, dos resultados apresentados nas tabelas deve ser
evitada. Para mais informacgdes sobre a preparagédo de tabelas e figuras, veja abaixo. A
discussdo deve enfocar a interpretacdo e a significancia dos resultados, com comentarios
objetivos concisos que descrevem sua relagdo com outros estudos nessa area. A discussdo ndo
deve reiterar os resultados; deve conter sugestBes para explica-las e deve terminar com as

conclusoes.

1.6 Autoria
A AE & M atribui as diretrizes de autoria e contribuicdo definida pelo Comité

Internacional de Editores de Revistas Médicas ( www.icmje.org ). Autoria conjunta irrestrita é

permitida.


http://www.scielo.br/revistas/aem/www.icmje.org
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O crédito de autoria deve basear-se apenas em contribui¢Ges substanciais para:

A concepcao e design, ou analise e interpretacdo de dados;

A redacéo do artigo ou sua revisdo critica para conteudo intelectual importante;

A aprovacdo final da versdo a ser publicada.

Todas essas condi¢des devem ser atendidas. O autor correspondente é responsavel por
garantir que todos os colaboradores apropriados sejam listados como autores e que todos 0s

autores tenham concordado com o contetdo do manuscrito e sua submissdo ao AE & M.

1.7 Conflito de interesses

Uma declaracdo de conflito de interesses para todos os autores deve ser incluida no
documento principal, apds o texto, na secdo Agradecimentos. Mesmo que 0s autores ndo
tenham nenhum conflito de interesse relevante para divulgar, isso deve ser indicado na se¢do

Agradecimentos.

1.8 Agradecimentos

A secdo Agradecimentos deve incluir os nomes das pessoas que contribuiram para um
estudo, mas ndo atenderam aos requisitos de autoria. O autor correspondente é responsavel
por informar cada pessoa listada na secdo de reconhecimento de que foi incluida e qual é sua
contribuicdo. Cada pessoa listada nos agradecimentos deve dar permisséo - por escrito, se
possivel - para o uso de seu nome. E de responsabilidade do autor correspondente fornecer

essas informacoes.

1.9 Referéncias

As referéncias a literatura devem ser citadas em ordem numérica (entre parénteses) no
texto e listadas na mesma ordem numérica no final do manuscrito, em pagina ou paginas
separadas. O autor é responsavel pela precisdo das referéncias. O numero de referéncias

citadas é limitado para cada categoria de envio, conforme indicado abaixo.

1.10 Tabelas

As tabelas devem ser enviadas no mesmo formato do artigo (Word) e ndo em outro
formato. Por favor, note que as tabelas ndo sdo aceitaveis como arquivos do Excel. 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 ser inteligiveis
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sem referéncia ao texto. Cada tabela deve ter um cabegalho conciso. Uma descri¢do das
condicBes experimentais pode aparecer junto com notas de rodapé ao pé da mesa.

1.11 Gréficos e Figuras

Todos os gréficos e figuras devem ser numerados. Os autores sdo responsaveis pela
formatacdo digital, fornecendo arte digital que foi dimensionada adequadamente. Todas as
figuras coloridas serdo reproduzidas em cores na edicdo on-line da revista sem nenhum custo
para 0s autores. Solicita-se aos autores que paguem o custo de reproduzir figuras coloridas na

edicdo impressa (a editora fornecera cotacoes de precos apds a aceitagdo do manuscrito).

1.12 Fotografias

A AE & M prefere publicar fotos de pacientes desmascaradas. Encorajamos todos 0s
autores potenciais a trabalhar com as familias antes da submissdo e abordar a questdo da
permissdo para revisdo e possivel publicacdo de imagens de pacientes. Se a EM contiver
imagens de pacientes identificaveis ou outras informacdes de salde protegidas, os autores
devem fornecer permissdo documentada do paciente (ou dos pais, tutor ou representante legal
do paciente) antes que o material especifico circule entre editores, revisores e funcionarios
para fins possiveis publicacdo em AE & M. Se for necessério identificar um individuo, use
uma designacdo numérica (por exemplo, Paciente 1) em vez de usar quaisquer outras notacoes

de identificacdo, como iniciais.

