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RESUMO

INFLUENCIA DO HIPOTIREOIDISMO GESTACIONAL EXPERIMENTAL NA
BIOLOGIA DO COMPORTAMENTO INGESTIVO E PERFIL METABOLICO DA
PROLE DE RATAS, Danielle Pereira Gaujac, Sdo Cristovéo, 2013.

Recentes abordagens experimentais tém imputado valor aos eventos ocorridos durante a vida
intrauterina como cruciais no aparecimento de doencas na vida pos-natal. Os hormonios
tireoidianos (HTSs) sdo criticos para fisiologia do metabolismo e desenvolvimento corporal. O
objetivo do presente estudo foi investigar as repercussGes da caréncia dos HTs em ratas
prenhes na evolucdo ponderal da massa corporal, perfil bioquimico, comportamento ingestivo
de racdo, agua e sodio (NaCl 0,3M) da prole em diferentes idades pos-natais. O
hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) foi induzido através da adicdo de metimazol
0,02% na agua de beber a partir do dia 9 de gestacdo até o parto. O grupo de prole (machos e
fémeas) de maes hipotireoideanas (PMH) foi comparado ao grupo controle de maées
eutireoideanas (PME). Realizou-se o teste de tolerancia a insulina (TTI) e o teste de tolerancia
a glicose (TTG). Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA de duas ou trés vias,
guando necessario, seguidos do pds-teste de Bonferroni. De acordo com os resultados obtidos,
observou-se que a PMH apresentou massa corporal menor aos 23 e 30 dias po6s-natal (DPN)
(p<0,0001). Padrao similar foi encontrado quando as proles foram separadas por género, aos
60, 90 e 120 DPN (p<0,0001, para ambos 0s géneros). No entanto, ndo houve diferenca
significativa na ingestdo de racdo entre os machos PMH e PME. As fémeas da prole de mées
hipotireoideanas (f-PMH) apresentaram menor capacidade de reduzir a glicemia no TTI
(p=0,0224) sem alteracdo no TTG. Aos 60 DPN, a concentracdo sérica de glicose foi maior
nas f-PMH (p = 0,013) que nas f-PME. Nos machos prole de mées hipotireoideanas (m-PMH)
o colesterol plasmatico foi elevado aos 60 DPN e reduziu aos 120 DPN (p<0,0001), quando
comparado aos machos prole de maes eutireoideanas (m-PME). Nas f-PMH o colesterol
sérico foi menor somente aos 120 DPN (p=0,035). O HDL sérico foi menor na PMH aos 15 e
30 DPN (p=0,04), e continuou menor nas f-PMH aos 60, 90 e 120 DPN (p=0,024).
Entretanto, o HGE elevou as concentracdes séricas de TGL, bem como de VLDL, na PMH
aos 15 DPN, e apés a puberdade (aos 60 DPN), somente nos m-PMH (p<0,0001). A
concentracdo sérica de ureia foi menor na PMH aos 15 e 30 DPN. Interessantemente, a ureia
sérica foi invertida aos 60 DPN, se apresentando elevada tanto em m- (p=0,006) como em f-
PMH (p=0,003), quando comparados aos respectivos grupos controle. Aos 120 DPN, a massa
da gordura retroperitoneal foi menor tanto em m- (p=0,05) como em f-PMH (p=0,009).
Adicionalmente, em todas idades estudadas, as massas relativas dos rins e do figado foram
menores tanto em m- (p=0,001) como em f- da PMH (p=0,008). Em concluséo, demonstrou-
se, pela primeira vez, que 0os HTs maternos sao criticos para o desenvolvimento ontogénico de
sistemas que regulam o metabolismo de energia ao longo da vida da prole, resultando numa
reducdo da massa corporal, instabilidade bioquimica ao longo da vida, menor sensibilidade a
insulina em fémeas, e um atraso no desenvolvimento de 6rgéos criticos para 0 metabolismo de
macronutrientes.

Palavras chave: hipotireoidismo congénito; comportamento de ingestao de liquidos; ingestao
alimentar; marcadores bioquimicos; ratos; diferencas sexuais
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ABSTRACT

INFLUENCE OF EXPERIMENTAL GESTATIONAL HYPOTHYROIDISM ON THE
BIOLOGY OF INGESTIVE BEHAVIOR AND METABOLIC PROFILE IN OFFSPRING OF
RATS, Danielle Pereira Gaujac, Sao Cristovao, 2013.

Recent experimental approaches attribute value to events occurring during intrauterine life as
crucial in the onset of several diseases during postnatal life. Thyroid hormones (TH) are
critical to the physiology of metabolism and body development. The aim of this study was to
investigate the repercussions of lack of TH during pregnancy on body mass gain, metabolic
profile, ingestive behavior of food, sodium (0.3M NaCl) and water in rat offspring at different
postnatal ages. The experimental gestational hypothyroidism (EGH) was induced by the
administration of 0.02% methimazole (MMI) in ad libitum drinking water from day 9 of
gestation until delivery. Offspring (males and females) from MMI-treated dams (OMTD)
were compared to their corresponding control offspring (i.e. male and female offspring from
water-treated dams; OWTD). Insulin tolerance test (ITT) and glucose tolerance test (GTT)
were also performed. Two- or three-way ANOVA followed by Bonferroni post-test were
performed when necessary. OMTD showed lower body weight on PND 23 and 30
(p<0.0001). Similar profile was observed when the offspring were separated by gender, at
least during the experimental period (PND 60, 90 and 120; p<0.0001 for both genders).
However, there was no difference in the amount of food intake when males of OMTD (m-
OMTD) were compared to OWTD (m-OWTD). Female of OMTD (f-OMTD) had lower
ability to reduce glucose plasma level at ITT (p = 0.0224), otherwise, no change in GTT (p =
0.1313) was observed. At PND 60, glucose plasma level was higher in f-OMTD than in f-
OWTD (p = 0.013). In m-OMTD, plasma cholesterol was higher in PND 60 and lower on
PND 120 (p <0.0001), when compared to m-OWTD. In f-OMTD, cholesterol was lower only
at PND 120 (p = 0.035). The high density lipoprotein (HDL) cholesterol was lower in OMTD
on PND 15 and 30 (p = 0.04) and remained lower only in f-OMTD on PND 120 (p = 0.024).
Moreover, EGH induced an increased in plasma triglycerides (TGL), as well as, in serum
level of very low density lipoprotein (VLDL) cholesterol in offspring at DPN 15 (p = 0.039)
and also after puberty (at DPN 60), but only the m-OMTD (p < 0.0001). The serum urea was
lower in OMTD on PND 15 and 30. Interestingly, serum urea was inverted at DPN 60 in both,
m- and f-OMTD (p = 0.006, and p = 0.003, respectively), when compared to their respective
control groups. At PND 120, retroperitoneal fat weight was lower both in m- (p = 0.05) and f-
OMTD (p = 0.009). Additionally, at all studied ages, relative kidney and liver mass was lower
in m- (p = 0.001) and f-OMTD (p = 0.008). In conclusion, we demonstrated, for the first time,
that maternal TH are critical to the ontogenetic development of systems that regulate energy
metabolism throughout the life of the offspring, resulting in a reduction in body mass,
biochemical instability throughout the life, lower sensitivity to insulin in females, and, a delay
in the development of critical organs for the metabolism of macronutrients.

Keywords: congenital hypothyroidism; drinking behavior; eating; biological markers; rats;
sex characteristics
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1 INTRODUCAO

Inimeras alteragcdes organicas, comumente diagnosticadas atualmente, ndo tém suas
etiologias seguramente determinadas. Neste contexto, recentes abordagens experimentais tém
imputado valor aos eventos ocorridos durante a vida intrauterina como favoraveis no
aparecimento dessas doencas em diferentes momentos da vida pdés-natal (ENTRINGER et al.,
2011; FOWDEN; FORHEAD, 2004).

O desenvolvimento intrauterino € um processo complexo e dindmico que se
caracteriza pela interagcdo de fatores maternos e fetais. O desenvolvimento fetal adequado
depende de condicBes ideais para a manutencdo dos indices de proliferagdo, crescimento e
diferenciacdo celular adequados, caracteristicos deste processo. Assim, distarbios no
suprimento de macro e micronutrientes, oxigénio e horménios durante a gestacdo, ou a
exposicdo indevida a agentes potencialmente deletérios, podem comprometer o
desenvolvimento do feto e resultar em consequéncias na sua vida adulta (FOWDEN et al.,
2006; KANAKA-GANTENBEIN, 2010).

Os hormonios tireoidianos (HTs) exercem acgdes fisioldgicas essenciais na regulacédo
do crescimento e desenvolvimento dos diversos sistemas organicos, sobretudo no sistema
nervoso central e na modulacdo de varias rotas metabolicas, por meio de alteracdes no
consumo de oxigénio e mudangas no metabolismo das proteinas, lipideos, carboidratos e
vitaminas. Os HTs também afetam a sintese e degradacdo de outros horménios e fatores de
crescimento e, assim, indiretamente, influenciam a sinalizacdo endocrina. A integracdo dos
efeitos mediados por esses hormonios permite alteracdes metabdlicas necessarias para o
adequado desenvolvimento tecidual (GICQUEL,; EL-OSTA; LE BOUC, 2008; SMITH et al.,
2002) .

A caréncia na producgéo ou na atuacdo dos hormonios tireoideanos leva ao quadro de
hipotireoidismo (PATEL et al., 2011). As disfuncdes tireoidianas durante o periodo



gestacional s&o descritas variando entre 0,3 e 10% em diferentes estudos (KLEIN et al., 1991;
LI et al., 2010; VAIDYA et al., 2007). Neste contexto, ressalta-se que durante a gestacéo o
feto encontra-se inapto a suprir, sozinho, as suas necessidades de HTs, assim, 0 suprimento

materno desses horménios sdo essenciais para o desenvolvimento adequado do feto.

Os HTs promovem alteracdes generalizadas na massa muscular e atuam diretamente
no desenvolvimento e maturacdo do sistema nervoso central (SNC) (FOWDEN; SILVER,
1995). As agOes moleculares desses hormonios modificam a expressdo de receptores
hormonais, de canais i6nicos, de transportadores e de proteinas do citoesqueleto (PASCUAL;
ARANDA, 2012). Essas ac¢Oes pontuais, em tecidos especificos, induzidas por alteracdes nas
concentracdes dos HTs, produzem alteracfes morfoldgicas e funcionais nos diversos sistemas
organicos. A ocorréncia dessas alteracdes devido a quantidades insuficientes dos HTs, durante
a vida intrauterina, pode predispor diversos tecidos a deflagrar mecanismos fisiopatoldgicos
mais tardiamente, ao longo da vida adulta (FOWDEN; FORHEAD, 2004).

Neste contexto, o presente estudo pretende avaliar as repercussdes do
hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) no desenvolvimento de alteragdes
metabdlicas, hormonais e nos comportamentos ingestivos de sodio, dgua e racdo ao longo da

vida pos-natal da prole.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROGRAMACAO INTRAUTERINA

O desenvolvimento intrauterino corresponde a um processo complexo e dinamico
que, para sustentar o 6timo crescimento e a sobrevivéncia fetal, requer a interacdo entre
fatores maternos e fetais. O desenvolvimento normal s6 € possivel se as condi¢cdes necessarias
para a manutencdo dos altos indices de proliferacdo, crescimento e diferenciacéo,
caracteristicos desse processo, existirem. Assim, distdrbios no suprimento de macro e micro
nutrientes, oxigénio e/ou hormdnios durante a gestacdo, podem comprometer o
desenvolvimento do feto e resultar em consequéncias na vida adulta (WARNER; OZANNE,
2010).

De acordo com a hipbtese da origem fetal das doencas adultas, o ambiente
intrauterino, devido a plasticidade caracteristica do periodo do desenvolvimento, pode
permanentemente influenciar o bindbmio salde-doenca a longo-prazo. Desta forma, a restri¢do
do crescimento intrauterino, devido tanto a fatores maternos, como placentarios e genéticos,
podem permanentemente alterar o estado enddcrino-metabdlico do feto (KANAKA-
GANTENBEIN, 2010).

Essa hipdtese foi inicialmente proposta por Barker e colaboradores que realizaram
estudo epidemioldgico nas cidades inglesas de Hertfordshire, Preston e Sheffield (BARKER,
1993, 1996). No estudo foi demonstrado que a mortalidade por doenca coronariana era duas
vezes maior nos individuos que se localizavam no limite inferior da curva de distribui¢do do
peso ao nascimento. Para explicar este fenbmeno, o autor prop6s o que hoje e denominado
“Hipotese de Barker”. Segundo ele, periodos de rdpida divisdo celular ocorrem durante o

desenvolvimento do feto, conhecido como periodos criticos, nos quais sdo formados os



diversos 0rgéos e tecidos. Eventos ocorridos durante estes periodos podem alterar a estrutura
e funcdo dos sistemas em desenvolvimento gerando consequéncias precoces (alteragdo no

peso ao nascimento) e/ou tardias (doencas na vida adulta).

O conjunto destes e de outros estudos geraram o conceito de plasticidade de
desenvolvimento (em inglés “developmental plasticity’’) definido como um processo por meio
do qual diferentes gendtipos podem resultar na presenca de um Unico fendtipo em resposta a
estimulos ambientais durante a vida intrauterina. Esses estimulos tém implicacdes adicionais,
considerando que seus efeitos podem ser transferidos e perpetuados entre geragcdes por meio
de mecanismos epigenéticos (DRAKE; WALKER, 2004).

Os hormoénios exercem importante funcdo na regulacdo do crescimento e
desenvolvimento, de modo que a concentracdo e bioatividade destes variam em resposta a
muitas das alteracfes ambientais que conhecidamente causam a programacdo intrauterina. No
caso dos HT, por serem lipossollveis e atravessarem a placenta, a resposta adaptativa do feto
a condicbes adversas, reflete tanto a atividade das glandulas enddcrinas maternas quanto
fetais. O periodo em que o insulto ocorre, nos diferentes tecidos, é importante para a
determinacdo dos efeitos programados, tendo em vista que na organogénese varios sistemas
apresentam padrdes de crescimento intrinsecos (GICQUEL; EL-OSTA; LE BOUC, 2008).

2.2 SINTESE DOS HORMONIOS TIREOIDIANOS

A glandula tiredide é constituida por uma grande quantidade de foliculos preenchidos
pela substancia coloide. Estas células foliculares, que compdem a estrutura do foliculo,
sintetizam uma proteina denominada tireoglobulina (TG) e a secreta nos foliculos da tiredide
(KIRSTEN, 2000). Cada molécula de tireoglobulina contém o aminoéacido tirosina em sua
composicdo, sendo esta a base de construcdo para 0s hormonios tireoidianos
(CARAYANNIOQOTIS, 2007).

A sintese de hormonios tireoidianos esta diretamente ligada ao iodo e envolve trés
passos basicos (CARAYANNIOTIS, 2007). Primeiramente, o iodo proveniente da dieta é



absorvido pelo trato digestorio e transportado por proteinas da membrana basal das células
foliculares para o citoplasma, mantendo as concentragdes intracelulares de iodo sempre mais
elevadas que no fluido extracelular (GLUZMAN; NIEPOMNISZCZE, 1983). Logo apds, o
iodo migra para a superficie apical, onde é oxidado e convertido para sua forma ativa (I") pela
enzima tireoperoxidase (COOPER, 1984). A tireoperoxidase € responsavel pela catalise da
incorporacdo do I aos residuos tirosina e pela ligagdo das moléculas de iodotirosina na
tireoglobulina, a qual determinara a formacdo dos horménios tireoidianos. A tireoglobulina,
produzida no citoplasma da célula da tiredide, é depositada no Iimen folicular, servindo como
matriz para a sintese e o armazenamento dos hormonios tireoidianos (BERNAL;
GUADANO-FERRAZ; MORTE, 2003). Por fim, as moléculas de tirosina iodinadas sdo
agrupadas formando as moléculas dos horménios tireoidianos. Uma di-iototironina acrescida
de uma mono-iodotirosina resultara em tri-iodotironina (T3), ja duas di-iodotironinas irdo
formar a tiroxina (T4).

Apos a sua formagdo, uma parte dos HTs fica armazenado e uma parte é liberado
pela acdo do hormdnio estimulante da tiredide (TSH). A producdo diaria de T3 é de
aproximadamente 20% em relacdo a producdo total, essa quantidade é liberada diretamente na
circulagdo pela glandula tireoide, ja que a maior parte da conversdo de T4 em T3 se da em
tecidos periféricos (CASSIO et al., 2003). Este processo no qual o precursor do T4 é
convertido na forma ativa do horménio T3 é conhecido como deiodacao central e periférica
(WU et al., 2005).

