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RESUMO

Alteracdes das concentracbes de hormonios tireoideanos maternos durante a
gestacdo podem afetar o adequado desenvolvimento dos filhotes. No entanto, apesar da
corrida recente pela compreensdo dos mecanismos que expliquem as repercussdes da
vida perinatal na ocorréncia de distintas doencas, pouco se tem feito para investigar o
papel dos hormdnios tireoideanos maternos para o adequado desenvolvimento das
estruturas do SNC, importantes na regulacdo da percepcdo nociceptiva. Nesse sentido,
no presente estudo, procurou-se investigar as repercussdes do hipotireoidismo
gestacional (HGE) materno nos sistemas bioldgicos centrais de controle nociceptivo. O
HGE foi induzido adicionando metimazol a 0,02% na agua de beber a partir do nono dia
de gestacdo até o parto. Os machos da prole de maes hipotireoideas (PMH) e
eutireoideas (PME) foram submetidos a avaliacdo basal e ap0s a injecdo de drogas
(morfina, memantina, sertralina e AMPT), do limiar nociceptivo com 60 dias p6s-natal
(DPN) por meio do aparato da placa quente (52+0,2 C). Ademais, foi realizada a
dosagem da triiodotironina e tiroxina totais (TT3 e TT4, respectivamente) séricos,
quantificacdo de neurdnios da substancia cinzenta periaquedutal porcdo ventrolateral
(PAGvI) imunomarcados para tirosina hidroxilase, quantificagdo de glutamato no
liquor, além da avaliacdo de pardmetros oxidativos. Os resultados obtidos foram
expressos em valores de média + erro padrdo da média. Para comparagdo dos dados
entre os grupos foi realizado ANOVA three e two-way de medidas repetidas, student t
test, Mann-withney e ANCOVA com distancia percorrida como co-. O nivel critico
fixado foi de 5% (P<0,05). Ap6s andlise dos dados foi possivel observar que a PMH
apresenta menor massa corporal aos 60 DPN (p<0.01), maior concentracdo sérica de
TT3 (p<0.05), maior analgesia na placa quente ap6s a administracdo i.p. de morfina nos
tempos 30 e 60 minutos (fator interacdo tempo e tratamento (F(4, 80) = 2,50; p <0,05) e
maior peroxidacdo lipidica (avaliada pela quantificacdo do TBARS) na medula espinhal
(p<0.01) quando comparada ao grupo controle. Diante do exposto, concluimos que o
HGE ndo gera repercussdes importantes nas mdes tratadas, quando estas sdo
comparadas as controle, no entanto, a prole sofre importantes efeitos da caréncia dos
horménios tireoideanos maternos no periodo intradtero. A caréncia de HTs no periodo
gestacional acarreta alteracfes no peso corporal e nas concentrages séricas de TT3,
bem como nos sistemas bioldgicos de controle nociceptivo.

Palavras-chave: hipotireoidismo gestacional; nocicepcdo; PAG; prole; programacao

fetal; estresse oxidativo.



ABSTRACT

Changes in maternal thyroid hormones concentrations during pregnancy can affect the
body development of pups. However, despite the recent race for the understanding of
the mechanisms that explain the impact of perinatal life in the occurrence of different
diseases, little has been done to investigate the role of maternal thyroid hormones for
proper development of CNS structures, important in regulating perception nociceptive.
In this sense, in the present study we investigate the effect of experimental gestational
hypothyroidism (EGH) in biological systems of nociceptive circuitry. The EGH was
induced by methimazole to 0.02% in drinking water from ninth day of gestation until
delivery. The threshold for noxious temperature was evaluated by using the hot plate
apparatus (52 £ 0.2 ° C) in male offspring from methimazole treated dams (OMTD) and
offspring from water treated dams (OWTD), on postnatal day (PND) 60 days, in
baseline condiction and after a drug injection (morphine, memantine, sertraline and
AMPT). In addition, thyroid status was evaluated through the determination of total T3
and T4 serum levels on PND 60, sections through the vIPAG were processed for
TH immunofluorescence, the contents of glutamate in the cerebrospinal fluid was
measured and evaluated oxidative parameters in spinal cord. The results were expressed
mean + Standard Error values. Three and two way ANOVA, Student t test, Mann-
Whitney and correlation test were used. The threshold of statistical significance was set
at p<0.05. Thus, our data showed that EGH does not generate significant impact on the
treated mothers when they are compared to control, but in the offspring important
effects of lack of maternal THs in the intrauterine period were observed. OMTD had
less body weight after 60 DPN (p <0.01), higher serum concentration of TT3 (p <0.05),
higher analgesia on the hot plate after i.p. morphine, at times 30 and 60 minutes (time
factor interaction and treatment (F (4, 80) = 2.50, p <0.05) and increased lipid
peroxidation (assessed by quantification of TBARS) in the spinal cord (p <0.01 ). Given
the above, we conclude that the lack of THs during pregnancy causes changes in body
weight and serum concentrations of T3, as well as in biological systems of nociceptive
circuitry.

Keywords: gestational hypothyroidism; nociception; rats; PAG; offspring; fetal

programming; oxidative stress.
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1.INTRODUCAO

Inimeras desordens organicas, comumente diagnosticadas atualmente, ndo tém
suas etiologias seguramente determinadas (i.e: hipertensdo essencial, fibromialgia,
doencgas autoimune). Neste contexto, recentes abordagens experimentais tém imputado
valor aos eventos ocorridos durante a vida intrauterina como decisiva no aparecimento
destas doencas em diferentes momentos da vida pds-natal (Entringer et al., 2013, 2011;
Fowden & Forhead, 2004; McMillen & Robinson, 2005; Pitale & Sahasrabuddhe, 2011;
Saad et al., 2016; Tellechea et al., 2015).

O desenvolvimento intrauterino € um processo complexo e dinamico que se
caracteriza pela interacdo de fatores maternos e fetais. O desenvolvimento fetal
adequado depende de condicBes ideais para a manutencdo dos altos indices de
proliferacdo, crescimento e diferenciacdo celular, caracteristicos desse processo. Assim,
distdrbios no suprimento de macro e micro nutrientes, oxigénio e horménios durante a
gestacdo, ou a exposicdo indevida a agentes potencialmente tdxicos, podem
comprometer o desenvolvimento do feto e resultar em consequéncias na sua vida adulta
(Fowden & Forhead, 2004; Warner & Ozanne, 2010).

A deficiéncia na producdo ou na atuacdo dos hormdnios tireoideanos (HTSs) leva
ao quadro de hipotireoidismo (Patel et al., 2011). A disfuncdo tireoidiana é um
problema de satide comum, sobre o qual ainda existem inimeras controvérsias acerca da
triagem, avaliacdo e controle da doenca (Gharib et al.,, 2005). A prevaléncia do
hipotireoidismo € varidvel e depende de alguns fatores, tais como regido, sexo e faixa
etaria. Na populacdo em geral, essa prevaléncia estd em torno de 4% a 10%, sendo sua
maior ocorréncia no sexo feminino (Rosenthal et al., 1987; Sawin et al., 1985;
Tunbridge et al., 1977; Vanderpump et al., 1995).

Durante a gestacdo, com a modificacdo do limite superior de normalidade para o
horménio tireoestimulante (TSH) (Sgarbi et al., 2013; Stagnaro-Green et al., 2011),
estima-se que prevaléncia de hipotireoidismo (clinico e subclinico) esteja em torno de
5,5% a 15% (Blatt et al., 2012; Ong et al., 2014a). Esta pode variar em cada pais, sendo
importante destacar que ja foi identificado uma prevaléncia de hipotireoidismo
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declarado e subclinico de 34,5%, em gestantes do Egito (Ahmed et al., 2014). No
Brasil, ainda ndo existe um levantamento atual a respeito da prevaléncia do

hipotreoidismo em mulheres durante a periodo gestacional.

Durante o periodo gestacional, o feto ainda ndo se encontra complatemente apto
a suprir, sozinho, as suas necessidades de HTs; assim, os HTs maternos sdo essencias
para 0 adequado desenvolvimento deste (Fisher & Klein, 1981; Hume et al., 2004;
Thorpe-Beeston et al., 1991; Vulsma et al., 1989). O sistema nervoso central fetal
depende de tiroxina para 0 seu desenvolvimento durante toda a gestacdo (Gartner,
2009). Varios fendmenos do desenvolvimento (e da vida adulta) s&o influenciados pelos
HTs, como: crescimento axonal e neuritico, sinaptogénese, migracdo e sobrevivéncia
neuronal, mielinizacdo e eficacia sinaptica (Thompson & Potter, 2000). Na ontogénese
cerebelar, por exemplo, experimentos mostraram que os hormonios tireoideanos atuam
na mediacdo do fator de crescimento epidermal (EGF), propiciando um aumento no
namero de astrocitos
(Martinez & Gomes, 2002).

A regulacdo da liberagdo de neurotransmissores no hipocampo também se
mostrou influenciada pela presenca de HTs (Vara et al., 2002). Estes autores mostraram
que as concentracdes de sinapsina | e sinaptotagmina estdo reduzidas no hipocampo de
ratos hipotireoideos no periodo neonatal. Investigacdes sobre a proliferacdo celular na
zona sub-ventricular do hipocampo também mostraram que o T3 e seu receptor alfa
(TRa) desempenham importante papel na neurogénese desta regido (Lemkine et al.,
2005). Efeitos dos HTs na sintese da matriz extracelular também foram observados no
cerebelo. A auséncia dos horménios tireoideanos, no cerebelo foi responsavel por atraso
na expressdo de laminina (proteina da lamina basal) e reducdo dos seus niveis quando

comparado ao grupo controle (Farwell et al., 1995).

A deficiéncia dos HTs durante a vida intrauterina e no periodo p6s-natal mantém
a imaturidade do SNC, leva a hipoplasia dos neurénios corticais, atrasa a mielinizacao e
reduz a vascularizacao encefalica e a eficacia sinaptica (Auso et al., 2004; Berbel et al.,
2001, 1994; C. Chen et al., 2012; Gilbert et al., 2007; Goodman & Gilbert, 2007;
Martinez-Galan et al., 1997; Mohan et al., 2012; Thompson & Potter, 2000; Wang et al.,
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2016). Se a reposicdo hormonal ndo se fizer de imediato apds o nascimento, essas lesdes
podem tornar-se irreversiveis, com prejuizo no desenvolvimento neuropsicomotor
(Glinoer, 1999). Mesmo quedas sutis de T4 ou elevados niveis de TSH na gestante,
podem resultar em prejuizo cognitivo para a prole (Goodman & Gilbert, 2007; Pearce &
Stagnaro-Green, 2010).

Clinicamente, estudos indicam que filhos de mé&es com hipotireoidismo
descompensado durante a gestacdo podem apresentar significante decréscimo do
quociente de inteligéncia (Glinoer, 1999, 1998; Morreale de Escobar et al., 2000).
Neonatos expostos a niveis consideravelmente reduzidos de HTs durante a vida uterina
apresentam, posteriormente, retardo do crescimento, defeitos neurolégicos e
desempenho reduzido em diversas habilidades cognitivas (Shibutani et al., 2009).
Adicionalmente, a deficiéncia de HTs durante a gestacdo reduz o nimero de células

neuronais e afeta severamente as suas interacoes sinapticas (Koibuchi & Chin, 2000).

A acdo dos hormdnios da tiredide sobre o sistema nervoso central ocorre,
principalmente, do periodo intrauterino até os dois primeiros anos de vida. As
consequéncias especificas da deficiéncia dependem do periodo e gravidade da
exposicdo (Chan & Rovet, 2003). Dados pioneiros na literatura sobre a relagdo entre
hipotireoidismo gestacional e alteracBes nociceptivas na prole de ratos foram
recentemente publicados pelo nosso grupo. Neste estudo foi evidenciado que os ratos
filhos de mées com hipotireoidismo gestacional apresentaram hipersensibilidade térmica
desde a idade neonatal até a fase adulta (7, 15, 23, 30, 60 e 120 dias p6s-natais) quando
comparados aos ratos filhos de mées eutireoideas durante o periodo gestacional (Alves
etal., 2013).

Todos estes dados em conjunto reforcam a necessidade da avaliagdo dos niveis
de hormdnios tireoideanos em mulheres gestantes e o tratamento do hipotireoidismo
durante a gestacdo. No entanto, apesar das evidéncias recentes apontando para as
repercussdes do hipotireoidismo materno na prole, até o presente momento, dentre as
principais sociedades cientificas de especialistas na area (American Association of
Clinical Endocrinologists —AACE; American College of Obstetricians and
Gynecologists —ACOG; American Thyroid Association —ATA,; British Thyroid
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Association -BTA; The Endocrine Society — TES; e United States Preventive Services
Task Force — USPSTF, Sociedade Latino Amricana de Tireoide — LATS, Sociedade
Brasileira de Endocrinologia e Metabologia - SBEM), apenas alguns membros da
American Endocrinology Society (AES) recomendam a dosagem do horménio
tireoideano (tetraiodotironina — T4, na sua fracao livre) e do hormdnio tireoestimulante
(TSH) de rotina em todas as mulheres gestantes durante o pré-natal (screening
universal) (American College of Obstetricians and Gynecologists, 2015; Amouzegar et
al., 2014; Brenta et al., 2013; De Groot et al., 2012; Lazarus et al., 2014; Mintziori &
Goulis, 2015; Negro & Stagnaro-Green, 2014a; Sgarbi et al., 2013; Stagnaro-Green et
al., 2011). As demais sociedades, supracitadas, recomendam a dosagem destes
hormbnios durante a gestacdo apenas se houver histéria pessoal ou familiar de doenca
da tireoide. No entanto, € importante destacar que, esta estratégia (screening seletivo)
pode deixar de diagnosticar e tratar de 33 a 81% das mulheres gestantes com
hipotireoidismo (Horacek et al., 2010; Jiskra et al., 2011; Vaidya et al., 2007; Wang et
al., 2011; Yang et al., 2014) e os prejuizos disto podem ser irreverssiveis para 0s

descendentes.

Assim, em suma, é possivel observar que a funcdo normal da tireoide durante a
gestacdo é importante tanto para a mde quanto para a prole, ja que a caréncia de
horménios tireoideanos pode gerar complicacBes para ambos (American College of
Obstetricians and Gynecologists, 2015; Amouzegar et al., 2014; Brenta et al., 2013; De
Groot et al., 2012; Lazarus et al., 2014; Mintziori & Goulis, 2015; Negro & Stagnaro-
Green, 2014; Sgarbi et al.,, 2013; Stagnaro-Green et al., 2011). Ademais, como
demonstrado anteriormente, alguns relatos ja evidenciaram o efeito do hipotireoidismo
no desenvolvimento do SNC e em diversos outros orgdos e sistemas. Mais
recentemente, estudo experimental foi desenvolvido a fim de avaliar a resposta a
estimulos nociceptivos térmicos e mecanicos, em ratos filhos de mées hipotiredideas
(Alves et al., 2013). Porém, até o presente momento, o efeito do hipotireoidismo
gestacional experimental nas cicuitarias opioidérgica, serotoninérgica, glutamatérgica,

noradrenérgica e dopaminérgica da prole ainda nao foi investigado.

Apesar do esforgo recente pela compreensdo dos mecanismos que expliquem as

repercussdes da vida perinatal na ocorréncia de distintas doengas, pouco se tem feito
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para investigar o papel dos hormdnios tireoideanos maternos para o adequado
desenvolviento das estruturas do SNC, importantes na regulacdo da percepgéo

nociceptiva.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.HORMONIOS TIREOIDEANOS

2.1.1. A glandula tireoide

Os HTs, produzidos pela glandula tireoide, desempenham um papel essencial no
crescimento e desenvolvimento de diversos 6rgdos e tecidos, tanto na vida embrionaria
quanto ap6s o nascimento. A larga distribuicdo de receptores de HTs em todos os
tecidos do organismo representa a importancia destes horménios no desenvolvimento e

fungéo dos mesmos.

A tireoide é uma das maiores glandulas endocrinas e pesa cerca de 20 g.
Consiste em dois I6bulos que se encontram de cada lado da traqueia e os dois l6bulos
estéo ligados por um parénquima glandular conhecido como o istmo, que se encontra na
parte da frente da traqueia imediatamente abaixo da laringe (Aires M, 2008). Para o seu
peso, a glandula tireoide tem uma das fontes mais ricas de sangue de qualquer 6rgao ou
tecido do corpo e uma grande capacidade de crescimento (Campbell, 2011, 2005). A
tireoide encontra-se apoiada sobre a traqueia anterior, na altura da cartilagem cricoide.
Na sua face dorsal, encontram-se os dois pares de glandulas paratiredides (superior e
inferior) (Aires M, 2008).

A glandula recebe inervacdo simpatica, oriunda do ganglio cervical e
parassimpatica, proveniente do nervo vago (Aires M, 2008).A irrigacdo sanguinea
ocorre pelas arterias tireoideas superiores e inferiores, ramos da carétida e sua drenagem
é feita pelas veias tireodeas, que desembocam na veia jugular (Aires M, 2008).
Histologicamente, a tirdide é composta por aproximadamente trés milhdes foliculos de
50 a 500pum de diametro, que séo a unidade funcional desta glandula (Aires M, 2008).
Este foliculo € uma estrutura de parede cistica, constituida por uma Unica camada de
células epiteliais especializadas, em forma cuboide, denominada tiredcitos ou células
foliculares. O foliculo tireoideano possui 0 limen preenchido por um material rico em
proteinas, conhecido como coloide. O principal constituinte do coloide é tireoglobulina
(TG), uma glicoproteina de alto peso molecular sintetizada no reticulo endoplasmatico
dos tiredcitos (figura 1). A parte de carboidrato da molécula de TG € adicionado pelo
complexo de Golgi das células foliculares (Campbell, 2011, 2005; Stathatos, 2012).
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a Thyroid follicles

Thyroid cells

Thyroglobulin

Figura 2. Estrutura folicular (Campbell, 2011, 2005)

A membrana basal do foliculo constitui o limite externo dele e esta em contato
préximo aos capilares e a membrana apical com microvilosidades esta voltada para o
limen (Aires M, 2008). O confinamento do coloide é garantido pelas juncdes
intercelulares, principalmente pela presenca da z6nula de ocluséo na extremidade apical,
seguido da zbnula de adesdo onde se ancoram filamentos de actina, formando um
cinturdo. A célula folicular apresenta ainda desmossomos esparsamente distribuidos
onde se ancoram filamentos de queratina e juncGes de comunicacdo gap (Aires M,
2008).

E importante ressaltar que o parénquima tireoidiano além das células foliculares
¢ composto por células C ou parafoliculares que localizam-se entre 0s espacos
interfoliculares ou ocupam a parede folicular e participam da homeostase do célcio,

secretando calcitonina em reposta ao aumento da calcemia (Aires M, 2008).

A tire6ide produz 3,5,3",5"- tetraiodotironina (tiroxina ou T4) e 3,5,3"-
triiodotironina (T3) que sdo lancados na corrente sanguinea (figura 2). E importante
ressaltar que, em humanos, aproximadamente 80% da producdo da tireoide é de T4,
20% da producgdo desta é de T3 (Maia et al., 2011a) a forma ativa do horménio da
tireoide, e que menos de 1% da producdo da tireoide € de 3,3",5 -triiodotironina (T3
reverso ou r T3), uma forma inativa (figura 3). Em ratos, a glandula tireoide é
responsavel por sintetizar e secretar de 40% (Bianco et al., 2002) a 50% de todo o T3

circulante (Maia et al., 2011a).
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Figura 2. Estrutura quimica dos hormdnios da tireidide (triiodotironina-T3 e tetraiodotironina-T4).
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Figura 3. Producédo de T3 (Bianco et al., 2002).

O T3 possui atividade cerca de cinco vezes maior que T4, sendo assim o
principal hormdnio tireoidiano circulante responsavel pelo crescimento e diferenciacdo

dos drgdos e tecidos na vida adulta.

Neste contexto, a manutencgéo de taxas adequadas de T3 torna-se essencial para a
qualidade de vida do individuo. A manutencdo dos niveis adequados circulantes deste
horménio depende de dois mecanismos: 1. mecanismos centrais de controle da
atividade tireoidiana, o que requer o bom funcionamento do eixo hipotalamo-hipoéfise-

tiredide e; 2. da geracao periférica de T3 a partir de T4 promovida pelas enzimas 5'D1 e
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5°'D2, que estdo expressas em diversos tecidos incluindo o SNC (Antunes-Rodrigues,
2005).

2.1.2. Sistema hipotalamo-hipo&fise-tiredide

A circulacdo porta-hipotalamo-hipofiséria, composta por duas redes de capilares
localizadas na eminéncia mediana (base do hipotadlamo), conecta duas estruturas
essenciais para o controle da funcéo tireoidiana, o hipotalamo e glandula hipdfise.
Neurdnios localizados nos nucleos paraventriculares e periventriculares do hipotalamo,
estabelecem sinapses com estes capilares. Sob o estimulo adequado, estes neurbnios
liberam horménio liberador de tireotrofina (TRH) e somatostatina (SS) para 0s
capilares, que levam estes horménios hipotalamicos para a adeno-hipofise (hipofise
anterior). L4 eles se ligam aos receptores de membrana presentes nos tireotrofos (células
da hipdfise). Os tireotrofos sdo responsaveis, a partir do estimulo do TRH, por produzir
horménio tireoestimulante (TSH) ou tireotrofina. Em contrapartida a sintese de TSH é
inibida pela SS. A tireotrofina ou TSH estimula os tiredcitos (células da tirdide) a
produzir T3 e T4, que em concentracdes elevadas, através do mecanismo de feedback
negativo, inibem a liberacdo de TRH, pelo hipotadlamo, e de TSH, pela hipdfise, e desta

forma a homeostase é mantida (figura 4) (Antunes-Rodrigues, 2005).
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Figura 4. Controle da sintese e secrecdo de horménio tireoideano (Aires M, 2008).
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O TSH estimula a célula folicular da tireoide quando se acopla ao receptor de
TSH (TSHR) localizado na membrana basal do tiredcito. O TSHR é um receptor com
sete dominios transmembranas (Narumi & Hasegawa, 2015), trés alcas intracelulares e
trés extracelulares. Receptores glicohormonais, incluindo TSH, tem um dominio de
ligacdo ao ligante extracelular grande (Narumi & Hasegawa, 2015). Assim, o TSH se
liga & alca extracelular aminoterminal e a regido carboxiterminal estd localizada
intracelularmente. Esta ligacdo estimula vérias vias de sinalizacdo, intermediada pela
proteina G que se encontra associada ao receptor (Narumi & Hasegawa, 2015). Assim, a
GDP ligada a proteina G, é substituida por GTP o que ocasiona a dissociacdo da
subunidade o da proteina Gs e Gq. Esta subunidade da proteina Gs ira ativar a
adenililciclase enquanto a proteina Gq fosforila e ativa a fosfolipase C. A adenililciclase
estimula a conversdo de ATP para AMP ciclico (CAMP) que por sua vez fosforila e
ativa a proteina kinase A (PKA). Além disso, a fosfolipase C estimula a conversdo de
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP2) para inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG) com liberacdo de Ca®* , o que ativa a proteina kinase C (PKC) (figura 5). A
ativacdo desta via de sinalizacao intracelular, culmina no estimulo a sintese e secre¢édo
de HT, promovendo a captacdo e entrada de iodeto no foliculo, sintese do co-
transportador sédio-iodeto (NIS), TG e TSHR, a ioda¢do da TG, reabsorcao do coloide,
geracdo de H,0, e secre¢do de T3 e T4 (Narumi & Hasegawa, 2015).
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Estimulagéo da sintese e secregdo
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Figura 5. Sinalizagdo intracelular do receptor para TSH (Aires M, 2008).
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Toda esta regulacdo neurohumoral encontra-se integrada a sinais centrais
(provenientes de areas do sistema nervoso central) e periféricos (representados por
metabolitos e hormonios), que desencadeiam a resposta de ativacdo ou inibicdo das

atividades deste sistema.

2.1.3. Geracdode T3eT4

O TSH interfere em todas as etapas da biossintese e secrecdo dos horménios
tireoidianos (T3 e T4). A biossintese dos HTs ocorre nas células foliculares tireoidianas
e se inicia com o transporte ativo de iodeto, dado pelo estimulo do TSH. Este processo
ocorre por meio de uma proteina localizada na membrana basal e basolateral, o co-
transportador 2Na*/11” conhecido como NIS, que transporta 2 fons de Na* e 1 de iodeto

para o interior da célula tireoidiana (Bizhanova & Kopp, 2009; Mihai, 2011)

A NIS é uma proteina com 13 dominios transmembranas com a extremidade
aminoterminal situada extracelular e carboxiterminal situada intracelularmente (figura
6) (Hingorani et al., 2010). NIS pertence a familia transportadora de soluto 5A (SLC5A)
(Bizhanova & Kopp, 2009). A regulacdo priméria de NIS é através do horménio
estimulante da tiredide (TSH) e dos niveis de iodo em circulacdo via mecanismos
transcripcionais e poOs transcripicionais (Bizhanova & Kopp, 2009). Assim, por
exemplo, o rapido aumento nos niveis de iodeto leva a reducdo de incorporacdo de
iodeto (promovendo o efeito Wolff-Chaikoff), que é um mecanismo de protecdo contra
sobrecarga desta substanica (Mihai, 2011). In vivo, dados sugerem que alta
concentracdo de iodeto sérico levam uma reducdo dos niveis tanto do RNAm da NIS
quanto da prépria proteina (Eng et al., 2001, 1999). Mutacdo na proteina NIS promove
um defeito no transporte de iodeto, levando a um quadro de hipotireoidismo (Bizhanova
& Kopp, 2009; Dohéan et al., 2003).

Neste sentido, mais recentemente, foi sugerido o papel da pendrina no
mecanismo de Wolff-Chaikoff. Calil-Silveira et al., (2016) evidenciaram, em células da
tireoide de ratos, que em condicdes de excesso de iodeto ocorre aumento no efluxo de

iodeto e aumento na quantidade e tempo de meia vida da pendrina. Esses dados em
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conjuntos sugerem o papel da pendrina em mediar o efluxo de iodeto em tireocitos,

especialmente em condicdes de excesso de iodeto.

Extracellular milieu

Figura 6. Figura esquematica da estrutura da NIS (Dohén et al., 2003)

Na sequéncia, ap0s a entrada do iodeto na glandula via membrana basal, este vai
para a membrana apical dos tiredcitos e € transportado para o limen dos foliculos por
um canal de anions cloreto-iodeto, a pendrina (Aires M, 2008; Mihai, 2011). A pendrina
pertence a familia SLC26A, que inclui varios transportadores de anions (Bizhanova &
Kopp, 2009), sendo esta codificada pelo gene SLC26A4 que estd localizado no
cromossoma 7g21-31 (Bizhanova & Kopp, 2009). A pendrina possui 11 ou 12 dominios
transmembranas com as extremidades amino e carboxiterminal voltadas para o citosol
(Gillam et al., 2004; Royaux et al., 2000).

Sobre a importancia da pendrina para o transporte de iodeto para o lumen
folicular, Bizhanova & Kopp, (2009) relatam que os resultados obtidos a partir de um
namero de estudos independentes realizados em sistemas heter6logos suportam o papel
da pendrina na mediacdo, pelo menos em parte, do efluxo apical de iodeto, levando a
condicdo de hipotireidismo quando o seu funcionamento é alterado e/ou modificado.
Em contrapartida, alguns estudos tém levado a questionar o papel da pendrina no
transporte de iodeto na membrana apical das células foliculares (Bizhanova & Kopp,
2011). O fato de que alguns individuos com mutacdes bialélicas no gene SLC26A4

(Solute Carrier 26A4), que codifica a pendrina, ndo apresentarem ou apresentarem
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apenas fendtipo leve e tardio de hipotireoidismo (Park et al., 2003; Reardon et al., 1997;
Sato et al., 2001; Tsukamoto et al., 2003), indica que o iodeto pode atravessar a
membrana apical independentemente da pendrina através de outro canal ou canais de
iodeto inespecificos (Bizhanova & Kopp, 2011). Foi evidenciado que camundongos
knockout para o0 gene SLC26A4 ndo apresentaram disfuncéo tireoideana (bdocio e niveis
alterados de HT) (Everett et al., 2001) questionando a importancia da pendrina no

transporte de iodeto, pelo menos em ratos.

Outras proteinas [SLC5A8 e canal de cloreto 5( CLC-5)] tém sido propostas
para mediar o efluxo de iodeto apical (Rodriguez et al., 2002; van den Hove et al.,
2006). Estudos funcionais demonstram claramente que SLC5AS8, originalmente
designado como transportador humano apical iodeto (hAIT) (Rodriguez et al., 2002),
ndo media a captacdo ou efluxo de iodeto (Paroder et al., 2006). A localizacdo da
proteina CLC-5 na membrana apical do tiredcitos e a presenca de bocio (mesmo com
status eutireoideo) e atraso na organificacdo do iodo em camundongos com deficiéncia
em CLC-5, sugere que CLC-5 poderia ser, possivelmente em conjunto com outros
canais de cloreto, envolvida na mediagdo de efluxo iodeto apical ou troca de
iodeto/cloreto (van den Hove et al., 2006).

