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RESUMO

EFEITO DO HIPOTIREOIDISMO GESTACIONAL EXPERIMENTAL ASSOCIADO A
DIETA HIPERLIPIDICA NO METABOLISMO E NO COMPORTAMENTO INGESTIVO
DA PROLE DE RATAS, Vanessa Cibelle Barboza de Carvalho, Sdo Cristévao, 2014.

O hipotireoidismo gestacional apresenta consideravel prevaléncia e ja esta devidamente
documentado que a caréncia de hormonios tireoideanos durante a gestacdo gera repercussao
na maturagdo dos sistemas fisiologicos de controle durante a vida pds-natal. Da mesma forma,
inimeras evidéncias apontam que o aporte nutricional inadequado durante a vida intrauterina,
dependente do hébito alimentar materno, afeta o funcionamento orgéanico na vida pos-natal.
Assim, acredita-se que quantidade insuficiente dos hormonios tireoideanos durante a vida
intrauterina associado ao estado nutricional inadequado das mdes durante a gestacdo pode
predispor, de modo particular, ao surgimento de diversas desordens neuroenddcrinas,
metabolicas e comportamentais ao longo da vida pos-natal. O objetivo do presente estudo foi
avaliar os aspectos metabolicos e 0 comportamento ingestivo da prole de ratas induzidas ao
hipotireoidismo associado a dieta hiperlipidica durante a gestacdo. A partir do 3° dia de
gestacdo (DG) as ratas prenhas receberam dieta hiperlipidica e, a partir do 9° DG, iniciou-se,
também, a inducdo do hipotireoidismo gestacional experimental (HGE) adicionando
metimazol 0,02% na agua de beber. Tanto a dieta quanto a inducéo ao hipotireoidismo foram
interrompidos no dia do parto. Nas ratas prenhas foi realizado o acompanhamento da massa
corporal e da ingestdo alimentar do 3° DG ao 20° DG. Na prole foram avaliados a massa
corporal e 0 comprimento da cauda, semanalmente, do 1° dia pds-natal (DPN) aos 120° DPN
e, aos 60 PDN, realizaram-se o teste de tolerancia a insulina (TTI), o teste de tolerancia a
glicose (TTG), dosagens bioquimicas e o peso relativo dos 6rgaos, em ambos 0s sexos. Além
disso, foram investigados o comportamento ingestivo de racdo, agua e NaCl 0,3 M somente
nos machos da prole aos 30, 60, 90 e 120 DPN. Os dados foram submetidos a ANOVA de
duas ou trés vias, e em seguida ao pds-teste de Bonferroni. Os machos da prole de ratas
submetidas a associacdo do hipotireoidismo com a dieta hiperlipidica (PRH + DH) maior
hematocrito e maiores concentracdes de triglicérides, colesterol e ureia quando comparados
aos machos da prole de ratas hipotireoideanas com dieta controle (PRH + DC). As fémeas da
PRH + DH apresentaram maior sensibilidade a glicose, aos 30 minutos, no teste de tolerancia
a glicose, quando comparadas as fémeas da PRH + DC (p<0,05) e as fémeas da prole de ratas
eutireoideanas com dieta hiperlipidica (PRE + DH) (p<0,01), entretanto ndo foram
encontradas diferencas, nas fémeas dos grupos estudados, na glicemia de jejum e no teste de
tolerancia a insulina. O HGE associado a dieta hiperlipidica, exclusivamente durante a
gestacdo, esta associado a déficit no desenvolvimento corporal e dislipidemia na vida pos-
natal dos machos dessa prole, enquanto as fémeas apresentam maior sensibilidade a glicose.
Assim, esses dados mostram, pela primeira vez, que a associacdo do HGE com a dieta
hiperlipidica promove alteracdo no perfil metabdlico da prole e demonstra que alteragdes no
ambiente intrauterino pode ser a causa de diversas doencas metabolicas que, atualmente, ndo
apresentam uma causa definida.

Palavras chave: hipotireoidismo congénito, dieta hiperlipidica, programacdo fetal, ingestéo
alimentar, metabolismo.



vii

ABSTRACT

EFFECTS OF EXPERIMENTAL GESTATIONAL HYPOTHYROIDISM IN
ASSOCIATION WITH HIGH FAT DIET DURING GESTATION ON THE
METABOLISM AND INGESTIVE BEHAVIOR OF OFFSPRING RATS. Vanessa
Cibelle Barboza de Carvalho, Sdo Cristovao, 2014.