1.13 Unidades de Medida

Os resultados devem ser expressos em unidades métricas. A temperatura deve ser
expressa em graus Celsius e hora do dia usando o relégio de 24 horas (por exemplo, 0800 h,
1500 h).

1.14 Abreviacdes padrao
Todas as abreviaturas devem ser imediatamente definidas apds serem usadas pela

primeira vez no texto.

1.15 Pacientes
Para que o EM seja considerado para publicacdo, todas as investigagdes clinicas

descritas nos manuscritos submetidos devem ter sido conduzidas de acordo com as diretrizes
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da Declaracdo de Helsinque e devem ter sido formalmente aprovadas pelos comités de revisao
institucional apropriados ou seus equivalentes.

As populacbes do estudo devem ser descritas em detalhes. Os assuntos devem ser
identificados apenas por nimero ou letra, ndo por iniciais ou nomes. Fotografias de rostos de
pacientes devem ser incluidas apenas se cientificamente relevantes. Os autores devem obter o
consentimento por escrito do paciente para o uso de tais fotografias. Para mais detalhes,
consulte as Diretrizes Eticas.

Os autores devem revelar um potencial conflito de interesse aos participantes do estudo

e devem indicar no manuscrito que o fizeram.

1.16 Animais experimentais
Uma declaracdo confirmando que toda a experimentacdo animal descrita no manuscrito
foi conduzida de acordo com padrdes aceitos de cuidados com animais humanos, conforme

descrito nas Diretrizes Eticas, deve ser incluida no manuscrito.

1.17 Descricdes de Genética Molecular

Use a terminologia padrdo para variantes, fornecendo nimeros de rs para todas as
variantes relatadas. Os detalhes do ensaio (sequéncias de primers, condi¢des de PCR, etc.)
devem ser descritos de forma muito concisa juntamente com o0s nimeros rs. Os pedigrees
devem ser elaborados de acordo com os padrdes publicados (ver Bennett et al., J Genet
Counsel (2008) 17: 424-433 -DOI: 10.1007 / s10897-008-9169-9).

1.18 Nomenclaturas

Para genes, use notacdo genética e simbolos aprovados pelo Comité de Nomenclatura
Genética do HUGO (HGNC) - (http://www.genenames.org/).

Para nomenclatura de mutacao, por favor, use as diretrizes de nomenclatura sugeridas
pela Human Genome Variation Society ().

Fornecer informacdes e uma discussdo de partidas do equilibrio de Hardy-Weinberg
para os polimorfismos calculados na populacdo estudada. O calculo do HWE pode ajudar a
descobrir erros de genotipagem e impacto em métodos analiticos.

Fornecer frequéncias originais de gendtipos, alelos e haplotipos.

Sempre que possivel, os medicamentos devem receber seu nome generico
aprovado. Quando um nome proprietario (marca) é usado, ele deve comegar com uma letra

maiuscula.
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Os acronimos devem ser usados com parcimonia e totalmente explicados quando usados

pela primeira vez.

2. Tipos de artigos
Relatorios de pesquisa original podem ser submetidos a AE & M como artigos
originais, artigos de revisdo, relatos de casos, relatorios breves, declaracGes de consenso e

cartas aos editores. Os tipos de artigos sdo descritos abaixo.

2.1 Artigos originais

O Artigo Original é um relatério cientifico dos resultados de pesquisa original que ndo
foi publicada ou submetida para publicacdo em outro lugar (impressa ou eletronica).
Representa um corpo substancial de trabalho laboratorial ou clinico. Em geral, os Artigos
Originais ndo devem exceder 3.600 palavras no texto principal, incluir mais de seis figuras e
tabelas, ou mais de 35 referéncias no estilo VVancouver.

2.2 Artigos de Revisdo

A AE & M publica artigos de revisdo que mostram uma perspectiva equilibrada sobre
questBes oportunas no campo da endocrinologia clinica. Todas as revisdes sdo enviadas a
convite e estdo sujeitas a revisdo por pares. Os artigos desta categoria séo solicitados pelos
editores a autores com experiéncia comprovada no campo. Autores que considerarem a
submissdo de revisdes ndo-convidadas devem contatar os editores com antecedéncia para
determinar se o tdpico que eles propdem é de interesse potencial atual para a Revista.