A Sindrome da Pendrina constitui uma desordem autossémica recessiva causada
por uma mutacdo no gene SLC26A4, que codifica a pendrina (Fu et al., 2016). A
Sindrome da Pendrina se caracteriza pela alteracdo functional da glandula tireoide
devido a uma dishormonogenese da tireoide, perda auditiva sensorio-neural e ma
formacdo do ouvido interno (Huang et al., 2013; Park et al., 2014).Em
aproximadamento 30% dos pacientes a dishormonogenese esta resente no nascimento e
é diagnosticada no screening neonatal para hipotireoidismo congénito. E causada por
mutacdes heterozig6ticas ou homozig6ticas no gene SLC26A4 que codifica pendrina
que é altamente expressa na tirdide, no ouvido interno e nos rins (Chen et al., 2013;
Sagong et al., 2012). O estudo mais recente realizado com pacientes que apresentavam
Sindrome da Pendrina que € uma evidenciou que a auséncia da pendrina é acompanhada
por um aumento na imunomarcacao e expressao de CLC-5 que podem transitoriamente

compensar o efluxo apical de iodeto (Senou et al., 2010).
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E sugerido que o TSH também ativa o mecanismo de transporte de iodeto apesar
da expressdo da pendrina ndo ser regulada por este horménio. Assim, j& na luz folicular,
0 iodeto sofre oxidacdo pela tireoperoxidase (TPO). A TPO é uma selenoproteina
(Stathatos, 2012), ancorada, via o dominio transmembrana C-terminal (Grasberger,
2010), a membrana apical do foliculo cuja face catalitica estd voltada para o Iumen
folicular. Este processo tem como co-substrato o peréxido de hidrogénio (H,0O,), como
doador de O, gerado por duas glicoproteinas homologas, dual-oxidase 1 e 2 (DUOX 1
e 2) (De Deken et al., 2000; Morand et al., 2003; Moreno et al., 2002), originalmente
chamadas de thyroid oxidases ou THOX (Grasberger, 2010). DUOX ¢ localizada na
membrana apical da tiredide e apresenta a porcdo C terminal de sua proteina com
atividade nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase (sitio de
ligacdo para a co-enzima NADPH) e sitio de ligacdo para a co-enzima dinucleotideo de
flavina e adenina (FAD) (Carvalho & Dupuy, 2013; Donkd et al., 2005; Mihai, 2011,
Moreno et al., 2002).

A porc¢do C-terminal da DUOX converte 0 NADPH citoplasmatico em NADP,
pela liberacdo de dois elétrons e um préton (Rada & Leto, 2008). O proton permanece
no citoplasma, enquanto que os dois elétrons sdo transportados primeiro para o FAD,
depois para os dois grupos hemes, sequencialmente, e finalmente se ligam-se a molécula
de oxigénio (promove reducdo do O;) resultando na formacdo de dois anions

superoxidos no espaco extracelular (Rada & Leto, 2008).

Além da porcao com atividade NADPH oxidase, a DUOX também apresenta um
dominio N-terminal homdlogo as peroxidases (Donkd et al., 2005) (figura 7). Entre a
porcdo N-terminal e o dominio com atividade NADPH oxidase existem dois EF-hand
motifs (na alca do primeiro dominio transmembrana), sugerindo que os ions de célcio
regulam a sua atividade (Donké et al., 2005). EF-hand motifs consistem em duas alfa
hélices ligadas, onde se ligam ions de calcio (Lewit-Bentley & Réty, 2000) (figura 8). A
ligacdo do célcio ao EF-hand motifs induz mudancas estruturais (expde uma superficie

hidrofobica da proteina) o que ativa a proteina (Lewit-Bentley & Réty, 2000).
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Figura 7. Estrutura dos dominios das DUOXs. (Donko et al., 2005)

Figura 8. Representacdo simbdlica do EF-hand motif. A hélice E esté representada pelo indicador e a
hélice F pelo polegar. Quando o ion de calco se liga ao complexo, a hélice F se move da sua conformagéo
fechada (apopreoteina em cinza claro) para a aberta (apoproteina em cinza escuro). Modificado de Lewit-
Bentley & Réty, 2000.

DUOX pertence a familia das NADPH oxidases (NOX) e esta familia é
composta por 7 membros, cinco NOXes (NOX1-5) com seis dominios transmembranas
e duas DUOXs (DUOX 1 e DUOX 2) com sete dominios transmembranas todas
contendo duas regides de ligacdo heme (Carvalho & Dupuy, 2013; Krause, 2004;
Lambeth, 2004). NOXes e DUOXs, diferem entre si pela presenca de um dominio

extracelular semelhante a peroxidase (figura 9) (Carvalho & Dupuy, 2013).

Os genes da proteina DUOXL1 e 2 sdo co-expressos com os genes do seus fatores

de maturacdo DOUXA 1 e 2 , respectivamente, pelo cromossomo 15 (Grasberger &
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Refetoff, 2006). Sendo que ja foi demonstrado que a co-expressdao de DUOXA2 permite
a transicdo do reticulo endoplasmatico para o complexo de golgi, maturacdo e
translocacdo da DOUX para a membrana plasmatica (Grasberger & Refetoff, 2006).

Na década passada, as primeiras mutagdes na DUOX2 (homozigotas ou
heterozigotas) foram identificadas em pacientes com alteracdo na organificagdo de iodo
resultando em hipotireoidismo congénito (Moreno et al., 2002; Pfarr et al., 2006). E nos
anos subsequentes mais estudos, clinicos e experimentais, foram realizados
demonstrando a presenga de hipotireodismo congénito permanente ou transitério nas
mutacdes na DUOX2 e no seu fator de maturagéo (Grasberger et al., 2007; Hulur et al.,
2011).

Até 0 momento, nenhuma mutacdo na DUOX1/DUOXAL em humanos foi
relacionada a alteracBes nas concentracdes de horménios tireoideanos (Carvalho &
Dupuy, 2013; Grasberger, 2010), o que sugere que DUOX2 / DUOXA2 ¢é a fonte
priméaria de suporte de H,0O, para formacdo dos hormonios tiredideanos (Dupuy et al.,
1999). Esta hipotese € reforcada pelo fato de que camundongos knockout para DUOX1

ndo apresentarem o fenotipo de hipotireoidismo congénito (Donka et al., 2010).

Assim, o papel exato da DUOX1 na tiredide permanece desconhecido. No
entanto, devido ao fato de algumas mutacbes na DUOX2 e DUOXAZ2 levarem a um
quadro temporario de hipotiroidismo, acredita-se que a DUOX1 poderia suprir a falta de
atividade da DUOX2 , pelo menos em algumas circunstancias (Carvalho & Dupuy,
2013).
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Figura 9. Representacfo esquematica da DUOX1 E DUOX2 e de seus ativadores DUOXAL e
DOXAZ2 (Carvalho & Dupuy, 2013).

E importante salientar que tanto a geragdo de peroxido de hidrogénio quanto a
atividade NADPH-oxidase dependente de calcio é dependente da presenca de
tireotrofina (TSH) (Carvalho & Dupuy, 2013). A estimulacao deste fenémeno pelo TSH
depende da ativacdo da cascata de sinalizacdo da proteina Gq (o receptor TSHR ¢é
acoplado a proteina Gq). Isto leva ao aumento intracelular de calcio (via PLC-/IP3) e
ativacdo da PKC (via PLC-/diacilglicerol). Céalcio e PKC agem sinergicamente na
ativacdo do complexo enzimatico DUOX2/ DUOXAZ2 (Grasberger, 2010) o que leva a

producdo de perdxido de hidrogénio, o que promove a iodacao da tirosina.

Assim, para a producdo de peroxido de hidrogénio (H,0,), € necessério a
formacdo e ativacdo de um complexo enzimatico DUOX2/ DUOXA2 na membrana
plasmatica (Donko et al., 2014). No entanto ate 0 momento ndo esta muito claro como a
DUOX produz H,0, Segundo (Massart et al., 2011), o dominio extracelular desta
glicopreoteina, com atividade semelhante a peroxidase, poderia desepenhar um papel

dismutase.
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Uma vez oxidado, o iodo é entdo incorporado as moléculas de tirosina, por
ligacdo covalente (Grasberger, 2010), que estdo unidas por ligacbes peptidicas &
proteina TG. Esta glicoproteina serve de “molde” para a biossintese dos horménios
tireoidianos. Esta reacdo é denominada organificacdo (Bizhanova & Kopp, 2009; Mihai,
2011) e é catalizada pela TPO na presenga de peroxido de hidrogénio (Bizhanova and
Kopp, 2009). A iodinacdo especificamente dos aminoacidos tirosina da TG, resulta na
formacgédo das monoiodotirosinas (MITs) e diiodotirosinas (DITs). As MITs e DITs se
acoplam no interior do coloide folicular para a formagéo das iodotironinas (figura 10)
(T3 eT4).
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Figura 10. Sintese de horménios tireoideanos (Grasberger, 2010).

Assim, apds a iodinacdo da tireoglobulina, esta é estocada no limen do foliculo
tireoideano como coloide. Para a liberacdo de T3 e T4 para a corrente sanguinea, é
necessaria a ligacao da tireoglobulina ao receptor megalina (Marino et al., 2000; Zheng
et al., 1998), que é um receptor endocitico, da familia dos receptores das lipoproteinas
de baixa desidade (LDL) (Saito et al., 1994; Willnow et al., 1999) , com alta afinidade
para TG (Marino et al., 2000), que promove a transcitose da TG iodinada (Christensen
& Birn, 2002) para em seguida esta sofrer degradacdo lisossomal (Marino &

McCluskey, 2000). O receptor de megalina possui um Gnico dominio transmembrana e
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apresenta um dominio amino-terminal (extra-celular) grande e um dominio C-terminal
pequeno (figura 11) (Christensen & Birn, 2002).
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Figure 11. Estrutura da megalina (Modificado de (Christensen & Birn, 2002).

O TSH que contribuiu na formacao de T3 e T4 e participa também da secrecao
destes hormdnios. Sob acdo do TSH, ocorre aumento do nimero e da motilidade das
microvilosidades da membrana apical da célula folicular tireoidiana, que endocitam o
coloide intrafolicular. Assim, o interior da célula folicular passa a possuir vesiculas

contendo coldide.

O TSH estimula a migracédo de lisossomos em direcdo a estas vesiculas e estes se
fundem as mesmas formando os fagolisossomos. Proteases presentes nestes lisossomos
hidrolisam a TG presente no coléide destas vesiculas, promovendo assim a liberacdo de
T3, T4, MITs e DITs para o citoplasma da célula folicular, bem como de T3 e T4 para a
circulacdo (Aires M, 2008). Parte do T4 presente no citoplasma sofre desiodacdo em T3
(Aires M, 2008).
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Figura 12. Representacdo esquematica da sintese de hormdnios tireoideanos (Bizhanova & Kopp, 2009).
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As moléculas de MIT e DIT que também foram liberadas no citoplasma do
tiredcito, apos hidrolise da TG, sdo desiodadas na célula folicular pela dehalogenase
tirosina (DEHAL) (Aires M, 2008). A enzima DEHAL, presente na célula folicular
remove o iodo de MIT e DIT, mas ndo promove a deiodacdo de T4, T3 e rT3 (Aires M,
2008). Este iodeto é entdo reciclado para nova sintese de T3 e T4 (Gnidehou et al.,
2004). E importante ressaltar que apenas pequenas quantidades da tireoglobulina intacta
deixam a célula folicular, sob circunstancias normais. O T3 e 0 T4, até onde se sabe,

deixam o tiredcito pela membrana basal por difusdo simples (figura 12) (Aires M,
2008).

2.1.4. Transporte dos HTs na corrente sanguinea

Uma vez na corrente sanguinea, os HTs circulam, quase que em sua totalidade,
ligados a proteinas plasmaticas especificas. 75% destes circulam ligados a globulina
ligadora da tiroxina (TBG, tyroxine-binding globulin), 15% a pre-albumina ligadora de
tireoide (TBPA, thyroid-binding pre-albumin) ou transtirretina (TTP) e 10% a albumina
(Mihai, 2011). Além destas proteinas transportadoras é possivel se observar na literatura
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a importancia, apesar de pequena, das apolipoproténas das subclasses A-I, A-1l, A-1V,
C-1, C-II, C-111 e E. Com reconhecida afinidade da apoliproteina A-1 por T4 (Aires M,
2008). Apenas 0,02% do T4 e 0,4% de T3 circulam livres na corrente sanguinea (Mihai,
2011). Somente o horménio livre entrard na célula para exercer acao fisiologica. O HT
ligado as proteinas transportadoras € um reservatorio de T3 e T4 liberado pela tireoide,
e disponibiliza apenas uma pequena fracdo na forma livre de HT para a célula (Aires M,
2008).

TBG, a principal proteina ligadora de HTs, é sintetizada no figado e se liga a
uma Unica molécula de T3 ou de T4.A sintese de TBG é regulada por estrogeno e por
iSso 0s niveis desta proteina se elevam durante a gravidez. Por outro lado, andrégenos
inibem a sintese de TBG. Em contraste, TTP é a principal proteina transportadora do
fluido cerebro-espinhal, uma vez que esta é produzida pelas células epiteliais do plexo
coroide e secretada no liquor o qual ndo contem as proteinas ligadoras de HTs, TBG e
albumina (Wirth et al., 2014).

Embora a concentracdo total de T4 ultrapassa a de T3 por duas ordens de
magnitude, T4 é fortemente ligado a proteinas transportadoras, e as concentracoes livres
de T4 e T3 séo bastante semelhantes (Bianco & Kim, 2006a; Verloop et al., 2014).

2.1.5. Geracdo periférica de T3 a partir de T4

Como dito anteriormente a glandula tireoide sintetiza e secreta em maior
quantidade o T4, que ndo é a forma biologicamente ativa dos HTs. Assim, em
individuos eutiredideos, a conversao periférica de T4 em T3 é responsavel por 80% de
todo o T3 circulante. Este passo € critico no metabolismo dos hormonios tireoidianos e
¢ catalisado pelas desiodases, enzimas da familia das selenioproteinas, que estdo
envolvidas na homeostase local e periférica dos horménios da tireoide (Verloop et al.,
2014). Até o presente momento, trés desiodases (D1, D2 e D3), ja foram descritas
(codificadas por diol, dio2 e dio3 respectivamente) (figura 13). A desiodase tipo 1 (D1)
e desiodase tipo 2 (D2) desempenham um papel importante na conversao de T4 em T3
(via deiodagéo do anel externo (57) do T4) (Darras & Van Herck, 2012). Embora ambas
as desiodases sejam determinantes nos niveis de horménios da tiredide periférico, D2 €

particularmente conhecida por seu papel na producdo de T3 local (Bianco et al., 2002;
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Maia et al., 2011a, 2005a). D1 e D2 sdo enzimas integrais de membrana, sendo que D1
localiza-se na membrana plasmatica celular (com seu dominio catalitico voltado para o
citosol) (Baqui et al., 2000; Toyoda et al., 1995) e D2 especificamente na membrana do
reticulo endoplasmatico (com seu dominio catalitico voltado para o citosol) (Baqui et
al., 2000).

D1 é uma enzima multifuncional, com meia vida maior do que 12 horas
(Gereben et al., 2000), que pode clivar tanto o anel interno quanto o externo de uma
iodotironina (Darras et al., 2015), este processo resulta, respectivamente, em inativacao
e ativacdo dos hormonios tireoideanos (Schneider et al., 2006). Sendo que o susbtrato
preferido de D1 é o T3 reverso (rT3) (Darras et al., 2015) e estudos em camundongos
com deficiéncia (KO) em D1 sugerem que a principal funcdo de D1 é como enzima de
limpeza, importantes na reciclagem de iodo e de iodotironinas inativas e menores (Maia
et al., 2011a; Schneider et al., 2006).
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Figura 13. Representacdo esquematica de D1, D2 e D3 (Bianco, 2004).

A desiodase do tipo 3 (D3) possui meia vida maior do que 12 horas (Gereben et
al., 2000) e é a principal enzima de inativacdo do T3, convertendo T3 para T2 e T4 e T4
para rT3, por meio da deiodacdo do anel interno destes hormdnios (Aires M, 2008;
Arrojo E Drigo et al., 2013a, 2013b; Bianco et al., 2002; Koéhrle, 1999; Maia et al.,
2011b). D3 esta presente na membrana plasmatica celular e na membrana nuclear

(Baqui et al., 2003; Jo et al., 2012). e isto depende da disponibilidade de oxigénio (Jo et
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al., 2012). Jo et al., (2012) revelaram um trafego intracelular do D3 que € regulada pela
disponibilidade de O,. Apbs a D3 ser sintetizada no reticulo endoplasmaético esta pode
ser direcionada para a membrana plasmatica, em condi¢bes de normdxia, ou para o
nicleo em condi¢bes de hipdxia. Isto ocorre devido ao fato da D3 nuclear manter
atividade catalitica e ser fisicamente mais proxima dos receptores para hormonios
tireoideanos (TRs), o que promove profundo esgotamento do T3 diminuindo
rapidamente o metabolismo (Jo et al., 2012), o que é importante em condicdes de baixo

aporte de oxigénio para o corpo (figura 14).

Figura 14. Representagdo esquematica da localizacdo de D1, D2 e D3 (modificado de Araujo &
Carvalho, 2011).

As desiodases tem um padrdo de expressao que é tecido-especifica (Bianco et
al., 2002; Kohrle, 1999). A D1 é expressa principalmente no figado, rim, tireoide e
hipofise (Kohrle, 1999). A expressdo de D1 no cérebro permanece controversa (Wirth et
al., 2014). A D2 é detectado no sistema nervoso central (SNC), pituitaria, masculo
esquelético, tireoide, coracdo, 0sso e tecido adiposo marrom (Bianco et al., 2002). D3
esta localizada no SNC e na placenta e é predominantemente expressa em muitos
tecidos durante a vida fetal (Bianco et al., 2002; Kéhrle, 1999). No SNC, D2 ¢é expresso
nas células da glia, principalmente em astrocitos e tanicitos, enquanto que D3 é

principalmente encontrada nos neurdnios (Wirth et al., 2014) (vide figura 18).

Em geral, um tipo de célula expressa apenas um tipo de desiodase em um

determinado momento, embora alguns tecidos possam ndo expressar nenhuma delas, e
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todos os trés tipos de desiodases possam ser encontradas na glandula pituitaria (Bianco
& Kim, 2006a). Estas selenioproteinas constituem um sistema homeostatico que
controla a concentracdo intracelular de horménio da tiredide ativo dentro de tecidos
humanos (Gereben et al., 2000).

E sabido que durante o desenvolvimento fetal, altas concentragbes de D3 na
placenta, no Gtero e no tecido fetal protege os 6rgdos em desenvolvimento da exposicéo
excessiva a T3 e facilita a proliferacdo celular (Wasco et al., 2003). No nascimento, as
concentracoes de D3 declinam rapidamente enquanto a expressdo de D2 aumenta sendo
isto fator importante para a diferenciagdo cellular e maturagdo dos tecidos durante o
desenvolvimento pds-natal (Bianco & Kim, 2006b; Gereben et al., 2008; St Germain et
al., 2009).
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Figura 15. Reacdes bésicas de desiodagdo (Darras & Van Herck, 2012).

Uma vez dentro da célula alvo, T4 pode ser ativado através de conversao para T3
pela via de D2 (por exemplo), de tal modo que o contéudo citoplasmatico de T3
depende do T3 vindo do plasma e da conversdo de T3 intracelular (Bianco & Kim,
2006a). Assim, as desiodases sdo determinantes criticos do conteudo de T3
citoplasmatico e, por conseguinte, modulam a concentracdo de T3 nuclear e a saturagdo
dos receptores nucleares deste horménio(Bianco & Kim, 2006a). Em ratos normais, a

D2 é responsavel por cerca da metade do conteddo T3 nuclear no cérebro, glandula
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pituitaria e no tecido adiposo marrom (Bianco & Kim, 2006a). E sabido até o presente
momento, que todas as trés desiodases formam homodimeros e que esta

homodimerizacéo é necessaria para a sua atividade catalitica (Sagar et al., 2008).

A D2 apresenta alta afinidade por T4, quando comparada a D1 (Aires M, 2008).
Assim, acredita-se que a via de D2, em vez de a via de D1, é a maior fonte de producao
de T3 extratiroideia em seres humanos com base em varios estudos clinicos prévios
(Geffner et al., 1975; Maia et al., 2005b; Saberi et al., 1975). Em contraste, a atividade
D1 é aumentada em pacientes com hipertiroidismo, de modo que esta via se torna a
fonte extratiroideia da concentracdo de T3 (Abuid & Larsen, 1974). Essa predominancia
de D1, nesta patologia, pode ser constatada pela rapida queda nas concentragdes séricas
de T3, quando pacientes com hipertireoidismo sdo tratados com propiltiouracil (PTU),

uma droga que inibe seletivamente a producédo de T3 via D1 (Bianco & Kim, 2006a).

D2 é considerada critica para a homeostase de T3 na periferia, devido a sua
plasticidade (Bianco, 2004). Por exemplo, a resposta de D2 ao monofosfato ciclico de
adenosina (CAMP) gerado a partir da ativacdo da cascata de sinalizacdo dos receptores
noradrenérgicos acoplados a proteina Gs, constitui a base para a estimulagdo
adrenérgica desta enzima no tecido adiposo marrom (BAT), masculo esquelético
humano e tireoide, ligando a expressdo de D2 com o sistema nervoso simpatico e
ampliando o espectro dos estimulos ambientais e endégenos que podem potencialmente

influenciar a producéo adaptativa de T3 (Bianco, 2004; Bianco et al., 2002).

Devido a sua plasticidade fisiologica D2, e ndo D1 € considerada a desiodase
homeostatica fundamental durante a adaptacdo a deficiéncia de iodo, a exposicdo ao
frio, ou mudancas no estado da tiroide (Bianco et al., 2002). Em contraste com D1, D2
tem uma relativamente baixa Km (constante de Michaelis-Menten, T4) e uma meia-vida
curta, permitindo-lhe responder dentro de minutos a estimulos neurais e enddcrinos
(Bianco et al., 2002). (Bianco & Kim, 2006a), relatam que o tempo de meia vida da D2
é de aproximadamete 20 minutos e (Dentice et al., 2005a) descreve este tempo como

variavel entre 12 e 300 minutos, a depender da taxa de desiodagdo de T4.

D2 possui um Gnico dominio transmembrana e a maior parte da enzima esta no
citosol, incluindo a selénio-cisteina contendo o centro ativo catalitico (Baqui et al.,

2000, p. 200). A sua meia vida curta é devido a ubiquitinagdo e a protedlise por
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proteossomas, um mecanismo que é acelerado pela interacdo da D2 com T4, que
converte este pro-hormonio a sua forma ativa, T3 (Botero et al., 2002). A D2 possui
uma meia-vida curta, como descrita anteriormente, que pode ser ainda mais reduzida
por exposicdo a concentracdes fisioldgicas do seu substrato, o T4, e em situacOes
experimentais pelas concentracfes de T3 reverso ou T3 (Bianco, 2004). Este constitui
um potente ciclo de feedback rapido, que controla a producao de forma eficiente T3 e

T3 intracelular com base em quanto T4 esta disponivel (Bianco, 2004).

Um mecanismo regulatério importante para que haja homeostase de T3, é a
ligacdo covalente de D2 a proteina ubiquitina. Ubiquitinacdo € um evento reversivel,
ciclico (Arrojo E Drigo & Bianco, 2011), multi-enzimético e de multi-passo, que resulta
na conjugacao da molécula de ubiquitina em uma proteina alvo (Arrojo E Drigo et al.,
2013b). Proteinas ubiquitinadas sdo consequentemente reconhecidas e degradadas por
proteossomos. A ubiquitinacdo e a degradacdo proteossomal da D2 estdo
profundamente implicadas na regulacdo pds-transcricional da atividade desta enzima
(Bianco, 2004). A deiodacdo de T4 por D2 resulta em exposicdo dos residuos de lisina
desta enzima e a ubiquitinacdo destes residuos reduz a atividade de D2 (Bianco, 2011;
Sagar et al., 2008).

Vérias proteinas envolvidas no processo de ubiquitinacdo D2 foram identificadas
(Arrojo E Drigo et al., 2013b). Incluindo as evolutivamente conservadas ubiquitina
ligase E2 6 e 7 (UBC6 e 7) (Botero et al., 2002), que interagem com a ubiquitina ligase
E3 (a WSB-1 é parte da E3 ubiquitina ligase e é uma SOCS-box-containing WD-40
protein) e com outras proteinas acessérias para formar um complexo denominado BC-
Elongin Cullin5-RBX1 (ECSWSB-1) para ubiquitinar D2 (Dentice et al., 2005a; Sagar
et al., 2007). Tal como outras proteinas ubiquitinadas, D2 pode ser degradada em
grandes complexos de protease conhecidos como proteossomas.A ubiquitina¢do da D2
ocorre do lado citosélico da membrana do reticulo e a degradacdo proteossomal no
citoplasma (Arrojo E Drigo et al., 2013a). As proteinas residentes no reticulo, como D2,
sdo "puxadas para fora" da membrana através retrotranslocacdo e entregues ao

proteassoma (figura 16) (Arrojo E Drigo et al., 2013a).

A ubiquitinacdo é uma reacgdo reversivel, na qual uma molécula de ubiquitina

pode ser removida pela acdo de enzimas desubiquitinadoras (Arrojo E Drigo et al.,
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2013b). As ubiquitin-specific proteases (USPs), especificamente as USP33 e USP20
(também conhecidas, respectivamente como von Hippel-Lindau deubiquitinating 1 e 2 -
VDU-1 e VDU-2), estdo envolvidas neste processo e interagem com D2 (Curcio-
Morelli et al., 2003).
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Figura 16. Ubiquitinag&o e desubiquitinagdo da D2 (Curcio-Morelli et al., 2003).

E importante salientar que ndo existe nenhuma evidéncia de ubiquitinacio nas

desiodases tipo 1 e tipo 3, até 0 momento (Gereben et al., 2000).

2.1.6. Transportadores de membrana

Muitas das acGes dos HTs ocorrem através da ligacdo destes hormonios a
transportadores de membrana no tecido alvo. Dada as propriedades lipofilas dos HTSs,
durante 25 anos (até 1970) se pensou que os HTs difundiam-se passivamente através da
bicamada lipidica da membrana plasméatica (Hennemann et al., 2001). No entanto,
atualmente sabe-se que a entrada de hormonios tireoideanos na célula-alvo € facilitada
por varios transportadores pertencentes ao grupo das proteinas transportadoras de
solutos (SLC), que inclui os transportadores de monocarboxilato (MCT), a familia dos
polipeptidios transportadores de anions organicos (OATP) (Muzzio et al., 2014;
Stathatos, 2012) e os transportadores de aminoacidos tipo L (LAT1 e LAT2)
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A maioria dos membros da familia MCT sdo transportadores de érfaos (
MCT5, MCT7 , MCT9 , MCT11-14 ) , enquanto que o transporte MCT1-4 transportam
monocarboxilatos simples, como lactato e piruvato (Halestrap & Meredith, 2004).
MCT®6 esta envolvida no transporte de compostos com um grupo carboxilo , tais como
diuréticos bumetanida e nateglinida (Murakami et al., 2005). Da familia dos
transportadores MCT, evidéncias atuais sugerem que apenas MCT8 e MCT10 parecem
funcionar no transporte de HTs (Halestrap & Meredith, 2004; Visser et al., 2011).
MCT10 era conhecido como transportador de aminoacido tipo-T 1 (TAT1) e devido a
sua homologia com os transportadores da familia MCT, foi denominado MCT10
(Visser et al., 2011).

As proteinas MCT8 (SLC16A2) de humano e de rato apresentam uma
especificidade elevada para HTs e transportam T4, T3, rT3, e T2 para o citoplasma da
celula alvo (Friesema et al., 2003; Visser et al., 2008; Visser & Visser, 2012). MCT10
humano transporta tanto T3 quanto T4 e apresenta uma maior afinidade para o T3
(Friesema et al., 2008; Visser & Visser, 2012). MCT8 e MCT10 estdo envolvidos no

influxo e efluxo celular de HTs (Visser et al., 2008)..