2.2 ATIVIDADE DAS DEIODASES

As reac0es de deiodacdo sdo catalisadas por trés enzimas, denominadas iodotironinas
deiodases tipo 1 (D1), tipo 2 (D2) e tipo 3 (D3). Essas enzimas possuem caracteristicas
distintas baseadas na distribuigdo tecidual, substrato de preferéncia, cinética e sensibilidade a
inibidores (BIANCO et al., 2002; ST GERMAIN; GALTON, 1997).

A atividade coordenada das deiodases nos diferentes tecidos confere homeostase
plasmatica dos HTs, assim como uma adequada exposi¢cdo dos tecidos a esses hormonios. A

concentracdo tecidual de T3 varia conforme o transporte do hormonio para o tecido e a



atividade local das deiodases, capazes de aumentar ou diminuir o T3, independente das
concentragOes séricas dos HTs (SILVA; LARSEN, 1983).

A D1 é uma proteina integral de membrana, localizada na membrana plasmatica. Em
ratos, essa enzima é encontrada principalmente na tiredide, figado, rim, hipofise, sistema
nervoso central (SNC), intestino e musculo (BIANCO et al., 2002; CHOPRA; TAING;
MIKUS, 1996; LISBOA et al., 2003) . Sua sintese aumenta em resposta aos HTs, tanto em
ratos como em humanos (BIANCO et al., 2002). Alguns fatores podem modular a sintese
e/ou atividade da D1, tais como os glicocorticides, estrdégeno, testosterona, citocinas,
horménio do crescimento (GH), prolactina, leptina, insulina e estado nutricional (BATES et
al., 2000; BECKETT et al., 1989; BEHNE et al., 1990; HARRIS et al., 1978; LISBOA et al.,
2003; LOPRESTI et al.,, 1989; PEKARY et al.,, 1994). A D1 apresenta sua atividade
aumentada no hipertireoidismo e diminuida no hipotireoidismo, sendo blogueada pelo uso de
propiltiouracil (PTU), um composto antitireoidiano que inibe a atividade da tireoperoxidase e,
por conseguinte , a biossintese dos HTs (CHOPRA; TAING; MIKUS, 1996).

A D2 é uma proteina transmembrana, localizada no reticulo endoplasmatico. Essa
enzima € altamente expressa no SNC, na hipoéfise, no tecido adiposo marrom e placenta. A D2
regula a concentracdo intracelular de T3, sobretudo onde a concentracdo de T3 é critica
(SILVA; LARSEN, 1985). Tem a sua atividade elevada no hipotireoidismo e diminuida no
hipertireoidismo, sendo insensivel ao PTU, porém inibida pela T4 e triiodotironina reversa
(rT3) (KOHRLE, 1999).

A D3 é a principal enzima inativadora dos HTs, localizada na membrana plasmatica,
com maior parte de sua molécula na face extracelular. Esta enzima € muito expressa nos
tecidos em desenvolvimento, principalmente no SNC, embora também seja detectada em
tecidos como pele, placenta e figado de humanos e ratos (BATES et al., 2000). A D3
apresenta sua atividade aumentada no hipertireoidismo e diminuida no hipotireoidismo. No
entanto, gera apenas produtos inativos, rT3 e T2, a partir do T4 e T3, pois atua removendo 0
iodo da posicdo 5 destas iodotironinas (CROTEAU et al., 1995).



2.3 RECEPTORES TIREOIDIANOS

As acdes biologicas dos HTs dependem de forma importante de sua interacdo com
receptores de alta afinidade (receptores tireoidianos - TRs), localizados no nucleo das suas
celulas alvo. Essa familia de receptores e subdividida em trés grupos especificos: TR1, TR2 e
TR3. Varios subtipos de receptores tireoidianos foram identificados: TR-al, TR-02, TR-B1,
TR-B2.

O TR-al e TR-B1 séo as formas biologicamente ativas desses receptores, enquanto
que 0 TR-a2 diminui a capacidade de ligagdo do T3, apresentando acdo inibitdria sobre a
atividade do T3 (BAXTER; TYRRELL, 1994; ROBERTS; LADENSON, 2004). Os
receptores TR-B1 e TR-PB2 contribuem para a regulacdo da libera¢do do horménio liberador de
tireotropina (TRH). Estes receptores possuem papel chave no mecanismo de feedback
negativo que os HTs circulantes desempenham sobre a producdo hipotaldamica e pituitaria de
TRH e TSH, respectivamente (DUPRE et al., 2004).

Os HTs classicamente regulam a expressdo génica ao se ligar a receptores
tireoidianos de alta afinidade que reconhecem elementos de respostas especificas por meio de
genes alvos, tal efeito resulta na ativacdo ou inibicdo da transcri¢cdo desses genes. Entretanto,
alguns efeitos dos HTs ocorrem rapidamente e ndo sdo afetados por inibidores de transcricdo
e traducdo, devido a mediacdo do T3 em acbes ndo-gendmicas (BASSETT; HARVEY;
WILLIAMS, 2003).

A acdo nao-gendmica ocorre pela regulacdo de canais idnicos, fosforilacdo oxidativa
e transcricdo génica mitocondrial que envolve a geracdo de segundos mensageiros
intracelulares e inducéo de cascata de sinalizag&o levando a um aumento da concentracdo de
calcio intracelular, de monofosfato ciclico de adenosina (AMP-c) e acdo das proteinas
quinases (BASSETT; HARVEY; WILLIAMS, 2003).

2.4 REGULACAO NEUROENDOCRINA DO EIXO HIPOTALAMO HIPOFISE
TIREOIDE (HHT)

O eixo HHT é o principal regulador da funcéo tireoidiana. Neurdnios hipotalamicos
produtores de TRH possuem seus pericarios localizados predominantemente no nucleo
paraventricular (BAXTER; TYRRELL, 1994; VOLPATO; NUNES, 2001). Seus terminais



axonais fazem contatos sinapticos com capilares da capsula externa da eminéncia média do
hipotalamo onde liberam o TRH. Apds a captacdo capilar, o neuropeptideo alcanca 0s
tireotrofos hipofisarios pelo sistema porta hipotalamo-hipofisario, provendo a secrecdo de
tireotropina, ou TSH. O TSH estimula a sintese de tireoglobulinas, o processo de sequestro de
iodeto e todas as etapas subsequentes para a formacdo de T3 e T4 (BAXTER; TYRRELL,
1994).

As acdes que os HTs desencadeiam nas células alvo repercutem em efeitos
bioldgicos marcantes na atividade dos varios tecidos e sistemas, 0s quais, em geral, tém sua
atividade bastante elevada quando sob a agé@o destes hormdnios, os quais elevam a expressédo e
a atividade de vérias enzimas do metabolismo oxidativo, ATPases, transportadores ibnicos e
proteinas importantes para o desenvolvimento de varias fungdes especificas dos mesmos. De
modo que alteragdes nas concentracGes desses hormonios, detectadas nas disfungdes
tireoidianas, produzem efeitos importantes nas atividades de enzimas relacionadas ao
metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas promovendo alteracdes metabolicas
(VOLPATO; NUNES, 2001).

2.5 DESENVOLVIMENTO DA GLANDULA TIREOIDE EM HUMANOS

A gléndula tiredide é a primeira glandula fetal enddcrina a se desenvolver e isso
comeca na terceira semana de gestacdo. Para isso, inicialmente se forma como uma
evaginacao na linha media do assoalho anterior da faringe, visivel por volta do 16°-17° dias
de gestacdo. A glandula tiredide migra caudamente, permanecendo ligada ao assoalho da
faringe, pelo ducto tireoglosso, e atinge sua posi¢cdo final por volta da sétima semana de
gestacdo, e sua definicdo, forma bilateral pela associacdo entre o primoérdio da tiredide medial
e lateral por volta da oitava semana de gestacdo. Os foliculos tireoidianos sédo submetidos a
trés estagios de desenvolvimento, o estagio pré-coloidal (72-13% semana), o estagio de inicio
de coloide (13? — 142 semana) e a fase folicular (a partir da 142 semana). A tireoglobulina, que
fornece a matriz para a sintese dos HTs e do veiculo subsequente para 0 armazenamento €
detectada na 5° semana gestacional (FISHER; KLEIN, 1981).

A captura de iodo pela tiredide é detectavel na 12° semana gestacional, durante a fase
pré-coloidal, e a primeira indicacdo da producgdo de T4 ocorre duas semanas depois, durante a



fase final de formacdo do lumen folicular. No hipotdlamo, o TRH é detectado por volta de 82 -
92 semana de gestacdo, e 0 seu contelldo aumenta progressivamente. O sistema hipotadlamo-
hipdfise é histologicamente detectavel na 92 semana, e 0 TSH esta presente na pituitaria entre
102 -122 semana. As concentracdes de TSH e T4 permanecem com o nivel baixo até a metade
da gestacdo. Por volta das 182 — 202 semanas de gestacdo tanto a captacdo de iodo pela
tiredide fetal quanto as concentracOes séricas de T4 comegam a aumentar (FISHER; KLEIN,
1981; FISHER et al., 2000).

2.6 DESENVOLVIMENTO DA GLANDULA TIREOIDE EM RATOS

Em ratos, a glandula tiredide j& 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 contetudo ainda muito pequeno (FELDMAN; VAZQUEZ;
KURTZ, 1961; THORPE-BEESTON; NICOLAIDES; MCGREGOR, 1992). Estudo
demonstrou que a tiredide do rato encontra-se pronta para a produgdo hormonal por volta do
vigésimo dia embrionério, quando esta adquire a maior parte das caracteristicas de uma
glandula adulta (FELDMAN; VAZQUEZ; KURTZ, 1961).

Basicamente, a fonte hormonal do embrido é materna. Assim, experimentos
demonstraram que até mesmo pequenas deficiéncias de iodo materno sdo capazes de diminuir
as concentracdes de T4 do feto, isto implica que as concentracdes adequadas de T4 no soro
materno sdo fundamentais para a manutencdo das concentra¢fes adequados deste hormonio
no embrido e para adequada conversdo local em T3 (KLEIN et al., 2001). A detec¢édo do
hormdnio no embrido do rato acontece ja no nono dia embriondrio, com concentracdes
diferentes de T3 e T4, sendo o T3 mais abundante (WOODS; SINHA; EKINS, 1984).

Estudo realizado por Woods et al. (1984) demonstrou que os embriotrofoblastos do
feto de rato apresentavam uma concentragdo de 21% do valor de T4 e 54% do valor de T3
materno (WOODS; SINHA; EKINS, 1984). As concentracdes totais de T3 e T4 aumentam
significativamente do 18° dia gestacional até o nascimento devido a maturacdo da glandula
tiredide. Apos 0 nascimento, os concentracfes plasmaticos de T4 sobem de forma acentuada

até atingir um pico no décimo sétimo dia pés-natal (FISHER et al., 1976) , seguidos por uma
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elevacdo, em paralelo, dos concentragfes de T3, que irdo atingir seu pico por volta do
vigésimo oitavo dia pds natal . As concentracdes totais de T3, que serdo padrdo em ratos

adultos sdo alcancados no 40° dia pos-natal.

Os HTs 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 tireGide e, de certa
forma, com o surgimento dos receptores para hormdnios tiredideanos. O acido ribonucléico
mensageiro (RNAm) responsavel pela expressdo dos genes 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. Sendo que a expressao do RNAm dos receptores de
HTs foi detectada em diferentes regides do cérebro de ratos no décimo quarto dia embrionario
(BRADLEY; TOWLE; YOUNG, 1992).

2.7 FUNCAO TIREOIDIANA E GESTACAO

A gestacdo normal é caracterizada por significativas mudancas no funcionamento da
tiredide e no metabolismo do iodo (CASEY; LEVENO, 2006; GLINOER, 1997; KRASSAS;
POPPE; GLINOER, 2010; SMALLRIDGE et al., 2005). A tiredide fetal se desenvolve
durante o final do primeiro trimestre, mas nao é totalmente funcional, em termos de secrecdo
dos HTs, até por volta da 14* semana de gestacdo. Atualmente, é bem aceito que o
desenvolvimento fetal, particularmente a maturacdo neuronal, é dependente de uma adequada
concentracdo de T4 disponivel nos tecidos fetais, que é entdo convertido a T3 para iniciar a
acdo dos HTs (MORREALE DE ESCOBAR; OBREGON; ESCOBAR DEL REY, 2000).

Durante o primeiro trimestre, o T4 fetal é derivado somente da circulagdo materna
deste hormonio transportado pela placenta. Adicionalmente, os HTs transportados da mae
para o feto continuam por toda gestacdo. A necessidade fetal de T4 aumenta no final do
primeiro trimestre e o efeito desta mudanga na concentracao circulante placentaria é derivada
da gonadotropina coribnica humana (hCG) que possuem taxas aumentadas nesse periodo
(GLINOER, 1998). Como a hCG e o TSH possuem em comum a subunidade a, o primeiro €
um estimulador fraco da tiredide, que permite um aumento da concentracdo de T4 materna,

resultando no aumento do transporte hormonal para o feto. O aumento da circulagdo materna
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na concentracdo de hCG resulta numa reciproca diminuicdo no TSH durante o primeiro
trimestre.

Entdo, a maior mudanca no funcionamento da tiredide associada ao periodo
gestacional € na necessidade do aumento da producdo dos HTs que sdo dependentes
diretamente de um adequado suprimento na dieta de iodo e da integridade da gléandula
tiredide. De modo que a ingestdo insuficiente de iodo modifica a homeostase fisioldgica das
concentragdes circulantes de HTs (GLINOER, 2007; PEARCE, 2009; SMALLRIDGE et al.,
2005).

2.8 HIPOTIREOIDISMO E GESTACAO

Durante a gestacdo as anormalidades da fung&o tireoidiana podem acometer cerca de
10% das mulheres gestantes (GLINOER, 1998; LAZARUS, 2005). A prevaléncia de
hipotireoidismo durante a gestacdo € estimada em 0,3% a 2,5% em diferentes paises
(SMALLRIDGE et al., 2005), sendo o hipotireoidismo congénito, devido & deficiéncia de
iodo, uma das causas mais comuns e trataveis de deficiéncia mental no recém-nascido
(BROWN et al., 1981).

No periodo gestacional, é fundamental o diagndstico precoce do hipotireoidismo,
uma vez que este pode trazer consequéncias para 0 concepto e para a propria gestante
(LAZARUS, 2005). Neste periodo, o organismo materno sofre uma série de modificagdes
hormonais e metabdlicas e a ocorréncia de alguma falha na adaptacdo destas mudancas
fisioldgicas resulta em disfuncdes tireoidianas (MANNISTO et al., 2010). As mudancas que
ocorrem na funcéo tireoidiana na gestacdo sao sutis, quando a glandula e a ingestdo de iodo
sdo normais. Contudo, o estresse da doenca autoimune e/ou a deficiéncia de iodo s&o
suficientes para resultar em hipotireoidismo gestacional em algumas mulheres (SMYTH et
al., 1999).

De Vivo et al. (2010) demonstraram que concentragdes adequadas de HTs fetais sdo
necessarias desde o inicio da gestacdo para se atingir um desenvolvimento neuroldgico
adequado (DE VIVO et al., 2010). Pois, no inicio da vida fetal, o organismo é totalmente

dependente dos HTs maternos, e somente por volta da 112 semana, a tiredide fetal comega a
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captar iodeto e, no meio da gestacdo, por volta da 182-20% semana, passa a secretar seus
proprios horménios (FISHER; KLEIN, 1981).

A placenta tem funcdo tanto na captacdo como no armazenamento de iodo, sendo um
meio possivel de proteger o feto de inadequacbes na ingestdo de iodo pela dieta materna
(KRAJEWSKI; BURMAN, 2011). No entanto, a placenta parece ser incapaz de compensar o
hipotireoidismo materno. No inicio da gravidez, quando as concentra¢Ges adequadas de HTs
fetal sdo cruciais para o desenvolvimento neurolégico normal, as concentracbes de T4
encontrados no cérebro fetal refletem as concentracGes de T4 maternos. Isto sugere a auséncia
de um mecanismo de feedback dos concentragdes de HTs materno na transferéncia materno-
fetal de HTs (CHAN; VASILOPOULOQOU; KILBY, 2009; FERNHOFF, 1998).

A deficiéncia de iodo no periodo gestacional promove um importante esfor¢o na
capacidade da tiredide de se adaptar ao aumento da necessidade na producdo de HTs, levando
a hipotiroxinemia com aumento sérico nos concentraces de TSH e, algumas vezes, com a
formagdo de bocio (KRASSAS; POPPE; GLINOER, 2010). Essa deficiéncia de iodo pode
levar a danos cerebrais ao feto e produzir sequelas neuroldgicas graves. Varios estudos
demonstraram que a deficiéncia de iodo leve ou limitrofe esta associada a anomalias do
desenvolvimento e deficiéncias intelectuais do feto (FENZI et al., 1990; GLINOER, 1999;
VERMIGLIO et al., 1990).