Os artigos de revisdo devem ter no maximo 4.000 palavras no texto principal, incluir no
maximo quatro figuras e tabelas e ndo mais de 60 referéncias no estilo Vancouver. Os autores
devem mencionar a fonte e / ou solicitar autorizagcdo para uso de figuras ou tabelas

previamente publicadas.

2.3 Declaragdes de consenso

Consenso Os enunciados relacionados aos padrbes de salde e praticas de saude
enddcrina e metabolica podem ser submetidos por sociedades profissionais, forcas-tarefa e
outros consorcios. Todas essas submissfes serdo submetidas a revisao por pares, devem ser
modificaveis em resposta a criticas e serdo publicadas somente se atenderem aos padrdes

editoriais usuais da Revista. As declarac6es de consenso geralmente ndo devem ter mais de
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3.600 palavras no texto principal, incluir no maximo seis figuras e tabelas e ndo mais de 60

referéncias no estilo de Vancouver.

2.4 Breve relatorio

O relatério Breve consiste em novos dados de importancia suficiente para garantir a
publicacdo imediata. E uma descrigdo sucinta do estudo focado com resultados importantes,
mas muito diretos, negativos ou confirmatdrios. Brevidade e clareza sdo sempre susceptiveis
de aumentar a chance de um manuscrito ser aceito para publicacdo. Os relatorios breves
devem ter no maximo 1.500 palavras no texto principal e até 20 referéncias no estilo
Vancouver, e ndo mais do que duas ilustragdes (tabelas ou figuras, ou uma de cada).

2.5 Relato de Caso

Um Relato de Caso € uma comunicacdo breve que apresenta relatérios de casos
coletados ou Unicos de importancia clinica ou cientifica. Esses relatérios devem ser concisos e
focados na questdo a ser discutida. Eles devem abordar observacdes de pacientes ou familias
qgue contribuem substancialmente para o conhecimento da etiologia, patogénese e
delineamento da histéria natural ou gestdo da condicdo descrita. Os Relatos de Casos devem
ter 2.000 palavras ou menos, com no maximo quatro figuras e tabelas, e ndo mais do que 30
referéncias no estilo Vancouver.

Os relatos de casos s serdo considerados para publicacdo se trouxerem contribuicdes
importantes para a area basica de traducdo ou clinica, preferencialmente em conjunto com

uma revisdo da literatura.

2.6 Cartas ao Editor

Cartas ao Editor podem ser submetidas em resposta ao manuscrito que foi publicado na
Revista. As cartas devem ser breves comentarios relacionados a pontos especificos de
concordancia ou desacordo com o manuscrito publicado. As cartas ndo sdo destinadas a
apresentacdo de dados originais néo relacionados a um artigo publicado. As cartas devem ter
no maximo 500 palavras, com ndo mais do que cinco referéncias completas no estilo
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RESUMO

Hormdnios tireoideanos sdo essenciais para adequado desenvolvimento dos sistemas fisioldgicos,
dentre eles o Sistema Nervoso Central. Assim, as doencas maternas da tireoide durante a gestacéo
podem ser responsaveis pelo aparecimento de desordens neuroldgicas. Concentracfes séricas de
hormdnios tireoideanos maternos adequadas, especialmente no inicio da gestacdo, desempenham um
papel importante para assegurar desenvolvimento normal da prole. Este estudo objetiva investigar as
repercussdes do hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) na func¢do nociceptiva supraespinhal
e na circuitaria opioidérgica da prole de ratas. O HGE foi induzido adicionando metimazol a 0,02% na
agua de beber a partir do nono dia de gestacdo até o parto. Machos da prole de mées hipo- (n=14) e
eutireoideanas (n=14) foram submetidos a avaliagdo basal do limiar nociceptivo com 60 dias pds-natal
por meio do aparato da Placa Quente (52°C). Para tanto foi medida a laténcia da resposta de lambedura
vigorosa da pata traseira. Em seguida, os animais receberam injecdo intraperitoneal de 3 mg/kg de
morfina e foram novamente alocados na placa quente para avaliagdo do limiar nociceptivo aos 30, 60,
90 e 120 minutos apos a injecdo desta droga. Apds andlise dos dados, foi possivel constatar que o
HGE néo afetou o limiar nociceptivo basal supraespinhal da prole. No entanto, promoveu aumento
deste limiar aos 30 e 60 minutos apos a injecdo da morfina (fator interacdo: F(4,100)=2.49; p<0.05).
Assim, o0 HGE ndo altera a nocicep¢do térmica basal supraespinhal da prole, porém eleva a
sensibilidade a morfina. Isto indica um possivel aumento compensatério da expressdo ou da

sensibilidade de receptores opioidérgicos na circuitaria de modulagdo nociceptiva.