MCT8 e MCT10 possuem 12 dominios transmembranares com as porgdes
carboxi e amino-terminais voltadas para o citosol (van der Deure et al., 2010; Visser et
al.,, 2011). MCT8 e MCT10 sdo proteinas com estrutura e propriedades altamente
homologas (vide figura 17). Esta homologia € maior nos dominios transmembranas e

menor nas porgdes carboxi e amino-terminais (van der Deure et al., 2010).
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Figura 17. Estrutura do MCT8 e MCT10 (van der Deure et al., 2010).
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MCT8 mostra uma distribuicdo tecidual ampla em todas as espécies estudadas.
Em ratos, a proteina MCT8 tem sido detectada no coracdo e no cerebro destes animais
(Friesema et al., 2003; Kogai et al., 2010). Além disso, mais recentemente foi
demonstrado que MCT8 encontra-se colocalizada com a proteina NIS na membrana
basolateral de tiredcitos de ratos (Ishido et al., 2015). Nos seres humanos, MCT8 ¢
encontrada em diversos tecidos, em particular no figado e coracdo (Price et al., 1998).
Estudos em tecidos cerebrais de camundongos e humanos revelaram a expressao de
MCTS8 em distintas populacfes neuronais, com altas concentracdes de RNAm para este
transportador no cortex cerebral, hipocampo, amigdala, bem como no nucleo
paraventricular (Mayerl et al., 2014). Além disso, podemos encontrar a proteina MCT8
na eminéncia mediana e em neurdénios do nucleo paraventricular, supraético e nucleo
infundibular do hipotdlamo, além de células gliais ependimais que revestem
internamente o terceiro ventriculo (Alkemade et al., 2005).

Dados de Chan et al., (2006) demonstram que a expressdo do RNAm e da
proteina MCT8 na placenta humana encontra-se aumentada durante a gestacdo. Estes
achados corroboram os de (Loubiere., (2010) que identificaram em placentas humanas
RNAmM para MCT8 desde o comego do primeiro trimestre e aumento significativo deste,
com o avangar da gestacdo. Para MCT10 foi evidenciado uma tendéncia de aumento
(p=0,065) (Loubiere et al., 2010).

Neste contexto, a Sindrome Allan -Herndon — Dudley (AHDS), descoberta em
1944, consiste em uma doenga genetica ligada ao cromosso X que se apresenta como
forma grave de retardo psicomotor, hipotonia, fraqueza e reducdo da massa muscular
associado a um quadro elevado T3 sérico e baixo ou normal T4 e rT3 sérico e TSH
ligeiramente elevado ou normal e tem como base genética mutacdes no gene SLC16A2
que codifica 0 MCT8 (Heuer & Visser, 2013; Mayerl et al., 2014; Visser & Visser,
2012). A patogenese da doenca ndo esta completamente compreendida, mas acredita-se
que exista uma condicdo de aporte insuficiente de HTs para o cérebro (hipotireoidismo
cerebral) nestes individuos. Este conceito é baseado no fato de existir MCT8 nas células
dos capilares endoteliais da barreira hematoencefalica (BHE) e na barreira fluido
cerebroespinhal-sangue (BFCES) (especificamente no plexo coroide), nos tanicitos
(células ependidimais periventriculares) e em células neuronais (Alkemade et al., 2005;

Heuer et al., 2005; Lori M. Roberts et al., 2008; Wirth et al., 2014).
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Os animais knockout (KO) para MCT8 replicam fielmente as anormalidades
nas concentragdes séricas de HTs (Trajkovic-Arsic et al., 2010). No entanto,
diferentemente dos pacientes com a sindrome AHDS os camundongos MCT8 KO néo
exibem sintomas neurologicos evidentes. Estudos in vivo revelaram diminuida captacéo
de T3 no cérebro dos camundongos MCT8 KO (Ceballos et al., 2009a; Trajkovic et al.,
2007). No entanto, o transporte de T4 para o SNC foi apenas parcialmente
comprometido nestes animais. Desta forma, os camundongos KO MCT8 exibiram
apenas uma reducdo moderada no contetdo T3 cérebro, uma vez que ocorreu aumento
da atividade da desiodase tipo 2 nos astrocitos e, promovendo elevacdo da conversao
local de T4 a T3 (Trajkovic et al., 2007). Os achados de Ceballos et al., (2009b)
sugerem uma restricdo para a entrada de T3, via BHE, nas células neuronais de
camundongos MCT8 KO e ndo de T4.

Assim, parece que 0s ratos expressam outro transportador especifico que
mantém a passagem de T4 quase normal através da BHE e da BFCES na auséncia de
MCTS8, o que justificaria o fato do cérebro do camundongo deficiente de MCT8 ser
muito menos afetado pela deficiéncia deste transportador que o0 SNC dos seres humanos
(Mayerl et al., 2014). Segundo Mayerl et al., (2014) os polipetideios transportadores de
anions organicos 1cl (OATPC1C), também chamado de OATP14 ou OATP-F,
poderiam substituir o transporte de T4 pelo MCT8 para o cérebro. Em ratos a expressao
de OATPC1C no cérebro é restrita e ocorre principlamente na BHE e na BFCES
(Sugiyama et al., 2003; Tohyama et al., 2004).

O polipeptideo transportador de a&nions orgéanicos 1C1 (OATP1C1, organic
anion transporting polypeptidelC1, também conhecido como Slcolcl e Oatpl4) de
mamiferos tem uma maior afinidade para T4 e rT3 do que para outro HT (Van Herck et
al., 2013; Visser et al., 2011). Assim, células que expressam OATP1C1l mostram
transporte preferencial de T4 e rT3 (Pizzagalli et al., 2002; Sugiyama et al., 2003;
Tohyama et al., 2004; Van Herck et al., 2013). Outros Oatps de mamiferos incluindo
Oatp2bl, Oatp3al, e Oaptdal também transportam T4 e, em alguns casos, T3 ou rT3,
embora muitas vezes com uma afinidade mais baixa (Fujiwara et al., 2001; Huber et al.,
2007; van der Deure et al., 2010; Visser et al., 2011). OATP1C1 estd amplamente
distribuido no cérebro humano (van der Deure et al., 2010). Oatplcl, como dito

anteriormente, é expresso principalmente na barreira hematoencefalica e na barrerira
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fluido cerebroespinhal-sangue, especificamente e respectivamente nos capilares
cerebrais e no plexo coroide e por isso parece ser essencial para a entrega de horménio

tireoidenos essenciais para o desenvolvimento do cérebro (Tohyama et al., 2004).

Estudos sugerem um papel importante para o transporte de T4 em OATP1C1
através da BHE, principalmente em roedores (Pizzagalli et al., 2002; Sugiyama et al.,
2003; Tohyama et al., 2004).. Assim, para avaliar a importancia da expressao de
OATPC1C na BHE e na BFCES no SNC, (Mayerl et al., 2012)desenvolveram
camundongos OATP1C1 KO e observaram que a ninhada se desenvolveu de forma
semelhante ao controle, com concentragdes séricas de HTs sem diferenca do controle,
bem como na acdo periférica dos HTs. No entanto, no cérebro dos camundongos
OATP1C1 KO foi observado moderada reducdo do T4 e normal conteddo de T3. Isto
indica que OATP1C1 contribui marcadamente para a entrada de T4 no SNC de

murinos.

E interessante ressaltar que a proteina OATP1C1 ndo foi detectada em células
endoteliais de BHE no cérebro primatas (Ito et al., 2011). Esta observacéo ¢é apoiada por
estudos de imuno-histoquimica que documentaram expressao fraca de OATP1C1 em
células endoteliais capilares da BHE nos cérebros humanos (Roberts et al., 2008). Ja nas
células epiteliais do plexo cordide de humanos e roedores, MCT8 esta concentrado na
superficie apical destas celulas e OATP1C1 localiza-se principalmente na superficie
baso-lateral (Roberts et al., 2008) Assim, a expressdo de OATP1C1 mais pronunciada
na BHE e BFCES em camundongos poderia ser a razéo para alteracdes cerebrais suaves
em camundongos MCT8 KO.

A superfamilia de proteinas transmembranares OATP, membro da familia dos
transportadores de soluto (SLC), medeia o transporte celular independente de sodio dos
HTs. Em ratos, foram identificados sete membros desta familia (rOAT-K1, rOATP1 até
5) (Hennemann et al., 2001), em humanos onze (Hagenbuch, 2007) e dois em
camundongos (MOATP1) (Hennemann et al., 2001). Apesar disso, ndo se conhece
muito bem a distribuicdo destas protéinas nos tecidos, a regulacdo expressional e
diferenciacdo funcional de cada uma das Oatps , mesmo nos seres humanos (Svoboda et
al., 2011). Sabe-se que a distribuigdo de OATPC pelos tecidos varia entre os diferentes
membros da familia da OATP. rOATP1 e rOATP2 séo expressos no figado (membrana

46



basolateral), rim e cérebro (plexo cordide), rOATP4 e hOATP-C sdo expressos
exclusivamente no figado (membrana basolateral) e rOAT -K1 e rOAT -K2 séo

expressos seletivamente nos rins (Hennemann et al., 2001).

Em ratos, os achados de Sun et al., (2014), fornecem a primeira evidéncia direta
de que o polipetideo organico transportador de anions 1 (OATPC1) e MCT8 sdo
fortemente expressos no estroma das vilosidades placentarias destes animais. Estes
autores observaram que o RNAm que codifica Oatplcl foi expresso do lado fetal da
placenta de ratos e mostrou um aumento quatro vezes maior em um periodo mais
avancado da gestacdo (dia gestacional 16 x 20). Além disso, as concentracdes da
proteina Oatpcl aumentaram na porcdo fetal da placenta durante a deficiéncia

tireoideana materna no dia 16 de gestacdo (Sun et al., 2014).

Os transportadores de aminoacidos tipo L (LATS) heterodimérico, LAT1 e
LAT2 também sdo conhecidos transportadores de hormdnios tireoideanos nos tecidos e
estes sdo membros da superfamilia de aminoacidos polyamine-organocation (APC)
(Kinne et al., 2011). LAT2 esta presente no rim, no intestino, no figado (Heuer &
Visser, 2013) e na placenta (Loubiére et al., 2010). LAT2 (system L amino acid
transporter 2) € composto pelas subunidades Slc7a8/Lat2 e Slc3a2/4F2hc (Braun et al.,
2011b). Este transportador é altamente expresso ao longo da membrana basolateral do
epitélio absortivo do rim e no intestino delgado, mas também é abundante no cérebro
(Braun et al., 2011b). Wirth et al., (2009) demonstraram a expressdo de LAT2 em
cultura de neurdnios e durante todo o desenvolvimento de murinos. Em cérebro de
camundongos LAT2 é co-expresso com o MCT8 e é especialmente expresso nos
neurdnios corticais e hipocampais (Braun et al., 2011a; Wirth et al., 2009). No entanto,
diferentemente do que ocorre em roedores, no cérebro humano em desenvolvimento —
durante a gestacdo-, LAT2 é expresso apenas na microglia, mas ndo em neur6nios
(Wirth et al., 2009). Consequentemente a auséncia de MCT8 pode ter um maior impacto
na diferenciacdo neuronal do SNC de humanos quando comparado ao cérebro de
camundongos, uma vez que a presenca de LAT2 pode garantir o aporte suficiente de
HTs neuronal (Wirth et al., 2009). Assim, é sugerido que os pacientes com AHDS
apresentam um fenotipo neurolégico devastador da doenca devido a auséncia de

transportadores alternativos para HTs que supram a caréncia do MCT8. Neste sentido,
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ratos MCT8 KO apresentam um fenotipo mais brando da doenca, provavelmente devido
a presenca de transportadores alternativos neuronais para os HTs, como o LAT2 (Fu et
al., 2013; Roberts et al., 2008; Wirth et al., 2009).

A primeira descricdo de camundongo LAT2 KO foi recentemente publicada
por Braun et al., 2011b e estes autores observaram o aumento da perda urinaria de
pequenos aminoacidos neutros, deficiéncia motora leve e desenvolvimento bem como
crescimento dos camundongos Slc7a8 -/- aparentemente normal. Além disso, o
metabolismo e acdo dos HTs pareceu ndo ser afetado pela perda de LAT2 (Braun et al.,
2011b). Visto que LAT2 e MCT8 sdo co-expressos em muitos tecidos, talvez um
camundongo KO para ambos os transportadores poderiam exibir um fenotipo mais
pronunciado, uma vez que a auséncia de um dos transportadores nao seria suprida pela

presenca do outro.

Mais recentemente, Kinne et al., (2015) evidenciaram que Lat2, em
comparacdo com outros transportadores de HTs, parece preferir T2 como o substrato.
Levando em consideragéo este achado, Lat2 pode contribuir para a disponibilidade de
HT através da importacdo e ou exportacdo de T2, que € gerado pela inativacdo de T3 ou

pela degradacdo rT3, mediada pela desiodase.

Além do LAT2 , LAT1 ¢ fortemente expresso no pancreas, tecidos adiposos,
mastocitos, placenta e testiculos (Heuer & Visser, 2013). Sharlin et al., (2011)
demonstraram em camundongos do 3 ao 10 PND a presenca de LAT1 nos vasos
sanguineos cocleares e nas células sensoriais ciliadas. Além disso, este transportador
estd presente no cérebro de camundongos (Braun et al., 2011a), mas mostra um padrédo
de expressdo diferente. A maior expressdo de LAT1 é encontrada em estruturas do
plexo cordide, bem como em células endoteliais dos capilares da BHE (L. M. Roberts et
al., 2008). Seu papel fisiolégico no transporte de HTs permanece sendo largamente
estudado por meio da investigacdo de animais com deficiéncia em LAT1 (figura 18)
(Heuer & Visser, 2013).

Dados extraidos do banco de dados gendmico de células do cérebro de
camundongos por Cahoy et al., (2008), indicam que astrocitos expressam

predominantemente OATPC1 e em menor propor¢do LAT1 e MCT8. Alkemade et al.,
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(2011) estudaram cérebros de pacientes p6s morte e evidenciaram a presenca de
imunoreatividade para OATPC1 em células da glia do hipotalamo (ao longo do terceiro
ventriculo, especificamente no nacleo paraventriclar e no ndcleo supradtico). Wirth et
al., (2009) evidenciaram, via imunohistoquimica, a presenca de MCT8 em tanicitos e

astrocitos em cérebros de camundongos (figura 18 e 19).

No que diz respeito a homeostase de hormdnios tireoideanos no cérebro,
OATP1cl e MCT8 sdo essenciais para esta funcdo (Mayerl et al., 2014). Ambos os
transportadores facilitam o trafego de HTs em mutiplas células (Heuer et al., 2005; Lori
M. Roberts et al., 2008; Schnell et al., 2015; Sugiyama et al., 2003; Tohyama et al.,
2004; Wirth et al., 2009),e sdo indispensaveis para a entrada de HTs no cerebro via
BHE e BFCES(Trajkovic et al., 2007). De fato, a maior parte de T3 que entra no
cerebro é facilitada por MCT8 (Trajkovic et al., 2007), enquanto ambos MCT8 e
OATP1c1 contribui para a entrada de T4 (Mayerl et al., 2014). E importante notar que
um estudo recente desenvolvido por Mayerl et al., (2014) demonstrou que a auséncia de
ambos os transportadores (MCT8 e OATP1cl) resulta num cérebro severamente

hipotiroideo (reducdo do contéudo de T3 e T4 no prosencefalo).

Astrocyte

Oligoden- endothelial cells
drocyte of circulation
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T4 —, -
gt — S5

T3— 3713 s \
v . TR

TH Transporter Key:
G \viCT8 (T3 >T4)
@ OATPIC (T4>T3)
(——} Other TH transporters

BBB

Figura 18. llustracdo esquematica do transporte de HTs no cérebro de ratos. (Heuer a & Visser, 2013) e
(Schroeder & Privalsky, 2014)
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Assim, como mencionado acima, depois que T4 atravessar a membrana do

astrocito, provavelmente via OATP1C1, D2 por sua vez, converte T4 a T3 localmente.

Por fim, o T3 gerado no astrocitos entra no citosol das células neuronais via

transportador MCT8 para ligar e ativar receptores tiroideanos (TRs). Portanto, é

intrigante que a D2 ndo seja expressa nos neurdnios onde os TRs estdo localizados
(figura 18) (Schroeder & Privalsky, 2014).

Transporter Species Areas of the brain References
Sl 1622 (MotBl Mouza Protain: cortex, hippocampas, cereballum, choroid -0
plexus, hypothalamus, tamyoytes, vessels
Human Protein: cortex, hippocampass, choroid plexus,
hypothalamus, tanyoytes
‘Widespread expression in fetal brain 158, 10-12)
Aat Protein: hippocampus, tanycyies, vessels B 11,13
Chicken Transcript: brain 114, 15}
Siberian hamster Transcript: hypothalamus [§1:4]
Rabbit Transcript: hypothalamus 17
Zabrafish Transcript: brain g, 19
Fathead minnow Transcript: cortex, cereballum, hypothalamus 20
Xenopus tropicalis Transcript: brain 21
Sic16a10 (Mct10) Mouse Transcript: cortex, hippocampus, chaonoid plexus 7.9
Hurman Protain: cortax, choroid plesus, hypothalamus 7, 10, 22)
Rabhbit Transcript: hypothalamus 17l
Fathead minnow Transcript: cortex, cereballum, hypothalamus 20
Xenopus tropicalis Transcript: brain @21
SlcTab Latl) Mouse Transcript: hippocampus, choroid plecus 7.9
Protein: cortax, cerebedlum
Human Transcript: cortex 712
Xenopus tropicalis Transcript: brain 21
Sic7al (Lat2) Mouse Protein: cortex, hippocampus, cerebellum, choroid 7.9
plesus
Human Protein: adult: cortex, hippocampus, choroid pleus; 71
fatal- microglia
Slcolcl (Oatp1d) Mouse Transcript: cortex, hippocampus 78, 23)
Protein: choroid plexus, tanycytes, vessels
Hurnan Transcript: cortes I7. 8 2,23)
Protein: choroid plexus, hypothalamus
Rat Protein: choroid plexus, vessels 8, 24)
Chicken Transcript: brain 4, 15}
Rabhbit Transcript: hypothalamus 017l
Fathead minnow Transcript: cortex, carsballum, hypothalamus 20
Xenopus tropicalis Transcript: brain @21

Figura 19. Resumo da expresséo dos trasportadores transmembrana em varias regioes cerebrais em
diferentes espécies (Wirth et al., 2014)

Neste contexto, sabendo da importancia dos transportadores de HTs, Van Herck

et al., (2015) avaliaram os perfis de expressdo ontogenéticos, em ovos de galinha, dos
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transportadores de membrana dos HTs, das deiodinases e da transtirretina (TTR) nas
barreiras cerebrais (BHE e BFCES) durante o desenvolvimento embrionario (E8- E20) e
pos-natal precoce (C1 e C11). Por meio da hibridacdo in situ os autores revelaram a
expressao de RNAm para MCT8 e MCT10, OATP1C1 e LAT1 e D3 no plexo coroide.
Este achado foi confirmado pelo método de PCR quantitativo que, adicionalmente,
indicou aumento na expresséo de TTR, D2 e D1 na BFCES. Nos capilares da BHE a
hibridacéo in situ revelou expressdo de LAT1 e D2 apenas. A presenca combinada de
LAT1 e D2 em capilares do cérebro sugere que a BHE constitui a principal rota de HTs
em ceérebros de embriGes de galinha. A expressdo de mdltiplos transportadores,
desiodases e TTR no plexo corodide indica que a BFCES contitui um importante

regulador da disponibilidade de HTs para o cerebro.

Os achados destes autores evidenciam também que durante o desenvolvimento
embrionério inicial, o cérebro se desenvolve em um microambiente com um elevada
razdo T3 / T4 (alto T3 e baixo T4 cerebral quando comparado as concentracfes
plasmaticas) e é capaz de alterar os niveis de HTs independemente das mudancas que
ocorrem na circulacdo geral (i.e. as concentracoes de T3 se elevam em todo o cerebro
do E14 ao E18, quanto que no plasma essa elevacgéo se inicia depois do E18)(Van Herck
et al., 2015). Assim, é possivel observar que a BHE e a BFCES sdo importantes para o
aporte adequado de HTs para o cérebro, em diferentes estagios embrionarios e em
periodos inicias da vida pés-natal, e estas garantem o adequado desenvolvimento
cerebral nestes periodos.

E importante destacar que o mecanismo de transporte de HTs é heterogénio. Os
transportadores descritos anteriormente transportam T3 e/ou T4 de forma independente
de Na', no entanto nio existem apenas estes. O polipetideo co-transportador de
Na+/taurocholate (Ntcp; Slc10al) foi descrito por transportar HTs no figado (Friesema
et al., 1999) de ratos e apenas em humanos este é responsavel por mediar o transporte
de T4 e de iodotironinas sulfatadas (T3S e T4S) (Visser et al., 2010). Ntcp é referido
como transportador de HT dependente de Na®. Ntcp é constituido de aproximadamente
350 aminoacidos com sete dominios transmembranas (Hagenbuch et al., 1991). O
transporte de HTs dependende de Na+ em varios tecidos permanece pouco esclarecido,
visto que o Ntcp ndo é difusamente expresso.
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2.1.7. Receptores intra-celulares — A¢do gendmica

Uma vez, no citoplasma celular (ap06s o transporte transmembranar), a acdo dos
HTs nos tecidos é mediada principalmente por receptores nucleares na célula-alvo. Os
receptores para horménios tireoideanos fazem parte da superfamilia de receptores
nucleares com fatores de transcricao ativados por ligante, principalmente T3 (Cheng et
al., 2010; Souza et al., 2014). . Na verdade, sabe-se que ambos T4 e T3 ligam-se aos
receptores nucleares para HTs e levam a mudangas estruturais muito semelhantes,

nestes receptores (Sandler et al., 2004).

Existem dois tipos de genes TR (receptores tireoideanos), THRa (NR1A1)
(localizado no cromossomo 17) e THRPB (NR1B1) (localizado no cromossomo 3), que
codificam as duas isoformas principais de receptores nucleares dos hormoénios
tirecoideanos, TRa e TR, respectivamente (Brent, 2012; Cheng et al., 2010; Darras et
al., 2015; Sirakov et al., 2013; Tagami et al., 2010). Os receptores TRo, dividem-se
ainda em TRal, TRa2 e TRa3. As trés isoformas diferem entre si no comprimento e na
sequéncia de aminoacidos na porcdao C-terminal (D/E, ou E, vide figura 20). O TRa2 é
idéntico ao receptor funcional TRal nos 370 aminoacidos, mas na porcdo C terminal
40 aminoacidos sdo substituidos por uma sequencia totalemnte distinta de 120 residuos
(Tagami et al., 2010). Portanto, a variante de C-terminal de TR a2 tem uma
incapacidade de se ligar a HT e de funcionar como um fator de transcricdo dependente
de T3 e, além disso, 0 TRa2 pode atuar como um antagonista para TRs funcionais, tais
como TRal e TRPs , pelo menos em células transfectadas (Koenig et al., 1989;
Rentoumis et al., 1990; Schueler et al., 1990; Tagami et al., 1998).

Somente TRal se liga ao T3 sendo que este Ultimo estd predominantemente
expresso no cérebro e em menor quantidade no pulmao, coracdo e musculo esquelético,
rim e figado (Brent, 2012; Williams, 2000). TRal compreende 70-80% de toda a
expressdao de TR no cerebro adultos vertebrados (Schwartz et al., 1992) e este esta
presente em quase todos os neurbénios. O segundo grupo de receptores, os TR,
compreendem as variantes TRB1, TRB2 e TRPB3 que se ligam a T3 (Brent, 2012). TRB1
é expresso amplamente (Cheng et al., 2010), principalmente nos rins e figado e em
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menores concentracbes no cérebro, cora¢do, pulmao, musculo esquelético e baco
(Williams, 2000). TRB2 ¢ expresso primariamente no cérebro, retina e no ouvido
interno. Ja o TRB3 ¢é expresso no rim, figado e pulmdo (Cheng et al., 2010). As
isoformas de TR diferem no comprimento e nas sequéncias de aminoacidos no
dominio amino-terminal (A/B, vide figura 20). Na verdade, podemos considerar
receptores para hormonios tireoidianos, no sentido literal da palavra, somente as
isoformas TRal, TRPI e TRP2, por se ligarem ao T3 e ativarem ou inibirem a
transcricdo génica (Fraichard et al., 1997). A isoforma TRo2 nao se liga ao T3 por ndo
possuir o sitio de ligacdo para o ligante (HDB) (Sirakov et al., 2014). TRAal e TRA02
sdo TRs truncados, sem os dominios terminais A/B e DNA mas que preservam 0s

dominios de ligacdo com T3 (Plateroti et al., 2001).
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Figura 20. Representagdo esquematica das isoformas TRa e TRp. A figura mostra os diferentes dominios
envolvidos na fungdo dos TRs. Isso inclui o dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e o dominio de ligacdo
ao hormonio (HBD) (carboxi-terminal). Outras regifes funcionais dos TRs incluem o dominio de ligagéo
ao co-fator (located in A/B, D, e E) e o dominio de dimerizacdo (localizado em C e E). A activagdo do
dominio AF-1 e AF-2 sdo importantes para a ativagdo transcricional (Sirakov et al., 2014; Cheng et al.,
2010).

Sobre os receptores para HTs, é importante destacar que Tagami et al., (2010)
identificaram um novo receptor para HT (designado TRB4), o qual néo se liga a T3, mas
pode inibir a acdo deste horménio mediada pelos TRs funcionais.
TRP4 compartilha uma arquitetura estrutural comum do N -terminal , dominio A/B,
dominio DBD (de ligacdo ao DNA) a um receptor funcional TRB1, para os primeiros
246 aminoacidos. No entanto a porcdo C-terminal 215 aminoacidos séo subistituidos
por uma sequencia totalmente distinta de 137 residuos (Moriyama et al., 2016; Tagami
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et al., 2010). Foi detectado que TRPB4 esta presente em todos os tecidos humanos adultos
examinados, com maior expressdo no cerebro e rins (Tagami et al., 2010). No entanto,
ainda ndo existem informacdes sobre a expressdo desta isoforma no periodo fetal
(Moriyama et al., 2016). Portanto , a variante de C-terminal TRB4 nao ¢ capaz de se
ligar hormonal e para funcionar como um factor de transcri¢cao dependente de T3. TRB4
exerce a sua funcdo de antagonista contra TRB1 mesmo na auséncia de interac¢des
proteina-proteina com T3 ou cofactores (Moriyama et al., 2016). Assim, TRB4/ TRB1
(heterodimero) ou TRP4/ TRP4 (homodimero) pode competir com TRBI/RXR
(heterodimero) para acessar o gene alvo e/ou para a ligacdo aos fatores de transcricao
(Moriyama et al., 2016). Na luz destes conhecimentos, mais estudos devem ser
desenvolvidos a fim de se compreender melhor os ecanismos de acdo do TRfp4
(Moriyama et al., 2016). Assim, podem ser requeridos genes knockouts TRB4 ou over
expression em camundangos transgenicos com a finalidade de melhor explicar o papel
fisiologicos do TRB4 (Moriyama et al., 2016).

Quase todos os receptores de hormonios tireoideanos tém maior afinidade para
T3, em comparacdo com T4 (a afinidade dos TRs por T3 é 15 vezes maior do que T4,
embora as concentragdes circulantes de T4 seja quatro vezes maior do que a de T3 (Lin
et al., 1990)) , fazendo T3 o hormobnio ativo predominante nas concentracdes dos
receptores nucleares de hormdnios tireoideanos na maioria dos vertebrados (Darras et
al., 2015).

Hormdnios tireoideanos (HTs) exercem seu efeito pela ligacdo aos receptores
(TRa ou B), o qual se liga a uma especifica sequéncia de &cido desoxirribonucléico
(DNA) denominada elementos responsivos a hormonio tireoideanos (TRE) regulando a
expressdo de genes alvo (Sirakov et al., 2014). Os receptores de HTs se ligam a
sequéncias especificas de DNA, denominadas TRES, que sdo geralmente localizadas nas
regides ndo codificantes do genoma dos genes-alvo (Sirakov et al., 2014). Receptores
tireoideanos se ligam a TRES ndo s6 como homodimeros mas também como
heterodimeros com outros membros da superfamilia de receptores, tal como o receptor
retindide X (RXR), o receptor da vitamina D, e todos os subtipos de receptores do acido
retindico (Cheng et al.,, 2010). Assim, a heterodimerizacdo com RXR aumenta
significativamente a ligagcdo de receptores de HTs com TRE, aumentando assim a
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responsividade do receptor ao T3 e aumentando a ativacgdo transcripcional (figura 21)
(Zhang & Kahl, 1993).

Os receptores tireoideanos estdo ligados a TRE na presenca ou auséncia de HTSs.
A interacdo de T3 com receptores de HTs provoca alteracbes conformacionais nestes
receptores e ativacdo (ou, por vezes, a supressao) de genes que codificam proteinas alvo
(Brent, 2012).Devido a distribuicdo difusa de RXR e sua promiscuidade em
heterodimerizacdo com varios receptores, a heterodimerizacdo com RXR proporciona
um meio para os receptores tireoideanos “conversarem’ com outros receptores (Cheng
etal., 2010).