2.10 HORMONIOS TIREOIDIANOS E METABOLISMO

Por suas inimeras agdes bioldgicas em diferentes tecidos, os HTs sdo fundamentais
para o funcionamento normal do organismo. Estes hormdnios promovem efeitos no
metabolismo energetico, de nutrientes e ions inorganicos, na termogénese, no crescimento

normal e no desenvolvimento de varios tecidos em periodos criticos.

2.10.1 Metabolismo dos Carboidratos

Os HTs constituem mediadores importantes do metabolismo corporal e afetam varios
aspectos metabdlicos envolvidos no metabolismo da glicose e insulina, por meio de uma

variedade de mecanismos. Ademais, os HTs desempenham fungdo chave na regulagdo e
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ativacdo do receptor de insulina e proteinas transportadoras de glicose nas vias de sinalizagdo
(AMATI et al., 2009).

Os HTs controlam diretamente a secregéo de insulina. No hipotireoidismo existe uma
reducdo da secrecdo de insulina pelas células-B em resposta a glicose. A resposta dessas
células a glicose ou catecolaminas é aumentada no hipertireoidismo devido ao aumento da
massa de células-p (MITROU; RAPTIS; DIMITRIADIS, 2010; STANICKA et al., 2005).

A resisténcia a insulina tem sido reportada por ser causada pelo hipotireoidismo em
varios estudos in vivo e in vitro (CETTOUR-ROSE et al., 2005; DIMITRIADIS et al., 1997;
DUBANIEWICZ et al., 1989), nos quais foram evidenciados que os musculos tornam-se

menos responsivos na condigéo de hipotireoidismo.

A resisténcia a insulina pode estar associada a uma regulacdo negativa de uma ou
mais enzimas envolvidas no metabolismo da glicose. Uma translocacdo prejudicada dos
transportadores GLUT4 na membrana plasmatica tem sido observada em mondcitos de
sujeitos com hipotireoidismo (MARATOU et al., 2009). O mdsculo esquelético de ratos
hipotireoideanos apresenta uma reducdo da taxa de sintese de glicogénio a concentracfes de
insulina supra fisiologicas, bem como reducdo da taxa de oxidacdo da glicose a todas as
concentragdes de insulina (DIMITRIADIS et al., 1997, 1989).

A reducéo da absorcdo de glicose pelo trato gastrointestinal (TGI) acompanhada por
aumento prolongado de glicose periférica, gliconeogénese e diminuicdo de producao hepética
de glicose sdo marcas do hipotireoidismo. No hipotireoidismo subclinico, a redugdo na
concentracdo de insulina estimulada pela glicose causada por perturbacdo da expressdo do
transportador de glicose tipo 2 (GLUT2) pode levar a resisténcia a insulina. Além disso,
devido ao clearance renal da insulina estar reduzido, as necessidades fisiologicos de insulina
sdo diminuidas (WANG, 2013).

O hipertireoidismo tem sido associado a resisténcia a insulina devido ao elevado
turnover, o que acarreta em aumentando da absorc¢do intestinal de glicose, da produgéo

hepética de glicose, da concentracdo de &cidos graxos livres (AGL), das concentracBes de
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insulina de jejum e/ou po6s-pandrial, e do transporte periférico de glicose acompanhado por
sua utilizagdo (BRENTA et al., 2009; DIMITRIADIS; RAPTIS, 2001). No hipertireoidismo,
a producdo endogena de glicose € intensificada e a sensibilidade a acdo da insulina é
diminuida (CAVALLO-PERIN et al., 1988), devido a glicogénese e glicogenolise.

Existe um aumento da utilizacdo de glicose no musculo esquelético no estado de
hipertireoidismo (DIMITRIADIS; RAPTIS, 2001). O aumento da utilizacdo de glicose tem
sido reportado pela mediacdo da insulina estimulando a taxa de oxidacdo da glicose
(DIMITRIADIS et al., 1985; FOSS et al., 1990; MCCULLOCH et al., 1983).

No hipertireoidismo, a taxa de producdo enddgena de glicose estd aumentada e ndo
responde a supresséo dos efeitos da insulina (DIMITRIADIS et al., 1985; MCCULLOCH et
al., 1983; MULLER; SEITZ, 1980). Esses efeitos dos HTs podem ser explicados por: 1) o
aumento da taxa de gliconeogénese e glicogendlise (MCCULLOCH et al., 1983; MULLER,;
SEITZ, 1980; SANDLER et al., 1983); 2) aumento da taxa de formacdo de lactato no
musculo e tecido adiposo (Ciclo de Cori) (DIMITRIADIS et al., 2004); 3) aumento da
secrecdo e efeito do glucagon e adrenalina nas células do figado (KABADI; EISENSTEIN,
1980; MULLER; SEITZ, 1980); 4) aumento da protedlise no musculo promovendo aumento
do suprimento de aminoécidos para o figado (RIIS et al., 2008); 5) aumento do transporte de
glicose pelo GLUT 2 na membrana plasmatica das células do figado, permitindo um réapido
transporte de glicose (MOKUNO et al., 1999; WEINSTEIN; O’ BOYLE; HABER, 1994); 6)
aumento da concentracdo de AGL no plasma (DIMITRIADIS et al., 1985; SAUNDERS;
HALL; SONKSEN, 1980). A resisténcia a acdo da insulina no hipertireoidismo pode ser um
efeito benéfico na prevencgédo do desenvolvimento de hipoglicemia (DIMITRIADIS; RAPTIS,
2001).

2.10.2 Metabolismo Lipidico

A habilidade dos HTs para induzir vias anabdlicas e catabodlicas, tais como a
lipogénese e lipolise, contribui para inducdo dos HTs no gasto energético (PUCCI;
CHIOVATO; PINCHERA, 2000), baseado em varios mecanismos envolvendo esses efeitos,
tais como a modulagdo da atividade simpatica (SILVA, 2011). Os HTs estimulam a sintese
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lipidica, mobilizacdo e degradacdo, embora a degradacdo ocorra a altas taxas,
especificadamente no hipertireoidismo (MULLER; SEITZ, 1984). Contrariamente, 0
hipotireoidismo, em pacientes ou modelos animais, esta associado a alteracBes lipidicas
caracterizadas pelo aumento do colesterol, e, em alguns casos, aumento dos triglicerides
(TGL) (EREM et al., 1999; PUCCI; CHIOVATO; PINCHERA, 2000).

ConcentragGes séricas normais de HTs sdo essenciais para a manutencdo do
colesterol, e assim para satisfazer as necessidades corporais e regular vias criticas na sintese
de colesterol, captacdo e metabolismo (REPA; MANGELSDORF, 1999). A sinalizacdo dos
HTs estimula a 3 hidroxi-3metil-glutaril-CoA (HMG CoA) redutase e a farnesil pirofosfato a
favorecer a sintese de colesterol (NESS et al., 1990) e aumentar a regulacdo do receptor de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), com consequente aumento da captacdo de colesterol
(SHIN et al., 2003). Adicionalmente, os HTs estimulam a colesterol 7-a-hidroxilase
(CYP7AL), favorecendo o metabolismo do colesterol em &cido biliar (NESS et al., 1990).

Os HTs estimulam a sintese hepética de &cido graxo, bem como a esterificacdo para
TGL, por estimulacdo direta das seguintes enzimas limitantes: acetil-CoA carboxilase e acido
graxo sintase (MULLER; SEITZ, 1984). Baseado no efeito direto na transcricdo destas
enzimas, os HTs promovem um réapido e importante aumento na expressdo da Spot 14 (S14),
uma proteina que é capaz de interagir fisicamente e funcionalmente com os receptores de HTs
para regular a expressdo genética da enzima malica (CHOU et al., 2007). A elevacdo da
expressao da S14 é importante para aumentar a expressdo de enzimas lipogénicas induzidas
por T3 (CUNNINGHAM et al., 1998).

Os HTs regulam o metabolismo da LDL e HDL por uma variedade de vias.
AlteracBes em enzimas que atuam nas lipoproteinas, incluindo a lipase lipoproteica
(ABRAMS; GRUNDY; GINSBERG, 1981), lipase hepatica e lecitina colesterol
aciltransferase (VALDEMARSSON, 1983) foram observadas em distarbios da fungéo
tireoideana. A hipercolesterolemina associada ao hipotireoidismo em ratos € atribuida,
parcialmente, ao aumento do LDL e HDL plasmaticos (GROSS et al., 1987). Foi observado
reducdo no receptor que medeia o catabolismo da LDL em animais hipotireoideanos. A

auséncia de HTs esta associada a reducdo no numero de sitios de ligacdo do HDL, como o
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figado é um dos maiores locais de catabolismo da HDL, a reducéo da capacidade de ligacdo
da HDL no figado pode explicar a reducdo do clearance plasméatico da HDL e, assim, 0
aumento plasmatico do HDL observado no hipotireoidismo (GROSS et al., 1987).

O padrdo lipidico no hipotireoidismo é caracterizado pelo aumento do colesterol total
e LDL e concentragdes aumentados ou normais de HDL. O mecanismo fisiopatoldgico destas
anormalidades lipidicas tem sido determinado pela reducdo da biossintese e degradacdo das
lipoproteinas, com uma predominéncia da reducgdo na via catabolica (STAELS et al., 1990). A
reducdo no nimero de receptores de LDL resulta em excesso de particulas de LDL, as quais
circulam no plasma sendo propensas a oxidacdo. A baixa atividade das enzimas lipase
lipoproteica e lipase hepética (LITHELL et al., 1981; VALKONEN; KUUSI, 1998) tem sido
extensamente descrita no hipotireoidismo, junto a reducdo da atividade da proteina
transportadora de ésteres de colesterol (CEPT) (TAN; SHIU; KUNG, 1998). Essas mudancas
na atividade enzimatica podem gerar concentragdes aumentadas de lipoproteinas,

promovendo alto potencial aterogénico (DOl et al., 2000).

No hipertireoidismo, é observado um aumento na sintese e degradacdo de lipideos,
com uma predominancia da via catabolica. Consequentemente, as concentracdes plasmaticos
de colesterol séo reduzidas em pacientes hipertireoideanos (HEIMBERG; OLUBADEWGO,;
WILCOX, 1985; RAZIEL et al., 1982). Embora, esses resultados possam ser atribuidos
parcialmente a mal nutricdo e ao baixo peso, a alta captacdo de colesterol dentro das células e
sua larga excrecdo em sais biliares através do intestino podem contribuir para o efeito
hipolipémico observado nesses pacientes (ABRAMS; GRUNDY; GINSBERG, 1981;
CHAIT; BIERMAN; ALBERS, 1979; O’BRIEN et al., 1993).

2.10.3 Metabolismo das Proteinas

Os HTs possuem importantes acdes na homeostase da proteina e nitrogénio.
Enquanto o hipertireoidismo e a administracdo exdgena de HTs produzem estimulacdo da
sintese e catabolismo (FLAIM; LI; JEFFERSON, 1978; SANDLER et al., 1983) —

usualmente o catabolismo prevalece -, o quadro de hipotireoidismo é caracterizado por
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reducdo da sintese e catabolismo de proteinas (BURINI et al., 1981; CRISPELL; KAHANA;
HYER, 1956; FLAIM; LI; JEFFERSON, 1978).

Os HTs em excesso produzem um estado catabolico pelo aumento do gasto
energeético e do turnover de lipideo, glicose e proteina. O aumento no turnover da proteina
corporal ocorre antes de alteracdes no gasto energético e metabolismo da glicose e lipideo.
Essa observacdo indica que a estimulacdo do turnover de proteina é uma caracteristica direta
do hipertireoidismo. Em homens saudaveis tratados com T3 ocorre uma elevagdo de trés
vezes no T3 total e aumento de 21% da taxa metabdlica basal. Gelfand et al. (1987)
observaram aumento no gasto energético, no fluxo corporal de leucina e na excrecdo de
nitrogénio (GELFAND et al., 1987). Os autores concluiram que a administracdo em curto
prazo de T3 aumenta o turnover corporal de fenilalanina e tirosina, refletindo um aumento da
degradacdo e sintese proteica (GELFAND et al., 1987; RIIS et al., 2005).

Ainda no hipertireoidismo, é observado um aumento da concentracdo de
aminoacidos de cadeia ramificada e reducdo da concentracdo plasmatica de aminoéacidos
provenientes da gliconeogénese (WAHREN et al.,, 1981). Os aminoacidos de cadeia
ramificada sdo conhecidos por estimular a sintese proteica e inibir a degradacdo (LOUARD;
BARRETT; GELFAND, 1995), e o aumento das concentracbes sanguineas desses
aminoacidos no hipertireoidismo, pode, entdo, ser um mecanismo compensatorio, preservando
a proteina corporal da degradacdo. As concentracdes circulantes de acidos graxos livres,
glicerol e corpos cetdnicos sdo, em geral, elevados, e esses lipideos intermediarios tem sido
apresentados como estimulantes do catabolismo proteico (TESSARI et al., 1986). De maneira
geral, a degradacdo e a sintese proteica estdo elevadas no hipertireoidismo, suportando o
conceito que os HTs sdo anabdlicos e catabdlicos (MULLER; SEITZ, 1984; SESTOFT,
1980).

Estudos prévios tem sugerido um favorecimento na conversdo de aminoacidos a
glicose no hipertireoidismo (FREEDLAND; KREBS, 1967; SANDLER et al., 1983;
WAHREN et al., 1981), o que pode explicar a queda nas concentragdes plasméticas de
aminoacidos glicogénicos. Enquanto a aumentada gliconeogénese pode contribuir para a

perda de nitrogénio, também é evidenciado um aumento na taxa de oxidacdo de leucina, um
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aminoacido ndo glicogénico. Assim, a perda de proteina corporal no hipertireoidismo,
envolve uma conversdo acelerada de aminoacidos a combustiveis oxidaveis, tais como a
glicose (RIIS et al., 2005).

A formacéo de ureia é a rota metabolica final de muitos aminoacidos nitrogenados.
Os aminoacidos que ndo sdo utilizados para a sintese proteica sao convertidos a ureia nos
hepatocitos. Estudos in vitro demonstraram que a atividade das enzimas do ciclo da ureia é
regulada pelas concentragdes de HTs (GRILLO; FOSSA, 1966; GRILLO, 1964), mas em
estudos com animais experimentais ha divergéncias, pois sdo observadas tanto aumento como
reducdo da sintese de ureia no hipotireoidismo (GRILLO; FOSSA, 1966). Marchesine et al.
(1993) demonstraram que a formacdo de ureia em resposta a infusdo de alanina foi
significativamente reduzida em pacientes hipotireoideanos, e que a terapia de reposi¢cdo com
L-Tiroxina melhorou a dindmica de sintese da ureia, a qual retomou a escala fisiologica
(MARCHESINI et al., 1993). Por outra via, a funcdo quantitativa do figado ndo foi alterada
no hipotireoidismo, € ndo mudou com a terapia de L-Tiroxina. Portanto, os autores
propuseram que a sintese reduzida de ureia, no quadro de hipotireoidismo, ndo pode ser
relacionada a um defeito na fungdo do figado (MARCHESINI et al., 1993).

O tratamento com PTU, para indugdo de hipotireoidismo em ratos, melhorou a
sintese e diminuiu a degradacdo de N-acetilglutamato, um intermediario do metabolismo da
ureia, no figado (SHIGESADA; TATIBANA, 1971). Em outro estudo, foram realizados
testes da funcdo tireGidea e dos rins em pacientes com diagnostico de hipotireoidismo (TSH >
10 pg/L) e com hipotireoidismo subclinico (TSH 6 — 9,9 pg/L). Houve um significativo
aumento da ureia e creatinina em ambos 0s grupos quando comparados aos controles
eutireoideanos. Entretanto, o aumento da creatinina foi correlacionado as concentracdes de

TSH nos sujeitos com hipotireoidismo diagnosticado (SAINI et al., 2011).
2.11 INGESTAO DE SODIO E HORMONIOS TIREOIDEANOS

A ingestdo de sodio pode ocorrer por duas maneiras: espontanea e induzida. A
ingestdo espontanea refere-se ao consumo de sal, por um animal hidratado, em excesso a

necessidade diaria de sodio, e a ingestdo induzida, também chamada de apetite ao sodio,
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refere-se ao consumo de sal desencadeado pela diminuicdo de volume do compartimento
extracelular (ANTUNES RODRIGUES; COVIAN, 1963). Tratamentos que levam a
desidratacdo extracelular, tais como dialise intraperitoneal, furosemida associada a dieta
deficiente em sddio, furosemida associada ao captopril e privacao hidrica, induzem apetite ao
sodio mediado por horménios natriorexigénicos, angiotensina Il (ANG 1I) e aldosterona
(SATO; YADA; DE LUCA, 1996).