PALAVRAS-CHAVE: Nocicepgéo, Morfina, Hipotireoidismo gestacional, Placa quente, Ratos, Prole,

Programacao fetal.
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ABSTRACT
Thyroid hormones are essential for the adequate development of physiological systems, as the

Central Nervous System. Thus, thyroid diseases may be responsible for neurological disorders in
adulthood of offspring. Adequate serum concentrations of maternal thyroid hormones, especially at the
first trimester of gestation, play an important role in ensuring adequate offspring development. This
study aims to investigate the repercussions of experimental gestational hypothyroidism (EGH) on the
supra-spinal nociceptive function and on the opioidergic circuitry of rats’ offspring. EGH was induced
by adding 0.02% methimazole in drinking water from the ninth day of gestation until delivery. Male
offspring of hypo (n=14) and euthyroid (n=14) mothers were submitted to baseline nociceptive
threshold assessment at 60 days postnatal using a Hot Plate apparatus (52 ° C), by measuring the
latency of the vigorous licking response of the hind paw. Subsequently, the animals received
intraperitoneal injection of morphine (3 mg / kg) and were reassigned on the hot plate for nociceptive
threshold evaluation at 30, 60, 90 and 120 min after the injection. The EGH did not affect the supra-
spinal nociceptive threshold in the offspring. However, the use of morphine increases the nociceptive
threshold at 30 and 60 minutes after injection of morphine (interaction factor: F (4,100) = 2.49, p
<0.05). Thus, HGE does not affect the basal thermal nociception of the offspring but raises the
sensibility to morphine. This result show that EGH can increase the expression or sensitivity in

opioidergic receptors of pain modulatory circuitry.

KEYWORDS: Nociception, Morphine, Gestational hypothyroidism, Hot plate, Rats, Offspring, Fetal

programming
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INTRODUCAO
Doengas frequentes e que provocam dor cronica podem ter etiologia indefinida (e.g.:

fibromialgia). Recentes estudos sugerem que a origem de tais doencas pode estar na exposi¢do a
condicBes adversas durante a vida intrauterina ou perinatal, marcando o individuo temporaria ou
permanentemente, ao longo de sua vida (1-2).

A caréncia de hormonios tireoidianos (HTs) durante a gestacdo afeta cerca de 5 a 15% das
mulheres grévidas (3-4). Durante o periodo intrauterino, o feto é incapaz de suprir sua demanda de
horménios tireoidianos, dependendo do fornecimento materno. Nesse sentido, o hipotireoidismo
gestacional pode prejudicar o desenvolvimento da prole (5). Estudos de corte em humanos tem
evidenciado que o hipotireoidismo materno na gestacdo estd associado a um maior nimero de
complicagBes perinatais (6), e além disso foi demonstrado que uma ingestéo insuficiente de iodo na
gravidez esta associada a menores habilidades de linguagem infantil até 18 meses de idade (7).

Inimeros estudos tém buscado compreender a neurobiologia do desenvolvimento das vias de
percepcdo e modulagdo descendente da dor em animais e seres humanos (8-9). Estdo evidenciados
efeitos do hipotireoidismo no desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e em diversos outros
orgdos e sistemas (10-11). Estudos experimentais tém avaliado a nocicepgdo de estimulos térmicos,
quimicos e mecanicos em ratos filhos de maes hipotiredideas (12). Porém, até o presente momento, o
efeito do hipotireoidismo gestacional experimental em areas encefalicas importantes na regulacéo da
dor, ainda ndo foi investigado. Alguns estudos ja relataram influéncia da caréncia de HT no periodo
perinatal no desenvolvimento do sistema nervoso central (10-11) e de outros sistemas organicos como
o cardiovascular (13). Também foi mostrado que HGE provoca alteragcbes na nocicepcao térmica
espinhal da prole de ratos (12). No entanto, ainda ndo se tem relatos de estudos de hipotireoidismo
exclusivamente no periodo pré-natal que fagam anélise da nocicepcéo supraespinal da prole de ratas
hipotireoideas.