Na auséncia de T3, TRs podem interagir com as proteinas correpressores para
inibir genes alvo regulados positivamente (Sirakov et al., 2013). Estas proteinas
correpressoras interagem com a porgdo C-terminal dos receptores tireoideanos quando
ndo ligados a T3 e reprimem a transcricdo génica. Essas proteinas sdo chamadas de
correpressoras (CoRs) e sdo elas: 1. NCoR — nuclear hormone receptor-corepressor,
NCoR1; e 2. (nuclear receptor correpressor, NCoR1) e SMRT - silencing mediator of
retinoid and thyroid hormone receptors, NCoR2 (Astapova & Hollenberg, 2013). A
porcdo N-terminal de ambas NCoR e SMRT medeiam a repressdo transcricional e a
porcdo C-terminal medeia as interacGes destas proteinas com os receptores tireoideanos
e outros receptores nucleares (NR) (Astapova & Hollenberg, 2013). Estes
correpressores fazem contato direto com o dominio da repressdo encontrado em muitos
sitios de ligacdo ao ligante/horménio (HBD) dos receptores de HT. SMRT e N-CoR
recrutam histone deacetylases (HDACs)(Privalsky, 2004).1sso cria uma conformacéo da
cromatina fechada para maquinaria transcricional levando a repressdo da

transcrigdo(Privalsky, 2004).

Na presenca de T3, classicamente o0s correpressores sdo deslocados e as
proteinas coativadoras (tais como coactivadores da familia dos receptores esteroides -
SRC-1, -2, e -3) sdo recrutadas e se ligam ao complexo receptor de HT ligado ao ligante
(T3), permitindo a ativagdo de genes alvos dependentes de T3 (Cheng, 2000). Estes
coativadores recrutam a maquinaria para permitir a ativagdo da expressédo
génica(Pascual & Aranda, 2013; Vella et al., 2014).

55



Os coativadores podem ser classificados em quatro grupos: 1. modificadores de
histonas covalentes, tais como a familia p160, CARM, e do PFC / p300, que possuem
(ou recrutam) atividades enzimaéticas capazes de modificar o modelo de cromatina,
incluindo acetilases e metilases; 2. complexo de remodelamento dependente de ATP,
tais como familia Swi/Snf, que alteram estruturas de alta ordem e a posi¢cdo dos
nucleossomos; 3. componentes do complexo mediador, como TRAP/DRIP, que interage
com a maquindria transcripcional para auxiliar a montagem do complexo de pré-
iniciacdo; e 4. coativadores com funcdo desconhecida (figura 22) (Chen et al., 1999;
DiRenzo et al., 2000; Shang et al., 2000; Sharma & Fondell, 2002, 2000; Struhl, 2001,
Yang et al., 2000). Diferentes coativadores podem preferencialmente ser recrutados por
varios receptores nucleares e alternativamente, um Unico receptor pode recrutar mais do

que um coativador, simultaneamente ou sequencialmente.

Alguns coativadores sdo fatores de remodelamento da cromatina ou possuem
atividade modificadora de histonas, tais como acetilacdo ou metilacdo da arginina, ao
passo que outros interagem com a magquinaria transcricional de base e pode recrutar a

RNA polimerase 11 do promotor alvo (Pascual & Aranda, 2013).
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Figura 21. Mecanismo de a¢do dos hotmonios tireoideanos. TR ndo ligado e heterodimerizado com RXR
liga-se a uma unidade responsiva (TER) e em seguida a um co-repressor de receptores nucleares (NCoR)
ou SMRT, reprimindo a expressdo do gene. Quando o T3 se liga ao TR ocorre interrup¢do da ligacdo
com o co-repressor e promocao da ligacdo com o co-ativador, que leva a transcri¢ao génica. (Brent, 2012;
Darras et al., 2014).
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Figura 22. Modelo de regulacdo da transcricdo. Na presenca de concentracGes elevadas de TH (superior
direito), a maioria dos receptores ligam TH que induz a alteracdo conformacional que leva a libertacdo de
co-repressores e recrutamento de coativadores maximamente para activar a transcri¢do. Em concentracdes
intermédias de TH correspondentes a um estado eutiroideos (média superior), apenas alguns dos
receptores ligam o ligando . O complexo entre TR, horménio, coativators e co-repressores esta em um
equilibrio dindmico em que atinge a ativacdo moderada de transcricdo. Remogdo de co-repressores Neste
resultados estaduais para o0 aumento da disponibilidade de TR para o ligando e coativadores, levando ao
aumento da sensibilidade ao hormdnio (Astapova & Hollenberg, 2013).

2.1.8. Acdo ndo gendmica

Uma quantidade crescente de evidéncias mostra que muitos dos efeitos de T3
sdo iniciados fora do nucleo e envolvem diferentes vias de transducdo de sinalizacdo
(Davis et al., 2016, 2008; Davis & Davis, 2002; De Vito et al., 2012; Hiroi et al., 2006).
Estes efeitos sdo mediados por a¢bes ndo gendmicas (Senese et al., 2014). Os processos
ndo gendmicos gerais sao mal compreendidos, mas surgem como importantes
mecanismos acessorios das acGes nucleares dos HTs e tém sido observadas na
membrana plasmatica, no citoplasma e em organelas (como mitocéndrias) (Cheng et al.,
2010; Wrutniak-Cabello et al., 2001). Os receptores de membrana para HT (T4) foram
identificados e consistem em uma integrina especifica alfaVbeta3 (avp3) (Figura 23).
avPB3 ¢é a integrina mais abundante expressa em células de mamiferos (Cody et al.,
2007). A integrina avp3 consiste em uma glicoproteina transmembrana heterodimerica
ndo covalente no qual inimeras proteinas da matriz extracelular interagem com o
dominio extracelular da integrina e o dominio intracelular esta conectado ao
citoesqueleto (Bergh et al., 2005). A matriz extracelular possui ligantes/protéinas que
reconhecem a sequéncia de peptideos arginina-glicina-aspatato (RGD) desta integrina
(Bergh et al., 2005).
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A integrina avp3 possui dois sitios de ligagdo a HT denominados Sitio 1 (S1) e 2
(S2) (Davis et al., 2011). Os dominios consistem em dois sitios de ligacdo aos HTs que
estimulam vias de transducéo distintas (figura 23) (Davis et al., 2011). S1seligaa T3 e
S2 a T4 e mais fracamente a T3 (Davis et al., 2011). A ligacdo de T3 a S1 leva a
fosforilacdo e ativacdo da Src e consequentemente do fosfoinositideo-3-quinase (PI13K)
e a ligacao de T4 ou T3 a S1 ativa a via serina—threonina kinase (MAPK/ERK1/2)
(Moeller & Broecker-Preuss, 2011) o que promove translocac¢do do receptor TRa para o
nucleo e acimulo de fator indutor de hipéxia (HIF-1) (Lin et al., 2009). A ligacdo de
HTs no sitio S2 da avp3 promove aumento da angiogenese (Bergh et al., 2005),
proliferacdo de gliomas (Davis et al., 2006), proliferacdo de células papilares e
foliculares do cancer da tireoide (Lin et al., 2007) e translocacdo do TR do citoplasma
para 0 nucleo(Lin et al., 2009). Aqui é importante ressaltar que tetraidotiroacetico
(tetrac) € um analogo do T4 e inibe a ligacdo dos HTs a avP3 e assim constitui um
antagonista deste receptor (Bergh et al., 2005). Outra importante acdo ndo gendmica dos
HTs é a ativagdo do PI3K via TRp ligado a T3 (Moeller & Broecker-Preuss, 2011)
(Figura 24). A ativacdo do PI3K por TR/T3 e subsequente fosforilacdo de proteinas
kinases como Akt e p70°* leva a inducéo génica.

Todos estes mecanismos potencialmente influenciam a expressdo génica . A
etapa inicial de ativacdo da via por HTs é ndo genémica, mas as consequéncias incluem
0 aumento da transcricdo de determinados genes independentes de TRES, 0s genes -
alvo séo entdo induzidos ndo classicamente por HTs (Moeller & Broecker-Preuss,
2011). Portanto, a distingdo entre as aces ndo gendmicas e genémicas se refere ao local
de inicio da acdo e ndo diz respeito se ocorrera ou ndo a transcricdo génica (Davis et al.,
2011).
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N AlphaVbeta3 Integrin
Domain A (ycllow), domain B (violet)

Figura 23. Estrutura da integrina alfaVbeta3 (avp3) (Cody et al., 2007).
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Figura 24. Acdo ndo gendmica dos horménios tireoideanos (Moeller & Broecker-Preuss, 2011).

2.1.9. Hormonios tireoideanos “néo classicos”

Além T3, existem HTs “ndo classicos” que geram efeitos bioldgicos distintos
se ligando aos TRs com afinidades distintas ou por outras vias, sdo eles: Triac,
tetrac, Thyronaminas, rT3 e 3,5-diiodo-L-thyronine (T2) (figura 27). Triac
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(triiodotiroacético) é produzido pelo figado e outros tecidos e constitui o produto do
metabolismo de T3. Este é um agonista seletivo fraco do TR com afinidade de 1,5
vezes pelo mesmo (Schueler et al., 1990). Triac ja foi utilizado em pacientes resistentes
a HTs (Kunitake et al., 1989), visando a inibi¢do da secrecdo de TSH e em pacientes
obesos com o objetivo de elevar o metabolismos destes (Dumas et al., 1982). Por sua
vez, 0 Tetrac (tetraiodotiroacético) tem sido estudado como o potencial substituidor
do T4 para tratamento do mixedema e pelo seu efeito de melhoria sobre o metabolismo
periféricos dos lipidos nos seres humanos (Senese et al., 2014). O tetrac também tem
sido usado clinicamente para o tratamento da resisténcia aos HTs (Anzai et al., 2012).
Tetrac parece ndo depender de MCT8 para atravessar a membrana plasmatica. Tetrac
pode substituir o T3 para restaurar o adequado desenvolvimento do cérebro fetal em
camundongos MCT8-null (Horn et al., 2013).

As estruturas dos thyronaminas (TAMs) (figura 25), uma nova classe de
moléculas de sinalizagdo enddgenas da tirdide , diferem de T4 e dos derivados de TH
deiodinado pela auséncia de um grupo carboxilato na cadeia lateral de alanina (Senese
et al., 2014). Descarboxilacdo de iodotironinas em iodotironaminas ndo foi demonstrado
diretamente, e o aminoacido aromético descarboxilase foi inabil para catalizar a
descarboxilacdo da iodotironina (Hoefig et al., 2012). 3 - lodothyronamine (T1AM)
foram detectadas in vivo no soro de roedores e humanos (DeBarber et al., 2008; Galli et
al., 2012; Hoefig et al., 2011; Lehmphul et al., 2014; Scanlan et al., 2004), no figado de
rato (Saba et al., 2010), cérebro em ratos (Scanlan et al., 2004) e coracdo in vitro
(Chiellini et al., 2007; Saba et al., 2010).

Dados de Piehl et al., (2008) demonstram o papel das deiodinases na biossintese
das TAMs. Contrariamente Ackermans et al., (2010) ndo evidenciaram a presenca de
13C6-TLAM em amostras de plasma e cérebros de ratos tratados com **C6-T4. Neste
contexto, TLAM ou TOAM néo foram detectadas no plasma de ratos e na tireoide de
seres humanos (Ackermans et al., 2010). Assim, as vias responsaveis pela biossintese
do T1AM continuam incertas (Zucchi et al., 2014). Hackenmueller et al., (2012)
sugerem que T1AM ndo é um metabolito extratireoidiano de T4, segundo os autores
T1AM é produzido na tirdide através de um processo que requer NIS e tireoperoxidase,
0S mesmos fatores necessarios para a sintese de T4. Estes dados langam uma nova luz
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sobre os caminhos potencialmente envolvidos na producdo T1AM e evidenciam que a
conversdo enzimatica de iodotironina para iodothyronamina ndo é simples (Senese et
al., 2014). Os receptores das TAMs premanecem sem identificacdo (Senese et al.,
2014).

Verificou-se que TLAM constitui um agonista potente do receptor associado a
amina traco 1 (TAAR1), um receptor orfdo acoplado a proteina G (Zucchi et al., 2006)
O termo “amina trago” ¢ usado para se referir a compostos que estdo presentes em
tecidos de mamiferos em muito baixas concentracdes (nanomolar) (Zucchi et al., 2006).
Estudo utilizando células COS-1 (célula semelhante a fibroblasto) transfectadas com
multiespecificos OATPs (1A2, 1B3 e 1C1) e os especificos transportadores de HTS,
MCT8 e MCT10, provou que T1AM inibe diferencialmente a captacdo celular de T3 e
T4 por estes transportadores (lanculescu et al., 2010). TLAM também inibe a captacédo
de ambos T3 e T4, via MCT8, o transportador de Hts mais especifico. Em contrapartida,
T1AM néo em efeito no gransporte de HTs por OATP1B3 e MCT10 (lanculescu et al.,
2010). Sabendo que OATP1A2, OATP1C1 e MCT8 estdo presentes no cérebro, TLAM
pode ter um papel na entrega de HTs e na atividade destes hormonios em regioes alvo
do SNC (lanculescu et al., 2010).

Ademais, foi evidenciado que uma injecdo de TLAM (i.p) promove reducdo da
temperatura corporal (Scanlan et al., 2004) e em coracdo isolado o TIAM promove
reducdo de frequéncia cardiaca e pressdo arterial sistolica (Chiellini et al., 2007;
Frascarelli et al., 2008). Acrescido a isto foi demonstrado que a administragéo sistémica
de T1AM (i.p., 50mg/kg) em ratos promoveu aumento da glicose, glucagon e
corticosterona plasmatica sem afetar a insulina (Klieverik et al., 2009). Comparado com
administragdo i.p. de TLAM, a dose 100 vezes menor administrada centralmente (0,5
mg/kg) induziu a um aumento mais pronunciado producdo de glicose enddgena e da
hiperglucagonemia, enquanto a insulina plasmatica tendeu a reduzir. Ambas sistémica e
central infusdes de TOAM promoveu menor aumento da producgdo de glicose enddgena
e glucagon quando comparado a TLIAM (Klieverik et al., 2009). Estes dados indicam
que as thyronaminas podem agir centralmente para modular o metabolismo da glicose.
No cérebro TIAM também promove a melhora na aquisicdo e consolidacdo da
memoria, melhora o aprendizado, aumenta a glicemia plasmatica (dependente da dose)
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e reduz o limiar de dor para estimulo térmico, sem modificar as concentracfes cerebrais
de T3 e T4 (Manni et al., 2013).

O rT3 éum iniciador potente da polimerizacdo de actina em astrocitos. Farwell
et al., (2005) mostraram que o conteudo celular de F-actina e a sua organizacdo em
cultura de neurénios cerebelares é regulado por rT3 e também por T4. Na ultima década
0 3,5-di-iodo-L-tironina (T2), um metabolito enddgeno de T3 e rT3, presente em uma
concentracdo significante nanomolar no soro humano (Lehmphul et al., 2014) vem
recebendo grande atencdo (Jonas et al., 2015). Até o momento ndo se sabe ao certo qual
a desiodase cataliza a conversdo para 3,5-T2, mas a provavel candidata é a D2 (Orozco
etal., 2014) (figura 26).

phenolic ring  tyrosyl ring

s N

compound| R3 RS R3' R¥
I,AM H H H H
3-T AM 1 H H H
3-T,AM H H I H
3,5-T, AM I I H H
33-TAM| | H I
35T, AM| H H 1

T AM I I I 1
rT,AM I H I

I,AM I I 1

Figura 25. Estrutura e Nomenclatura das Tironaminas (Piehl et al., 2008).
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Figura 26. Formacéo de T2 (Orozco et al., 2014).

Non-classical

thyroid hormone Affinity forftransactivation through TR« or TRp Affinity for other receptors

Triac High (Schueler et al. 1990) None yet identified

T1AM Absent (Chiellini et al. 1998) High (trace amine-associated receptor 1
(TAAR1); Zucchi et al. 20086)

T, High® (TRA«1 (native TR isoform); Flamant & Samarut 2003) None yet identified

Tz Weak (human TRe; Cioffi et al. 2010) None yet identified

Weak (human TRp; Ball et al. 1997, Cioffi et al. 2010,
De Lange et al. 2011, Mendoza et al. 2013)

High (short TRp of tilapia fish; Mendoza et al. 2013,
Navarrete-Ramirez et al. 2014)

*Nongenomic action.

Figura 27. Envolvimentos dos TRs ou receptores alternativos na acdo de horménios tireoideanos ndo
cléassicos (Senese et al., 2014).

2.2.DESENVOLVIMENTO DA TIREOIDE

2.2.1.Humanos

Os primérdios da tiredide, primeira glandula a se desenvolver no embrido
humano (Trueba et al., 2005), surge por volta do 16°-17° dia de gestacdo (Chung, 2014)
a partir do espessamento do assoalho da faringe, entre a bifurcacdo da aorta. Por volta
do 48° dia de gestacdo a tiredide finalmente atinge a sua posi¢do em frente a traquéia e
abaixo da cartilagem cricdide e entdo comeca a formar foliculos (Trueba et al., 2005).
Assim, por volta da 102-11% semana ap0s a concepcgdo, a tiredide torna-se habil a
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incorporar iodo aos hormonios tireoidianos e sintetizar T4 (Trueba et al., 2005). Mais

adiante, com a evolugdo da gestacao, o volume da tiredide aumenta progressivamente

Como dito anteriormente, a embriogénese da glandula tiredide humana esta
praticamente concluida em 10 a 12 semanas de gestacdo, e neste periodo, pontos
minusculos precursores do foliculo séo visiveis (Ballabio et al., 1989). Os hormdnios da
tirdide sdo detectaveis no soro fetal apartir da 122 semanas de gestacdo (Chung, 2014).
Nesse periodo, T4 e T3 sdo mensuraveis (Contempreé et al., 1993). No entanto , uma
grande proporcdo de hormonios detectaveis derivam da mae através de transferéncia
placentaria (Contempré et al., 1993). Sendo importante destacar que 0 crescimento
inicial e desenvolvimento da tiredide fetal parece ser, em geral, independente do TSH
(Kratzsch & Pulzer, 2008) . Uma vez que os niveis de TSH e T4 aumentam a partir da
12% semana de gestacdo até o parto, os niveis de triiodotironina ( T3) permanecem
relativamente baixo (Kratzsch & Pulzer, 2008). Dados publicados por Thorpe-Beeston
etal., (1991) demonstram que os niveis fetais de T4 na 122 semana sdo de 26 nmol/L e
estes se elevam para 240nmol/L até o nascimento. Segundo estudo de Calvo et al.,
(2002) a concentracdo de T3 no fluido aminiotico fetal é cerca de 10 vezes menor do

que a de T4.

Durante a gestacdo, ha um aumento gradual dos niveis de hormonios da
tirdide. A elevacdo das concentracfes séricas de horménios tireoideanos ocorre devido
ao aumento da estimulagdo e maturacdo da glandula tiredide bem como ao aumento das
concentracOes séricas da globulina ligadora de tiroxina (TBG) e alcanga o0s niveis
adultos no terceiro trimestre Segundo estudo realizado por Thorpe-Beeston et al., (1991)
as concentracdes totais e livre de T4 fetal, alcangcam as concentracdes da fase adulta por
volta de 36 semanas de gestacdo, ja as concentracdes livres e totais de T3 serdo sempre
menos da metade das concentragbes maternas. Segundo 0S mesmos autores, as
concentracdes séricas do feto de TSH sdo detectaveis ja na 122 semana gestacional e
aumentam significativamente durante a gestacdo (aumento moderado de TSH ao longo
dos ultimos dois trimestres para niveis de 6 a 8 mU / L no parto) e foram sempre

maiores que as concentracfes maternas.
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Enquanto TBG pode ser identificado na glandula tirdide fetal por volt da 5?
semana de gestacdo, a maturacdo da secregéo de tireoglobulina leva muito mais tempo
(De Nayer et al., 1984; Sobrero et al., 2007). Segundo o trabalho de Thorpe-Beeston et
al., (1991), as concentracdes fetais de TBGse elevam com a evolucdo da gestacao e
alcancam os niveis adultos no terceiro trimestre. Este aumento provavelmente reflete a
maturacdo funcional do figado para produzir proteina. A globulina ligadora de tiroxina
(ou TBG, do inglés thyroxine-binding globulin) é uma das trés proteinas (juntamente
com a transtirretina e a albumina) responsaveis pelo transporte dos hormonios
tireoidianos, T4 e T3 na corrente sanguinea. Ao longo da gestacdo, também ha aumento

nas taxas de albumina fetal (Thorpe-Beeston et al., 1991).

Embora a capacidade para concentracdo de iodeto pela tireoide, possa ser
detectada na tirdide da 10? a 112 semana do feto, a capacidade da glandula tiroide fetal
para reduzir aprisionamento iodeto em resposta ao excesso de iodeto (efeito Wolff
Chaikoff) ndo aparecem até a 362 40* semana de gestacdo (Chung, 2014). O tirotrofos
fetais respondem ao TRH por volta de 25 semanas de gestacdo. A maturacdo do
controle de feedback negativo da sintese de horménios da tiredide ocorre por volta do

meio da gestacdo (Thorpe-Beeston et al., 1991).

Considerando que a entrega de TSH maternos para o feto, via passagem
transplacentaria, é desprezivel, baixos niveis de T3 e T4 fetal sdo diretamente
influenciados pelas fontes disponiveis de horm6nio na circulacdo materna. Assim, a
disponibilidade reduzida de T4 de origem fetal (hipotireoidismo fetal) é largamente
compensada pelo hormdnio tireoideano materno que atravessa a barreira placentaria.
Este efeito é possivel, apesar do fato de que apenas 1% do T4 materno pode passar a

barreira placentaria (Vulsma et al., 1989)

Durante a gestacdo, as concentracdes circulantes de T4 e do seu metabolito
ativo, T3, sdo baixos, enquanto os metabdlitos inativos, rT3 e sulfato de T3, sdo
elevados. Este padrdo é uma consequéncia da imaturidade do eixo hipotdlamo-hipofise
- tiredide e de ajustes coordenados na atividade das desiodases. As concentragdes D1 ,
que catalisa T4 a conversdo T3, sdo baixas ao longo da gestacdo. As concentracdes de
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D2, que converte T4 para T3, e de D3, um deiodinase de inativagdo que converte T4

para rT3, sdo elevadas (Kester et al., 2004)

Apesar das baixas concentracdes circulantes de T3, por 20 a 26 semanas de
gestacdo, os niveis de T3 no cérebro fetal, neste periodo, ja estdo proximos de 60% a
80% dos valores dos adultos. Embora a significancia fisiologica de concentragdes
circulantes T3 baixo ao longo da gestacdo é desconhecida, tem sido sugerido que a sua
funcdo pode visar potencializar o estado anabdlico do rapido crescimento feto (Chung,

2014) (vide figura 28 para resumo do desenvolvimento da tireoide em humanos).

concentration secretion (12 weeks) |[TRH (25 weeks)
effect mature
Fetal T4

(10 weeks)
Inhibition of TSH
by T4 (27 weeks)
(36 weeks)
| 1 1 J

lodide T4, T3 and TSH TSH response to
l Wolff-Chaikoff
Embryogenesis > l
10 20 30 40

Maternal T4

Figura 28. Linha do tempo do desenvolvimento da gandula tireoide em humanos (Chung, 2014).

2.2.2.Ratos

Em ratos, a glandula tireoide ja se encontra bem formada, porém ndo
completamente, no 17° dia embrionario e neste periodo ela ja é capaz de concentrar
tireoglobulina e iodeto, apesar do contetido ainda muito pequeno (Feldman et al., 1961).
Estudo desenvolvido por Feldman et al., (1961) sugeriu que a tiredide do rato encontra-
se pronta para a producdo hormonal por volta do vigésimo dia embrionério, quando esta

adquire a maior parte das caracteristicas de uma glandula adulta (Feldman et al., 1961).

Relatos experimentais demonstraram que o0s embriotrofoblastos do rato

apresentavam uma concentracdo de 21% do valor de T4 e 54% do valor de T3 materno
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(Woods et al., 1984). Os niveis totais de T3 e T4 aumentam significativamente do 18°
dia gestacional até o nascimento devido a maturacdo da glandula tireGide. Apds o
nascimento, os niveis plasméticos de T4 sobem de forma acentuada até atingir um pico
no décimo sétimo dia pds-natal (Fisher et al., 1976), seguidos por uma elevacao, em
paralelo, dos niveis de T3, que irdo atingir seu pico por volta do vigésimo oitavo dia pds
natal. Os niveis totais de T3, que serdo padrdo em ratos adultos, sdo alcan¢ados no
quadragésimo dia pds-natal.

Os hormonios tireoideanos sdo fundamentais para o desenvolvimento do cérebro
(Solis & Valverde, 2006). O inicio do desenvolvimento do tubo neural em ratos, por
volta do oitavo dia embrionario, coincide com o inicio do desenvolvimento da tiredide
e, de certa forma, com o surgimento dos receptores para horménios tireoideanos. O
RNAmM responsavel pela producdo dos receptores para HTs, foi detectado no SNC de
ratos, durante o desenvolvimento embrionario, por volta do décimo primeiro e décimo
quinto dia de gestacdo, e a proteina foi detectada em diferentes regides do cérebro de
ratos no décimo quarto dia embrionario (Bradley et al., 1992). Durante 0 mesmo

periodo, décimo dia embrionario, inicia-se a neurogénese central.

O cérebro fetal do rato € impermeével a T3, todo o T3 cerebral deriva do T4 .
T4 materno atravessa a placenta, e a barreira hemato-encefalica , gerando T3
localmente no cérebro fetal . T3 materno também atravessa a placenta e atinge diversos
tecidos fetais, mas ndo o cérebro (Calvo et al., 1990; Grijota-Martinez et al., 2011). A
razdo pela qual o cérebro do feto do rato ndo é permeavel a T3 é desconhecida , e nédo é
devido a fraca expressdao do transportador MCT8 (Grijota-Martinez et al., 2011). Em
fetos de ratos o T3 cerebral deriva da conversdao de T4 , mas no periodo pés-natal e
adulto , o T3 cerebral deriva em parte do sangue e em parte do deiodacéo do T4. Dados
de Calvo et al., (1990) evidenciaram que a administracdo de T3 ndo conseguiu aumentar
a concentracdo de T3 no cérebro fetal , enquanto que a administracdo de T4 normalizou

eficientemente a concentracdo de T4 no cérebro fetal.
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2.3.INDUCAO DO HIPOTIREOIDISMO

O hipotireoidismo na maioria das vezes é resultante de um defeito ou uma
destruicdo da glandula tireoide que pode ser congénito ou adquirido (hipotireoidismo
primario). Esta condicdo patologica, também pode ter origem hipofisaria, por
deficiéncia na secrecdo de tireotrofina - TSH (hipotireidismo secundério), hipotaldamica
por deficiéncia na liberagdo do hormonio liberador da tireotrofina - TRH
(hipotireoidismo terciario) e também devido a resisténcia generalizada ou parcial dos
tecidos aos HTs (Brenta et al., 2013).

Drogas antireoidianas (e.g.:. MTZ e PTU) tém valioso uso clinico para o
tratamento de desordens relacionadas ao hipertireoidismo. Experimentalmente, no
entanto, constituem importantes ferramentas para simulacdo de condigbes de
hipotireoidismo. O MTZ reduz as concentracdes plasmaticas de HTs por inibir a
incorporacdo de iodo em residuos tirosil de tireoglobulina, o acoplamento de residuos
tirosil iodados, e assim impedindo a formacdo de iodotironinas (Goodman LS et al.,
2007).Vale ressaltar que seus efeitos s6 se tornam aparentes quando o horménio pré-

formado é metabolizado (Goodman LS et al., 2007).

Ambos, 0 PTU e 0 MTZ, atravessam igualmente a barreira placentaria e também
podem ser encontradas no leite materno. Estudo realizado por Diav-Citrin & Ornoy
(2002) (Diav-Citrin & Ornoy, 2002) ndo encontrou diferenca entre o estado da tiredide
fetal de filhos de mulheres tratadas com PTU ou tratadas com MTZ. No entanto, ambas
causam hipotireoidismo fetal em humanos. Este € geralmente transitério com um
retorno ao estado eutiredideo dentro de alguns dias ou semanas ap6s 0 nascimento
(Kriplani et al., 1994; Vanderpump et al., 1996).

2.4.TIREOIDE E GESTACAO

Mudancas fisiolégicas durante a gestacdo promovem variacdes nos resultados
dos testes da funcdo tireoideana (Maraka S et al., 2015). (Maraka S et al., 2015). O
critério para o diagndstico da disfuncéo tireoideana esta nos intervalos de nivel de TSH.
Especialistas recomendam a definicdo de intervalos de referéncia para este hormoénio
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especificas para cada trimestre e para cada regido (cidade/estado/pais). Na auséncia dos
valores locais, deve ser adotado, para o primeiro trimestre, um valor superior de
normalidade de 2.5mlU/L (Stagnaro-Green et al., 2011). A modificacdo do limite
superior de normalidade do TSH na gestacdo (que passou de 4.0 mIU/L para 2.5mlU/L
a 3.0 mlU/L, a depender do periodo gestacional),critério importante para o diagnostico
de hipotireoidismo neste periodo, resultou em um aumento de pelo menos cinco vezes
na prevaléncia de hipotireoidismo (Maraka S et al., 2015). Assim, atualmente a
prevaléncia de hipotireoidismo (clinico e subclinico) durante a gestacdo varia em cada
pais, porém estima-se que esta esteja em torno de 5.5 a 15% (Blatt et al., 2012; Ong et
al., 2014a). Sendo importante destacar que ja foi identificado uma prevaléncia de
hipotireoidismo clinico e subclinico de 34.5% em gestantes do Egito (Ahmed et al.,

2014), a maior ja identificada até 0 momento.