A funcdo renal e o metabolismo de sal e 4gua sdo prejudicados nas alteracdes
tireoideanas (BRADLEY et al., 1974; VARGAS et al., 2006). O hipotireoidismo em ratos
provoca uma menor habilidade em concentrar urina, juntamente com natriurese aumentada
apos sobrecarga salina ou de agua (EMMANOUEL; LINDHEIMER; KATZ, 1974,
HOLMES; DISCALA, 1970; MICHAEL et al., 1972; TAYLOR; FREGLY, 1964) e
capacidade reduzida em preservar o sédio, produzindo um balango de sédio negativo
(FREGLY; BRIMHALL; GALINDO, 1962). Por outro lado, ratos tratados com T4
apresentam mudancas na hemodinamica renal e reabsorcdo de sddio (VARGAS et al., 2006),
politiria (GARCIA DEL RIO et al.,, 1997), reduzida habilidade em excretar sodio apds
sobrecarga de salina hipertonica (VARGAS et al., 2006). Essas informacdes indicam que as
alteracdes tireoideanas sdo acompanhadas por mudancas no balanco sodio renal (PEREZ-
ABUD et al., 2011).

Ratos hipotireoideanos desenvolvem um apetite ao sodio que estd diretamente
correlacionado ao baixo sodio renal (BELLO; COVIAN, 1991; FREGLY; ROWLAND,
1985; VENTURA et al., 2001). Varios estudos tem demostrado uma depressao na atividade
do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) nessa condi¢gdo (FREGLY; ROWLAND,
1985; MARCHANT; BROWN; SERNIA, 1993; VENTURA et al., 2001). O hipotireoidismo
em ratos provoca reducdo da aldosterona o que resulta em perda urindria de sodio e,
consequente, expressdo compensatoria do apetite ao sodio (FITZSIMONS, 1998;
MARCHANT; BROWN; SERNIA, 1993; TAYLOR; FREGLY, 1964), por meio de uma
resposta ingestiva exacerbada. Por essa razdo, ratos hipotireoideanos desenvolvem uma
inabilidade em manter o balanco de sodio (FREGLY; ROWLAND, 1985; TAYLOR,;
FREGLY, 1964, 1964).
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O hipertireoidismo experimental em ratos induzido pela administragéo de tiroxina
acrescido a dieta rica em sodio exacerbou a hipertensdo, promoveu hipertrofia cardiaca e
renal, além de aumento da albumina urinaria e do balanco de sédio (PEREZ-ABUD et al.,
2011). Assim, o hipertireoidismo em ratos promove alteracdo na hemodinamica renal
(GARCIA-ESTAN et al., 1995), que pode prejudicar a manutencéo do sodio renal e interferir
na sua sensibilidade (PEREZ-ABUD et al., 2011).

Em suma, sabe-se que os HTs promovem alteracbes generalizadas no metabolismo
energeético e atuam diretamente no desenvolvimento e maturacdo do sistema nervoso central
(SNC). Nesse sentido, a ocorréncia de hipotireoidismo materno durante a gestacao apresenta
grande potencial em gerar desordens transitdrias ou definitivas ao longo da vida da prole.
Assim, hipotetizamos que a deficiéncia de HTs na vida intrauterina produza alteragdes
morfolégicas e funcionais no sistema bioldgico, repercutindo em mudangas no

comportamento ingestivo e no perfil bioquimico da prole ao longo da vida pds-natal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as repercussdes da caréncia dos hormonios tireoidianos maternos durante a

gestacdo na funcdo metabdlica, no comportamento ingestivo e na homeostase hidroeletrolitica

da prole de ratas, do nascimento a vida adulta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito do HGE:

i
ii.
iii.
iv.
V.
Vi,

Vii.

viii.

Xi.

nos indices reprodutivos maternos;

na massa corporal das mées;

no peso dos 6rgdos das maes;

no perfil hormonal das mées e em diferentes fases da vida pds-natal da prole;

na evolucao da massa corporal ao longo da vida pds-natal da prole.

no comportamento de ingestdo induzida de leite materno da prole;

no comportamento de ingestdo espontanea de racdo, de sodio e dgua em diferentes
fases da vida pds-natal da prole;

no comportamento de ingestdo induzida de agua e sodio na vida p6s-natal da prole;
na homeostase glicémica da prole;

nos parametros bioquimicos em diferentes fases da vida pés-natal da prole;

no peso dos 6rgdos em diferentes fases da vida pos-natal da prole.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, provenientes do biotério da Universidade
Federal de Sergipe (UFS), dispostos em quatro categorias. A Categoria | formada por fémeas
adultas (150 a 200 g), utilizadas para dosagens hormonais. Essa categoria de ratas foi
acompanhada para acasalamento programado. Cerca que 65% das ratas possuiam ciclo estral
regular e emprenharam de modo programado. Confirmadas as gestagdes, um grupo de ratas
prenhas foi submetido ao protocolo de inducdo de hipotireoidismo durante a gestacdo (grupo
de mées hipotireoidianas; MH) ou grupo que recebeu veiculo (grupo de maes eutireoidianas;
ME). Foram realizadas decapitacOes para coleta de sangue para dosagens hormonais nos
periodos correspondentes ao inicio da gestacdo (dia de gestacdo 0 - DG 0) e ao final da
gestacdo (DG 21 ou DG 22). A Categoria ll, constituida por fémeas adultas dos grupos MH
ou ME, foram acompanhadas para acasalamento programado, sendo as progenitoras dos ratos
da categoria Il1l. A Categoria Il formada por ratos neonatos, machos e fémeas, prole de
maées eutireoidianas (PME) e prole de maes hipotireoidianas (PMH). Todos os neonatos foram
provenientes das ratas prenhas da categoria Il. A Categoria 1V foi composta por machos
adultos (250 a 300 g) para acasalamento com as fémeas adultas da categoria | e 11.

Durante todo o periodo, os animais tiveram livre acesso a agua e a comida. As salas
de manutencdo dos animais e experimentacdo possuiam luminosidade controlada com ciclo
claro-escuro de 12 h (luz das 6 as 18 horas), e temperatura de 23 + 2°C, tendo livre acesso a
alimentacdo e agua. Os animais receberam agua e ragdo especifica para roedores (Labina®-
Purina) ad libitum.

Todos os procedimentos, aos quais 0s animais utilizados neste estudo foram
submetidos, estdo de acordo com as normas e principios éticos preconizados pela Lei

Brasileira 11794 de 8/10/2008 que estabelece os procedimentos para o uso cientifico de
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animais. O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Animais (CEPA) da Universidade Federal de Sergipe (UFS), sob o n’ 30/12. Todos os
esforcos foram realizados para minimizar o nimero de animais utilizados, bem como a

geracdo de desconforto e sofrimento.
4.2 ACASALAMENTO

Enquanto ndo estavam gestantes, as fémeas das categorias | e Il foram mantidas em
caixas de policarbonato coletivas com dois animais por caixa. Diariamente, por no minimo
uma semana antes do acasalamento, as ratas foram submetidas a analise colpocitolégica para
confirmacéo da regularidade de seu ciclo reprodutivo (ciclo estral). Quando se encontravam
na fase anterior para acasalamento (Proestro), as fémeas foram colocadas na presenca de
machos (Categoria 1V), na proporcdo de duas fémeas para cada macho, sendo mantidos
juntos durante a noite do Estro. Apos este periodo, as ratas foram novamente submetidas a
analise colpocitoldgica para a verificacdo da presenca de espermatozoéides em lamina e, desta
forma obtida a confirmagdo da ocorréncia de cépula. Em caso positivo, este momento foi

determinado como sendo o dia zero da gestacdo (0 DG).
4.3 DROGA UTILIZADA

Para a inducdo de HGE foi utilizado o inibidor da iodoperoxidase, MTZ (2-
Mercapto-1-methilimidazol, Sigma, St. Louis, USA), administrado ad libitum na
concentracdo de 0,02% na &gua de beber (dgua de torneira) a partir do nono dia de gestacéo
(DG) até o dia do parto (SALA-ROCA et al., 2002).

4.4 MEDIDAS E INDICES CORPORAIS

4.4.1 Massa Corporal

A massa corporal das ratas da categoria Il foi obtida no primeiro dia de gestacéo (0
DG), no nono dia de gestacdo (9° DG) e ao final da gestacdo (20™-22° DG).
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A massa corporal da prole, categoria 111, foi obtida nos periodos correspondentes a
1, 15, 23, 30, 60, 90 e 120 DPN.

4.4.2 Relacgdo peso 6rgado/comprimento da tibia

A relacdo do peso do 6rgao/comprimento da tibia foi obtida nas ratas, da categoria
I1, e na prole, categoria Il1. Primeiramente, foi realizada a eutanasia, seguida por retirada do
coracdo, figado, pulmao, rins, gordura retroperitoneal e a tibia esquerda. Assim, o peso dos
orgdos foi mensurado em balanca de precisdo, e por meio de um paquimetro realizou-se a
medida do comprimento da tibia. A relacdo peso 6rgao/comprimento da tibia foi obtida nas

ratas da categoria Il no 21" DG e na prole, categoria I11, aos 60, 90 e 120 DPN.
4.5 COMPORTAMENTO DE INGESTAO

4.5.1 Estimativa da ingestao induzida de leite materno

O protocolo de ingestdo induzida de leite foi realizado conforme descrito por Perillan
et al. (2004) (PERILLAN et al., 2007), com algumas modificacdes. Aos 5 e 15 DPN, com a
prole previamente ajustada com 8 filhotes (4 machos e 4 fémeas), a rata foi separada da prole
por duas horas, sendo que a prole recebeu marcacao na cauda. Os filhotes foram pesados apos
as duas horas de privacdo, e em seguida retornaram para suas respectivas mdes, por onde
ficaram por mais 1h e 45 min. Apoés esse tempo, a prole foi novamente pesada. A estimativa
da ingestdo induzida de leite foi obtida pela diferenca entre os pesos dos filhotes, sendo
expressos em g/100 g de massa corporal do filhote (PERILLAN et al., 2007).

4.5.2 Comportamento da ingestdo espontanea de racéo, agua e sodio

Os animais da Categoria_lll foram alocados em gaiolas metabdlicas individuais
equipadas com comedouros e bebedouros graduados, onde tiveram livre acesso a racao, agua
e solucdo de NaCl 0,3 M.

A racdo, colocada em comedouro na parte frontal da gaiola, foi pesada diariamente

sempre no mesmo horario. A quantidade de ragdo ingerida foi calculada com base no peso da
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racdo do dia anterior subtraido do peso da racdo do dia seguinte, sendo que as sobras que
cairam no assoalho da gaiola também foram pesadas. A leitura da ingestdo espontanea de
racao foi realizada a cada 24 horas, impreterivelmente no mesmo horario.

A 4gua e a solucdo NaCl 0,3 M ficaram disponiveis ad libitum em dois bebedouros
de polipropileno localizados na parte frontal da gaiola. Os bebedouros, com capacidade de
100 ml, possuiam graduacdo a cada 1 ml, sendo vedados com rolha de borracha com bico de
aco inoxidavel. As leituras da ingestdo espontanea de agua e Nacl 0,3 M foram mensuradas a
cada 24 horas, sempre ho mesmo horario.

O experimento de monitoramento da quantidade de racdo consumida, do volume
ingerido de &gua e NaCl 0,3 M foi realizado nas idades 30, 60, 90 e 120 DPN. O
comportamento de ingestdo espontanea foi mensurado por um periodo de sete dias, sendo

escolhido o 4’ dia desse intervalo, considerando o tempo para a habituacéo dos animais.

4.5.3 Estudo das respostas dipsogénica e natriorexigénica induzida pela deplecdo de

sédio

Os animais da categoria Ill, aos 120 DPN, ap6s o periodo de adaptacdo, foram
submetidos ao protocolo de deplecdo de sddio conforme descrito por Badaué-Passos et al.
(2002) (BADAUE-PASSOS et al., 2001).

Aproximadamente 24 horas antes do experimento, os animais foram pesados e submetidos
a administracao de furosemida (20 mg/kg, via sc.), que induz natriurese produzido pela queda
do sodio renal. Nesse periodo os animais tiveram livre acesso a agua destilada e a dieta
hipossodica (fuba hidratado com agua destilada). Ao final das 24 horas, os animais foram
alocados em gaiolas metabdlicas individuais. Sendo ofertados dois bebedouros, contendo
agua e NaCl 0,3 M. O volume ingerido foi mensurado em intervalos de 30 min, com duracao

de duas horas.
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4.6 METODO DE EUTANASIA E COLETA DO MATERIAL

Os animais foram eutanasiados por metodo de decapitacédo para coleta de sangue. No
dia da eutanasia, os ratos foram mantidos em ambiente diferente daquele que acontecia as
decaptacOes, para evitar o estresse devido a presenca de sangue. Para a eutanasia dos animais

foi utilizada a guilhotina.

Para obtencdo de soro foram coletadas amostras de sangue materno e da prole nos
diferentes periodos estudados. As amostras de sangue foram coletadas em tubos de polietileno
(Eppendorf), previamente identificados, sem anticoagulante. Os tubos contendo amostras de
sangue foram centrifugados a 4°C por 15 minutos a 10.000 rpm e o sobrenadante armazenado
a -80°C para posterior realizagdo dos ensaios bioquimicos e hormonais.

4.7 MEDIDAS DE CONCENTRACOES SERICAS DE HORMONIOS

4.7.1 Hormonios Tireoidianos

As concentragdes séricas de T3 e T4 totais foram medidas por Kit comercial
(Interteck, Katal, MG, Brasil) imunoenzimatico competitivo (ELISA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O T3 apresentou sensibilidade de 0,16 ng/dL e coeficiente de
variacdo intra-ensaio de 5,2%, sendo expressos em ng/dL. O T4 apresentou sensibilidade de
0,4 ug/dL e coeficiente de variacdo intra-ensaio de 4,8%, os valores foram expressos em
po/dL. As placas foram lidas a 490 nm pelo leitor de placa (Sinergy Mx, Biotek, Winooski,
EUA). A concentracdo de horménio final foi calculada com base numa curva padréo
construida para cada teste, utilizando padrdes de horménios recombinantes. Uma vez que 0s
valores hormonais relatados podem variar um pouco entre os fabricantes, os lotes, ou de um
tipo de ensaio (por exemplo, ELISA ou RIA), todos os ensaios hormonais foram conduzidas

ao mesmo tempo, a partir de fontes utilizando o mesmo Kit.
4.8 MEDIDAS DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

4.8.1 Glicemia
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A concentracdo sérica de glicose foi determinada por meio do método enzimatico
colorimétrico da glicose-oxidase. Para tal procedimento foi utilizado o kit Glicose Enzimatica
(Doles Reagentes, Go/BR). Os resultados foram expressos em mg/dL

4.8.2 Teste de Tolerancia a Insulina Intraperitoneal (TTI)

Os animais foram submetidos a jejum de seis horas. Para o TTI, foi injetado
0,75U/kg ip de insulina regular humana. As amostras de sangue foram coletadas da veia
caudal nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 min subsequentes (YUAN et al., 2011). A glicose
sanguinea foi mensurada utilizando-se glicosimetro (Accu-check / Roche). Os valores de

glicemia foram expressos em mg/dL.

4.8.3 Teste de Tolerancia a Glicose Intraperitoneal (TTG)

Apés 48 horas do TTI, a glicose foi mensurada novamente. Foi administrada
glicose, a 50%, ip., na propor¢do de 1mg de glicose por grama de peso do animal. A glicemia
foi mensurada novamente nos tempos 0, 30, 60, 120 e 180 min pds-injecdo (YUAN et al.,
2011). A glicose sanguinea foi mensurada utilizando-se glicosimetro (Accu-check / Roche).
Os valores foram expressos em mg/dL.

4.8.4 Colesterol e Triacilglicerol

As concentracfes séricas de colesterol total, fragdo HDL-colesterol e triglicerideos
(TGL) foram mensuradas por método enzimatico colorimétrico (Doles Reagentes). A fracdo
LDL-colesterol foi calculada de acordo com a equagdo de Friedwald et al., (1972)
(FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972):

LDL = Colesterol total - HDL - (Triglicérideos/5)

Enquanto que a fracdo VVLDL-colesterol foi obtida pela formula:

VLDL = Triglicérides/5
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4.8.5 Ureia

A ureia sérica foi mensurada por método enzimatico colorimétrico (Doles
Reagentes). Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.8.6 Hematécrito

O hematdcrito foi determinado por meio da centrifugacdo de amostra de sangue em
tubo capilar. A leitura da percentagem de hematdcrito foi realizada por meio de uma escala

graduada.
4.9 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos seguiram 0 seguinte cronograma experimental:
Categoria I: 1. Dez fémeas foram acompanhadas para detec¢do do proestro e acasalamento
com os ratos da categoria IV. 2. As fémeas prenhas foram utilizadas para dosagens
hormonais (T3 e T4) e retirada dos 6rgdos. 3. No 1° dia de gestacdo cinco ratas foram
decapitadas. 4. A partir do 9° DG, cinco ratas receberam solugdo contendo MTZ 0,02% na
4gua de beber até o dia do parto. 5. No 21" DG, cinco ratas foram decaptadas e retirado os
6rgaos.