Estudos experimentais com animais evidenciam que o desenvolvimento da circuitaria neuronal
somatossensorial do feto seja dependente de HTs fornecidos pela mée durante a gestacéo (14). Desta
forma, 0 HGE pode estar relacionado com o desenvolvimento de doencas hiper ou hipoalgesicas sem

etiologia definidas. Nesse sentido, este estudo visa a compreender os efeitos dos HTs de origem
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materna no desenvolvimento da circuitaria neuronal somatossensorial durante o desenvolvimento
fetal. Assim, este estudo objetiva investigar as repercussGes do hipotireoidismo gestacional
experimental (HGE) na resposta nociceptiva basal e apos a aplicacdo de morfina e no desenvolvimento

corporal na prole de ratas.

MATERIAIS E METODOS
Todos os procedimentos aos quais 0s animais utilizados neste estudo foram submetidos estdo de

acordo com as normas e principios éticos preconizados pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizacdo De Animais Para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA), bem como pelas Diretrizes da
Pratica de Eutanasia, ambas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Toda a equipe executora deste projeto estava ciente do contetido da lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008 (Lei Arouca). Além disso, a presente proposta de estudo foi apreciada pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da Universidade Federal de Sergipe, aprovado conforme
protocolo n® 29/12. Todos os esforcos foram feitos para minimizar o numero de animais utilizados

bem como a geracao de desconforto e sofrimento.

Animais utilizados

Foram utilizadas trés categorias de ratos Wistar obtidos do Biotério Setorial do Departamento
de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe. Sdo elas: Categoria I. 11 Fémeas adultas (150 a 200
g) que foram acompanhadas para acasalamento programado. Destas, sete emprenharam e tiveram suas
gestacOes concluidas para a producdo do nimero necessario de filhotes (n=14). Confirmada as sete
gestagdes, quatro ratas foram submetidas ao protocolo de inducdo de hipotireoidismo durante a
gestacdo (grupo MTZ) e 3 receberam veiculo (grupo Controle); Categoria 1. 6 machos adultos (250 a
300 g) para acasalamento com as fémeas adultas da categoria I; Categoria Ill. 28 ratos adultos, sendo
14 filhos de mées eutiredideas e 14 filhos de mées com HGE.

Enquanto ndo estavam gestantes, as fémeas da categoria | foram mantidas em caixas de
policarbonato coletivas com 2 animais por caixa. Diariamente tiveram seu ciclo estral acompanhado

por analise colpocitolégica para que na fase do proestro fossem expostas a rato Wistar adulto para
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acasalamento. A confirmacdo do coito foi feita pela detecgdo microscopica de espermatozoide no
lavado vaginal. Confirmado o coito, cada fémea foi acondicionada individualmente em caixa de
policarbonato, onde permaneceram por toda a gestacdo, parto e lactacdo. No dia 3 ap6s 0 nascimento,
os filhotes foram sexados e mantidos em amamentagdo em ninhadas com oito animais. No dia 21 ap6s
0 nascimento, a ninhada foi desmamada e os filhotes transferidos para caixas coletivas, com até 5
animais do mesmo sexo por caixa. Durante todo o periodo, 0s animais tiveram livre acesso a agua e
racao especifica para roedores. As salas de manutencdo dos animais e experimentacéo, localizadas no
Laboratério de Pesquisa em Neurociéncias (LANBAC, HU), tinham luminosidade controlada com

ciclo claro-escuro de 12/12h (luz das 6 as 18 horas), e temperatura de 23 + 2°C.

Protocolo de inducdo do hipotireoidismo gestacional experimental
Para a inducdo de HGE foi utilizado o inibidor da iodoperoxidase, Metimazol (MTZ),

administrado ad libitum na concentragdo de 0,02% na agua de beber (4gua de torneira) a partir do
nono dia de gestacdo (DG) até o dia do parto. Esta solugdo foi protegida da luminosidade e trocada a

cada trés dias. As fémeas controle (eutiredideas) receberam agua de torneira ad libitum.

Acompanhamento da prole

O peso corporal da prole de machos das mdaes hipotireoideanas e eutireoideanas foi
acompanhada semanalmente do nascimento até o dia 60 pds-natal para determinagdo do

desenvolvimento corporal.