Neste sentido, estudos epidemioldgicos tém evidenciado a estreita relacdo entre
modificagOes nas condigdes de desenvolvimento intrauterino, ou nos primeiros anos de
vida com a incidéncia de determinadas doencas que acometem os individuos na vida
adulta (Barker et al., 1989). Paralelamente, inimeras distdrbios organicos, comumente
diagnosticadas atualmente, ndo tém etiologia seguramente determinada. Recentes
abordagens experimentais tém evidenciado a importancia dos eventos que ocorrem
durante a vida intrauterina como decisivos no surgimento destas doencgas em diferentes
momentos da vida poés-natal (Entringer et al., 2011; Fowden & Forhead, 2004;
McMillen & Robinson, 2005; Pitale & Sahasrabuddhe, 2011). Nesse contexto, nos
ultimos anos tem havido um maior interesse em se estudar o desenvolvimento fetal,
bem como o papel dos HTs durante a gestacdo, tanto para a mae como para o feto (De
Vivo et al., 2010). Como dito anteriormente, a gestacdo induz uma série de alteracdes
fisiologicas que afetam a funcdo tireoidiana, a fim de ajustar a liberacdo de HTs para o
adequado desenvolvimento gestacional. As disfungdes tireoidianas durante a gestagédo
requerem consideracGes especiais, pois tanto o hipotireoidismo manifesto quanto o
hipotireoidismo subclinico podem levar a complica¢cGes maternas e fetais (Maciel &
Magalhées, 2008).

Fisiologicamente, ja no inicio da gestacdo, os niveis elevados de estrogeno
determinam aumento das concentragdes sericas da proteina transportadora de T4, TBG,
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particularmente por estimulo a sua sintese (Glinoer, 1997). Em consequéncia ha
aumento das concentragdes séricas de T4 e T3 totais que atingem um plateau por volta
de 12 a 14 semanas da gestacdo. Este aumento rapido e marcante da TBG (2 a 3 vezes
do normal) é acompanhado por tendéncia a diminuicdo do T4 e do T3 livres e resulta
em estimulo do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide (Stricker et al., 2007; Vieira et al.,
2004).

No primeiro trimestre da gestacao, ocorre estimulacdo direta da tireoide materna
pelas concentracOes elevadas de gonadotrofina coridnica (hCG). Este aumento, que
atinge valores de pico entre a 8% e a 14% semana de gestagcdo, é acompanhado por
inibicdo do eixo hipotalamo-hipofise e, em face da reatividade cruzada com o receptor
de TSH, promove aumento temporario do T4 livre (Glinoer, 1997, 1993; Glinoer et al.,
1993).

Na gestacdo ocorre um aumento da necessidade de secrecdo hormonal pela
tireoide desde as primeiras semanas apds a concepcdo. H4& um aumento de 10% na
glandula tireoide durante a gravidez em paises sem deficiéncia de iodo e pode-se
observar um aumento de 20 % a 40 % em é&reas com deficiéncia de iodo (Stagnaro-
Green et al., 2011). Ha ainda aumento da producédo de T4 e T3 em 50%. A necessidade
diaria de iodo aumenta cerca de 50% também (Stagnaro-Green et al., 2011). Nesse
contexto, todas estas modificacBes que ocorrem durante o periodo gestacional visando o
aumento dos HTs nesta fase evidenciam a importancia destes para o desenvolvimento
somatico e manutencdo da homeostase durante os periodos fetal e neonatal (Chung,
2014; Li et al., 2014).

Além disso, durante toda a gestacdo, ocorre modificacdo do metabolismo dos
horménios maternos por meio de sua desiodacao pela placenta. Trés enzimas catalisam
a desiodacdo dos HTs nos tecidos humanos (Bianco et al., 2002; Larsen et al., 1981). A
atividade da desiodase tipo 1 parece ndo ser modificada na gestacdo, enquanto a do tipo
2 é expressa na placenta, porquanto sua atividade representa mecanismo homeostatico
para manter a producdo maior de T3 local, quando as concentraces de T4 maternas sao
reduzidas. A placenta contem grandes quantidades de desiodases tipo 3 que convertem
T4 em T3 reverso (rT3) e T3 em T2. Esta alta atividade durante a vida fetal pode
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explicar as concentracGes baixas de T3 e altas de rT3, que sdo caracteristicas do

metabolismo dos HTs fetais.

Durante muito tempo se acreditou que a placenta era impermeavel aos HTSs,
embora estudos iniciais com marcacdo radioativa destes hormonios sugerissem que
alguma porcentagem de T3 e T4 atravessasse lentamente a barreira placentéria (Jatin
Patel et al., 2011; Roti et al., 1983). A baixa permeabilidade desta barreira para o HT foi
inicialmente atribuida as propriedades fisico-quimicas de T3 e T4. No entanto, a
descoberta de que a placenta contém abundantes desiodases tipo 3, responsaveis por
converter T4 em T3 reverso (biologicamente inativo), sugeriu que a desiodagédo
intraplacentaria pode desempenhar um papel importante para a disponibilidade de HTs
para o feto (Roti et al., 1983). Corroborando com estes dados, Vulsma et al., (1989)
demonstraram que fetos com agenesia da glandula ou defeitos completos de
organificagdo, incapazes de produzir hormonios tireoidianos, apresentavam
concentracbes de T4 correspondentes a 30% dos niveis normais circulantes. Estes

autores demonstraram que a transferéncia transplacentaria continua até o nascimento.

Ademais, a identificacdo da presenca de receptores de T3 no cérebro fetal por
volta da décima semana (Morreale de Escobar et al., 2004) e a observagdo da primeira
fase de rapido desenvolvimento cerebral no segundo trimestre, periodo no qual o
suprimento de horménios tireoidianos se faz principalmente as custas da passagem
materna, sugerem que baixas concentracdes maternas de T4 podem resultar em déficit
neuroldgico irreversivel na crianca (Haddow et al., 1999; Pop et al., 1999; Smit et al.,
2000). Existem evidéncias clinicas que até mesmo redugdes leves nos niveis de HTs
materno no inicio da gestacdo, podem levar ao desenvolvimento neuropsicolégico
inadequado, destacando, assim, a importancia de quantidades adequadas de T4 materno
para o desenvolvimento fetal normal (Herzmann & Torrens, 1999; Li et al., 2010; Pop
etal., 2003, 1999).

Na ultima década, o conhecimento acerca da capacidade dos HTs maternos
atravessarem a barreira placentaria tem aumentado significativamente. Varios
transportadores de membrana placentario para hormonios tireoidianos tém sido
descritos (Loubiére et al., 2010). Loubiére et al., (2010) descreveram a ontogenia dos
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transportadores dos hormonios tireoidianos MCT8, MCT10, LAT1, LAT2, OATP1A2 e
OATP4Al em uma grande série (n=110) de placentas humanas normais em toda a
gestacdo. Assim o método quantitativo RT-PCR (reverse transcription polymerase
chain reaction) revelou, neste estudo, que todos os RNAms que codificam estes
transportadores de HTs estavam expressos na placenta humana a partir da 6% semana de
gestacdo e durante toda a gravidez. Em concluséo, este estudo demonstrou que
transportadores para HTs estdo presentes na placenta humana a partir do inicio do
primeiro trimestre com diferentes padrfes de expressdo durante a gestacdo. Seus efeitos
coordenados podem regular tanto a passagem transplacentaria quanto o fornecimento de
HTs para o trofoblasto, ambos essenciais para o desenvolvimento normal do feto e da
placenta (Loubiére et al., 2010).

Além disso, achados sugerem que a placenta tem um papel ndo so na captacao,
mas também no armazenamento de iodo como um meio possivel de proteger o feto de
inadequacbes na ingestdo de iodo na dieta materna (Burns et al., 2011). Estudo
desenvolvido por Burns et al., (2011) postulou que a biodisponibilidade de iodo

placentario contribui significativamente para a protecdo contra hipotireoidismo

E interessante ressaltar que a placenta parece ser incapaz de compensar 0
hipotireoidismo materno. No inicio da gravidez quando os niveis adequados de HTs
fetal sdo cruciais para o desenvolvimento neurolégico normal, os niveis de T4 que serdo
encontrados no cérebro fetal refletem os niveis de T4 maternos (Chan et al., 2009;
Ferreiro et al., 1988). Isto sugere a auséncia de um mecanismo de feedback dos niveis
de HT materno na transferéncia materno-fetal de HT (Chan et al., 2009; Ferreiro et al.,
1988). Assim, reducdo de hormonios tireoidianos maternos pode promover danos
encefalicos importantes no feto. Desta forma, é possivel notar que a placenta é
responsavel por regular a passagem dos HTs maternos para o feto através da interacdo
complexa dos transportadores de membrana, enzimas e desiodades (Chan et al., 2009;
Ferreiro et al., 1988).

Todas estas modificagdes, em conjunto ou separadamente, podem resultar na
elevacdo das concentracdes sericas dos hormonios tireoidianos durante a gestacédo
(Glinoer, 1997) e redugdes significativas do TSH (Stagnaro-Green et al., 2011), gerando
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a necessidade de se adotar valores de referéncias especificos para cada trimestre
(Lazarus et al., 2014; Stagnaro-Green et al., 2011). Durante o periodo gestacional € de
extrema importancia o diagnostico precoce do hipotireoidismo, uma vez que este pode
trazer consequéncias para 0 concepto e para a propria gestante. Essa patologia esta
associada a um risco aumentado para complicacOes adversas na gravidez (Negro &
Stagnaro-Green, 2014b), como baixo peso ao nascer, parto prematuro (Allan et al.,
2000; Kumru et al., 2015; Sheehan et al., 2015; Stagnaro-Green, 2009), aborto, bem
como efeitos prejudiciais sobre o desenvolvimento neurocognitivo fetal quando néo

tratada adequadamente (Benhadi et al., 2009).

Baseado em trés Guidelines elaborados por um corpo de especialistas que
compdem a Associacdo de Tireoide Americana (ATA) (Stagnaro-Green et al., 2011), a
Sociedade de Europeia de Tireoide (TES) (Lazarus et al.,, 2014) e, a Sociedade
Brasileira de Endocrinologia (SBEM) (Sgarbi et al., 2013), a avaliacdo laboratorial para
classificacdo do hipotireoidismo declarado/clinico ou do hipotireoidismo subclinico
(HSC) durante a gravidez se baseia nas dosagens dos horménios TSH e T4 livre. E o
diagndstico destas patologias nas gestantes deve ser confirmado de acordo com o0s
valores de referéncia especificos destes horménios na gravidez. Assim, levando em
consideracdo 0s novos parametros hormonais de normalidade adotados durante a
gestacdo, o hipotireoidismo €é definido como um TSH elevado ( > 2,5 mIU/L para o
primeiro trimestre e >3,0 mIU/L para o segundo e terceiro trimestres (Stagnaro-Green et
al., 2011) ou > 3,5mlU/L (no caso do Brasil) para o segundo e terceiro trimestre,
respectivamente (Sgarbi et al., 2013), associado com uma concentracdo de T4 livre
abaixo do limite de normalidade. Em mulheres com niveis de TSH de 10,0 mIU/L ou
acima, independentemente dos niveis de T4 livre, sdo considerados hipotireoideas
(Stagnaro-Green et al., 2011).

2.5.HIPOTIREOIDISMO GESTACIONAL E EFEITOS NA PROLE

Considerando a hipotese da origem fetal das doencas adultas, o ambiente
intrauterino (devido a plasticidade caracteristica do periodo do desenvolvimento) pode
influenciar o bindbmio salde-doenca a longo-prazo. Neste sentido, a restricdo do
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crescimento intrauterino, devido a fatores placentarios, maternos e genéticos, podem
permanentemente alterar o estado enddcrino-metabdlico do feto (Kanaka-Gantenbein,
2010).

A hipotese sobre a origem fetal das doencs na vida adulta, foi inicialmente
proposta pelo médico e epidemiologista David James Purslove Barker que realizou
estudo nas cidades inglesas de Hertfordshire, Preston e Sheffield. Neste estudo foi
demonstrado que a mortalidade por doenca coronariana era duas vezes maior nos
individuos que se localizavam no limite inferior da curva de distribuicdo do peso ao
nascimento. Para explicar este fendmeno, o autor propds o que hoje e denominado
“Hipdtese de Barker”. Segundo ele, periodos de rapida divisao celular ocorrem durante
o desenvolvimento do feto, conhecido como periodos criticos, nos quais sdo formados
os diversos orgaos e tecidos. Eventos ocorridos durante estes periodos podem alterar a
estrutura e funcdo dos sistemas em desenvolvimento gerando consequéncias precoces
(i.e. alteracdo no peso ao nascimento) e/ou tardias (i.e.doencas na vida adulta) (Barker,
1996; Barker et al., 1989).

O conjunto dos estudos de Barker e de outros estudos geraram 0 conceito de
plasticidade de desenvolvimento definido como um processo por meio do qual
diferentes genétipos podem resultar na presenca de um unico fen6tipo em resposta a
estimulos ambientais durante a vida intrauterina. Esses estimulos tém implicacdes
adicionais, considerando que seus efeitos podem ser transferidos e perpetuados entre
geragdes por meio de mecanismos epigenéticos (Drake & Walker, 2004).

A caréncia dos HTs materno determina uma insuficiéncia desses hormonios para
o feto e isto pode determinar o aparecimento de diferentes condigdes patoldgicas na
vida adulta (Chan & Rovet, 2003). Ja foi demonstrado que os HTs sdo de fundamental
importancia para o desenvolvimento do cérebro na vida fetal e pds-natal (De Vivo et al.,
2010; Setian, 2007). A producdo dos HTs de maneira insuficiente ou devido a sua a¢ao
inadequada em nivel celular ou molecular leva a hipoplasia dos neurdnios corticais,
atraso da mielinizacéo e reducédo da vascularizacdo. Assim, se a reposi¢cao hormonal ndo
se fizer imediatamente ap0s 0 nascimento, essas lesdes podem tornar-se irreversiveis,
com prejuizo para o desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM) (Setian, 2007). Em
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mamiferos, a deficiéncia de T3 resulta em retardo do crescimento, surdez, neurogénese
prejudicada e malformac6es cardiacas congénitas (Li et al., 2014). E a deficiéncia de T4
ou elevados niveis de TSH na gestante, podem resultar em prejuizo cognitivo na prole
(Kasatkina et al., 2006; Li et al., 2010).

Em estudos experimentais, prole de ratas com hipotireoidismo gestacional
experimental (tratadas com agentes antitiredideos: PTU ou MTZ, do 10° dia de gestacdo
até a 11% semana pds-natal), mostraram retardo no desenvolvimento cerebral (Shibutani
et al., 2009). Reducdo na area do corpo caloso e no numero de oligodendrécitos no
cortex cerebral foram vistas tanto no hipotireoidismo induzido por PTU quanto por
MTZ (Shibutani et al., 2009).

O hipotireoidismo induzido por metimazol afeta os niveis séricos de TSH e a
arquitetura histolégica da glandula tiredide da prole (Ahmed et al.,, 2010). O
hipotireoidismo materno induzido, do 1° dia de prenhez até a 3% semana de lactacéo,
diminui na prole a atividade da acetilcolinesterase (AchE) e aumenta de maneira
concomitante o contetdo de acido gama-aminobutirico (GABA), com supressdo de
Na*-ATPase, K*-ATPase, Ca**-ATPase, Mg**-ATPase, no cérebro, cerebelo e bulbo
(Ahmed et al., 2010). Assim o hipotireoidismo materno, induzido, promove efeitos
inibitérios na excitabilidade e neurotransmissdo sinadptica nestas regides encefalicas.
Ademais foi observado, de maneira mais pronunciada na prole de maes hipotiredideas,
que com a progressdo da idade dos filhotes, os niveis de D1 foram reduzidos no cérebro,
cerebelo e bulbo (Ahmed et al., 2010).

Sinha et al., (2008) demonstaram o papel indispensavel do T4 materno no
desenvolvimento do cérebro do feto. Estes autores demonstraram que a deficiéncia de
HTs materno, durante o periodo gestacional precoce, provoca elevacdo prematura
macica na expressdo da enzima 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), e morte neuronal
no neocértex embriondrio de ratos. Neste estudo, o hipotireoidismo materno foi
induzido pela administragdo de metimazol na agua de beber ratas fémes prenhas desde o
6° dia de gestacdo até a lactacdo. Estudo desenvolvido por Pathak et al., (2011) com
ratas prenhas tratadas com MTZ, do 6° de gestacdo até o final da lactagdo ou eutanasia,
identificou que niveis adequados de HTs maternos asseguram adequada citoarquitetura
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fetal neocortical ressaltando, segundo os autores, a importancia da reposi¢édo de tiroxina

precocemente.

Ademais, estudo experimental com prole de mées expostas a agentes
antitireoideanos, como PTU e MTZ, evidenciou a presenca de atraso no
desenvolvimento cerebral nesses animais, alem de mostrar fortes evidéncias de que
genes reconhecidamente regulados pelos HTs tém sua expressdo alterada no cérebro
fetal no inicio da gestacdo (Shibutani et al., 2009). Estes achados fortalecem a ideia de
que genes do SNC fetal podem ser regulados diretamente pelos HTs maternos (Chan &
Rovet, 2003).

Koromilas et al., (2015a) avaliaram a atividade das bombas Na(+),K(+)-
ATPase e Mg(2+)-ATPase no hipotalamo, cerebelo e ponte da prole de mées exposta ao
hipotireoidismo perinatal (PTU 0.05% na &gua de beber). Os resultados evidencaram
que o hipotireoidismo materno em periodos criticos do desenvolvimento da prole
resulta em inibicdo hipotalamica, pontina e cerebelar de Na(+),K(+)-ATPase, 0 maior
marcador da excitabilidade neronal e producdo de enrgia bem como um iportante
regulador da neurotransmiss@o de sistemas importantes. Foi observado que a inibigéo
ocorre em regides especificas , uma vez que nao é detectada no homogenato de cérebro
inteiro. Estes mesmos autores, em outro estudo, expuseram ratas no periodo gestacional
e/ou de lactacdo ao hipotireoidismo e observaram reducdo da atividade da
acetilcolinesterase no cortex frontal da prole de ratas tratadas no periodo
exclusivamente gestacional. (Koromilas et al., 2015b). Estes achados confirmam

estudos prévios do mesmo grupo (Koromilas et al., 2014).

Neste contexto, dados com humanos, demonstraram que bebés nascidos de
maes cujo T4 livre era 10% abaixo do valor minimo de normalidade em 12 semanas de
gestacdo apresentaram mensuravel alteracdo no desenvolvimento psicomotor aos dois

anos de idade, quando comparados ao resto da populacdo (Pop et al., 2003).

Além do sistema nervoso, sabe-se que existe uma intima relacdo entre a
glandula tireoide e coragdo. Disfuncdo da tireoide, incluindo a doenca tireoidiana

subclinica, tem efeitos significativos sobre a funcdo cardiovascular (Balli et al., 2016;
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Danzi & Klein, 2014). Neste sentido, dados do nosso grupo evidenciaram que filhos de
maées hipotireoideas, durante a gestacdo, apresentam hipertensdo arterial na vida adulta
(90 DPN) (Santos et al., 2012). Alem disso, a literatura cientifica aponta para o fato de
que o aparelho visual e reprodutor também pode ser afetado pelo hipotiroeidismo
materno. Estudo com ratas prenhas que foram expostas ao metimazol (0.02%) durante
0 periodo gestacional e de lactagdo (15 °© dia de gestacdo ao 21° de lactagdo) destacou
que o hipotireoidismo durante o periodo de desenvolvimento da prole prejudicou o
desempenho da detccdo de sinal visual de ratos aos 90 DPN (Hasegawa and Wada,
2013). Acrescido a isto, estudo experimental com prole de mées expostas ao
hipotireoidismo, foi observado uma reducdo do volume testicular na prole, indicando
que os niveis HTs maternos sdo importantes para o adequado desenvolvimento gonadal
(Kobayashi et al., 2014).

Os dados do sistema imune de Albornoz et al., (2013), revelaram que
camundongos gestados em condigdo de hipotreoidismo materno e induzidos a
encefalite autoimune na vida adulta, apresentaram maior escore da doenca, quando
comparados ao grupo controle (ratos gestados em condicdo de eutireoidismo materno e
induzidos a encefalite na vida adulta), alta desmielinizacdo na medula espinhal, maior
infiltrado de células CD4(+) e CD8(+) na medula espinhal e aumento na morte de
oligodendrocitos.Neste sentido, dados de Nieto et al., (2016) sugerem que o HGE altera
a resposta immune e a fisiologia dos pulmdes da prole de camundongas infectadas por

Streptocco Pneumoniae.

No rato, a maturacdo estrutural e funcional da elaboracdo de processos
nociceptivos inicia no periodo pré-natal e continua no periodo pos-natal (Nandi &
Fitzgerald, 2005). Desordens que afetem o desenvolvimento do sistema
somatossensorial durante o periodo pré- e pés-natal podem determinar modificacGes do
limiar de sensibilidade a dor e aos demais sinais sensoriais (Fitzgerald & Jennings,
1999). Neste contexto, referente a circuitaria nociceptiva, Alves et al., (2013)
demonstraram que o hipotireoidismo experimental, exclusivamente no periodo
gestacional, promove hipersensibilidade ao estimulo nocivo pela prole de diferentes
idades (7, 14, 21, 30 e 60 DPN). Além disso, os autores relataram reducdo na
performance motora (rotarod) em machos filhos de maes com hipotiroidismo.
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No entanto, apesar dos dados da literatura evidenciarem o0s prejuizos do
hipotireoidismo gestacional, para a mae, no que tange o ndo adequado desenvolvimento
gestacional, e para o feto, promovendo retardos cognitivos e funcionais e afetando os
mais diversos orgao e sistemas, ainda ndo ha consenso a respeito da dosagem dos HTs e
TSH no periodo gestacional (Vila et al., 2014). A Associacdo Americana da Tireoide
(Stagnaro-Green et al., 2011) e a Associagdo Americanos dos Endocrinologista Clinicos
(AACE) (Garber et al., 2012) sao defensores da triagem seletiva dos HTs nas gestantes,
mas ndo do screening universal. O fato de haver um numero reduzido de estudos
visando avaliar as repercussfes do hipotireoidismo materno para a prole e o efeito
benéfico para mée e filhos do tratamento com levotiroxina ap6s o diagnostico, contribui
para a defesa de um screening seletivo em detrimento do screening universal. No Brasil,
a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM) (Sgarbi et al., 2013),
em seu Guideline publicado em 2011, endossa as recomendacdes destas sociedades
supracitadas e ndo séo a favor do screening universal. A SBEM recomenda o screening
para a funcdo tireoidiana apenas em gestantes de alto risco para disfungéo tireoidiana
que inclui: 1) histdria de hipertireoidismo ou hipotireoidismo ou tireoidite pds-parto
prévia; 2) passado de irradiacdo cervical; 3) bdcio; 4) histéria familiar de doenca
tireoidiana; 5) anticorpos antitireoidianos positivos; 6) diabetes melittus tipo 1 ou outra
doenca autoimune; 7) historia de abortos ou partos prematuros; 8) sintomas e sinais de
disfuncdo tireoidiana incluindo anemia, elevacdo de colesterol e hiponatremia; 9)

tratamento com amiodarona.

A base da controvérsia em torno de triagem universal dos HTs durante a
gestacdo, reside na falta de consenso entre os Guidelines citados anteriormente e 0
guideline da Sociedade Americana de Endocrinologia (AES) (De Groot et al., 2012),
uma vez que os membros da AES divergiram quanto a recomendagdo 0 screening
(alguns membros desta sociedade recomendaram o screening universal, enquanto outros
ndo). E importante ressaltar, que a maior parte das recomendacio atuais suportam a
estratégia de avaliacdo dos HTs tireoideanos em condicdes especificas (triagem
seletiva). No entanto, ja foi demonstrado que esta estratégia pode deixar de diagnosticar
de 33 a 81% de mulheres gestantes com hipotireoidismo (Horacek et al., 2010; Jiskra et
al., 2011; Vaidya et al., 2007; Wang et al., 2011; Yang et al., 2014). Nesse contexto,
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atualmente, j& pode ser notado que outras sociedades, como a Sociedade Espanhola de
Endocrinologia e Nutricdo (SEEN), jA comecaram a recomendar o screening universal
da funcéo tireoideana na gestante (Galofré Ferrater et al., 2009; Tortosa, 2011; Vila et
al., 2012).

Assim, a triagem universal para a disfuncdo da tireoide tanto clinica quando
subclinica, em gestantes, permanece controversa (De Groot et al., 2012). Estudos tém
demonstrado as repercussdes do hipotireoidismo subclinico materno para mae e para 0s
filhos, porém, para alguns especialistas da area, ndo existem evidéncias suficientes para
demonstrar que o diagnodstico e o tratamento com a levotiroxina possa melhorar o
resultado clinico para o feto e para as gestantes, dada a escassez de estudos de
intervencdo (Klubo-Gwiezdzinska et al., 2011). Acredita-se, que a medida que mais
dados sobre a eficacia do tratamento e triagem para disfuncdo da tireoide em gestantes
estiverem disponiveis, as recomendacdes para a realizacdo de um screening universal
para esta populagdo provavelmente vai se tornar um consenso entre as diversas

sociedades, colégios e associaces (Chang & Pearce, 2013).

Curiosamente, é importante destacar que, apesar da auséncia de um consenso
mundial sobre a realizacdo de um screening universal ou seletivo dos HTs para a mulher
gravida, recentemente Villagelin et al., 2016 realizaram uma pesquisa no Brasil, com a
finalidade de se avaliar o manejo do hipotireoidismo gestacional pelos membros da
SBEM.  Apds a andlise dos dados, os autores observaram que 81% dos
endocrinologistas fizeram a avaliagdo dos hormonios tireoidieanos em todas as
pacientes gestantes, a maioria durante o periodo pré gestacional ou depois da primeira
visita do prenatal. Desta forma, baseado nestes achados, é digno de nota, que a maioria
dos médicos é a favor de um screening universal, baseado na conduta clinica dos
mesmos, (Villagelin et al., 2016), muito embora o Guideline da SBEM recomende uma

triagem seletiva.

Em suma, a ocorréncia de hipotireoidismo materno durante a gestacéo apresenta
grande potencial em gerar desordens transitorias ou definitivas ao longo da vida da
prole. Neste contexto, ha indicios de que o desenvolvimento de diversos orgdos e

sistemas da circuitaria neuronal somatossensorial fetal € claramente dependente de HTs

79



de origem materna. Por isso, a deficiéncia destes hormonios durante a vida intrauterina
pode ser a origem de doengas hiper ou hipoalgésicas cronicas, sem causa aparente, e que

acomentem individuos mais tardiamente em suas vidas.

2.6.CIRCUITARIA DE DOR

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
como " uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesdo
tecidual real ou potencial ou descrita em termos de tal dano". E uma experiéncia
sensorial evolutivamente conservada e que é fisiologicamente necessario para um

organismo detectar e evitar lesdes (Velazquez et al., 2007).

2.6.1.Nociceptores: 0s sensores das vias de dor

A sensibilidade somatica consiste em um conjunto de submodalidades
pressorica/tactil, térmica e proprioceptiva. Os receptores somaticos podem ser sensiveis
a estimulagbes mecanicas, térmicas ou quimicas. Embora a sensibilidade de um
determinado receptor seja alta para apenas um tipo de estimulacéo, especificamente no
caso da dor, existem receptores que sdo considerados polimodais, visto que podem
responder a estimulos de naturezas distintas. As diferencas constitucionais na membrana
do neurbnio e as estruturas acessorias que os envolvem determinam a sua sensibilidade
quanto a natureza e intensidade do estimulo que recebem. Assim, além das terminagdes
nervosas livres na pele e nos foliculos pilosos, existem terminagdes nervosas envolvidas
por diversas estruturas. As informacdes aferentes sdo conduzidas até o SNC através de
fibras periféricas primarias cujos corpos celulares formam géanglios préximos da raiz

dorsal da medula espinhal.

Os termorreceptores sdo responsaveis pela deteccdo da temperatura e de suas
variacbes. S&@o constituidos por terminacdes nervosas livres indiferenciadas
histologicamente mas que se diferenciam funcionalmente. Assim, alguns
termorreceptores possuem maior sensibilidade térmica por temperaturas estaveis

préximas a 25°C sendo que estes sdo sensiveis as perdas de temperatura e, por isso, sdo
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chamados de receptores para o frio. Outros termorreceptores séo sensiveis as elevacdes
de temperatura com uma sensibilidade maxima por temperaturas estaveis entre 40°C e
45°C. Sdo chamados receptores de calor que, como 0s receptores de frio, estdo
distribuidos por toda a superficie corporal. Estes receptores, diferentemente dos de frio
que estdo associados as fibras AJd, estdo associados as fibras do tipo C. Outros
receptores sdo sensiveis ao calor e ao frio e ndo geram sensagdes conscientes de calor
ou de frio, mas sim sdo responsaveis por gerar sensacfes de dor. Estes receptores séo

ativados ao ultrapassar os 45°C ou ao reduzir a temperatura abaixo de 10°C.