Categoria Il: 1. As fémeas foram acompanhadas para deteccdo do proestro e acasalamento
com os ratos da categoria IV. 2. No 9  dia de gestacdo 15 ratas foram submetidas ao
protocolo de indugdo do HGE (MH) e 15 ratas receberam veiculo (ME). 3. No dia do parto,

foi interrompida a administracdo de MTZ. 4. A prole dessas ratas formou a categoria I11.

Categoria I11: Essa categoria foi dividida em trés grupos experimentais, grupo I11-1, grupo
111-2 e grupo 111-3. O grupo I11-1, composto por machos e fémeas da PME e da PMH, foi
utilizado para dosagens hormonais nos periodos 15 e 30 DPN. O grupo I11-2 foi utilizado aos
15, 30, 60, 90 e 120 DPN para dosagem bioquimica e retirada dos érgdos. Esse grupo foi
composto por ratos PMH e PME (machos e fémeas). O grupo 111-3, composto por machos

PME e machos PMH, foi utilizado para mensuracao da ingestdo de racdo, agua e NaCl 0,3 M.
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Sete dias antes de completarem 30, 60, 90 e 120 DPN, os ratos foram alocados em gaiolas
metabdlicas. Ao final do experimento de ingestdo espontanea, aos 120 DPN, os mesmos
animais foram utilizados para os experimentos de deplecdo de sodio e TTG e TTI. Todos os

subgrupos utilizados neste estudo foram compostos por 10 animais.
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Figura 1. Procedimento experimental adotado nas maes (Painel A) e na prole (Painel B).

4.10 PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Os resultados obtidos foram expressos em valores de média e erro padrédo da média.
Mais de dois grupos submetidos & interferéncia simultanea de dois fatores de variagdo foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni. Quando houve mais
de dois grupos submetidos a interferéncia simultdnea de trés fatores de variacdo foram
analisados por ANOVA de trés vias, seguida do pos-teste de Bonferroni. Para comparacoes
entre dois grupos com um unico fator de variacdo, utilizou-se o teste t de Student. O nivel
critico fixado foi de 5% (P<0,05) para se admitir uma diferenca de médias como
estatisticamente significante. Para realizacdo dos testes estatisticos foram utilizados os
programas Prism (GraphPad Softaware, San Diego, CA, USA) e SPSS 17.0 (SPSS, Chicago,
USA).



30

5 RESULTADOS

A administragdo oral ad libitum de MTZ do 9° DG ao 21" DG reduziu as
concentracdes séricas de T3 (7,4+0,2 versus 5,9+0,6 ng/mL, p < 0,05, a0 21" DG, Fig. 2A) e
de T4 totais (12,2+1,5 versus 4,6+0,9 pg/dL, p < 0,001, ao 21" DG, Fig. 2B) no grupo MH
quando comparado ao grupo ME (Para T3: efeito da interacéo, F (1, 15 = 4,892; p = 0,04;
tratamento, F (1, 1) = 4,892; p = 0,042; e para T4: efeito do tratamento, F (1, 1) = 21,41; p =
0,0002; efeito do tempo, F (1, 18y = 35,31; p < 0,0001; efeito da interacéo, F (1, 18) = 21,41; p
=0,0002).
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0 0
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Figura 2. Efeito do tratamento com metimazol do 9" DG ao 21" DG nos concentrages séricos de T3 (Painel A) e
T4 totais (Painel B) das ratas prenhas. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de
Bonferroni. DG: dia de gestacdo; ME: médes eutireoideanas, n=5; MH: maes hipotireoideanas, n=5). (*) p <0,05
ou (***) p<0,001 comparado ao respectivo controle.

Conforme demonstrado na figura 3, o tratamento utilizado para inducdo do
hipotireoidismo promoveu reducdo significativa no peso relativo do coragdo (203,6+8,55
versus 254,85+6,34 10%g/mm, p = 0,0065; Painel A) e dos rins (349,42+5,8 versus 390+10
10%g/mm, p = 0,0127; Painel B) das mées hipotireoidenas, no periodo correspondente ao 21°

DG. O mesmo, no entanto, ndo foi verificado para o pulméo e o figado (Painéis C e D).
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Figura 3. Efeito do HGE nos pesos dos érgdos normalizados pelo comprimento da tibia das ratas prenhas. Estdo
representados o coragdo (A), rins (B), pulmao (C) e figado (D) no 21° DG. Anélise estatistica: Teste t de Student.
(*) p<0,05 ou (**) p<0,001 comparado ao grupo ME. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; ME:
mées eutireoideanas, n=4; MH: mées hipotireoideanas, n=4.

O tempo de gestagdo foi significativamente elevado nas mées hipotireoideanas
(MH) quando comparadas as maes eutireoideanas (ME) (22,52 + 0,12versus 21,23 + 0,12
dias, p<0,0001). No entanto, ndo foram identificadas diferencas no nimero de filhotes por
ninhada, bem como na massa corporal aos 0, 9" e 21" DG das ratas tratadas com MTZ quando

comparadas as ratas eutireoideanas (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito do HGE no tempo de gestagdo, nimero de filhotes por rata e na massa corporal das mdes nos
dias 0, 9 e 21 de gestacdo. Analise estatistica: Teste t de Student. (***) p<0,0001, em comparacao ao grupo ME.
HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; ME: maes eutireoideanas; MH: mées hipotireoideanas; DG: dia
de gestacéo.

Grupos  Dias de gestacdo Namero de Massa corporal Massa corporal ~ Massa corporal

filhotes por rata (g) no 0 DG (g) no 9° DG (9) no 21° DG

ME 21,23+0,12 9,53+ 0,80 215,33+ 5,02 246,01 + 6,89 316,79 £ 7,96
(n=13) (n=17) (n=9) (n=8) (n=9)

MH 22,52 +0,12%** 9,53+ 0,65 208,66 + 5,88 238,41 +5,95 316.08 + 8,95
(n=17) (n=17) (n=13) (n=13) (n=13)

Na Figura 4, observa-se que a PMH ndo apresentou alteracdo nas concentracdes
séricas de T3 total (Painel A) e T4 total (Painel B) aos 15 e 30 DPN, quando comparados a
PME. A andlise de variancia de duas vias revelou haver elevacao significativa do T3 total em
funcéo do tempo (F (1, 24y = 28,77; p < 0,0001), mas ndo em funcéo do fator tratamento.

Ademais, demonstrou ndo haver interacao destes fatores.
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Figura 4. Efeito do HGE nas concentragdes séricas de T3 (Painel A) e T4 totais (Painel B) da PME e PMH.
Anélise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do p6s-teste de Bonferroni. HGE: hipotireoidismo gestacional
experimental; DPN: dia pés-natal; PME: prole de mades eutireoideanas, n=10; PMH: prole de mdes
hipotireoideanas, n=10.

A avaliacdo da influéncia do HGE na evolugdo da massa corporal da prole nédo

evidenciou diferencas entre os grupos PMH e PME a0 1', 5 e 15 DPN (5, 88+0,07 versus
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6,2+0,07 g, 9,97+0,2 versus 12,25+0,2 g, 25,74+04 versus 24,67+0,41 g, respectivamente)
(Fig. 5A). No entanto, ao 23" e 30" DPN, a prole de mées hipotireoideanas apresentou-se
significativamente menor massa corporal quando comparada a prole de maes eutireoideanas
(42,22+1,07 versus 39,14+0,97 g, p < 0,05, 71,66+1,38 versus 61,29+1,18 g, p < 0,001,
respectivamente) (efeito da interagdo: F, 301y = 210,2; p < 0,001; do tratamento: F, 301y =
25,7, p < 0,0001; do tempo: F, 301 = 2234,7; p < 0,0001) (Fig. 5A).

Aos 60, 90 e 120 DPN realizou-se o teste estatistico de ANOVA de trés vias, no
entanto ndo foi verificada interacdo dos fatores estudados (p = 0,326). Assim, realizou-se a
analise de variancia de duas vias, separando 0s grupos de acordo com o0 género. A massa
corporal dos machos sofreu efeito do tratamento (F1,122) = 45,35, p <0,0001) e do tempo (F,
1220 = 318,8, p < 0,0001), porém ndo se observou interagdo desses fatores. Os m-PMH
apresentaram menor massa corporal, quando comparados aos m-PME, em todos os tempos
avaliados (226,6+3,8 versus 248,1+3,9 g, p < 0,001; 305,84+4,7 versus 343,56 g, p < 0,001;
350,7+7,6 versus 387,7+£6,9 g, p <0,01) (Fig. 5B). Em relacdo as fémeas, verificou-se efeito
do tratamento (F, 115y = 17,2, p < 0,0001) e do tempo (F, 115y = 198,8, p < 0,0001), porém,
novamente ndo houve interacdo dos fatores avaliados. Nesta analise, as fémeas PMH
apresentaram menor massa corporal, quando comparadas as f-PME, aos 60 e 120 DPN
(167,5£1,9 versus 176,4+2,5 g, p < 0,01; 229,5+3,9 versus 246,9+5,4 g, p < 0,01), em todos

os tempos avaliados (Fig. 5C).
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Figura 5. Efeito do HGE na massa corporal da prole. Painel A: PME: prole de mées eutirecideanas, n= 36, 27,
27, 31, 30, respectivamente; PMH: prole de mées hipotireoideanas, n=42, 30, 28, 31, 29, respectivamente. Painel
B: m-PME: machos da prole de mées eutireoideanas, n=36, 22, 9; m-PMH: machos da prole de maes
hipotireoideanas, n=31, 21, 9. Painel C: f-PME: fémeas da prole de maes eutireoideanas, n=31, 22, 9; f-PMH:
fémeas da prole de mées hipotireoideanas, n=29, 20, 10. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do
pos-teste de Bonferroni. (*) p<0,05; (***) p <0,001 comparado ao respectivo controle. HGE: hipotireoidismo
gestacional experimental; DPN: dia pds-natal

A ingestdo induzida de leite materno (g/100g) néo diferiu entre os grupos PME e
PMH (Fig. 6). A andlise de variancia de duas vias ndo revelou haver interagdo dos fatores

tratamento e tempo e do fator tratamento isoladamente. Apenas houve tendéncia a

significancia do fator tempo (F (1, 141y = 3,24, p = 0,074).
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Figura 6. Efeito do HGE na ingestdo induzida de leite materno na prole aos 5 e 15 DPN. PME: prole de mées
eutireoideanas, n=52 (5 DPN) e n=20 (15 DPN); PMH: prole de mdes hipotireoideanas, n= 52 (5 DPN) e n=21
(15 DPN). Analise estatistica;: ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni. HGE: hipotireoidismo
gestacional experimental; DPN: dia pds-natal.

Em todos os tempos avaliados (30, 60, 90 e 120 DPN), os machos PMH
apresentaram menor massa corporal, quando comparados aos machos PME (Fig. 7A). A
andlise de variancia de duas vias revelou haver reducdo significativa da massa corporal em
funcéo do fator tratamento (F (1, s1y = 19,35, p = 0,0004) e em funcdo do fator tempo (F (3, 51) =
853,4; p < 0,0001). No entanto, ndo houve interacdo entre esses fatores. O pds-teste de
Bonferroni evidenciou menor massa corporal dos m-PMH aos 30 (76,91+2,70 versus
106,45+2,16 g, p < 0,05), 60 (225,64+5,84 versus 255,10+5,75 g, p < 0,05), 90 (298,89+6,78
versus 331,94+9,73 g, p < 0,01) e 120 DPN (315,41+7,9 versus 355,9+10,26 ¢, p < 0,001),
guando comparados aos m-PME. Quanto aos valores de ingestdo espontanea de racdo, NaCl
0,3 M e &gua, estdo representados, em valores absolutos, na Figura 6 (Painéis B a D). Essas
variaveis foram submetidas a analise de variancia de duas vias, e ndo foi evidenciado
interacdo dos fatores tratamento e tempo, e também ndo houve efeito significativo do
tratamento, isoladamente. Ademais, essa mesma andlise evidenciou efeito significativo do
fator tempo (para ragdo: F 3,51y = 29,21, p < 0,0001; para agua: F (3,51) = 16,01, p < 0,0001). A
excecao aconteceu para a ingestdo de sddio, que nédo se evidenciou efeito do tempo.
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Figura 7. Efeito do HGE na massa corporal (Painel A) e no comportamento de ingestdo espontanea de racao,
NaCl 0,3 M e &agua (Painéis B a D) em machos da prole de mées hipotireoideanas (m-PMH, n=10) e
eutireoidianas (m-PME, n=10). O consumo de ra¢do e o volume ingerido de NaCl 0,3 M e 4gua estdo expressos
em valores absolutos (Painéis B, C e D). (*) p<0,05, (**) p<0,01 ou (***) p <0,001 comparado ao respectivo
controle. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia pés-natal. Analise estatistica; ANOVA de
duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni.

Os valores de ingestdo induzida e ndo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua, 24 h ap6s a
administracdo de Furosemida nos animais dos grupos experimentais PME e PMH estdo
expressos na figura 8. ApoOs analise, observou-se que os fatores estudados ndo interagem, e
ainda que o fator tratamento também néo afeta as variaveis expressas na figura 8. Porém,
observou-se que estas mesmas variaveis sofrem influéncia do fator tempo (para agua: F (3, 72
= 4,41, p = 0,007; para agua/100g: F (3, 72) = 4,22, p = 0,008; para soédio: F (3, 72 = 100,7, p <

0,0001; para sodio/100g: F (3 72) = 93,9, p < 0,0001).
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Figura 8. Efeito do HGE no comportamento de ingestdo ndo cumulativa de NaCl 0,3 M (Painéis A e B) e agua
(Painéis C e D) em machos da prole de maes hipotireocideanas (m-PMH, n=10) e eutireoidianas (m-PME, n=10)
depletados de sodio. Os volumes ingeridos estdo expressos em valores absolutos (Painéis A e C) ou
normalizados por 100g de massa corporal (Painéis B e D). Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do
pos-teste de Bonferroni. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia pds-natal.

Quanto a ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M e agua, 24 h apds inducao de deplegédo
de sddio, os animais dos grupos experimentais PME e PMH néo apresentaram diferencas nos
volumes ingeridos, tanto absolutos quanto normalizados (Fig. 9). A analise de variancia de
duas vias revelou que os fatores estudados ndo interagem, ademais, o fator tratamento também
ndo afeta as varidveis expressas na figura 7. Contudo, essas variaveis sofrem a influéncia do
fator tempo (para agua: F (3,72 = 5,68, p = 0,0015; para agua/100g: F (3, 72) = 5,64, p = 0,0016;
para sodio: F (3 72) = 6,06, p = 0,001; para s6dio/100g: F 3,72y = 5,7, p = 0,0015).
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Figura 9. Efeito do HGE no comportamento de ingestdo cumulativa de NaCl 0,3 M (Painéis A e B) e agua
(Painéis C e D) em machos da prole de mées hipotireoideanas (m-PMH, n=10) e eutireoidianas (m-PME, n=10)
depletados de sodio. Os volumes ingeridos estdo expressos em valores absolutos (Painéis A e C) ou
normalizados por 100g de massa corporal (Painéis B e D). Andlise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do
pos-teste de Bonferroni. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia p6s-natal.

Aos 120 DPN, os machos foram submetidos ao TTI (Fig. 10). De acordo com a
analise de variancia de duas vias, verificou-se, para o TTI, efeito fortemente significativo do
tratamento (F(1,70) = 51,042, p < 0,0001) e do tempo (F, 70) = 71,377, p < 0,0001). Entretanto,
ndo houve interacdo dos fatores tempo e tratamento. Com exce¢do do tempo zero, nos demais
tempos avaliados, a glicemia dos m-PMH foi sempre menor (aos 20 min: 66,5+3,43 versus
79,75+4,03 mg/dL, p < 0,05; aos 40 min: 45,25+2,43 versus 64,63+3,58 mg/dL, p < 0,01; aos
60 min: 37,38+2,13 versus 54,75+3,96 mg/dL, p < 0,001; aos 120 min: 44,75+4,13 versus
63,38+4,92 mg/dL, p < 0,01), quando comparados aos m-PME.
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Figura 10. Efeito do HGE no Teste de Tolerancia a Insulina (TTI) da prole aos 120 DPN. m-PME: machos da
prole de mées eutireoideanas (n=8); m-PMH: machos prole de mées hipotireoideanas (n=8). Analise estatistica:
ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni; (*) p<0,05; (**) p<0,01, comparado ao respectivo
controle. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia pds-natal.