Mensuragdo da nocicepgao térmica

Aos 60 dias po6s-natal (DPN) os machos filhos de médes eutireoideas e de maes com
hipotireoidismo gestacional foram submetidos a avaliacdo da nocicepcao supraespinhal por meio do
aparato da Placa quente (aquecida a 52 £ 0,2 °C). A avaliacdo da resposta nociceptiva foi realizada por
meio da medida do lapso de tempo entre a aplicacdo do estimulo térmico e 0 momento da lambida
vigorosa da pata traseira. Esse modelo permite obter informac6es sobre o mecanismo de regulacdo da

nocicepc¢do térmica, uma vez que o parametro avaliado (i.e.: reflexo de retirada e lambedura vigorosa
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da pata traseira) é de integragdo medular e supra-medular. Apds isto, estes mesmos animais receberam
injecdo subcutanea de 3 mg/kg de morfina (10 mg/ml) e foram novamente alocados na placa quente

30, 60, 90 e 120 mim apos a injecdo da morfina para avaliacdo do limiar térmico nociceptivo.

Anélise estatistica
O modelo incluiu os efeitos fixos HGE (méaes eutiredideas ou com hipotireoidismo) e tempo de

alocagdo a placa quente apos inje¢do de morfina (30, 60, 90 e 120 mim) e da interacdo HGE x tempo.
Os dados foram analisados por ANOVA two-way, seguida do pés-teste de Bonferroni para avaliagdo
do efeito do tempo e interacdo HGE x tempo e o teste t de Student para efeito do HGE Para analise do
desenvolvimento corporal foram comparados os dados obtidos no mesmo animal em diferentes faixas
etérias.

Os resultados obtidos foram expressos em valores de média e erro padrdo da média. O nivel
critico fixado foi de 5% (p<0,05) para se admitir uma diferenca de médias como estatisticamente

significante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, ndo foram identificadas diferencas no peso corporal da prole com 7, 11 e 15 dias
apos o nascimento. No entanto, foi observado que machos da prole de mdes com hipotireoidismo
gestacional (PMH) possuia peso corporal significativamente inferior quando comparada com o0s
machos da prole de maes eutireoideas (PME) aos 21 dias pos-natal (fator interacdo: F (3,132)=6.65,
p<0.0001) (Figura 1). O mesmo pode ser observado aos 60 dias pds-natal. Nesta idade os machos da
prole de maes com hipotireoidismo, também apresentaram massa corporal inferior quando comparada
ao grupo controle (U=179.0, p<0.01) (Figura 2).

Neste contexto, Lasley et al. (2011) (15) evidenciaram que prole de ratas hipotireoideas
apresentavam reducdo do peso corporal apenas nas fases inciais da vida (15 e 35 DPN). Estes dados
diferem parcialmente do presente o estudo, no qual a prole apresentou redugdo do peso entre 21 e 60
DPN. Em contrapartida, 0s nossos achados corroboram os de Rohani et al. (2009) (16), que

demonstraram que a inducdo do hipotireoidismo materno impede o adequado desenvolvimento
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corporal da prole, o qual pode ser traduzido pelo baixo peso corporal dos filhos de mées
hipotireoideanas ja a partir da segunda semana de vida. Dessa forma, tais achados se somam ao
presente estudo no intuito de evidenciar que o hipotireoidismo materno afeta sobremaneira o
desenvolvimento corporal da prole, interferindo no mesmo até a vida adulta da prole.

Ademais, no presente estudo, foi possivel observar que a prole proveniente de maes com
hipotireoidismo gestacional ndo apresenta diferenga significativa no limiar nociceptivo a placa quente
no basal. Neste contexto, Bruno et al. (2005) (11) desenvolveram estudo a fim de avaliar a nocicepc¢ao
de filhotes neonatos de maes hipotireoideas e obervaram que os filhotes com 24 e 420 DPN
apresentaram aumento na laténcia ao estimulo térmico avaliado pelo tail-flick (hipoalgesia), quando
comparado ao grupo controle, enquanto que com 60 DPN os mesmos filhotes apresentaram reducéo da
laténcia térmica (hiperalgesia). Dados do nosso grupo, utilizando protocolo de indugdo de
hipotireoidismo exclusivamente no periodo gestacional, evidenciaram que os filhotes machos de maes
hipotireoideas apresentaram hiperalgesia térmica avaliada pelo teste do Tail flick (12). (Figura 3).