A morfologia das terminacGes nervosas sensoriais nociceptivas é altamente
conservada de animais roedores para os humanos (Andrew & Greenspan, 1999; Foulkes
& Wood, 2008; Lewin & Moshourab, 2004; Raja et al., 1988). Os nociceptores
cutaneos sdo um grupo extremamente heterogéneo de neurdnios alojados nos ganglios
sensoriais periféricos localizados fora do SNC. Os estimulos nocivos externos (na pele)
podem ser conduzidos até metros de distancia dos seus corpos celulares (Dubin &
Patapoutian, 2010).

Microneurografia e preparacdes nervosas cutaneas em mamiferos (Zimmermann
et al., 2009) e microneurografia combinados com medicBes psicofisicas em humanos
(Le Bars et al., 2001; Namer & Handwerker, 2009; Schmelz, 2009) tém revelado a
existéncia de classes distintas de nociceptores ativados por estimulos nocivos. Estimulos
adequados incluem temperaturas extremas (> 40-45 ° C ou < ~ 15 ° C), uma intensa

pressdo, produtos quimicos e sinalizacdo de dano tecidual real ou potencial.

Nociceptores sdo geralmente eletricamente silenciosos (Woolf & Ma, 2007) e
transmitem, todo ou nenhum, potencial de acdo apenas quando estimulados. No
entanto, a atividade do nociceptor per se ndo leva a percepcdo da dor. Isto exige que
informac0Oes da periferia alcancem 0s centros superiores e, normalmente, depende da
frequéncia dos potenciais de acdo nos neurbnios aferentes primarios, da somacao

temporal pré e pos sinapticas e das influéncias centrais (Dubin & Patapoutian, 2010).
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2.6.2.Transmissao da dor

A velocidade de transmissdo é diretamente correlacionado com o didmetro dos
axonios dos neurdnios sensoriais e se eles estdo ou ndo mielinizadas . A maioria dos
nociceptores tém um diametro pequeno (0,4-1,2 um de didmetro) e axbnios sem
mielina ( fibras-C ) (Woolf & Ma, 2007) agrupados em fasciculos rodeadas por células
de Schwann e velocidade de conducdo de 0,4-1,4 m /s (Djouhri & Lawson, 2004).A dor
de aparacimento rapido inicial (dor priméaria) € mediada por nociceptores de fibra A,
cujos axonios sao mielinizados e possuem velocidade de conducdo de aproximadamente
5-30 m / s (Djouhri & Lawson, 2004) . As fibras mielinizadas de médio calibre Ad (2-6
um), conduzem o impulso nervoso com maior velocidade (12-30 m/s) eu as fibras C
assim como as fibras mielinizadas de grande didmetro tipo AP (>10 pum) que sdo
capazes de conduzir rapidamente o estimulo doloroso (30-100 m/s) (Besson, 1999;
Millan, 2002) (figura 29).

voltagem

1

tempo

Figura 29. Potenciais de a¢do gerados pelos diferentes tipos de fibras

Mais especificamente 0s nociceptores térmicos sdo ativados por
temperaturas extremas (> 45 ° C ou <10 ° C) e inervados por fibras mielinizadas finas
do tipo Ad. Nociceptores polimodais sdo ativados por alta intensidade de estimulo
mecanico, quimico ou térmico (quente e frio). Esses nociceptores tém pequeno diametro

e sao inervados por fibras ndo mielinizadas e de conducéo nervosa lenta do tipo C.

A maioria destas fibras citadas anteriormente, se originam de neurdnios cujos

corpos celulares estdo localizados nos ganglios das raizes medulares dorsais, fazem
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sinapse com neurdnios secundarios do corno dorsal da medula, onde os
neurotransmissores sdo sintetizados e liberados. Os neurbnios secundarios do corno
dorsal da medula d&o origem as vias ascendentes de dor (ipsilateral) que s&o

responsaveis pela transmissdo do impulso para as regides supra espinhais.

De modo geral, ap6s a exposicdo da pele a um estimulo nocivo, fibras
mielinizadas do tipo Ad provocam uma fase rapida, de dor primaria, aguda de natureza
“cortante”, enquanto que as fibras amielinzadas do tipo C evocam uma segunda fase de

dor denominada “macante”, sendo esta cronica (Millan, 1999).

A substancia cinzenta da medula espinal pode ser divida em 10 laminas, com
base na sua citoarquitetura ou com base nas caracteristicas citoldgicas dos neurénios
residentes. Destas 6 compdem o corno dorsal da medula espinhal, sdo elas: a lamina |
(camada marginal), lamina Il (substancia gelatinosa), Lamina Il e IV (nucleo propius) e
V e VI (camadas profundas) (Millan, 1999). A lamina VII corresponde a massa cinzenta
intermediaria, as laminas VI1II e 1X comp&em o corno ventro-medial e o corno ventro-
lateral, respectivamente, enquanto a lamina X € a regido em torno do canal (Millan,
1999). As duas laminas mais superficiais | e 110 (a parte mais externa da lamina II),
juntamente com as laminas V, VI e X constituem as regides predominantemente
implicadas na recepcdo, processamento e transmissao das informacgdes nociceptivas.
Assim, classes de neur6nios aferentes primarios, que conduzem informaces distintas
terminam em laminas diferentes do corno dorsal da medula espinhal. Ha uma estreita
correspondéncia entre a organizacdo anatdbmica e funcional dos neurdnios no corno

dorsal da medula espinhal.

As fibras aferentes do tipo Ad e C sdo responsaveis por enviar a informacéo do
estimulo nocivo a partir do tecido injuriado até principalmente as laminas superficiais
(I, camada marginal e Il, substancia gelatinosa) do corno dorsal da medula espinhal.
Sendo que as fibras tipo C projetam-se predominantemente para a lamina 11 (lo) e as
fibras Ad para a lamina I. As fibras AP sdo responsaveis por levar informagdes
referentes aos estimulos mecanicos ndo nocivos para as lamias Ill, IV (nucleos propius)
e V (camada profunda) do corno dorsal da medula espinhal. Sendo que as laminas 11l e

V também recebem informagdes da fibra do tipo Ad.
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Os neurdnios, cujos corpos celulares estdo localizados no ganglio dorsal da
medula espinhal, fazem sinapse com neurdnios de segunda ordem localizados no corno
dorsal da medula espinhal. Os neurbnios de segunda ordem ascendem via medula
espinhal projetando suas fibras, principalmente para o tdlamo. No tdlamo, neurdnios de
terceira ordem emitem axénios para o cortex somatosensorial, onde a somatizacdo do
estimulo nocivo acontece, ou emitem projec6es ao giro cingulado anterior, responsavel
pelo componente emocional da dor. Esta constitui a via classica da dor, porém existem

outras vias e estruturas nervosas envolvidas neste processo ( Russo and & Brose, 1998).

A informacéo referente a lesdo tecidual ascende a partir da medula espinhal até o
cérebro via sistema antero-lateral através de cinco grandes vias ascendentes: 1.
Espinotaldmico; 2.espinorreticular; 3. tratos espinomesencefalicos; 4.cervicotaldmico; e
5. Espinohipotalamico. As principais vias ascendentes nociceptivas sdo as vias
espinotalamicas ventrais e dorsais. As ventrais constituem os tratos neoespinotalamico e
cervicoespinotalamico, que terminam nos nucleos taldmicos, principalmente os nicleos
ventrocaudais de onde partem axdnios para o cértex somestésico. Estas vias sdo
responsaveis pelo aspecto sensitivo-descriminativo da dor. Ja as vias do grupo

espinotalamico dorsal incluem os tratos paleoespinotalamico e paleotrigemiotalamico

que emitem suas projecoes até os nucleo mediais e intralaminares do tdlamo, bem como

incluem os tratos espinorreticular e espinomesencefalico. As vias espinotalamicas

dorsais fazem sinapse com talamo. O trato espinorreticular faz sinapse com o0s
neurdnios da formacéo reticular do tronco cerebral e o trato espinomesencefalico faz
sinapse com 0s neurbnios da substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e ndcleo

parabraquial (PBN). Sendo que acredita-se que o trato espinoanular, componente do

trato mesencefalico, € o que de fato se projeta para 0 PAG (Millan, 1999). Da PAG
ventral partem também as vias reticulotalamicas que constituem projecdes para regides
diversas do sistema limbico (Millan, 2002, 1999). Esses ax6nios projetam-se para o lado
contralateral da medula espinhal e ascendem na matéria branca antero-lateral,
terminando no tdlamo. Ademais o nucleo parabraquial (PBN) também recebe os tratos

espinobraguioamigdaléide e o espinobraquihipotaldmico (ambos originam-se das

laminas | e Il do corno dorsal da medula espinhal).
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O trato espinorreticular compreende os axdnios dos neurénios nas laminas VIl e

VIII. Esta via ascende no quadrante antero-lateral da medula espinhal e terminam na
formagdo reticular e no talamo. Em contraste com o trato espinotalamico, muitos dos
axonios do trato espinorreticular ndo cruzam a linha media. O trato espinomesencefalico
compreende os ax6nios dos neurdnios nas laminas | e V. Esta via projeta-se para o
quadrante antero-lateral da medula espinhal, para a formacéao reticular mesencefélica e
substancia cinzenta periaquedutal, e através do trato espinoparabraquial, se projeta para
0s nucleos parabraquiais. Por sua vez, os neurdnios dos nucleos parabraquiais enviam
projecdes para a amigdala, um componente importante do sistema limbico, envolvido
com o comportamento emocional da dor. Assim, é sugerido que o trato

espinomesencefalico contribui com componente afetivo da dor.

O trato cervicotalamico ascende a partir dos neurdnios do nucleo cervical lateral,

localizada na substancia branca lateral, acima de dois segmentos cervicais da medula
espinhal. O ndcleo cervical lateral recebe entrada de neurdnios nociceptivos nas laminas
Il e IV do corddo espinhal. A maioria dos axonios cervicotalamicos cruzam a linha
média e ascendem para os nucleos no mesencéfalo e os nucleos ventro-posteriores
laterais e pdstero-mediais do tdlamo. Alguns axdnios das laminas Ill e IV projetam-se
através das colunas dorsais da medula espinhal (em conjunto com os axénios de grande
didmetro mielinizadas, fibras aferentes primarias) e terminam nos nucleos gracil e
cuneiforme da medula. O trato espinohipotalamico compreende os ax6nios dos
neurdnios nas laminas I, V e VIII. Esta via se projeta diretamente para os centros de
controle autondmico supra-espinhais e € sugerido que esta seja a via responsavel por

ativar complexas respostas neuroenddcrinas e cardiovasculares.

Véarios nucleos talamicos sdo responsaveis por processar informacdes
nociceptivas. No interior da ldmina medular interna, separando a massa talamica lateral
da medial, existem pequenas massas de substancia cinzenta que constituem os nucleos
intralaminares do talamo. Medialmente a lamina medular interna ficam os grupos

medial e mediano (ou nucleos da linha média) e lateralmente 0s nucleos laterais.

Lateralmente e posteriormente a medula interna situam-se 0s nucleos posteriores (Jones

& Gebhart, 1986a). O grupo nuclear lateral do talamo compreende o nucleo ventro-

posterior medial e 0 nucleo posterior. Sendo importante salientar que o complexo de
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nucleos taldmicos posterior incorpora o oralis pulvinar, o nacleo posterior e o nucleo
posteriolateral. Esta regido é um local importante para a integracdo do input nociceptivo
e termosensorial, e sua desregulacdo funcional tem sido implicado na dor talamica
(Millan, 1999).

O talamo tem sido considerado como a estrutura chave para o recebimento
supra-espinhal, integracdo e transferéncia de informacgdo nociceptiva. No entanto o
tdlamo ndo é apenas alvo do trato espinotaldmico ventral, mas também, direta e
indiretamente, € alvo de outras vias que carregam informacgfes nociceptivas. Na
verdade, o tAlamo codifica a informac&o sobre o tipo, padrdo temporal, a intensidade de
entrada cutdnea e a localizacdo topografica da dor. Além disso, articula com as
estruturas corticais e limbico responsavel pela dimenséo tanto o sensoério-discriminativo
e emocionais da dor. O talamo também desempenha um papel ativo e adaptavel no

processamento de informag&o nociceptiva (Millan, 1999).

Até recentemente a maioria das pesquisas sobre o processamento central da dor
se concentravam no tdlamo. No entanto, hoje se sabe que neurdnios em varias regides
do cértex cerebral respondem seletivamente a entrada nociceptiva. Alguns desses
neurbnios estdo localizados no cortex somatossensorial e tem pequenos campos
receptivos (Millan, 1999).

Regibes tais como o cortex cingulado anterior (ACC) e o nucleo parabraquial

(PBN) séo regites importantes para a entrada de informagdo nociceptiva. O ACC tem
sido apontado como uma estrutura fundamental no componente afetivo da dor. Através
de tomografia por emissdo de poésitrons (PET) em seres humanos foi possivel observar
que duas outras regides do cértex, o giro cingulado e o cortex insular, estdo envolvidos

na resposta a nocicepcao. O giro do cingulado anterior comp@e o sistema limbico e foi

sugerido que este possa estar envolvido no processamento do componente emocional da
dor. O cértex insular recebe projecdes diretas dos nucleos mediais do talamo e dos
nucleos ventro-posteriores do tdlamo (Ploghaus et al., 1999; Rainville et al., 1999;
Tolle et al.,, 1999). Clinicamente, a ablacdo cirurgica do tecido cortical do ACC e
arredores, diminui a sensacao desagradavel de dor, sem afetar a habilidade do paciente
para discriminar a intensidade ou a localizagdo do estimulo nocivo (F.-L. Chen et al.,
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2012). Acredita-se que 0 cOrtex insular pode, portanto, integrar 0s componentes
afetivos, sensoriais e cognitivos, componentes responsaveis para a resposta dolorosa
normal. O PBN constitui também um alvo central importante para as informagdes
ascendentes nociceptivas da medula espinhal (Hylden et al., 1989a, 1989b; Klop et al.,
2005). Resultados publicados por Coizet et al., 2010 demonstraram que a inatividade do

PBN atenua e em alguns casos elimina respostas nociceptivas.

Ademais, outras regides do SNC podem ser acessadas diretamente por neurénios

espinhais nociceptivos tais como: a amigdala, o globo palido / putamen (estriado de

ratos e nucleo lenticular no homem), nucleo accumbens e septo, bem como o frontal,

orbital (cingulo) e o cortex infralimbico. Determinados alvos limbico das informagdes

ascendente nociceptivas estdo intimamente interligados através do trato com o
hipotdlamo, outra regido imprtante para o processamento das informacGes dolorosas
(Millan, 1999).

A transmissdo quimica da dor através das vias aferentes depende da liberacdo de
neurotransmissores tais como: acetilcolina (ACh), aminoacidos excitatorios (glutamato
e aspartato), histamina, 6xido nitrico (NO), prostraglandinas e peptideos sensoriais, tais
como a substancia P. Transmissao sinaptica entre os nociceptores e neurénios do corno
dorsal é mediada por neurotransmissores quimicos liberados do centro de terminagdes

nervosas sensoriais.

O aminoacido excitatorio glutamato, ndo € apenas a classe principal de
neurotransmissor excitatério no sistema nervoso central, mas também € liberado por
fibras aferentes primarias. O principal neurotransmissor excitatorio liberado pelas fibras
Ad e C é o aminoacido glutamato. A liberacdo de glutamato a partir de terminais
sensoriais evoca potenciais sinapticos rapidos nos neurénios do corno dorsal, ativando
os receptores de glutamato tipo é&cido-a-amino-2,3,-dihidro-5-metil-3-oxo0-4-
isoxazolepropiénico (AMPA) e receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA) (Besson, 1999),
Ademais, estudos eletrofisiolégicos sugerem que o glutamato (além de outros
aminoacidos excitatorios) através da agdo em ambos 0s receptores, ionotropicos e

metabotropicos, estdo envolvidos na transferéncia de informacdo nociceptiva do trato
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espinotalamico para o tdlamo e do trato espinomesencefalico para a PAG (Besson,
1999).

2.6.3.Modulacéo da dor

Vias descendentes originérias do tronco cerebral e de outras estruturas cerebrais
tém papel importante na modulagdo e integragdo de mensagens nociceptiva no corno
dorsal da medula espinal (Millan, 1999). Estudos cientificos mostraram que o cérebro
tem circuitos modulatorios cuja principal funcdo é regular a percepcao da dor. Sistemas
modulatérios diversos dentro do SNC afetam as respostas a estimulos nocivos. O sitio
inicial da modulagéo encontra-se na medula espinhal, onde as interconexdes entre vias
aferentes nociceptivas e ndo-nociceptivas podem controlar a transmissao da informacéo
nociceptiva para centros superiores no cérebro. Sistemas modulatoérios diversos, dentro
do sistema nervoso central, também alteram/atenuam as respostas a estimulos nocivos.
Este controle pode ser originado no cortex, talamo ou no tronco encefalico, sendo que

0s nucleos encefalicos, mais importantes, envolvidos com este controle sdo a PAG,

nucleos da rafe e o locus ceruleus (LC).

A dor ndo é apenas um produto direto da atividade de fibras aferentes
nociceptivos. Esta é regulada pela atividade de outras fibras aferentes mielinizados que
ndo estdo diretamente envolvidas com a transmissdo da informacgdo nociceptiva. A
teoria dos portdes ou teoria das comportas foi formulada por Melzack e Wall (1965) e
esta descreve a dor como resultado da atividade de fibras aferentes nociceptivos e nao-
nociceptivas. Esta teoria incorpora diversas observacGes importantes tais como: 1.0s
neurdnios da lamina V, e, possivelmente, lamina I, recebem entradas excitatorias
convergentes das fibras AP (nao-nociceptivas) e das fibras Ad e C (nociceptivas); 2. as
fibras de grande diametro A inibem o disparo de neurénios da lamina V, do corno
dorsal da medula espinhal, ativando interneur6nios inibitérios na lamina Il; e 3.as fibras
Ad e C excitam o0s neurdnios da lamina V, mas também inibem o disparo dos
interneurdnios inibitorios na lamina Il, que sdo ativadas pelas fibras Ap (Melzack &
Wall, 1965) (figura 30).
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Figura 30. Diagrama sistematico de controle da dor via teoria das comportas. SG (substancia

gelatinosa); T (neurdnio de transmissdo) (Melzack & Wall, 1965).

Este modelo falhou em explicar todos 0s dados experimnetais. Além disso , as
novas descobertas contradizem parcialmente alguns dos seus componentes (Calvino &
Grilo, 2006). A luz de novos dados, Wall modificou o modelo assumindo a existéncia
de duas familias de interneurénios (Wall, 1978) (Figura 31). Sendo ambas as familias

controlados por influéncias descendentes vindos de estruturas supra-espinhal.

CENTRAL
CONTROL

> _L
Large-diameter & x +
- O\
ACTION
INPUT a8 SYSTEM
./
> T /

Small-diameter fibers

T: first cell transmitting from the central nervous system
GS ! interneuron in the gelatinous substance

Figura 31. Teoria das comportas revisada. Sistemas de controle da dor envolve duas familias de
interneuronio e ndo somente uma (Calvino & Grilo, 2006).

Assim, como pbdde ser observado, jA na década de sessenta estudos
estabeleceram que vias descendentes encontravam-se tonicamente ativas, vias estas
descritas como inibitorias visto que apos transsec¢do da medula espinhal os reflexos
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nociceptivos foram exageradas (Gebhart, 2004). O estimulo a investigacdo desta
circuitaria descendente de modulacdo da dor veio através do trabalho de Reynolds,
1969, que demonstrou que a estimulacgdo elétrica focal no mesencéfalo, em ratos, mais
precisamente a estimulacdo da PAG permitiu a cirurgia abdominal na auséncia de
anestesia geral. Este bloqueio ocorre porque a estimulacdo desta regido é responsavel
por recrutar vias neurais descendentes que inibe a atividade dos neurdnios nociceptivos
da medula espinhal. A substancia cinzenta periaquedutal também inibe o disparo de

neurdnios nociceptivos nas laminas | e V, reduzindo o processo algico.

A partir deste primeiro relato, o conceito de sistemas enddgenos envolvidos na
modulagdo da dor evoluiu. E como consequencia dos estudos de Reynolds (1969), o
PAG ventrolateral foi rapidamente estabelecida como uma importante area para inibicao
descendente e para 0 processamento nociceptivo espinal (Reynolds, 1969). Além disto,
esta regido foi descrita também por Yaksh e Rudi (1978) como um sitio importante de
acdo dos opidides, apds microinjecdo direta, visto que o efeito da estimulacdo elétrica
era replicado (Yaksh & Rudy, 1978). Com o avancar das pesquisas também ficou claro
que a estimulacado elétrica em diferentes locais no cérebro, incluindo o cdrtex sensorial,
tdlamo, hipotalamo, mesencéfalo, ponte e bulbo, de forma semelhante, foi responsavel

por produzir efeitos inibitorios sobre o processamento nociceptivo espinal.

Como conseqiiéncia destes estudos envolvendo estimulos eletrofisiologicos,
estudos anatdmicos e farmacoldgicos sobre as vias descendente de modulacdo da dor
foram realizados, sendo assim determinado a influéncia destas vias sobre o
processamento nociceptivo espinal. Especificamente, a influéncia do  bulbo

rostroventral (RVM), incluindo o nucleo magno da rafe medial (Gebhart, 2004).

Vias descendentes do PAG através do RVM para o corno dorsal da medula
espinhal, contitui um importante mecanismo de modulacdo ascendente transmissédo
nociceptiva espinhal e outro nivel potencial de modulacdo da dor e analgesia
(Velazquez et al., 2007).

90



To Thalamus

SAS =

Noxious -/
Stimulus < C >

Figura 32. Um estimulo nocivo vai excitar nociceptores periféricos (fibras delta e C ). Estas fibras fazem
sinapse com neurdnios do corno dorsal segunda ordem. Alguns desses neurdnios do corno dorsal séo
interneurdnios excitatorios ou inibitérios. Outros sdo neurdnios ascendente de projecdo espinotalamico
(PN) que sobem através do funiculo ventrolateral contralateral para transmitir a sensa¢do de dor para o
ceérebro. Neurbnios do corno dorsal também estdo sujeitos a descendente de modulacdo do cinza
periaquaductal mesencéfalo (PAG) atraveés de circuitos polisinapticas através da medula, incluindo
através da medula ventromedial rostral (RVM) (Veldzquez et al., 2007).

Influéncias descendente inibidoras do tronco cerebral sdo originadas
principalmente a partir da PAG no mesencéfalo e do bulbo ventromedial rostral (RVM),
que compreende o nlcleo magno da rafe (NMR) e o nucleos paragigantocelular pars
alfa (Calvino & Grilo, 2006) . A estimulacdo dos neurdnios nestas estruturas, produz
analgesia que € relacionada aos efeitos inibitérios promovida pelos tratos
serotoninérgicos descendente, nos neurdnios nociceptivos espinhais, resultando em

bloqueio da transmisséo dos sinais nociceptivos.

O neurotransmissor serotonina, desempenha um papel importante na modulacgéo
da transmissao nociceptiva. A maioria das evidéncias indicam que a medula espinal é o
principal sitio de acdo da 5-HT e esta é liberada a partir de fibras descendentes
provenientes do RVM. O papel da 5-HT na modulagdo da dor j& se encontra muito bem
descrito. Estudo evidenciou que o paraclorofenilanina (pCPA), bloqueador da sintese de
5-HT, é responsavel por abolir a analgesia induzida por estimulacdo elétrica no SNC
(Basbaum, 1981).

Os nuacleos da rafe, produtores de serotonina, se subdividem de varios
grupamentos ao longo do mesencefalo, ponte e bulbo, dentre os quais o nicleo dorsal da

rafe (NDR) e nucleo magno da rafe (NMR), estdo envolvidos com o controle
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descendente da dor (Stamford, 1995).0 NMR recebe input diretamente do PAG e essa
conexdo evoca analgesia. J& foi demonstrado, em estudo prévio, que a estimulacdo
elétrica do NMR reduz a resposta das células do corno dorsal para calor nocivo
(Oliveras et al., 1975). O NDR se situa proximo a substancia cinzenta periaquedutal,
mas é funcionalmente uma regi&o distinta desta. E sabido que a estimulac&o elétrica do
NDR promove analgesia. Tem sido sugerido que o NDR pode ser o mais efetivo nlcleo
para iniciar a estimulacdo analgésica (Oliveras et al., 1979; Stamford, 1995). Este
consiste no mais importante nicleo serotoninérgico do encéfalo. O papel da serotonina
(5-HT) nas vias descendentes de controle da dor é largamente estudado. Assim, ja foi
observado em estudos prévios que paraclorofenilalanina promove inibigcdo na sintese de
serotonina no NDR e assim abole a analgesia induzida por estimulagdo central
(Stamford, 1995).

Os axdnios dos neurbnios serotoninérgicos no RVM (mais notavelmente no
NMR) se projetam, em cada segmento da coluna vertebral, diretamente no corno dorsal
da medula espinal. Com base nestes dados e no fato de que a formacdo reticular no
bulbo e a PAG (duas estacdes de retransmissdo na transmissao de sinais nociceptivos)
se projetam para 0 RVM, PAG e NRM tém sido envolvidos no feedback negativo
bulbo-medula espinhal (Basbaum & Fields, 1984).

Porém, apesar do ja reconhecido papel da serotonina na circuitaria nociceptiva, a
compreensdo da neurotransmissao serotoninérgica € dificultada, uma vez que o corno
dorsal da medula espinhal possui anatomia complexa (Ossipov et al., 2010) e que
existem sete classes de receptores para este neurotransmissor (5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-
HT4 ,5-HT5, 5-HT6 e 5-HT7 , sendo estes ainda subdivididos em 5-HT1A, 5-HT1B , 5-
HT1D ,5-HT1F, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, 5-HT5A,5-HT5B) (Zifa & Fillion, 1992).
Estes dois fatores complicam a interpretacdo do papel da serotonina na modulacdo da

dor.

Dentre os subtipos de receptores de serotonina, estudo desenvolvido por
Alhaider & Wilcox, 1993 investigou o efeito modulatério espinhal do receptor de
serotonina tipo 5-HT1 na nocicep¢do em ratos. Para tanto foi utilizados conhecidos
agonistas do receptor 5-HT1A [8-Hydroxy-2-di-n-propylamine, a tetrailin (8-OH-
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DPAT) e a buspirona], agonistas do receptor tipo 5-HT1B [m-trifluoromethylphenyl-
piperazina (TFMPP) e 7-tnfluoromethyl-4 (4-metil-1 -pirazinyl)-pyrrolo (1 ,2-1a)
quinoxaiine (CGS 1 2066B)] bem como um agonista misto de receptor tipo 5-HT1A e
5HT1B [5-carboxamidotryptamine (5-CT)]. Assim, foi constatado que a administracédo
intratecal de 8-OH-DPAT, buspirona e 5-CT facilitou significativamente o reflexo de
retirada da cauda, durante o teste de tail-flick, enquanto as drogas TFMPP e CGS 1
2066B foram responsaveis por prolongar o tempo de laténcia ao tail-flick. Estes
resultados confirmam outros achados sobre o papel facilitatorio do receptor 5-HT1A
sobre as respostas nociceptivas e apoia 0 envolvimento do receptor 5-HT1B na acgédo

antinociceptiva da serotonina.

Neste sentido, hoje ja se sabe que o efeito da serotonina espinhal pode ser
inibitéria ou facilitatoria, dependendo do subtipo de receptor ativado (Dogrul et al.,
2009; Green et al., 2000; Rahman et al., 2009; Sasaki et al., 2006; Suzuki et al., 2004).
A administracdo espinal de um antagonista do receptor inibitério 5-HT7 bloqueou o
efeito antinociceptivo da morfina microinjectado no RVM e o0 antagonismo
farmacoldgico do receptor facilitatério 5-HT3 bloqueou a hiperalgesia induzida por
colecistocinina administradas na RVM  (Dogrul et al., 2009). Além disso, a
administragcdo sisttmica de agonistas 5-HT7 bloqueou a hiperalgesia induzida por
capsaicina em ratos, enquanto o antagonista de 5-HT7 gerou hipersensibilidade
mecanica (Brenchat et al., 2009). E importante destacar que o receptor 5-HT7 foi
identificado no ganglio da raiz dorsal e nos terminais centrais de fibras aferentes
primarias (Doly et al., 2005; Pierce et al., 1996) bem como, em interneuronios
GABAEérgicos no corno dorsal da medula espinhal (Doly et al., 2005). A localizacédo
destes receptores é consistente com o seu papel na modulacdo da dor (Brenchat et al.,
2009). Embora estes achados indiqguem um papel importante da modulagéo

serotonérgica na dor, 0s mecanismos espinhais precisos ainda permanecem obscuros.