Quando os machos PMH e PME foram submetidos a injecdo de glicose
intraperitoneal (i.e. TTG), a glicemia ndo diferiu entre os grupos (Fig. 11). Isto foi
demonstrado ap6s a analise de variancia de duas vias, que ndo evidenciou interacdo
significativa dos fatores tempo e tratamento, e tampouco o efeito do fator tratamento
isoladamente. Apenas o fator tempo (Fs 35 = 30,388, p < 0,0001) mostrou-se afetar
significativamente a glicemia de ambos 0s grupos.
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Figura 11. Efeito do HGE no Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) da prole aos 120 DPN. m-PME: machos da
prole de mées eutireoideanas (n=4); m-PMH: machos prole de maes hipotireoideanas (n=6). Analise estatistica:
ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni comparado ao respectivo controle. HGE:
hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia pds-natal.
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Aos 120 DPN, as fémeas PME e PMH, foram submetidas ao TTI (Fig. 12). A anélise
de variancia da glicemia do TTI revelou um efeito significativo da interagéo (F, 70) = 3,049, p
= 0,0224), do tratamento (F(1,70) = 36,24, p = 0,0001) e do tempo (F, 70) = 43,22, p < 0,0001).
O pos-teste de Bonferroni evidenciou que nos tempos 60 (78,6+4,55 versus 53+6,1 mg/dL, p
< 0,001) e 120 minutos (84,1+5,26 versus 54,67+4,19, p < 0,001) pds-administracdo de
insulina, a glicemia foi maior no grupo f-PMH, quando comparado ao grupo f-PME.
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Figura 12. Efeito do HGE no TTI na prole aos 120 DPN. f-PME: fémeas da prole de mées eutireoideanas (n=6);
f-PMH: fémeas prole de maes hipotireoideanas (n=10). Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do
pos-teste de Bonferroni; (***) p <0,001, comparado ao respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional
experimental; DPN: dia pds-natal.

Na figura 13 esta representada a glicemia das fémeas ap0s o TTG. A analise de
variancia de duas vias revelou auséncia de interacdo, porem com efeito significativo do
tratamento (F(1, s¢) = 8,1185, p = 0,0061) e do tempo (F, s6) = 129,832, p < 0,0001). O pos-
teste de Bonferroni indicou que aos 30 min pos-administracdo de glicose, as fémeas PMH
apresentaram glicemia significativamente maior (216,11+7,62 versus 194,14+9,49 mg/dL, p <

0,01), quando comparadas as f-PME.
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Figura 13. Efeito do HGE no Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) na prole aos 120 DPN. f-PME: fémeas da
prole de maes eutireoideanas (n=7); f-PMH: fémeas prole de médes hipotireoideanas (n=9). Andlise estatistica:
ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni; (*) p <0,05, comparado ao respectivo controle. HGE:
hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia pds-natal.

A figura 14 apresenta a glicemia de jejum, em diferentes idades, da PMH e PME.
Apbs a analise de variancia de duas vias, verificou-se, aos 15 DPN, reducdo significativa da
glicemia em fungdo do tempo (F (1, 1s) = 12,7723, p < 0,0022), independentemente do fator
tratamento. Adicionalmente, houve interagdo entre o tratamento e o tempo (F (1, 18y = 7,1323, p
< 0,0156). O pds-teste de Bonferroni evidenciou menor glicemia da PMH aos 15 DPN
(102,11+6,99 versus 123,82+4,38 mg/dL, p < 0,01), quando comparado ao grupo PME
(Painel A). Ao analisar os grupos PME e PMH, de ambos os géneros, aos 60, 90 e 120 DPN,
pelo teste de variancia de trés vias, nao foi verificada interacdo dos fatores estudados (i.e.
tratamento, tempo e género; p = 0,136). Assim, separou-se 0s grupos PME e PMH, de acordo
com o género. Ainda assim, em machos, nenhuma diferenca foi constatada para os fatores
tempo, tratamento e interagdo (Painel B). Na glicemia das f-PMH, a andlise de variancia de
duas vias revelou efeito significativo da interacao (F (2, 54y = 4,716, p = 0,013) e do fator
tratamento (F (1, 54y = 7,50, p = 0,008). O pos-teste de Bonferroni indicou maior glicemia das f-
PMH aos 60 DPN (121,8+3,58 versus 102,72+2,45 mg/dL, p < 0,001).
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Figura 14. Efeito do HGE na concentragdo sérica de Glicose na prole. Painel A: PME: prole de maées
eutireoideanas, n=10, 10; PMH: prole de mées hipotireoideanas, n=10, 10; Painel B: m-PME: machos da prole
de mdes eutireoideanas, n=10, 10, 10; m-PMH: machos da prole de maes hipotireoideanas, n=10, 10, 10; Painel
C. f-PME: fémeas da prole de mées eutireoideanas, n=10, 10, 10; f-PMH: fémeas da prole de maes
hipotireoideanas, n=10, 10, 10. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni;

**) p <0,01 ou (***) p <0,001 comparado ao respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional
experimental; DPN: dia p6s-natal.

A concentracdo sérica de colesterol, em diferentes idades, esta representada na figura
15. A anélise de variancia de duas vias revelou haver reducdo significativa da colesterolemia
em funcdo do tempo (F (1, 18y = 77,783, p < 0,0001), aos 15 e 30 DPN (Painel A),
independentemente do fator tratamento. Ao analisar a concentracdo de colesterol sérico em
funcdo dos fatores tratamento, género e tempo, ndo se verificou diferenga entre os grupos (p =
0,141). Desse modo, separou-se 0s grupos de acordo com o género. Nos machos, a analise de
variancia de duas vias, revelou haver efeito significativo da interacdo (F(, s4y = 14,63, p
<0,0001) e do tempo (F, 54y = 9,35, p = 0,0003). O pds-teste de Bonferroni evidenciou que o
colesterol dos m-PMH foi maior que os m-PME aos 60 DPN (69,2+3,8+3,8 versus
54+2,7+2,66 mg/dL, p < 0,001) e menor aos 120 DPN (43,8+2,7+2,72 versus 56,5+3+2,96
mg/dL, p < 0,01) (Painel B). A analise do colesterol sérico nas fémeas PME e PMH
evidenciou efeito significativo da interacéo (F 2, s3y = 6,372, p = 0,0034), e do fator tempo (F

@ 53 = 7,399, p = 0,0015) sem efeito significativo do fator tratamento. O pos-teste de
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Bonferroni evidenciou diferenca aos 120 DPN, em que as f-PMH possuiam menor colesterol
que o grupo controle (57,21+3,9+2,98 versus 72,68+2,16 mg/dL, p < 0,01) (Painel C).
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Figura 15. Efeito do HGE na concentracdo sérica de Colesterol da prole. Painel A: PME: prole de maes
eutireoideanas, n=10, 10; PMH: prole de mées hipotireoideanas, n=10, 10; Painel B: m-PME: machos da prole
de mées eutireoideanas, n=10, 10, 10; m-PMH: machos da prole de maes hipotireoideanas, n=10, 10, 10; Painel
C. f-PME: fémeas da prole de mées eutireoideanas, n=10, 10, 10; f-PMH: fémeas da prole de maes
hipotireoideanas, n=10, 10, 10. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni;
(**) p <0,01 ou (***) p <0,001 comparado ao respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional
experimental; DPN: dia pés-natal.

A concentracdo sérica de TGL, aos 15 e 30 DPN, sofreu influéncia interativa dos
fatores tempo e tratamento (F, 32y = 40,86 p = 0,012), bem como do fator tempo,
isoladamente (F, 34y = 40,86, p < 0,0001) (Fig.16 A). Sendo que o pos-teste de Bonferroni
indicou diferenga significativa aos 15 DPN, em que o grupo PMH apresentou menor
concentracdo de TGL (79,1+6,3 versus 117,724 mg/dL, p = 0,039), quando comparado ao
grupo controle. Ao avaliar a concentracdo de TGL aos 60, 90 e 120 DPN, por meio do teste
estatistico ANOVA de trés vias, evidenciou-se efeito significativo da interacdo tripla dos

fatores tratamento, género e tempo (F(, 1200 = 13,49, p < 0,0001). O pos-teste de Bonferroni
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evidenciou que o TGL dos m-PMH foi significativamente maior aos 60 DPN (268,08+£25,13
versus 176,4+16,29, p < 0,01), quando comparado aos m-PME (Painel B).
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Figura 16. Efeito do HGE na concentracdo sérica de triglicérides da prole. Painel A: PME: prole de maes
eutireoideanas, n=10, 10; PMH: prole de mées hipotireoideanas, n=10, 10; Painel B: m-PME: machos da prole
de maes eutireoideanas, n=10, 10, 10; m-PMH: machos da prole de mées hipotireoideanas, n=10, 10, 10; f-PME:
fémeas da prole de maes eutireoideanas, n=10, 10, 10; f-PMH: fémeas da prole de mées hipotireoideanas, n=10,
10, 10. Analise estatistica; ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni (Painel A) e ANOVA de
trés vias seguido do pds-teste de Bonferroni (Painel B); (*) p<0,05; (**) p <0,01; (***) p <0,001, comparado ao
respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia p6s-natal.

A figura 17 representa a concentracdo sérica de HDL em diferentes idades das
proles. A andlise de variancia da concentracdao sérica de HDL, aos 15 e 30 DPN, revelou
haver influéncia significativa do fator tratamento (F (1, 36 = 4,55, p = 0,0398). Da mesma
forma, o fator tempo também afetou a variavel HDL (F (1, 36) = 41,26, p < 0,0001) (Painel A).
Isto foi reiterado apos o teste de Bonferroni, que indicou menor concentracdo sérica na PMH
aos 30 DPN (61,5+1,8 versus 72+4,2 mg/dL, p < 0,05), quando comparada a PME. Ao avaliar
0 HDL aos 60, 90 e 120 DPN, pelo teste estatistico ANOVA de trés vias, ndo se observou
diferenca significativa na interacdo tripla de fatores (p = 0,3901). Desse modo, a anélise
estatistica foi realizada pelo teste ANOVA de duas vias, separando os grupos de acordo com o
género. A concentragdo de HDL entre os machos PME e PMH diferiu significativamente
apenas para o fator tempo (F, 54y = 9,19, p = 0,0004), independentemente do fator tratamento
(Painel B). A andlise do HDL sérico das fémeas revelou efeito significativo do tratamento
(Fa, 54y = 5,34, p = 0,0247), com reducéo significativa da concentracdo nas fémeas PMH aos
120 DPN (53,67+1,78 versus 68,37+3,02 mg/dL, p < 0,05), quando comparada as fémeas
PME (Painel C).
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Figura 17. Efeito do HGE na concentracdo sérica de HDL da prole. Painel A: PME: prole de mades
eutireoideanas, n=10, 10; PMH: prole de mées hipotireoideanas, n=10, 10; Painel B: m-PME: machos da prole
de mdes eutireoideanas, n=10, 10, 10; m-PMH: machos da prole de maes hipotireoideanas, n=10, 10, 10; Painel
C: f-PME: fémeas da prole de mées eutireoideanas, n=10, 10, 10; f-PMH: fémeas da prole de mdes
hipotireoideanas, n=10, 10, 10. Anélise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni, (*)
p<0,05, comparado ao respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia pds-natal.

Na figura 18, estd representada a concentragdo sérica de VLDL em diferentes
tempos. A analise de variancia de duas vias evidenciou efeito significativo da interagdo (F,
a4y = 7,05, p = 0,012) e do tempo (Fq, 34y = 40,86, p < 0,0001), aos 15 e 30 DPN. O pos-teste
de Bonferroni indicou diferenca significativa aos 15 DPN, quando a concentracdo de TGL da
PMH foi significativamente menor quando comparada a PME (15,82+1,25 versus 26,93+5,32
mg/dL, p = 0,039) (Painel A). Ao avaliar a concentragéo de VLDL aos 60, 90 e 120 DPN, por
meio do teste estatistico ANOVA de trés vias, evidenciou-se efeito significativo da interagdo
entre os fatores tratamento, género e tempo (Fp, 1200 = 13,49, p < 0,0001) (Painel B). De

maneira que, 0 pds-teste de Bonferroni identificou maior concentracdo sérica de VLDL nos
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machos PMH aos 60 DPN (53,61+5,03 versus 35,28+3,26 mg/dL, p < 0, 01) quando

comparado aos m-PME.
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Figura 18. Efeito do HGE na concentracdo sérica de VLDL da prole. Painel A: PME: prole de mades
eutireoideanas, n= 10, 10; PMH: prole de maes hipotireoideanas, n= 10, 10; Painel B: m-PME: machos da prole
de mées eutireoideanas, n=10, 10, 10; m-PMH: machos da prole de mées hipotireoideanas, n=10, 10, 10; f-PME:
fémeas da prole de maes eutireoideanas, n=10, 10, 10; f-PMH: fémeas da prole de mées hipotireoideanas, n=10,
10, 10. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni (Painel A) e ANOVA de
trés vias seguido do pds-teste de Bonferroni (Painel B); (*) p<0,05 (**) p <0,01; (***) p <0,001, comparado ao
respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia p6s-natal.

Na figura 19 estdo representados os valores da concentracdo sérica de ureia. A
analise de variancia revelou efeito significativo da interagdo (Fe, 34y = 4,43, p = 0,0429), do
tratamento (F, 34 = 32,33, p < 0,0001) e do tempo (F(, 34) = 26,64, p < 0,0001) (Painel A). O
pos-teste de Bonferroni indicou menor uremia na PMH aos 15 (20,48+1,54 versus 34,23+2,7
mg/dL, p < 0,001) e aos 30 DPN (15,09£1,2 versus 21,41+0,8 mg/dL, p < 0,05), quando
comparada a PME. Quando a concentracdo de ureia foi avaliada aos 60, 90 e 120 DPN, pelo o
teste estatistico ANOVA de trés vias, ndo se observou significancia na interacéo tripla dos
fatores estudados (i.e. tratamento, tempo e género) (p = 0,944). Assim, realizou-se o teste
ANOVA de duas vias, separando machos e fémeas. A analise dos machos revelou efeito
fortemente significativo da interagdo do tempo com o tratamento (F, s4) = 5,514, p = 0,0066),
bem como do tratamento (Fq, 54y = 9,361, p = 0,0034) e do tempo (Fq, 54y = 112,725, p <
0,0001) isoladamente. O pos-teste de Bonferroni mostrou que a concentracdo de ureia nos
machos PMH foi maior aos 60 DPN (11,07+£0,64 versus 14,94+1,06 mg/dL, p < 0,001)
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quando comparados aos m-PME (Painel B). Para as fémeas, verificou-se efeito significativo
da interacdo (F(, s4) = 6,51, p = 0,0029), do tratamento (F, s4 = 15,88, p = 0,0002) e do
tempo (F(, 54y = 205,4, p < 0,0001). O pos-teste de Bonferrroni indicou que a concentracdo de
ureia foi maior nas f-PMH (17,82+0,97 versus 13,54+0,63 mg/dL, p < 0,001) quando
comparadas as f-PME (Painel C).
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Figura 19. Efeito do HGE na concentracdo sérica de Ureia da prole. Painel A: PME: prole de maes
eutireoideanas, n=10, 10; PMH: prole de mées hipotireoideanas, n=10, 10; Painel B: m-PME: machos da prole
de mées eutireoideanas, n=10, 10, 10; m-PMH: machos da prole de mées hipotireoideanas, n=10, 10, 10; Painel
C: f-PME: fémeas da prole de maes eutireoideanas, n=10, 10, 10; f-PMH: fémeas da prole de mades
hipotireoideanas, n=10, 10, 10. Anélise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do po6s-teste de Bonferroni; (*)

p<0,05; (***) p <0,001, comparado ao respectivo controle. HGE: hipatireoidismo gestacional experimental;
DPN: dia pds-natal.

A figura 20 representa os valores de hematdcrito nas proles aos 60, 90 e 120 DPN. Na
analise de variancia de trés vias ndo se detectou interacdo tripla significativa dos fatores

estudados (i.e. tratamento, tempo e género) sobre o hematdcrito (p =0,820). Dessa maneira,
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realizou-se a analise de variancia de duas vias, separando 0s grupos de acordo com o género.
Na analise de machos, o hematdcrito sofreu influéncia apenas do fator tempo (F, s2) = 14,71,
p < 0,0001) (Painel A). A analise de variancia do hematdcrito nas fémeas revelou haver
influéncia significativa da interacdo (F, s2) = 5,95, p = 0,0047) dos fatores estudados (i.e.
tratamento e tempo), bem como do tempo (F(, s2) = 6,33, p = 0,0035) isoladamente. Ademais,
observou-se haver forte tendéncia a significancia do fator tratamento (F (1,52 = 3, 96, p =
0,0519). De maneira que, 0 poOs-teste de Bonferroni indicou menor hematocrito nas fémeas
PMH aos 90 DPN (44,05+2,26 versus 38,25+0,46, p < 0,01), quando comparada as f-PME
(Painel B).
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Figura 20. Efeito do HGE no Hematdcrito da prole. Painel A: m-PME: machos da prole de méaes eutireoideanas,
n=9; m-PMH: machos da prole de mées hipotireoideanas, n=10; Painel B: f-PME: fémeas da prole de mées
eutireoideanas, n=10; f-PMH: fémeas da prole de mées hipotireoideanas, n=8. Analise estatistica: ANOVA de
duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni; (**) p <0,01. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental;
DPN: dia pds-natal.