Contrariamente, em nossos achados atuais, ndo detectamos diferenca significativa na
nocicepcdo térmica basal, utilizando a placa quente, na prole de mées hipotireoideas quando a mesma
foi comparada a prole de mées eutireoideas, aos 60 DPN. A explicacdo para tais diferencas pode estar
associada aos aparatos utilizados na mensuragdo desta variavel. Enquanto os estudos anteriores
utilizaram o teste do tail flick para analise da sensibilidade térmica, o presente estudo fez uso do teste
da Placa quente. E importante ressaltar, que o primeiro teste avalia uma resposta algica
predominantemente de arco reflexo (nocicepcdo espinhal), enquanto o segundo aparato avalia uma
resposta nociceptiva que envolve integracdo central (nociocepg¢do supraespinal).

Apesar da auséncia de diferencas na nocicepgdo basal no teste da placa quente entre as proles,
ap6s a administracdo intraperitoneal da morfina foi observado aumento significativo no limiar
nociceptivo térmico na PMH quando comparada a PME nos tempos 30 e 60 min. Este achado
evidencia que, nestes tempos, a PMH tem maior resposta analgésica a este fa&rmaco quando comparada
ao grupo controle (efeito principal para interacdo; F(4,100)=2.49; p<0.05). Dessa forma, é possivel
hipotetizar um mecanismos compensatorios na modulacgdo central da dor que neutralize a hiperalgesia

térmica espinhal (Tail flick) demonstrada no estudo anterior do nosso grupo (12). Tal mecanismo pode
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estar associado a maior expressdo e/ou maior sensibilidade de receptores opioidérgicos, de forma
compensatoria, provavelmente no bulbo ventromedial rostral (RVM) e/ou na medula espinhal. Os
resultados encontrados em nosso estudo corroboram com tal hipotese, visto que os filhos de médes com
hipotireoidismo gestacional apresentaram maior sensibilidade a morfina demonstrada pela maior
laténcia da resposta ao estimulo termonociceptivo nos tempos de 30 e 60 minutos apds a aplicacdo de
morfina, que coincidem com j& bem estabelecidos periodos de pico de acdo deste farmaco (17).

Assim, concluimos que o HGE afeta o desenvolvimento corporal da prole de ratos na vida
adulta, visto que os filhos de mée hipotireoideas apresentaram menor peso corporal. Além disso, o
HGE ndo altera a nocicepcdo térmica supraespinhal basal da prole, porém eleva a sensibilidade a
morfina. Este resultado poderia indicar um possivel aumento compensatério da expressdo e/ou da
sensibilidade de receptores opioidérgicos presentes no circuito modulatério da nocicepcao. Para atestar
tal suposicdo, estudo deveria ser desenvolvido com a finalidade de mensurar densidade de receptores
opioides em encéfalos de ratos filhos de maes eu e hipotireoideas. E importante ressaltar aqui que, até
0 presente momento, ndo existem dados na literatura avaliando o efeito do HGE na resposta
nociceptiva supraespinhal da prole de ratas em condigdes basais e apds aplicacdo da morfina. Mais

estudos sdo necessarios para explicar a influéncia do HGE na resposta a dor durante a vida adulta.
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Figura 1. Efeito do HGE no peso corporal da prole de ratas com 7, 11, 15 e 21 dias ap6s o

nascimento.

HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; PME: prole de mdes eutireoideas; PMH: prole de mées
hipotireoideas; DPN: Dia pds-natal. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de
Bonferroni. (***) p<0.0001.
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Figura 2. Efeito do HGE no peso da prole com 60 dias ap0s 0 nascimento.

HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; PME: prole de mdes eutireoideas; PMH: prole de maes

hipotireoideas. Analise estatistica: Mann Whitney test. (***) p<0.01.
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Figura 3. Efeito do HGE no limiar nociceptivo supraespinhal da prole macho de ratas.

HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; PME: prole de mdes eutirecideas; PMH: prole de mées
hipotireoideas. Anélise estatistica: ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni. (*) p<0,05 (***)
p<0.001.
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