Acrescido a isto, existem fortes evidéncias relacionando a noradrenalina (NA),
um dos neurotransmissores mais abundantes no cérebro , ndo apenas com a analgesia
induzida por estimulagdo central, mas sugerindo também que os efeitos da NA séo
mediados por vias descendentes. Sagen & Proudfit, 1984 demonstraram que a lesdo
espinhal induzida pela neurotoxina 6- hydroxydopamine (6-OHDA) promove redugéo
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dréstica do contetdo de NA promovendo hiperalgesia. Além disso ja foi demonstrado
por Reddy e Yaksh (1980) que a administracéo intratecal de NA promove analgesia em
ratos. Segundo os autores, isto parece ser mediado por receptor a-adrenérgico, visto que
o efeito antinociceptivo da NA foi antagonizado pela administracédo sistémica prévia ou
intratecal de fentolamina (a-bloqueador), mas nao foi afetado pelo pré-tratamento com
propranolol (B-bloqueador) (Reddy & Yaksh, 1980).

Na regido supra-espinhal, a NA também regula antinocicepcao através de sua
acdo sobre a-adrenoceptores localizados em nucleos cerebrais e na medula espinhal. E
sabido que um numero de regifes do cérebro recebem inervacdo noradrenérgica e
expressam RNAm para alfa-adrenoceptor. Estas estruturas cerebrais incluem o RVM,
nacleo reticular lateral bulbar, amigdala, LC, hipotalamo, entre outras (Zhang et al.,
2010).

Outra via descendente inibitéria que blogueia a atividade dos neurbnios
nociceptivos no corno dorsal tem origem no LC noradrenérgico e em outros nucleos do
bulbo e da ponte. Essas projecdes descendentes bloqueiam, direta e indiretamente, a
saida de neurbnios nas laminas | e V por acfes inibitérias. O LC, composto por 6
subnuicleos, esta localizado na ponte dorsolateral e estudos demonstraram que esta
regido envia projecdes noradrenérgicas para a medula espinhal por meio das vias
descendentes (Clark & Proudfit, 1991; Jones & Gebhart, 1986a; Kayser & Guilbaud,
1987). Ativacdo do LC eletricamente ou quimicamente pode produzir antinocicepc¢ao
profunda (Tsuruoka & Willis, 1996a; Wei et al., 1999) e pode inibir a atividade
nociceptiva em neurénios do corno dorsal (Clark & Proudfit, 1992, 1991; Craig, 1995;
Zimmermann, 1983). A ativacdo da via descendente do LC para a medula espinhal
ocorre durante a inflamacdo periférica e isto diminui o desenvolvimento de hiperalgesia
(Tsuruoka & Willis, 1996b). Neste sentido, estudos tem evidenciado que o LC envia
uma projecdo bilateral para o corno dorsal da medula espinhal (Clark & Proudfit, 1991;
Jones and Gebhart, 1986b; Sluka & Westlund, 1992). Assim, axdnios dos neurdnios
contralaterais provenientes das projecoes do LC, cruzam a linha média dentro do
cerebro e descendem atraves do funiculo dorsolateral (DLF) para terminar no corno
dorsal da medula espinhal (Jones & Gebhart, 1986b; Pertovaara, 2006; Sluka &
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Westlund, 1992). Este achado sugere que a via descendente proveniente do LC, deve ser

ativada bilateralmente durante a inflamagé&o.

Estudos identificaram que todos os trés subtipos de receptores a (1A , 1B,
1D) estdo presentes no ganglio da raiz dorsal (Nicholson et al., 2005; Xie et al., 2001) e
que existem receptores a2 noradrenérgico nas laminas do corno dorsal (Shi et al., 2000).
Estes receptores sdo normalmente ativado pela noradrenalina liberada pela ativacdo das
vias descendentes noradrenérgicas inibitorias. Isto proporciona uma explicacdo para o0s

efeitos analgésicos dos agonistas de o2 noradrenérgicos (Pertovaara, 2006).

A nivel de medula espinhal, parece que a modulagdo da sinapse entre neurénios
de primeira e segunda ordem também pode envolver além das encefalinas, outros
neurotransmissores tais como dopamina e GABA (Sorkin & Wallace, 1999). A
modulacdo da dor através de fibras eferentes depende da liberacdo de
neurotransmissores que contribuem alterando o limiar doloroso, tais como: a
noradrenalina, dopamina e serotonina que atuam em receptores especificos e ainda
opioides enddgenos como algumas encefalina e endorfinas (Millan, 1999; Mogil &
Grisel, 1998).

Estudo desenvolvido por Todd &Millar, (1983) observaram que a 5-HT também
estimula interneurdnios GABAérgicos o que, por sua vez, auxiliaria na reducéo da dor.
Isto ocorre, visto que 0 GABA também constitui um aminoacido inibitorio. Trata-se do
neurotransmissor mais amplamente distribuido no sistema nervoso. Aproximadamente
40% das terminacbes nervosas no PAG sdo GABAGérgicas. Atua primariamente na
reducdo da excitabilidade neuronal através da ligacdo a receptores GABA (GABAA,
GABAB e GABAC), os quais promovem a abertura de canais de CI" ou de K* na
membrana do nervo destes receptores. O influxo de CI ou o efluxo de K* na célula pos-
sinaptica hiperpolariza a membrana celular, reduzindo a propagacdo do potencial de

acdo, e assim, inibindo a transmisséo nociceptiva.
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2.6.4.Influéncias descendentes facilitatorias

Até a década de 1990, o foco da investigacdo estava voltada para as vias
descendentes responsaveis pela inibicdo do processamento nociceptivo espinal no
RVM. Porém, contrariamente, estudos demonstraram a presenca de vias descendentes
facilitatdrias provenientes do RVM que eram responsaveis pelo estado de hiperalgesia
apos lesdo do tecido periférico (Gebhart, 2004). Influéncias facilitatorias descendentes
nociceptivas do tronco cerebral tém sido descritas. Elas exacerbam os efeitos da
estimulagdo nociceptiva ao nivel da medula espinhal (Calvino & Grilo, 2006). A
estimulacdo de alta intensidade da RVM produz efeitos analgésicos (ver acima),
enguanto que a estimulacdo da mesma regido com intensidades 4-10 vezes inferior tem
um efeito facilitador sobre a producéo de dor (Gebhart, 2004; Zhuo & Gebhart, 1997,
1990). A maioria das informagdes disponiveis sobre as células RVM foram obtidas por
Fields em estudos com ratos (Fields, 1992). Trés familias de células foram diferenciadas
com base nas respostas a estimulacdo nociceptiva térmica da cauda de ratos: células
ON, cuja atividade aumentam imediatamente antes do reflexo de retirada da cauda
desencadeado pelo estimulo nociceptivo, células OFF cuja atividade tonica era
interrompida imediatamente antes do reflexo de retirada da cauda, e as células neutras
que ndo responderam a estimulos nociceptivos. A funcdo das células neutras néo é clara,
mas esses neurbnios podem representar um subtipo de células ON ou OFF (Ellrich et
al., 2000; Schnell et al., 2002).

Em geral , a ativacdo de células OFF parece resultar em inibicdo da entrada
nociceptiva (Fields et al., 1983; Fields & Heinricher, 1985), enquanto que as
caracteristicas de resposta de células ON sugere um papel na facilitacdo da dor
descendente (Barbaro et al., 1986; Calvino & Grilo, 2006; Heinricher et al., 1989). . No
geral, experimentos com animais , envolvendo hiperalgesia parece aumentar a atividade
das células ON (Bederson et al., 1990; Kim et al., 1990), enquanto manipula¢fes com
hipoalgésico ou analgésicos levam ao aumento do disparo de células OFF. Estes
achados sugerem que o PAG e RVM pode desempenhar um papel importante ndo sé
para a analgesia , mas também no desenvolvimento e na manutencdo de estados de dor
cronica, a qual pode ocorrer na auséncia de lesbes aparentes dos tecidos (Staud, 2013).

Em suma, o equilibrio entre os dois sistemas de controle descendente pode vir a
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determinar o nivel geral de excitabilidade da rede de neurdnios no corno dorsal, que por
sua vez podem modular a transmissdo de sinais de dor para as estruturas do sistema

nervoso central supraespinhais (Calvino & Grilo, 2006) .

2.7.CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, a ocorréncia de hipotireoidismo materno durante a gestacao,
sobretudo na forma subclinica, apresenta grande potencial em gerar desordens
transitorias ou definitivas ao longo da vida da prole. Neste contexto, ha indicios de que
o desenvolvimento da circuitaria neuronal e somatossensorial fetal é claramente
dependente de HTs de origem materna. Por isso, a deficiéncia destes hormonios durante
a vida intrauterina pode contribuir para a origem de doencas hiper ou hipoalgésicas
cronicas, sem causa aparente, e que acomentem individuos mais tardiamente em suas
vidas. No entanto, até o presente momento, muitas lacunas acerca dos mecanismos
fisiolégicos que envolvem os efeitos do hipotireoidismo materno nos sistemas

bioldgicos de controle nociceptivo da prole, permanecem obscuras.
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3. OBJETIVOS

3.1.0Dbjetivo geral

Investigar as repercussdes da caréncia dos horménios tireoideanos (HTS)
maternos (durante a gestacdo) nos circuitos biologicos de controle da nocicepcao da

prole de ratos.

3.2. Objetivos especificos

1. Investigar o efeito da caréncia dos HTs durante a gestacdo na massa
corporal das maes, duracéo da gestacao e nimero de filhotes por ninhada;

2. Investigar o efeito da caréncia dos HTs durante a gestacdo na massa
corporal da prole de ratas aos 60 DPN;

3. Investigar o efeito da caréncia dos HTs durante a gestacdo nas
concentracgdes séricas de TT3 e TT4 na prole de ratas aos 60 DPN.

4. Investigar o efeito da caréncia dos HTs durante a gesta¢do no sistema
serotoninérgico, opioidérgico, glutamatergico, dopaminérgico e noradrenérgico na prole
de ratas aos 60 DPN;

5. Investigar o efeito da caréncia dos HTs durante a gestacdo no contetido
neuronal de tirosina hidroxilase na substancia cinzenta periaquedutal porcao
ventrolateral (PAGvI) na prole de ratas aos 60 DPN;

6. Investigar o efeito da caréncia dos HTs durante a gestacdo nos

parametros oxidativos na medula espinhal da prole de ratas aos 60DPN
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4 JUSTIFICATIVA

Este trabalho pode ser justificado pelos seguintes motivos: 1. Prevaléncia
consideravel de hipotireoidismo materno durante a gestacdo (5,5% a 15% podendo
chegar a 37.5% em populagdes especificas); 2. reconhecida influéncia dos HTs
maternos no desenvolvimento fetal, sobretudo do sistema nervoso central; 3. caréncia de
dados correlacionando hipotireoidismo gestacional e nocicepcao supraespinhal na prole
antes e apos manipulacao farmacologica; 4. falta de politica publica que institua, como
compulsoria, a investigacdo e restauracdo da funcdo tireoidiana de toda gestante que
acesse 0 SUS; e 5. alta prevaléncia de desordens de origem desconhecida ao longo da
vida da prole, como, por exemplo, aquelas relacionadas com a percepcéo dolorosa (EX.:

Fibromialgia).
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5.MATERIAIS E METODOS

5.1.Animais utilizados

Foram utilizadas trés categorias de ratos Wistar obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal de Sergipe. Sdo elas: Categoria I. fémeas adultas (150 a 200g)
que foram acompanhadas para acasalamento programado. Confirmada as gestacdes, as
ratas foram submetidas ao protocolo de inducdo de hipotireoidismo durante a gestacao
(grupo metimazol - MTZ) ou receberam agua de torneira (grupo Controle); Categoria
11. machos adultos (250 a 300 g) para acasalamento com as fémas adultas da categoria I;
Categoria l11. ratos adultos jovens com 60 dias pds-natal (DPN) filhos de maes com

hipotireoidismo ou eutireoidismo durante o periodo gestacional.

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 meio de analise colpocitoldgica para que, na fase do
proestro, fossem expostas a rato Wistar adulto para acasalamento. A confirmacdo do
coito foi feita pela deteccdo microscépica 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 apds
0 nascimento, os filhotes foram sexados e mantidos em amamentacdo em ninhadas com,
no maximo, oito animais. No dia 21 ap6s o nascimento, a ninhada foi desmamada e os
filhotes machos transferidos para caixas coletivas, com até cinco animais por caixa. As
fémeas foram eutanasiadas por overdose de anestésico (Tiopental -100mg/kg). Durante
todo o periodo, os animais tiveram livre acesso a agua e a comida. As salas de
manutencdo dos animais e experimentacdo, localizadas no Laboratério de
Neuroendocrinologia Basica e Comportamental (LANBAC), tinham luminosidade
controlada com ciclo claro-escuro de 12/12h (luz das 6 as 18 horas), e temperatura de 23
+ 2°C, tendo livre acesso a alimentacéo e agua. Os animais receberam agua de torneira e

foram alimentados com rag&o especifica para roedores.
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Todos os procedimentos aos quais 0s animais utilizados neste estudo foram
submetidos estdo de acordo com as normas e principios éticos preconizados pela Lei
Arouca, Diretrizes Brasileras para o Cuidado e Utilizacdo de Animias (DBCA) e pelo
Conselho  nacional de Controle e Experimnetacdo Animal (CONCEA) e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da Universidade
Federal de Sergipe, sob 0 n°® 29/12.

5.2. Drogas utilizadas e protocolo de inducéo do hipotireoidismo gestacional
experimental

Para a inducdo de hipotireoidismo gestacional experimental, foi utilizado o
inibidor da iodoperoxidase, metimazol (MTZ), administrado ad libitum na concentracao
de 0,02% na agua de beber (agua de torneira) a partir do nono dia de gestacdo (DG) até
o dia do parto (Sala-Roca et al., 2002). Esta concentracdo ofertada por 10 dias é habil
para gerar hipotireoidismo em ratas prenhas, visto que se evidencia reducdo nos niveis
circulantes de T3 total e T4 total (Ahmed et al., 2010). Esta solucéo foi protegida da
luminosidade e trocada a cada trés dias. As fémeas controles (eutiredideas) receberam

agua de torneira ad libitum.

5.3. Acompanhamento das mées

Desde 0 momento da selecdo das fémeas adultas que comporiam a categoria | do
experimento, estas foram pesadas em dias alternados até o parto. Foi utilizado, para fins
estatisticos, o peso das fémeas antes do acasalamento e 11 dias ap6s o inicio do
tratamento com MTZ (20° dia de gestagédo). Acrescido a isto, foi avaliado o tempo de
gestacdo das ratas prenhas de ambos os grupos, bem como o numero de filhotes por

ninhada.

5.4. Acompanhamento da prole

A prole de machos das mées hipotireoideanas e eutireoideanas foi acompanhada

semanalmente, quanto ao peso corporal, do nascimento até o dia 60 pds-natal
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5.5. Dosagem de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4)
5.5.1. Coleta de sangue para dosagem de T3 e T4

Amostras de sangue foram coletadas por decaptacdo. O sangue coletado foi
colocado em tubos de polipropileno para centrifuga de fundo cénico (tipo Falcon) de
capacidade 15 mL, modelo 2K15, da marca Sigma Laborzentrifugen. Posteriormente, o
sangue foi centrifugado (10000 rpm por 10 min) e o plasma separado das amostras com
a ajuda de uma pipeta e colocado em microtubos tipo eppendorf, previamente
identificados, sendo posteriormente armazenados a — 80°C até 0 momento das dosagens

das concentracOes séricas por kit comercial.

5.5.2. Radioimunoensaio (RIE) para T3 e T4 totais

As concentragdes séricas totais de T3 e T4 foram mensuradas utilizando Kits
comerciais (T3, MP Biomedicals, Ohio, USA; Catalog number: 06B-254215, lot
number: T3K1432, 33, 34; T4, MP Biomedicals, Ohio, USA; Catalog number: 06B-
254011, lot number: T4K1443,44,45 contendo anticorpos especificos aderidos & parede
dos tubos de polipropileno e com T3 e T4 ligados ao radiotragador (1251) com atividade
especifica de 5 Uci/ug.. As curvas padrdo foram realizadas com T3 e com T4 em soro
de rato livre de iodotironinas (soro zero) nas concentracfes de 25 a 1000 ng/dL e 1 a 50
pg/dL, respectivamente. Todo o procedimento foi realizado seguindo as recomendagdes

do fornecedor. Os resultados foram expressos ng/dL para o T3 e em pg/dL parao T4

Em todos os radioimunoensaios, as amostras foram dosadas em duplicata e a
deteccdo da radioatividade foi realizada em um cintilador de fase sélida (1470 Wallac
Wizard tm automatic gamma counter).

5.6. Imunofluorescéncia

5.6.1. Perfusdo transcardiaca

Os animais foram anestesiados através da injecdo intraperitoneal com uma

combinacdo de Ketamina (90 mg/kg) e Xilazina (10 mg/Kg). A perfusdo transcardiaca
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foi realizada com o objetivo de coletar o cérebro para a realizacdo dos estudos de

imunofluorescéncia.

Ap0s aprofundamento na anestesia e verificacdo da cessacdo de resposta raqui-
medular, realizou-se uma incisdo longitudinal desde a regido pubica até a incisura
jugular para a retirada de pele e visualizagdo dos musculos. Uma segunda incisdo foi
realizada na regido pubica em direcdo ao processo xifoide para a retirada de tecido
muscular e visualizacdo do diafragma (separando cuidadosamente o figado do
diafragma). Realizou-se, entdo, uma pequena incisdo inicial no diafragma, da regido
lateral em direcdo a regido ventral, para exposicdo da cavidade pleural e abertura da
caixa toracica. Em seguida, deslocando cuidadosamente os pulmdes, fez-se um corte
através da caixa toracica em direcdo a clavicula, realizando-se um corte similar
contralateralmente, expondo a porcao ventral do gradil toracico para rebatimento e livre

acesso ao coracao.

Apds visualizar o coracdo, injetou-se no ventriculo esquerdo uma agulha sem
bisel conectada a um sistema de perfusdo, cujo objetivo é trocar o tecido sanguineo por
uma solucdo salina 0,9% tamponada (tampéo fosfato, PB, pH 7,4; 0,1 M) a temperatura
ambiente, por um periodo de 5 minutos, a um fluxo de 8 mL/min. Ao término do tempo
estimado, a solucdo salina tamponada foi substituida por uma solucédo de Formol 10%
tamponado (tampéo fosfato pH 7,4; 0,1 M) a temperatura ambiente, por um periodo de

40 minutos, a um fluxo de 8 mL/min.

Posteriormente, os animais foram decapitados e uma incisdo na linha média da
cabeca foi feita, a partir do pescoco em dire¢do ao fucinho, para a retirada de pele e
tecido subcutaneo, com consequente exposi¢do da calota craniana. A seguir, retirou-se a
calota craniana e dura-mater, expondo o encéfalo. O cérebro foi, entdo, retirado e
submetido ao processo de pos-fixacdo, onde o tecido coletado permanece imerso na

mesma solucgéo de fixagdo utilizada na perfusdo (Formol 10% em PB) durante 2 horas.

Em seguida, o cérebro passou pelo processo de crioprote¢do, que consiste em
armazenar o cerebro em uma solucéo de sacarose 30% tamponada (tampéo fosfato 0,1
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M, pH 7,4), onde permaneceu até a sua completa precipitacdo (entre 48 e 72 horas), a

temperatura de - 4°C.

5.6.2. Imunomarcacéo de Tirosina Hidroxilase (TH) na substancia cinzenta

periaquedutal porcao ventrolateral (PAGvVI)

Apo6s a completa precipitagdo, os cérebros, armazenados em solucdo de sacarose
30% tamponada, foram levados ao criostato (Leica CM1520), a -20°C, para a obtencéo
de seccbes coronais seriadas (1:2) com 20 um de espessura, através da substancia
cinzenta periaquedutal porgdo ventrolateral (PAGvI) no mesencéfalo, de acordo com o
atlas estereotaxico (Barbaresi et al., 2012; Benarroch et al., 2010).

As sec¢Oes cerebrais a serem analisadas foram processadas em livre flutuacdo, a
temperatura ambiente (22°C), e inicialmente lavadas em tampéo (pH 7,4) fosfato salina
(0,01 M), PBS, (cinco lavagens com duragdo de cinco minutos, cada). Além disso, o
mesmo processo de lavagem ocorreu apds a exposicao aos reagentes de cada etapa. Em
seguida, o tecido foi incubado em uma solucéo de soro de cavalo (10%) e Triton X-100
(0,1%), diluidos em PBS (0,01 M) (durante uma hora), para bloqueio das ligacGes

inespecificas.

Apds essa etapa para bloqueio das ligacdes inespecificas e lavagens, procedeu-se
as incubagcfes com os anticorpos primarios utilizados no presente estudo. As sec¢des
foram incubadas em PBS (0,01 M) contendo Triton X-100 (0,1%), anticorpo contra
tirosina hidroxilase (policlonal, produzido em coelho, Sigma Aldrech — Lote:
SLBK118V) na diluicdo 1:5000. O tecido foi mantido incubado com solucdo contendo

0s anticorpos primarios overnight (23 h).

Apbds o periodo de exposicdo aos anticorpos primarios, os cortes foram
incubados com os anticorpos secundarios anti-coelho produzido em burro e conjugado
ao Alexa Fluor 488 (policlonal, Life Technologies) 1:2000 em solugédo de PBS (0,01 M)
contendo Triton (0,1%), durante duas horas. Apés as lavagens em PBS (0,01 M) (trés

vezes de cinco minutos, cada), as secc¢bes coronais foram montadas em laminas
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gelatinizadas com 70 uL de solucdo de montagem, cobertos com laminulas e vedados

com tinta esmalte.

A imunofluorescéncia foi realizada no Laboratério de Neuroendocrinologia
Basica e Comportamental (LANBAC) do Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal de Sergipe (UFS) seguindo o protocolo descrito anteriormente e que € utilizado

rotineiramente no mesmo.

5.6.3. Analise de imagem

Um sistema computadorizado que incluia um microscopio (Nikon Eclipse Ci
45505) acoplado a uma camara de video (Nikon DS Ril) foi utilizado para a captura e
digitalizacdo das imagens das areas cerebrais de interesse. Ap0Os capturadas, as
estruturas foram devidamente delimitadas em acordo com a descricdo anatémica de
Paxinos e Watson ( Paxinos & Watson 2006). As células cujos citoplasma foram
positivos para tirosina hidroxilase foram contados manualmente por trés avaliadores
cegos. E importante ressaltar que foi realizada analise estatistica para confrontar a
contagem dos avaliadores e confirmar a auséncia de discrepancia entre 0S mesmos
(ANOVA two-way, fator avaliador p > 0,05). SeccOes representativas em todos o0s
grupos foram fotografadas em planos anatdbmicos similares e analisadas

comparativamente.

5.7. Testes comportamentais

5.7.1. Mensuracao da nocicepg¢ao térmica seriada com morfina

Aos 60 dias pos-natal (DPN), os machos filhos de mées eutireoideas e de méaes
com hipotireoidismo gestacional foram submetidos a avaliacdo da nocicepgéo
supraespinhal por meio do aparato da Placa quente (AVS, Brasil), 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 0 mecanismo de regulacéo da nocicepcao
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térmica, uma vez que o parametro avaliado (i.e.: reflexo de retirada e lambedura
vigorosa da pata traseira) é de integracdo medular e supra-medular. Apos isto, estes
mesmos animais receberam injecao intraperitoneal de 3 mg/kg de morfina (10mg/mL) e
foram novamente alocados na placa quente 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a injecéo
desta droga para avaliagdo da laténcia térmica nociceptiva (Sluka, 2000). O maximo

tempo de exposicdo ao calor, para evitar danos a pele foi de 20 s (Song et al., 2015).

A avaliacdo de todos os animais na placa quente foi filmada e os videos foram
assistidos por um avaliador cego gque determinou a laténcia de cada animal incluido no
estudo, tanto no tempo basal quanto nos tempos pds morfina. Vale ressaltar que todos
o0s animais foram ambientados (dois dias antes do experimento por 5 minutos cada) ao

aparato dois dias antes do dia do experimento.

5.7.2. Mensuracao da nocicepc¢do térmica ap6s manipulacdo farmacologica
cronica

Aos 60 dias pos-natal (DPN) os machos filhos de mées eutireoideas e com
hipotireoidismo gestacional foram submetidos a avaliacdo da nocicepc¢do supraespinhal
por meio da placa quente. Os filhotes foram alocados individualmente sobre uma placa
metalica (AVS, Brasil) aquecida a 52+0,2°C, desencadeando o reflexo de lambida da
pata traseira. O maximo tempo de exposi¢do ao calor, para evitar danos a pele foi de 30s
(Altun et al., 2015; Jiang et al., 2015; Zhang et al., 2016). A avaliacdo desta resposta foi
realizada por meio da medida do lapso de tempo entre a aplicacdo do estimulo térmico e

0 momento da lambida da pata (como descrito anteriormente).

Os filhotes de maes eutireoideas bem como os das maes com hipotireoidismo
foram submetidos a este procedimento aos 60 dias de nascidos (medida basal). Em
seguida, os mesmos animais avaliados na medida basal receberam injecédo
intraperitoneal de um inibidor da recaptacdo pré-sinaptica de serotonina (sertralina-10
mg/kg, i.p.) por 21 dias (Zanoveli et al., 2007), antagonista do receptor de glutamato N-
metyl D-aspartato (memantina -10 mg/kg, i.p.) dose Unica (Ahmed et al., 2004) e
inibidor da tirosina hidroxilase (Alpha Methyl Para-Tirosina-AMPT, 100 mg/kg, i.p.;
Sigma Chemical Company) dose unica (Bobinski et al., 2015). Apoés isto, 0s animais
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foram novamente alocados na placa quente para avaliacdo da laténcia nociceptiva
30min apos a injecdo destas drogas nos dias 1, 3, 11 e 21 para sertralina e apenas no
primeiro dia para memantina. Para o AMPT, os animais foram alocados na placa quente

trés horas ap0s a administracdo desta droga, em dose Unica.

A sertralina faz parte das drogas que sdo inibidoras da recaptacdo de serotonina
(SSRIs) e esta age, especificamente, bloqueando a recaptacdo pré-sinaptica de
serotonina no SNC (Fitzgerald & Bronstein, 2013). A memantina € um antagonista ndo
competitivo de receptor N-methyl- D-aspartate (NMDA), com afinidade fraca para
moderada (Kavirajan, 2009). A memantina age com poténcia moderada como um
antagonista nos receptores do tipo 5-hidroxitriptamina 3 (5-HT3) e exerce um efeito
mais fraco, porém significativo, como um antagonista no receptor nicotinico de
acetilcolina in vitro (Kavirajan, 2009). Neste sentido, em concentracdes clinicamente
relevantes, foi estabelecido que ela bloqueia os receptores nicotinicos alfa-7 de
acetilcolina de maneira ndo competitiva, sendo mais eficientes para esta finalidade do
que para o bloqueio dos receptores de NMDA isoladamente (Aracava et al.,
2005). Alem disso, dados sugerem que a administracdo de memantina tem um efeito
estimulante sobre a sinalizagdo colinérgica através dos receptores muscarinicos (Drever
et al., 2007).

AMPT é um inibidor da tirosina hidroxilase, uma enzima limitante para a
biossintese das catecolaminas, que resulta na reducdo funcional de dopamina e
norepinefrina (Daubner et al., 2011). A tirosina hidroxilase catalisa a hidroxilagdo de
tirosina para L-DOPA (Molinoff & Axelrod, 1971) (Figura 33).
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Figura 33. Vias de biossintense das catecolaminas.

A avaliacdo de todos os animais na placa quente foi filmada e a laténcia de
destes foi determinada somente apds os videos terem sido assistidos por um avaliador
cego. Vale ressaltar que todos os animais foram ambientados ao aparato nos dois dias

que antecediam o experimento.

5.7.5. Campo aberto

O campo aberto (confeccionado pelo experimentador) é um aparato circular de
polietileno com fundo preto, medindo 95 cm de didmetro e 60 cm altura, sem teto. Foi
posicionada uma camera sobre o campo aberto a uma altura de 230 cm. A camera foi
conectada a um computador equipado com um programa de rastreamento de animais
(Anymaze, Stoelting, USA) para registro dos parametros comportamentais. O fundo do
campo aberto tinha a cor preta para aumentar o contraste, favorecer o desempenho do

programa e com baixa luz, a fim de ndo proporcionar ansiogénese.

Os animais foram colocados no centro do campo circular e tiveram seus
comportamentos avaliados durante 5 minutos. Este teste em baixa luminosidade tem,

como principal pressuposto, a avaliagdo do comportamento exploratorio, através da
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medida da ambulacao e orientacdo quanto ao espago e tempo, pois existe uma tendéncia

de diminuicdo exploratéria ao longo do tempo (Genaro & Schmidek, 2002).