O peso do coragdo normalizado pelo comprimento da tibia se encontra expresso na
figura 21. A avaliagdo do peso do coragdo normalizado pelo comprimento da tibia, aos 60, 90
e 120 DPN, pelo ANOVA de trés vias, ndo evidenciou interacdo dos fatores tratamento,
tempo e género (p = 0,961). Porém, quando realizada a analise de variancia de duas vias, para
0s machos, observou-se apenas efeito significativo do fator tempo (F, 51y = 4,741, p = 0,0129)
(Painel A). Ao analisar as fémeas, verificou-se efeito significativo da interagdo (F(, 4 =
4,123, p = 0,0223) e do fator tempo (F ¢, 48y = 3,75, p = 0,03). O pos-teste de Bonferroni
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evidenciou que as f-PMH apresentaram maior peso relativo do coracdo aos 90 DPN
(24,9+0,67 versus 22,44+0,74 10°g/mm, p < 0,05), quando comparadas as f-PME (Painel B).

m-PME
Bl m-PMH

f-PME
ER f-PMH

g/mm (10°)

Coragéao/comprimento da tibia

[o2]
o

DPN 9

o

DPN 1

N

0 DPN

Figura 21. Efeito do HGE no peso do coracdo normalizado pelo comprimento da tibia da prole. Painel A: m-
PME: machos da prole de mées eutireoideanas, n=9; m-PMH: machos da prole de maes hipotireoideanas, n=10;
Painel B: f-PME: fémeas da prole de mdaes eutireoideanas, n=10; f-PMH: fémeas da prole de maes
hipotireoideanas, n=8. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni; (*) p <0,05
comparado ao respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia p6s-natal.

A figura 22 representa o peso da gordura retroperitoneal normalizada pelo
comprimento da tibia, em diferentes idades da prole. A analise de variancia de trés vias
revelou ndo haver efeito significativo da interacdo tripla dos fatores tratamento, tempo e
género (p = 0,275). Assim, realizou-se analise de variancia de duas vias, separando 0s grupos
de acordo com o género. Para os machos, a analise evidenciou efeito significativo da
interacdo (Fe, 51y = 3,07, p = 0,055), bem como dos fatores tratamento (F, 51y = 5,44, p =
0,023) e tempo (F(, 51y = 24, 01, p < 0,0001). De acordo com o0 pos-teste de Bonferroni, a
diferenca foi significativa aos 120 DPN, em que os machos PMH apresentaram menor
contetido de gordura (99,2+1,08 versus 146,4+1,4 10°g/mm), quando comparados aos machos
PME (Painel A). A andlise da gordura retroperitoneal relativa das fémeas evidenciou efeito
significativo da interagao (F, 48y = 5,18, p = 0,0092) e do tempo (F(, 48) = 22,22, p < 0,0001).
O pds-teste de Bonferroni demonstrou haver diferenca significativa aos 120 DPN, em que as
f-PMH apresentaram menor peso de gordura retroperitoneal (54,23+4,9 versus 77,81+7,48

10%g/mm) quando comparadas as f-PME (Painel B).



50

f-PME
R f-PMH

" m-PME
' mm mPvH

da tibia g/mm (103

N\

Gorduraretroperitoneal/comprimento
da tibia g/mm (10%)
=
o
S
1
Gorduraretroperitoneal/comprimento

60 DPN 9

0 DPN 1

N

0 DPN 60 DPN 90 DPN 120 DPN

Figura 22. Efeito do HGE no peso da gordura retroperitoneal normalizada pelo comprimento da tibia da prole.
Painel A: m-PME: machos da prole de mées eutireoideanas, n=10; m-PMH: machos da prole de mades
hipotireoideanas, n=10; Painel B: f-PME: fémeas da prole de mdes eutireoideanas, n=10; f-PMH: fémeas da
prole de mées hipotireoideanas, n=10. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de
Bonferroni; (**) p <0,01 comparado ao respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental;
DPN: dia pés-natal.

O peso do figado normalizado pelo comprimento da tibia, em diferentes idades da
prole, estd expresso na figura 23. A anéalise de variancia de trés vias ndo revelou diferenca
significativa no peso do figado normalizado pelo comprimento da tibia (p = 0,482). Assim,
realizou-se o teste ANOVA de duas vias, separando 0s géneros. Para 0os machos, a analise de
variancia evidenciou efeito significativo apenas do fator tratamento (F (2, 51y = 9,98, p =
0,002). O pos-teste de Bonferroni indicou menor peso relativo do figado, nos m-PMH, aos 60
DPN (234,4+12,1 versus 280,9+11,3 10%g/mm, p < 0,05) (Painel A). Nas fémeas, foi nio foi

evidenciado efeito significativo dos fatores analisados (Painel B).
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Figura 23. Efeito do HGE no peso do figado normalizado pelo comprimento da tibia da prole. Painel A: m-
PME: machos da prole de mées eutireoideanas, n=10; m-PMH: machos da prole de mées hipotireoideanas, h=10;
Painel B: f-PME: fémeas da prole de mées eutireoideanas, n=10; f-PMH: fémeas da prole de maes
hipotireoideanas, n=10. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni, (*)
p<0,05, comparado ao respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia p6s-natal.

O peso dos rins normalizado pelo comprimento da tibia dos grupos PME e PMH, de
ambos 0s géneros, esta representado na figura 24. Quando realizada analise de variancia de
trés vias, ndo foi verificada a interacédo tripa dos fatores estudados (i.e. tratamento, tempo e
género) (p = 0,718). Assim, realizou-se a analise de varidncia de duas vias, separando 0s
grupos de acordo com o género. Para os machos, verificou-se diferenca significativa no fator
tratamento (F, 51y = 10,99, p = 0,0018) e no fator tempo (F, 51y = 4,43, p = 0,017), porém sem
interacdo dos mesmos. O peso relativo dos rins foi menor nos m-PMH aos 60 DPN
(58,18+2,5 versus 68,34+3,2 g/mm 103, p < 0,05) (Painel A). Para as fémeas, evidenciou-se a
interferéncia apenas do fator tratamento (F1, 49y = 7,4, p = 0,0079). De acordo com o pds-teste
de Bonferroni, o peso relativo dos rins foi menor nas f-PMH aos 60 DPN (44,38+1,05 versus
48,65+1,28 (g/mm)103, p < 0,05), quando comparadas as f-PME (Painel B).
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Figura 24. Efeito do HGE no peso dos rins normalizado pelo comprimento da tibia da prole. Painel A: m-PME:
machos da prole de mées eutireoideanas, n=10; m-PMH: machos da prole de mdes hipotireoideanas, n=10;
Painel B: f-PME: fémeas da prole de mées eutireoideanas, n=10; f-PMH: fémeas da prole de maes
hipotireoideanas, n=10. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de Bonferroni. HGE:
hipotireoidismo gestacional experimental; DPN: dia pds-natal.

A figura 25 representa o peso do pulmdo normalizado pelo comprimento da tibia das
proles de ambos os géneros. N&o foi observada diferenca significativa na analise de variancia
de trés vias (p = 0,130), considerando-se os fatores tratamento, tempo e género. Porém,
separando-se 0s animais por género, com a analise de variancia de duas vias, foi possivel
detectar significancia para a interagéo dos fatores tratamento e tempo nos machos (F (2, so) =
5,81, p = 0,0054). O pobs-teste evidenciou diferenca significativa apenas aos 60 DPN, em que
0s m-PMH apresentaram um menor peso relativo do pulméo (36,51+1,6 versus 45,56+3,17
(g/mm)10% p < 0,01) (Painel A). Na analise das fémeas, nenhuma diferenca foi observada

para esta variavel (Painel B).
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Figura 25. Efeito do HGE no peso do pulm&o normalizado pelo comprimento da tibia da prole. Painel A: m-
PME: machos da prole de maes eutireoideanas, n=10; m-PMH: machos da prole de mées hipotireoideanas, n=10;
Painel B: f-PME: fémeas da prole de mées eutireoideanas, n=10; f-PMH: fémeas da prole de maes
hipotireoideanas, n=10. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni; (*)
p<0,05; (**) p <0,01; (***) p <0,001 comparado ao respectivo controle. HGE: hipotireoidismo gestacional
experimental; DPN: dia p6s-natal.




RESUMO DOS RESULTADOS OBTIDOS NESTE TRABALHO:

RATAS PRENHAS

Quadro 1. Resumo dos resultados obtidos nas mées hipotireoideanas (MH).

Tempo de gestacao ﬁ
Ndmero de filhotes NA
Massa corporal (1°, 9° e 21° DG) NA
Peso relativo do coracéo ﬂ
Peso relativo dos rins l]v
Peso relativo do figado NA
Peso relativo do pulméo NA
Dosagem de T3 (21° DG) l]v
Dosagem de T4 (21° DG) ﬂ

NA: ndo alterou
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PROLE DE MAES HIPOTIREOIDEANAS AO LONGO DA VIDA POS-NATAL

Quadro 2. Resumo dos resultados obtidos na prole de mées hipotireoideanas (PMH) ao
longo da vida pés-natal.

60 DPN 90 DPN 120 DPN
15 DPN | 30 DPN

M F M F M F

T3 NA NA - - - - - -

T4 NA NA - - - - - -
Massa corporal NA u ﬂ ﬂ ﬂ NA ll ll

Ingestdo (racdo, agua e sodio) - NA NA - NA - NA -

Ingestéo induzida de sddio - - - - - - NA -
TTI - - - - - - Il
TTG - - - - - - NA | NA
Glicose sérica 1| NA [ NA| ff | NA| NA [ NA | NA
Colesterol sérico NA NA Tt INA[NAINA | D] I
TGL e VLDL séricos 1| NA | 1§ | NA | NA| NA [ NA | NA
HDL sérico NA ll NA | NA | NA | NA | NA l],
Ureia sérica ll ﬂ ﬂ ﬂ NA | NA | NA | NA
Hematdcrito - - NA | NA[NA| ff [ NA]| NA
Peso do coragdo - - NA [ NA[NA| 1} | NA | NA
Peso da gordura retrop. - - NA | NA | NA | NA JJ 11
Peso do figado - - jl NA | NA | NA | NA | NA
Peso dos rins - - J[ $[NAJNANA| NA
Peso do pulméo - - Il [NA|NA| NA [ NA | NA

NA: ndo alterou
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6 DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou pela primeira vez que a caréncia de hormonios tireoideanos
durante a vida intrauterina afeta o desenvolvimento corporal, perfil metabolico e o peso dos
orgdos em diferentes idades da vida pos-natal em ratos. Além disso, constatou que, a menor
massa corporal observada em diferentes idades néo foi acompanhada por reducdo na ingestéo
de racdo. Outro achado inédito é a presenca de dimorfismo sexual no comportamento do perfil
metabolico de triglicérides e VLDL em funcdo da idade e do tratamento. Foi evidenciado,

ainda, menor peso relativo da gordura retroperitoneal na prole de ambos os géneros.

Devido a influéncia potencial dos HTs no crescimento, desenvolvimento e
metabolismo (AHMED et al., 2012), e considerando que o desenvolvimento intrauterino
depende de concentracfes adequados de HTs (FOWDEN; SILVER, 1995), o presente estudo
investigou as repercussdes da inducdo do hipotireoidismo gestacional experimental no
desenvolvimento corporal, comportamento ingestivo e funcdo metabdlica durante a vida pos-

natal na prole.

A administracdo de MTZ na agua de beber (0,02%) em fémeas adultas durante a
gestacdo induziu hipotireoidismo nas mées, constatado por concentracfes séricos reduzidos de
T3 e T4 totais a0 21" DG (Fig. 2). Segundo Karbalaei et al. (2013), a administracéo de PTU
(0,02%) na &gua de beber de ratas, do primeiro DG até o parto, causou reducdo nos
concentragdes circulantes de T3 e T4 totais (KARBALAEI et al., 2013). Hasebe et al. (2008)
induziram hipotireoidismo em ratas prenhas do 17" DG até o final da lactacdo pela
administracdo de MTZ (20mg/kg/dia) e evidenciaram baixos concentra¢des plasmaticos de T3
e T4 nas mées tratadas e suas proles (HASEBE et al., 2008).
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No presente estudo, a duragdo da gestacdo foi significativamente aumentada no
grupo MH quando comparada ao grupo ME (Tabela 1). Este achado esta de acordo com as
observacdes de Hapon et al. (2003), que induziram hipotireoidismo em ratas oito dias antes
do acasalamento, com administracdo de PTU na &gua de beber, e identificaram aumento no
tempo de gestacdo (HAPON et al., 2003). Segundo Hapon et. al (2003), o hipotireoidismo em
ratas prenhas produz o prolongamento na gestacdo devido a concentragOes elevados de
progesterona, esse horménio inibe a contratilidade do miométrio. Contrariamente, no
hipertireoidismo gestacional, ratas prenhas tratadas com T4 apresentam decaimento mais
acentuado dos concentragfes de progesterona, aumento da prolactina, antecipacdo da

lutedlise, que por sua vez induz a lactogénese e o parto em ratas.

Negishi et al. (2005) induziram hipotireoidismo perinatal pela administragéo de PTU
(10mg/kg) em ratas prenhas do 3" DG até o final da lactacdo (20 DPN), e evidenciaram que as
ratas tratadas exibiram um menor ganho de massa corporal durante a gestacdo (NEGISHI et
al., 2005). Diferentemente, no presente estudo, a administracdo oral de MTZ em ratas prenhas
ndo afetou a massa corporal durante a gestacdo (Tabela 1). Estes resultados estdo de acordo
aos de Alves et al. (2013), que utilizaram 0 mesmo protocolo de inducdo de hipotireoidismo
em ratos (ALVES et al., 2013). De acordo com os autores, esse achado aponta para a
possibilidade de que uma hipofuncdo tirecideana ndo gere, necessariamente, ‘“sinais e

sintomas” classicos nas gestantes.

Similarmente aos achados do presente estudo, Alves et al. (2013) ndo identificaram
diferencas no nimero de filhotes por ninhada das ratas tratadas com MTZ (0,02%), quando
comparadas as ratas eutireoideanas (ALVES et al., 2013). Esses dados estdo de acordo com 0s
demonstrados por Karbalai et al. (2013), que apesar de induzir hipotireoidismo em ratas
durante toda a gestacéo, pela administracdo de PTU (0,02%), ndo observaram diferencas entre

0S grupos no que diz respeito ao nimero de filhotes por ninhada (KARBALAEI et al., 2013).

As drogas anti-tireoideanas, MTZ e PTU, quando administradas por via oral,
atravessam a barreira placentaria e também podem ser encontradas no leite materno (CLARK
et al., 2006). Diversos estudos mostraram que ratas prenhas tratadas com drogas anti-

tireoideanas, durante a gestacdo e/ou lactacdo, produziram prole com hipotireoidismo nos
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primeiros dias de vida (AHMED; ABD EL-TAWAB; AHMED, 2010; HASEBE et al., 2008;
KARBALAEI et al., 2013; SWENNE, 1983).

Karbalaei et al. (2013) demonstraram que a inducéo de hipotireoidismo fetal (1" DG
até o parto) promoveu redugdo nos concentragcdes de T4 nos ratos neonatos, no entanto, aos
trés e 12 meses pos-natal, os concentracdes séricos de T3 e T4 ndo diferiram entre 0s grupos
(KARBALAEI et al., 2013). Auso et al. (2004) induziram hipotireoidismo em ratas prenhas,
com tratamento mais curto, do 12" DG ao 15 DG, sendo que a administragdo de MTZ
(0,02%) nas mées ndo afetou a funcéo tireoideana da prole aos 40 DPN (AUSO et al., 2004).

No presente trabalho, no qual a inducéo do hipotireoidismo ocorreu exclusivamente
durante a gestacdo, as concentracdes séricas de T3 e T4 totais ndo diferiram entre os grupos
avaliados aos 15 DPN e 30 DPN (Figura 4). Portanto, o presente protocolo ndo afetou o status
tireoideano da prole, a0 menos nos tempos avaliados. Porém, considerando-se que o MTZ
permanece concentrado na tiredide por até 24 h pés-administracdo (CLARK et al., 2006), e
ainda que o mesmo atravesse a barreira placentéaria e é excretado no leite pelas glandulas
mamarias, pode-se assumir que durante a fase final da vida intrauterina e também no periodo
neonatal precoce (anterior ao 15° DPN), estes animais pudessem apresentar hipofuncao
tireoideana. No entanto, o periodo exato em que ocorre o re-estabelecimento da funcgéo
tireoideana permanece desconhecido. De modo intrigante, apesar desse reestabelecimento ter
ocorrido antes do 15° DPN, diversos dos parametros metabolicos avaliados neste estudo se
apresentaram alterados ao longo da vida destes animais, desde os 15 até os 120 DPN. Isto
reforca a hipotese de que os hormonios da tiredide sdo criticos na programacao dos sistemas

controladores das fun¢des metabdlicas com impacto em diferentes idades.

Déficits de crescimento e de massa corporal da prole tem sido comumente
encontrados em experimentos nos quais o hipotireoidismo foi induzido em ratas durante o
periodo gestacional e neonatal (ALVES et al., 2013; KARBALAEI et al., 2013; NEGISHI et
al., 2005; SANTOS et al., 2012; SWENNE, 1983; USENKO et al., 1999). Apesar disso, a
massa corporal dos filhotes avaliados, no presente estudo, néo diferiu entre os grupos do 1°
DPN até 15° DPN (Figura 5). Esses dados corroboram os de Santos et al. (2012), que
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utilizaram o mesmo protocolo de inducgéo de hipotireoidismo gestacional (SANTOS et al.,
2012).

Estudo prévio, com modelo de hipotireoidismo moderado por tiredidectomia
(reducdo de 80% da tireGide), em ratas antes do acasalamento, evidenciou reducdo na massa
corporal da prole de ratas tratadas no 16° DG, que desaparece ja no 21° DG (PICKARD et al.,
1999). No entanto, a inducdo de hipotireoidismo grave (retirada total da glandula) promoveu
reducdo da massa corporal da prole até o final da gestacdo (LEONARD et al., 1999). De
maneira geral, pode-se inferir que a persisténcia e a gravidade da restri¢cdo do crescimento da
prole estdo relacionadas ao grau de inducdo de disfuncédo da tiredide materna (PICKARD et
al., 1999).

Corroborando esses achados, Bonet et al. (1988) mostraram, por meio da inducdo de
hipotireoidismo materno por tireoidectomia (TX) em ratas, com ou sem reposi¢cdo de T4, que
a tireodectomia materna reduz consideravelmente os concentracdes de HTs em estruturas
embrionarias durante a primeira metade da gestacdo, além de interferir no desenvolvimento
normal do feto. Em contraste, quando o hipotireoidismo materno ocorre na segunda metade da
gestacdo, os efeitos ndo foram tdo deletérios, pois a glandula tiredide fetal ja possui atividade
(BONET; HERRERA, 1988).

De maneira geral, os hormo6nios podem regular os mecanismos de fome e saciedade,
alterar a taxa metabolica de diversas rotas bioquimicas e modular o sistema imunoldgico.
Disfungdes endocrinas sdo observadas em animais cujas mées foram submetidas a
desnutricdo, eventos estressantes, disfun¢des hormonais ou tratamento durante a gestagéo e/ou
lactacdo (AHMED et al., 2012; DE MOURA; LISBOA; PASSOS, 2008; FAGUNDES et al.,
2007; KARBALAEI et al., 2013; LISBOA et al., 2003). Nesse trabalho, o comportamento de
ingestdo alimentar da PMH e PME foi monitorado desde o periodo de lactacdo até a vida
adulta (Figuras 6 e 7). No periodo da lactagdo, a avaliagdo aos 5 DPN e 15 DPN, néo
evidenciou diferengas na ingestdo de leite materno e na massa corporal entre as proles
avaliadas. Curiosamente, ao aferir a ingestdo de racdo de 30 DPN a 120 DPN, apesar de nédo
serem encontradas diferencas no consumo de racdo, a massa corporal foi significativamente

menor nos machos PMH, quando comparados aos machos PME.
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Santos et al. (2012), utilizando o mesmo protocolo de indugdo de HGE, verificaram
aumento da pressao arterial acompanhado de aumento do tono simpético para os vasos de
resisténcia na PMH. Assim, é possivel que os machos filhos de maes hipotireoideanas, do
presente estudo, apresentem aumento da atividade simpéatica em outros 0rgaos, o que pode
elevar as concentragdes plasmaéticas de catecolaminas e corticosterona, resultando num estado
hipercatabolico, que explicaria a menor massa corporal, apesar da ingestdo semelhante. Nesse
contexto, é conhecido que as catecolaminas aumentam a conversdo de T4 a T3 por meio da
estimulacdo da D2 e aumentam a retencdo dos receptores de HTs no ndcleo das células
(BILEZIKIAN; LOEB, 1983; CROZATIER et al., 1991; ROTHWELL; STOCK; SUDERA,
1985). De acordo com esses achados, ndo se pode excluir a possibilidade desses animais
apresentarem um hipertireoidismo tecidual, possivelmente pela estimulacdo aumentada do
SNS. Essa, por sua vez, estimularia a maior producdo das catecolaminas, as quais
aumentariam a atividade das deiodases extra-tireoideanas e, consequentemente, maior
producdo tecidual de T3. A interacdo sinérgica dos HTs e SNS é essencial, por exemplo, na
resposta a exposicdo ao frio, quando ambos os sistemas interagem para aumentar a producao
de calor (SILVA; BIANCO, 2008). No entanto, ainda ndao se conhece o funcionamento,
tampouco a existéncia de interagdo do eixo HPT e da atividade simpatica na prole que foi
submetida a caréncia de HTs no periodo fetal.

O comportamento ingestivo induzido por deplecdo de sédio associado a dieta
deficiente em sddio também foi investigado no presente estudo (Figuras 8 e 9). Sabe-se que a
furosemida é um potente agente diurético que atua no ramo ascendente da alga de Henle,
inibindo ai a reabsorgdo ativa de sodio. Esse farmaco promove diurese e natriurese, resultando
em deplecdo de agua e sodio, sendo um poderoso estimulo do SRA (FITZSIMONS, 1998).
Adicionalmente, a sede induzida por desidratacdo extracelular, depende, em parte, da sintese
renal de renina e formacdo periférica de ANG Il (MECAWI et al., 2010). Apos 24 h da
deplecéo de NaCl, induzida por administragdo de furosemida e seguida de dieta deficiente em
sodio, os animais da PMH exibiram concentrag¢fes similares de ingestdo de agua e NaCl 0,3
M, comparado a PME. Assim, esses achados mostraram que estes comportamentos
ingestivos, quando induzidos por deplecdo de sédio, ndo foram afetados pela caréncia de HTs

na gestacdo, ao menos nos machos e na idade estudada (120 DPN). Porém, deve-se levar em
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conta que a investigagédo das repercussdes de eventos ocorridos durante a vida intrauterina ao
longo da vida pds-natal ndo pode se basear apenas em uma observagdo pontual (i.e. em uma
Unica idade). Sendo assim, ndo se pode descartar que um desajuste nos sistemas de controle
dos comportamentos que regulam o desafio imposto por este protocolo pudesse ter sido

evidenciado em outros tempos mais precoces ou tardios.

Seguindo para a investigacdo do perfil biogquimico destes animais, no presente estudo,
foi realizado o TTl e 0 TTG, na prole de machos e fémeas aos 120 DPN. Verificou-se que,
tanto no TTI como no TTG, os machos PMH apresentaram respostas glicémicas semelhantes
aos machos do grupo controle (Figuras 10 e 11). Karbalaei et al. (2013)(KARBALAEI et al.,
2013) induziram hipotireoidismo gestacional (PTU 0,02%), em ratas prenhas do 1° DG até o
parto e observaram que a prole de machos de mées com hipotireoidismo apresentou
intolerancia a glicose e reducdo na capacidade de secrecdo de insulina, somente aos 360 dias
de vida, o mesmo nao foi evidenciado aos 90 dias. Assim, é possivel que o tempo de inducgéo
do hipotireoidismo gestacional programe, de maneira diferente, a homeostase glicémica na
prole, ou seja, a indugdo de hipotireoidismo mais grave, que ocorre durante toda a vida
intrauterina, cause maiores prejuizos ao desenvolvimento pancredtico. No entanto, as
variacdes nos protocolos de inducdo do hipotireoidismo gestacional, bem como as diferencas

nas idades estudadas, torna dificil a comparacdo dos estudos.

O perfil e a resposta glicémica nas fémeas também foram avaliados aos 120 DPN.
Assim, verificou-se que as fémeas PMH apresentaram menor capacidade em reduzir a
glicemia ap6s administracdo de insulina i.p., além de glicemia de jejum maior que a prole
controle, no entanto, ndo foi verificada diferencas no TTG (Figuras 12, 13 e 14). Esses
resultados evidenciam que apesar das fémeas PMH n&o apresentarem intolerancia a glicose,
visto que o comportamento da curva glicémica ao longo do tempo foi semelhante a curva das
fémeas do grupo controle, as mesmas apresentaram resisténcia periférica a acdo da insulina.
Este achado aponta para a possibilidade da existéncia de alteracdes na via de sinalizacdo da
insulina, na translocacdo de transportadores de glicose, ou ainda, na atividade de enzimas
intracelulares. Neste contexto, o fato do TTG néo ter sido alterado pode ser devido a uma

compensagdo do pancreas que diante de uma sobrecarga de glicose aumenta a secre¢do de
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insulina, na tentativa de controlar a concentragédo de glicose no sangue (AVRAMOGLU;
BASCIANO; ADELI, 2006). Diante destes achados, se faz necessario investigar na PMH, a
presenca de defeitos na acdo da insulina sob a condicdo de jejum, bem como quantificar a

secrecdo de insulina pelo pancreas apos a administracédo de glicose i.p.

Partindo do pressuposto de que os HTs possuem efeitos variados no metabolismo
hepatico de lipideos (DUNTAS; MANTZOU; KOUTRAS, 2002), o presente estudo realizou
a avaliagdo do perfil lipidico e no peso relativo do figado na prole de mées submetida a
caréncia de HTs durante a gestacdo. E conhecido que o figado esta envolvido em mdltiplos
processos importantes da homeostase geral do colesterol como, por exemplo, na sintese
enddgena de colesterol, no armazenamento e no transporte reverso de colesterol (MURPHY et
al., 2005). No presente trabalho, menor peso relativo do figado, além de elevacdo do
colesterol total e das concentragdes de TGL e VLDL, foi observado apenas nos machos PMH
aos 60 DPN (Figuras 15, 16, 18 e 23). Assim, apesar de menor peso desse 6rgédo, a producéo
de lipideos foi superior ao grupo controle, sugerindo um possivel aumento na sintese ou
reduzido clearance de colesterol (i.e. reducdo na producdo de acido biliar). Quando esses
mesmos parametros foram avaliados aos 120 DPN, observou-se reducgéo apenas do colesterol

nos machos e fémeas PMH, comparados aos respectivos controles.

Ainda em relacdo ao metabolismo de lipideos, foi analisada a concentragdo de HDL
sérico na prole. Essa lipoproteina, que € produzida pelo figado, foi reduzida na PMH, aos 30
DPN, e nas fémeas PMH aos 120 DPN (Figura 17). Adicionalmente, é conhecido que o HDL
auxilia no transporte reverso de colesterol, isto €, dos tecidos extra-hepaticos para o figado
(YANCEY et al.,, 2003). Assim, reduzidos concentra¢cdes de HDL, como encontrado no

presente trabalho pode favorecer o aparecimento de mudancas pro-aterogénicas.

De maneira geral, o comportamento instavel dos pardmetros lipidicos nos machos e nas
fémeas PMH, ao longo do tempo, pode ser devido a descalibracéo do sistema de controle das
vias metabdlicas dessas lipoproteinas, ou decorrente de um atraso no desenvolvimento desse
sistema. No entanto, esses achados merecem ser avaliados mais precisamente. De tal modo,
sugere-se a investigacdo do metabolismo lipidico no figado, tais como a mensuracdo de

enzimas que promovem a sintese e transporte de colesterol (i.e. HMG coA e proteina
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transportadora de ésteres de colesterol - CEPT), além da avaliagdo da funcdo hepética (i.e.
albumina, transaminase glutdmica pirdvica sérica -TGO, transaminase glutdmica oxalacética
sérica —TGP).

No que diz respeito ao metabolismo proteico, no presente estudo foi avaliado o perfil da
ureia sérica em PMH e PME. E sabido que todos os aminoacidos que no s&o utilizados na
sintese proteica sdo convertidos a ureia, na mitocéndria e citosol dos hepatocitos (Grillo MA,
1964). Assim, neste estudo verificou-se reducdo na ureia sérica do grupo PMH aos 15 e 30
DPN (Figura 19). E provavel que, apesar da PMH apresentar um status eutireoideano, nessas
idades avaliadas, a D1 hepatica, responsavel pela deiodacdo de T4 a T3 no figado, se
apresente hipoativa, resultando em menor conversdo de T4 a T3, e assim, menor

disponibilidade de T3 para ativar as enzimas que participam do ciclo da ureia.

A avaliacdo da ureia sérica aos 60 DPN se apresentou maior nos machos e fémeas PMH
que em seus respectivos controles. Simultaneamente, observou-se redugéo no peso relativo
dos rins, aos 60 DPN, na PMH de ambos os géneros. Uma provavel explicacdo para tais
achados seria a reducdo da filtracdo glomerular, gerando acimulo de ureia no sangue. Apesar
do namero de néfrons ser determinado geneticamente, um ndmero crescente de evidéncias
indicam a influéncia de fatores ndo genéticos que afetam o desenvolvimento intrauterino do
namero de néfrons, como por exemplo, a baixa ingestdo proteica e tratamento com
glicocorticoides (WINTOUR et al., 2003; WLODEK et al., 2008). Dessa maneira, é possivel
gue a auséncia de HTs no ambiente intrauterino tenha prejudicado o desenvolvimento e a
funcgéo renal na prole adulta. No entanto, além da mensuracéo da ureia, faz-se necessario uma
investigagdo mais completa do funcionamento renal, como por exemplo, dosagem de
proteinas séricas, como o clearance de creatinina, inulina e de para-aminohipurato (PAH,

utilizado como estimativa do fluxo sanguineo renal).

Os HTs regulam positivamente a homeostase metabdlica, como por exemplo, inmeros
efeitos no metabolismo lipidico, dentre 0s quais se destaca a lipogénese e lipélise no tecido
adiposo (OPPENHEIMER et al., 1991). Nesse contexto, a reducdo no peso relativo da
gordura retroperitoneal observado na PMH de ambos os géneros, aos 120 DPN, pode estar

relacionada ao aumento nos concentracdes de T3 e T4 e/ou maior atividade da D1 e D2 no
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tecido adiposo (figura 22). Diante de tais resultados, faz-se necessario avaliar as
concentragcfes dos HTs, mas, sobretudo a biodisponibilidade das deiodases teciduais, além da

mensuracédo da lipdlise basal no tecido adiposo.

No presente trabalho, observou-se redugdo no indice do peso do pulméo pelo
comprimento da tibia apenas nos machos PMH aos 60 dias de vida (Figura 25). Estes achados
demonstram que nesta idade, quando este parametro comecou a ser avaliado, o
desenvolvimento pulmonar parecia ainda estar incompleto e mais atrasado em relacdo aos
controles. Esta diferenca desapareceu ja nos tempos seguintes avaliados. Deve-se ressaltar
que as repercussdes do HGE na fungdo pulmonar ndo constituiu objetivo especifico do
presente trabalho, mas este achado torna evidente a necessidade de se investigar possiveis

alteracfes nos mecanismos de controle da funcgdo respiratéria e capacidade de trocas gasosas.

Por fim, este estudo abre fronteiras para que novas abordagens sejam realizadas com o

objetivo de investigar os mecanismos que expliquem as diferencgas observadas neste trabalho.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que a inducdo do HGE
foi efetiva em reduzir as concentracdes de T3 e T4 nas ratas tratadas, promovendo:

e Redugéo no peso relativo do coragéo e rins ao final da gestacéo, sem alterar a
massa corporal.

e Aumento do tempo de gestacdo, sem alterar o nimero de filhotes por ninhada;

Conclui-se ainda que a caréncia de hormonios tireoideanos durante a vida
intrauterina afeta o desenvolvimento ontogénico da prole, determinando:

Reducéo na evolucdo da massa corporal, sem mudancas na ingestéo de racao;

Menor sensibilidade a acdo da insulina e elevada glicemia de jejum em fémeas,
mas ndo em machos;

Instabilidade no perfil bioquimico de diversos indicadores metabdlicos como
glicose, colesterol, HDL, TGL, VLDL e ureia, sem alteracbes nas concentracfes
hormonais de T3 e T4.

Retardo e redugdo no desenvolvimento de diversos 6rgdos relacionados com
mecanismos reguladores de vias metabdlicas de lipideos, proteinas e
carboidratos, como o figado e a gordura retroperitoneal;
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