A avaliacdo comportamental incluiu a distancia percorrida total (distancia em
metros do percurso realizado pelo animal). Cada animal foi avaliado separadamente e o
aparato foi limpo com solugdo de alcool a 10% ao final de cada uso. E importante
salientar aqui que todos os animais, logo apés o teste da Placa quente, passaram pelo
campo aberto a fim de garantir que as possiveis alteracdes comportamentais observadas
nos animais estudados quando expostos a placa quente, foram decorrentes de alteracbes

na circuitaria nociceptiva e néo de disturbios motores.

E importante ressaltar aqui que todos os testes comportamentais (placa quente
com as diferentes drogas e o campo aberto) foram realizados por um Unico investigador,
que foi treinado previamente para utilizacdo dos aparatos e que foi mantido cego ao
longo de toda coleta de dados.

5.8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

5.8.1 Coleta do fluido cerebroespinhal da cisterna magna

Os filhotes aos 60 DPN, provenientes das ratas mantidas eutireoideas e
hipotireoideas durante a gestacdo, foram anestesiados com a mistura anestésica de
Ketamina (90 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) e apos verificacdo dos reflexos, foram
alocados no aparelho estereotaxico (Insight, Brasil). A cabeca dos mesmos foi
posicionada em flexdo maxima (adngulo de 90 graus com o pescoco), foi realizada a
tricotomia craniana seguida da palpacdo da cisterna magna e puncdo da mesma (Pegg et
al., 2010) com seringa (BD Ultra-fine Il, 6 mm de comprimento e 0,25 mm de
espessura). O liquor coletado da cisterna magna (50 pL - 100 pL) foi centrifugado
(centrifuga modelo 2K15 da marca Sigma Laborzentrifugen) a 1000 rpm por 3 min e 0
sobrenadante foi pipetado e estocado em eppendorf no freezer -80°C. Apds a coleta do
LCR os animais, ainda anestesiados, foram submetidos a decaptacdo e a medula
espinhal foi discecada e coletada para avaliacdo dos parametros oxidativos (vide item
5.9.1).
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Figura 34. Posiconamento do animal no aparelho estereotaxico para realizacdo da puncédo da cisterna

magna.

subarachnoic space

cisterna magna

] h \;\\ spinal cord

choroid plexus il

Figura 35. Representacdo da puncéo da cisterna magna com seringa (Liu et al., 2004)

5.8.2. Quantificacdo do conteudo de glutamato no liquido cerebroespinhal

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi realizada no fluido cerebro
espinhal (FCE) com aliquotas de sobrenadante isento de células para quantificar niveis
de glutamato (de acordo com Joseph M.H. & Marsden C.A., 1986). As amostras foram
derivatizadas com o-phthalaldehyde e a separagéo foi realizada com uma coluna de fase
inversa (Supelcosil LC-18, 250 mm x4,6 mm, Supelco) em um cromatografo liquido
Shimadzu Instruments em parceria com o Porf. Dr. Diogo Onofre da UFRGS (injecéo
de valvula de ciclo 50 mL). A fase movel fluiu em uma taxa de 1,4 mL /min e a

temperatura da coluna era de 24 ° C. A composic¢do do tampdo era A: 0,04 mol/L de di-
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hidrogenofosfato de mono-hidrato de sodio de tampao de fosfato, pH 5,5,contendo 20%
de metanol; B: 0,01 mol / L de di-hidrogenofosfato de sddio tampdo de fosfato de
mono-hidrato, pH 5,5, contendo 80% de metanol.

O perfil do gradiente foi modificado de acordo com o contetdo de tamp&o B em
fase movel: 0% a 0,00 min, 25% em 13,75 min, 100% em 15.00-20,00 min, 0% em
20,01-25,00 min. A absorvancia foi lida a 360 nm e 455 nm, excitacdo e de emisséo,

respectivamente, de um detector de fluorescéncia Shimadzu.

5.9. Avaliagdo dos parametros oxidativos

5.9.1 Coleta da medula espinhal

Os filhotes aos 60 DPN, provenientes das ratas mantidas eutireoideas ou
hipotireoideas durante a gestacdo, foram anestesiados com a mistura anestésica de
Ketamina (90 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) e apés verificacdo dos reflexos e puncéo da
cisterna magna passaram pelo procedimento de decaptagdo e a medula foi rapidamente
extraida por dissecacdo. A medula espinhal foi coletada e armazenada em eppendorf
que foi congelado em nitrogénio liquido. A posteriori, todos os eppendorfs foram

estocados em freezer a -80°C.

5.9.2. Parametros oxidativos na medula espinhal

5.9.2.1 Determinacdo do grau de peroxidacéo lipidica

O complexo formado por substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) é
amplamente utilizado como biomarcador de peroxidacdo lipidica em sistemas
bioldgicos, pois a determinacdo destes produtos envolve a quantificacdo dos aldeidos
formados durante a peroxidacdo lipidica, resultantes da degradacao de hidroperdxidos,

gue reagem com o 4cido tiobarbiturico, incluindo o malonaldeido (MDA).

Amostras da medula espinhal foram pesadas e homogeneizadas em 10 volumes
de solucdo de fosfato de potassio (10 mM, pH 7,4) contendo butil-hidroxitoluol (BHT;

12,6 mM) utilizado para prevenir a oxidacdo durante o preparo. A seguir, aliquotas
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contendo 200 pL do homogenato (em duplicata) foram incubadas a 90°C durante 45
min com 400 pL de solucdo contendo TBA a 0,37%, em meio &cido (acido
tricloroacético (TCA) a 15% e &cido cloridrico a 0,25 N). No final da incubacéo, as
amostras foram centrifugadas por 5 min a 14000 rpm, e 300 pL do sobrenadante foram
retirados e submetidos a extracdo do produto de reacdo com igual volume de n-butanol e
30 pL solugdo saturada de NaCl, seguida pela agitacdo em vortex por 30 s e
centrifugacdo durante 2 min a 14000 rpm. Os sobrenadantes (fase orgéanica) foram
pipetados em placa de 96 pocos para leitura dos valores de absorbancia em leitor de
microplaca Espectra Max plus 384 (Sunnyvale, EUA) a 535 nm (corrigidos pelos
valores de absorbéncia a 572 nm). Os resultados foram expressos como pmol de
MDA/mg de tecido (Bose et al., 1989), utilizando-se, para o célculo, o coeficiente de
extincdo molar do MDA de 1,55 x 10° M*cm™.

5.9.2.2 Determinacdo do conteudo de sulfidril

Grupamentos tidis indicam padrdo redox do meio celular. Se h& maior
quantidade de sulfidril, supde-se que o0 meio encontra-se redutor; se ha menor
quantidade de sulfidril, meio oxidante. Na técnica, os grupos SH livres das proteinas
reagem com 5,50-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), resultando na formacéo da
proteina tionitrofenilada e um &nion — 2-nitro-5-tiobenzoato —, amarelado. O contetdo
total de tidis foi determinado pelo método do acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) -
reagente DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA).

Amostras da medula espinhal foram pesadas e homogeneizadas em 10 volumes
de solucdo de fosfato de potassio (10 mM, pH 7,4). Em seguida foram centrifugadas a
5000 rpm por 10 min a 4°C. Os sobrenadantes foram separados e submetidos a dosagem
de proteinas, para normalizacdo na concentragdo de 1 ug/uL. O teste do reagente DTNB
foi realizado conforme condicGes descritas anteriormente. Em suma, 50 pl da amostra
normalizada foi misturada a 115 pl de PBS e 35 ul de tampédo forte (EDTA e acido
borico) (pH 8,5). A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 10 pl de DTNB. Os brancos, que
ndo incluiam amostra (proteina), foram processados simultaneamente. Apos uma hora
de incubagdo em temperatura ambiente, leu-se a absorbancia a 412 nm e mediram-se as
quantidades de acido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) formado (equivalentes a quantidade
de grupos sulfidrilas) (Ellman, 1959).
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Figura 36. Reacdo DTNB/Thiol.

5.9.2.3 Determinacao do contetdo de nitrito medular

As concentragdes de nitrito na medula foram determinadas usando o reagente de
Griess, adaptado de Grisham et al. (1996). Para o preparo do reagente de Griess, foram
misturadas quantidades iguais (1:1),de sulfanilamida a 1% e N-(1-naftil) etilenodiamina

dihidrocloridrato a 0,1% em acido fosforico a 5%.

As amostras de medula foram processadas na mesma condicdo que para
dosagem dos grupos sulfidril. Foi adicionado volume de 50 ul de acido ticloroacético
(TCA) 10% a 100 ul do sobrenadante, seguido por centrifugacdo a 10000 rpm por 5 min
a 4°C para desproteinizacdo da amostra. Em uma microplaca de 96 pogos, foram
colocados 100 pl do sobrenadante de cada amostra. Foi criada uma curva padrdo com
nitrito de sddio (NaNO;) 200 uM até a 11° dilui¢do na base 2. Em seguida, foram
adicionados 100ul de reagente de Griess aos pog¢os que continham a curva e as
amostras. O controle da reacdo (branco) foi feito pela adicdo de 100 pl de solugdo
tampao mais 100ul do reagente de Griess. A placa foi incubada & temperatura ambiente
por 10 min para permitir o desenvolvimento e a estabilizacdo do cromoforo. A
absorbéancia da reacdo foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda
a 540 nm (Grisham et al., 1996).
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A analise de regressao linear foi usada para calcular as concentracdes de nitrito
nas amostras em relagdo a curva padrdo de nitrito de s6dio (NaNO,, 200uM — 0,1 uM).
Os niveis de nitrito das amostras foram expressos em pM/mg de proteina e foram

analisadas estatisticamente.

5.9.2.4 Dosagem de proteinas

Em todos os experimentos, a concentracdo total de proteinas nos homogenatos
foi medida utilizando-se o reagente BCA. Para tracar a curva de calibracdo, foram
utilizadas concentragoes de 10, 50, 100, 200, 300, 400 ¢ 500 pg/mL de albumina do
soro bovino (BSA), diluidas a partir de uma solu¢do mae inicial de 1000 pg/mL.

5.10. Desenho experimental

O presente projeto foi divido em quatro blocos experimentais e todos eles
continham as trés categorias de animais descritas anteriomente (Categoria | : fémeas
adultas para acasalamento; Categoria Il: machos adultos para acasalamento; e Categoria
3: filhotes de mées hipotireoideanas e eutireoideanas).

Bloco I: Dosagem sérica do T3 e T4 totais (RIE)

1. Categoria I: 9 fémeas adultas para acasalamento

2. Categoria 2: 5 machos adultos para acasalmento

3. Categoria 3: 10 filhotes de mées eutireoideanas e 8 filhotes de maes
hipotireoideanas com 60 dias p6s natal (DPN) que foram decapitados
para coleta de sangue.

Bloco I1: Imunofluorescéncia para Tirosina Hidroxilase (TH)

1. Categoria I: 6 fémeas adultas para acasalamento
2. Categoria 2: 3 machos adultos para acasalmento
3. Categoria 3: 6 filhotes de mées eutireoideanas e 8 filhotes de maes

hipotireoideanas com 60 dias pos natal (DPN) que foram submetidos a
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perfusdo transcardiaca para retirada dos encefalos e posterior

processamento imunohistoquimico.

Bloco I11: Experimentos comportamentais

1. Categoria I: 27 fémeas adultas para acasalamento

2. Categoria 2: 14 machos adultos para acasalmento

3. Categoria 3: 14 filhotes de mées eutireoideanas e 13 filhotes de maes
hipotireoideanas com 60 dias pos natal (DPN) que foram submetidos a
mesuracdo da nocicepcdo térmica seriada com morfina; 8 filhotes de
mées eutireoideanas e 8 filhotes de mées hipotireoideanas com 60 dias
po6s natal (DPN) para mensuracdo da nocicepcdo térmica apos
manipulacdo farmacologica aguda com memantina (10 mg/kg),
administragdo unica; 9 filhotes de mées eutireoideanas e 9 filhotes de
maes hipotireoideanas com 60 dias pos natal (DPN) para mensuracao da
nocicepcdo térmica apo6s manipulacdo farmacoldgica cronica com
sertralina (10 mg/kg) por 21 dias consecutivos; 10 filhotes de mées
eutireoideanas e 10 filhotes de maes hipotireoideanas com 60 dias pds
natal (DPN) para mensuracdo da nocicepcdo térmica apds manipulacao

farmacoldgica cronica com AMPT (100mg/kg), administracdo Unica

E importante ressaltar que todos os animais do Bloco Il passaram pelo teste
campo aberto, logo ap6s serem expostos a placa quente. Isto se justifica pela
necessidade de se constatar que as respostas nociceptivas na placa quente (muito
dependentes de respostas motoras) sdo provenientes de alteracfes nos circuitos
ascendentes e/ou descendentes de dor e ndo de deterioragdo motora causada pela
inducdo do hipotireoidismo materno ou pelo uso dos farmacos ja citados.

Ao final da coleta de dados, todos os animais foram eutanasiados por método

recomendado pelo CONCEA (dose excessiva de anestésico tiopental, 100 mg/Kg).
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Bloco 1V: Coleta do liquor e medula

1. Categoria I: 8 fémeas adultas para acasalamento

2. Categoria 2: 4 machos adultos para acasalmento

Categoria 3: 8 filhotes de mées eutireoideanas e 8 filhotes de maes
hipotireoideanas com 60 dias pds natal (DPN) que foram submetidos a puncéao

da cisterna magna e coleta da medula espinhal.

A fim de evitar potencial viés da influéncia de animais provenientes de uma
mesma prole, irmdos da mesma ninhada foram utilizados em experimentos
distintos. Animais eventualmente excedentes de cada ninhada foram utilizados

em outros estudos em curso no laboratorio.
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|
TEMPO DE
: GESTACAO
I > Dias
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’
y ar Dosagem de T3 e T4

PROESTRO
METIMAZOL Imunofluorescéncia para
TH

527 . :
> Placa quente

- L

ACASALAMENTO Coleta de liquor e medula

Figura 37. Desenho experimental. DG: Dia de gestacdo; DPN: dia pds-natal.

5.11. Anélise estatistica

Os dados referentes aos testes de nocicepcao (Placa quente) e desempenho motor
(campo aberto) antes e ap0s a administracdo crénica da sertralina foram analisados por
meio do teste estatistico ANOVA three-way de amostras repetidas, sequido do post hoc

test de Bonferroni foi utilizado para avaliar os dados referentes & administragdo crénica
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de sertralina seguida de exposicao na placa quente. Two-way ANOVA foi utilizado para
avaliar estatisticamente os dados referentes a nocicepcdo térmica antes e ap6s a
administracdo seriada da morfina e os dados referentes a nocicepagdo termica e
distancia percorrida no campo aberto antes e apds administracdo da memantina e
AMPT. O teste T foi utilizado para analisar os dados referentes a duracdo da gestacao,
namero de filhotes por mées, TT4 e TT3 sérico aos 60 DPN, nimero de neurbnios
positivos para TH, quantificacdo de glutamato no liquor e parametros oxidativos. Mann
Withney foi utilizado para analisar os dados da massa corporal das mées ao longo da
gestacdo e dos filhotes aos 60 DPN. Para a correlacdo entre distancia percorrida no CA
e laténcia na PQ, a distancia percorrida no campo aberto, quando disponivel, foi
utilizada como covaridvel nas analises de variancia que possuiram a laténcia na placa-
quente como variavel dependente (ANCOVA com distancia percorrida como co-
variavel). O nivel critico fixado foi de 5% (P<0,05) para se admitir uma diferenca de
médias como estatisticamente significante. Os resultados foram expressos em média+

erro padrdo da média (EPM) ou mediana e intervalo interquartil.

117



6. RESULTADOS

Neste estudo, ndo foram identificadas diferencas no tempo de gestacdo (figura
38), bem como no namero de filhotes por ninhada das ratas tratadas com MTZ quando
comparadas as ratas eutiredideas (figura 39). Ademais, as fémeas foram pesadas no dia
da visualizacdo de espematozoide no lavado vaginal (DGO0), no inicio (DG 9) e apés 11
dias de tratamento com MTZ (DG 20) e ndo houve diferenga na massa corporal entre 0s
grupos de ratas [fémea eutireoidea (FE) e fémea hipotireoidea (FH)] nas idades

gestacionais avaliadas (figura 40).
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Figura 38. Efeito do HGE na duracdo da gestacdo (em dias). Foram incluidas 17 fémeas eutiredideas
(FE) e 20 fémeas hipotiredideas (FH). Dados sdo mostrados como mediatEPM Student t test.
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Figura 39. Efeito do HGE sobre no nimero de filhotes paridos. Foram incluidas 17 fémeas eutiredideas

(FE) e 20 fémeas hipotiredideas (FH). Dados sdo mostrados como médiaxtEPM, Student t test.
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Figura 40. Efeito do HGE no peso corporal das maes, antes (ODG), no inicio do tratamento (9 DG) e
onze dias apés o tratamento com MTZ (20DG) . Foram incluidas 17 fémeas eutiredideas (FE) e 20
fémeas hipotiredideas (FH). Dados sdo mostrados como mediana+ intervalo interquartil, Mann-Wihney

test.
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No que tange a influéncia do HGE na massa corporal dos animais aos 60 DPN,
foi observado que a prole de machos de maes hipotireoideas (PMH) séo
significativamente mais leves do que a prole de maes eutiredideas [262 (233.5-283) vs
246 (228-261), p<0,01) (figura 41).
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Figura 41. Efeito do HGE sobre a massa corporal aos 60DPN da prole de maes eutireoideas (PME) e
hipotireoideas (PMH). Grupo Controle (prole de mées eutiredideas (PME), n=44) e Grupo
Hipotireoidismo (prole de maes hipotiredideas (PMH), n=46). Dados sdo mostrados como medianax
intervalo interquartil. (**)p<0.01, Mann Whitney test.

Observou-se que os filhos de maes hipotiredideas, quando comparados aos de
maes eutiredideas, apresentaram maior concentracao sérica de triioditironina total (TT3)
(32,38 £ 2,17 vs 42,66 + 4,,48, p<0.05) sem diferenca estatistica na concentracdo sérica
de tiroxina total (TT4) (figura 42).
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Figura 42. Efeito do HGE nas concentragdes séricas de (A) tiroxina total (TT4) e(B) triiodotironina (T3)
na prole aos 60 DPN. Grupo Controle (prole de maes eutiredideas [PME], n=8) e Grupo Hipotireoidismo
(prole de mées hipotiredideas [PMH], n=6). Dados sdo mostrados como médiatEPM. (*) p<0.05, Student

t test.

Para os dados de sensibilidade térmica avaliados, por meio da placa quente, no
basal e ap6s a administracdo da morfina é possivel observar que houve interacdo
estatisticamente significativa entre os fatores tempo e tratamento (F(4, 80) = 2,50; p
<0,05), decorrente da menor sensibilidade ao estimulo térmico pela PMH, nos tempos
de 30 (10.41+ 0.9 svs 12.75+ 1.0 s, p< 0.001) e 60 minutos (11.60+0.7s vs 13.29+ 0.3s,
p<0.05), quando comparados a PME (figura 43).
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Figura 43. Efeito do HGE na nocicep¢do térmica da prole aos 60 DPN antes e apés a injecdo i.p. 30, 60,
90 e 120 minutos apos a injecdo da morfina. Grupo Controle (prole de médes eutiredideas [PME],
n=13) e Grupo Hipotireoidismo (prole de mdes hipotiredideas [PMH], n=11). Dados sdo

mostrados em mediaxtEPM. (*) p<0,05, (***) p<0.001, Anova two-way, Bonferroni post hoc test.
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Laténcia (s)

Para os dados de sensibilidade térmica supraespinhal avaliados no basal e apos a
administracdo cronica de sertralina é possivel observar que ndo houve qualquer
alteracdo estatistica significativa na placa quente (Figura 44, Painel A). No campo
aberto, a droga néo afetou a distancia percorrida (Figura 44, Painel B), sendo importante
ressaltar que ndo foi observado correlacdo entre o comportamento dos animais no
campo aberto e na placa quente (a covariavel distancia percorrida ndo contribuiu para a
resposta na placa quente), indicando que o efeito comportamental nos animais na placa

quente, promovido pela sertralina, é independente do comportamento no campo aberto.
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Figura 44. Efeito do HGE na nocicep¢do térmica (A) na placa quente e a distancia percorrida (B) no
campo aberto da prole aos 60 DPN antes e 30 min apds a injecdo de sertralina nos dias 0, 3, 11 e 21 de
tratamento. Grupo Controle (prole de maes eutiredideas [PME], n=9) e Grupo Hipotireoidismo (prole de
mées hipotiredideas [PMH], n=9). Dados sdo mostrados em mediaxtEPM. Anova two-way, seguido do
Bonferroni post hoc test.
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Quando os animais foram avaliados na placa quente antes e trés horas apés a
injecdo intraperitoneal de AMPT, nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os
grupos (PMH x PME) (figura 45, Painel A), sendo que a distancia percorrida no campo
aberto reduziu apds o AMPT independente do grupo (fator tempo: F(1, 84.1) = 1989; p
<0.0001) (figura 45, Painel B). Nao foi possivel observar correlacéo significativa entre

0s comportamentos dos animais na placa quente e no campo aberto.
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Figura 45. Efeito do HGE na nocicep¢do térmica (A) na placa quente e a distancia percorrida (B) no
campo aberto da prole aos 60 DPN antes e 3 horas apés a injecdo i.p. de AMPT. Grupo Controle (prole
de maes eutiredideas [PME], n=10) e Grupo Hipotireoidismo (prole de maes hipotiredideas [PMH],
n=10). Dados sdo mostrados em mediatEPM. Anova two-way, seguido do Bonferroni post hoc test.
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A quantificacdo de neurbnios positivos para tirosina hidroxilase (TH) na
substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral (PAGvI) revelou auséncia de diferencas

entre os grupos (figura 46).
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Figura 46. Efeito do HGE no nimero de neurdnios positivos para Tirosina hidroxilase na PAG
ventrolateral aos 60 DPN. Grupo Controle (prole de mées eutiredideas [PME], n=6) e Grupo
Hipotireoidismo (prole de mdes hipotiredideas [PMH], n=6). Dados sdo mostrados em mediatEPM.
Student t test.

A avaliacdo comportamental do sistema glutamatérgico por meio da placa
guente antes e 30 minutos apds a injecdo intraperitoneal de memantina evidenciou
auséncia de diferencas entre 0s grupos experimentais (fator tratamento e interacdo p >
0.05) e diferenca estatistica apenas para o fator droga (F(1,15) =6.96; p <0.05),
independente dos grupos estudados (figura 47, Painel A). No campo aberto, a
memantina promoveu reducao da distancia percorrida igualmente entre os grupos (fator
droga: F(1,30)= 30.78 ; p<0.001) (figura 47, Painel B), sendo importante ressaltar que a
covariavel distancia percorrida contribuiu significativamente para o modelo. Isto ¢, a
reducdo da distancia percorrida no campo aberto, 30 min ap6s a administracdo da
memantina, potencialmente justifica a reducdo da laténcia observada apds a

administracgdo i.p. da droga nos animais avaliados.
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Figura 47. Efeito do HGE na nocicepgdo térmica (A) na placa quente e distancia percorrida (B) no
campo aberto e correlacdo entre distancia percorrida e laténcia na placa quente (C) da prole aos 60 DPN
antes e 30 min apos a inje¢do i.p. de Memantina. Grupo Controle (prole de médes eutiredideas [PME],
n=8) e Grupo Hipotireoidismo (prole de maes hipotiredideas [PMH], n=8). Dados sdo mostrados em
mediatEPM. Anova two-way, seguido do Bonferroni post hoc test.

A quantificacdo de glutamato no liquor cefalorraquidiano (LCR) mostrou
reducdo de glutamato no liquor da PMH quando camparado ao grupo controle (4,32 +
0,71vs 2,11 + 0,14, p<0.01) (figura 48).
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Figura 48. Efeito do HGE no contetido de glutamato no LCR na prole aos 60 DPN. Grupo Controle
(prole de mées eutiredideas [PME] n=6) e Grupo Hipotireoidismo (prole de maes hipotiredideas [PMH],
n=6). p<0.01, Student t test.

A quantificacdo indireta do aumento da oxidacdo na medula espinhal, nos
grupos experimentais avaliados aos 60 dias pds natal, evidenciou auséncia de diferenca
estatistica para sulfidril e nitrito (figura 49, painel A e B, respectivamente) e aumento
significativo na peroxidacao lipidica na PMH quando esta foi comparada a PME (figura

49, painel C, 0,92 + 0,19 vs 1,4 + 0,09, p<0.05).
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Figura 49. Efeito do HGE nos parametros oxidantes na medula espinhal da prole aos 60 DPN. Painel A:
Sulfidril; Painel B: Nitrito;e Painel C: T-bars. Grupo Controle (prole de mées eutiredideas [PME], n=8) e
Grupo Hipotireoidismo (prole de mées hipotiredideas [PMH], n=8.(*)p<0.05, Student t test.
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7.DISCUSSAO

O presente estudo evidenciou que a administracdo de MTZ induzindo HGE em
ratas prenhas ndo promoveu nenhuma alteragcdo nos parémetros avaliados nas maes.
Entretanto, alteragdes foram observadas no desenvolvimento corporal, no
comportamento nociceptivo apds a morfina, no conteudo de glutamato no LCR e na

lipoperoxidacéo da medula espinhal da prole.

Acompanhamento das maes

O nosso grupo ja mostrou, em trabalho previamente publicado (Alves et al.,
2013), que o protocolo de inducdo de hipotireoidismo gestacional (0.02% de MTZ na
agua de beber do DG 9 até o parto) é eficaz para produzir reducdo significativa do TT3
e do TT4, no DG 20, nas ratas prenhas tratadas quando comparadas as controles.
Acrecido a isto, estudo desenvolvido por Ahmed et al., (2010) j& havia apontado que a
concentracdo de 0,02% de MTZ adicionada a agua de beber por 10 dias é capaz de
gerar, nas ratas prenhas, reducdo nos niveis circulantes de TT3 e TT4. Mais
recentemente, o0 mesmo protocolo de inducdo de hipotireoidismo foi utilizado em
camundongas prenhas e os autores também observaram reducdo significativa das
concentracOes séricas de TT4 e TT3 e aumento do TSH nos animais tratados, quando
comparados aos controles (Albornoz et al., 2013).

Os dados do nosso grupo (Alves et al., 2013), que utilizam o mesmo protocolo
de inducdo de HGE, corroboram os nossos achados no que diz respeito a auséncia de
alteracdo significativa no ganho de massa corporal pelas ratas prenhas hipotireoideas
guando comparadas as controle. Contrariamente, estudo de Lasley & Gilbert, (2011),
utilizou PTU (0,001%) e foi evidenciado reducdo discreta, porém significativa, do peso
corporal, no DG 20, de ratas gestantes tratadas a partir do 6° dia de gestacdo. No
entanto, mais uma vez refletindo os nossos achados, van Wijk et al., (2008) mostraram
que a inducdo do hipotireoidismo materno (com dieta pobre em iodo associado a
perclorato de potéssio a 0,75% na agua de beber duas semanas antes do acasalamento
até o parto) ndo afetou o peso corporal das maes tratadas durante o periodo gestacional.

O mesmo foi observado mais recentemente por Kobayashi et al., (2014), que, ao
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tratarem ratas no periodo perinatal (DG 15 até 20 DPN) com diferentes doses de PTU
(0.5, 1, ou 2 mg/kg/dia, via gavagem), ndo constataram alteragdo na massa coporal das
mées. Isto aponta para a enorme possibilidade de que uma hipofuncgéo tireoideana nao
gere, necessariamente, sinais e sintomas classicos nas gestantes. Clinicamente, até o
presente momento, ndo existem relatos na literatura cientifica de estudos que comparem
0 ganho de massa corporal das maes com hipotireoidismo gestacional com as

eutireoideas.

No que diz respeito a duragdo da gestacdo, ndo encontramos diferencas entre as
ratas tratadas com MTZ e as controle. Estes achados corroboram os achados prévios do
nosso grupo Alves et al., (2013). Além disso, concordaram com 0s nosso resultados
Panciera et al., (2007), que identificaram que cadelas tratadas com iodetoradioativo
(para induzir hipotireoidismo) durante a gestacdo, ndo apresentaram tempo prolongado
de gestacdo quando comparadas as cadelas do grupo controle. No entanto estes dados
ndo estdo de acordo com aqueles observados por Hapon et al., (2003) que induziram
hipotireoidismo em ratas com PTU (0.1 g/L™) oito dias antes do acasalamento e
identificaram aumento no tempo de gestacdo das ratas tratadas quando comparadas as
do grupo controle. Neste contexto, Albornoz et al., (2013) identificaram que
camundongas prenhas tratadas com MTZ 0.02%, exclusivamente no periodo gestacional
(10 DG ao 21 DG) apresentaram menor tempo de gestacdo. Assim, a chegada com éxito
ao termo, ou seja, o parto de um produto vivo também pode coexistir com o
hipotireoidismo gestacional, apesar da correlacdo entre hipotireoidismo (subclinico ou
clinico) e aborto ou parto prematuro evidenciada pelos estudos