Gestational hypothyroidism is considerably prevalent. Low maternal thyroid hormones (THSs)
levels during pregnancy may affect several physiological systems in the offspring. Similarly,
an inadequate maternal nutrition during pregnancy is implicated as the origin of many
metabolic and cardiovascular diseases in the offspring. Therefore, gestational hypothyroidism,
in addition to an inadequate maternal nutrition could trigger an even worse profile in the
neuroendocrine, metabolic and feeding behavior throughout postnatal life of the offspring.
The aim of this study was to assess metabolic aspects and ingestive behavior of the offspring
of rats treated with high fat diet (HD) during gestation associated with experimental
gestational hypothyroidism (EGH). On gestational day (GD) 3, we started to feed pregnant
rats with the HD, and on GD 9, we started to induce EGH with 0.02% methimazole in
drinking water, ad libitum. HD and EGH were only interrupted on the day of birth. The
pregnant rats were weighted and monitored for the amount of food and water ingested from
GD 3 up to GD 20. In the offspring, body development indexes were measured from postnatal
day (PND) 1 up to PND 120. At PND 60, we performed the insulin tolerance test (ITT),
glucose tolerance test (GTT), biochemical measurements, in both genders. Furthermore, food,
water and 0.3 M NaCl ingestive behaviors were measured in male offspring at PND 30, 60,
90 and 120. Data were analyzed by two- or three-way ANOVAs with Bonferroni posttest.
Male offspring from hypothyroid rats submitted to HD (OHT + HD) showed higher
hematocrit, triglycerides, cholesterol and urea sera levels when compared to male offspring
from hypothyroid rats submitted to control diet (OHT + CD). Moreover, female OHT + HD
had higher glucose sensitivity at 30 minutes on the GTT when compared to OHT + CD
(p<0.05) and also to offspring from euthyroid rats (OET) + HD (p<0.01). However, we
observed no differences in fasting glycemia and ITT in female offspring from different
groups. In conclusion, the association of EGH and HD during gestation caused a significant
deficit in body development and dyslipidemia in male offspring, whereas female offspring
exhibit higher glucose sensitivity. Thus, this data show, for the first time, how the association
between low maternal THs with HD predict an abnormal metabolic profile in offspring, and
give us an insert about the origin of several unknown metabolic diseases.

Keywords: Congenital hypothyroidism, high fat diet, fetal programming, feeding,
metabolism.
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1 INTRODUCAO

Recentes abordagens experimentais tém demonstrado que eventos ocorridos durante a
vida intrauterina sdo decisivos no aparecimento de diversas doencas ao longo da vida pos-
natal (MCMILLEN; ROBINSON, 2005; ENTRINGER et al., 2011). Assim, distarbios no
suprimento de nutrientes, oxigénio e hormonios durante a gestacdo, bem como a duragdo do
insulto podem comprometer o desenvolvimento do feto e gerar consequéncias na vida adulta
(FOWDEN et al., 2006; KANAKA-GANTENBEIN, 2010).

Os hormonios tireoideanos (HTs) possuem acgdes fisiologicas essenciais ha modulacao
do metabolismo e, variagdes na concentracdo destes hormdnios produzem alteracGes
morfolégicas e funcionais no sistema bioldgico (SILVA, 2006; PASCUAL; ARANDA,
2013). Dessa forma, a integracdo dos efeitos mediados pelos HTs permite alteracdes
metabolicas necessarias para o adequado desenvolvimento tecidual, especialmente durante a
vida intrauterina (SMITH et al., 2002).

A gestacdo compreende um periodo de complexas mudancas hormonais, de modo que
o funcionamento adequado da glandula tireoide materna é essencial para garantir o aporte dos
HTs ao feto, em especial no primeiro trimestre da gestacdo (KRAJEWSKI; BURMAN,
2011). As disfunces tireoidianas ocorrem em cerca de 10% das mulheres gestantes e a
prevaléncia de hipotireoidismo durante a gestacdo é descrita variando entre 0,3 e 2,2% em
diferentes estudos (KLEIN et al., 1991; GLINOER, 1998; ALLAN et al., 2000; LAZARUS,
2005).

Assim, o hipotireoidismo durante a gestacdo estd associado a efeitos adversos tanto
para a saude materna, com o desenvolvimento de pré-eclampsia, descolamento de placenta,
perda do feto, como para a saude fetal, prematuridade, baixo peso ao nascer, além de retardo
mental, deficiéncia motora, letargia e metabolismo lento que caracterizam o hipotireoidismo
congénito (MACNABB et al., 1999; CASEY et al., 2005; IDRIS et al., 2005).

A ingestdo alimentar e a qualidade da dieta materna estéo diretamente relacionados ao
aparecimento de doencas cronicas ndo transmissiveis na gestacédo e estas, podem permanecer
durante todo o periodo gestacional e pos-parto (COLDITZ et al., 1992; KIM; DEBATE;
DALEY, 2013; HALPERIN; FEIG, 2014). Diversos estudos demonstram que modificagdes
dietéticas maternas, tais como dieta hiperlipidica, hipoproteica ou com restricdo de



micronutrientes especificos estdo associadas a desordens metabdlicas como diabetes mellitus
tipo 2, doengas cardiovasculares e hipertensdo ao longo da vida pés-natal (GUO; JEN, 1995;
GNIULI et al.,, 2008; HARTIL et al., 2009; SYMONDS et al., 2012; RAMADAN;
ALSHIRAIHI; AL-KARIM, 2013).

Ademais, balanco energético positivo decorrente do consumo de alimentos
hipercaldricos, por exemplo, estd associado com alteracdes na secrecdo hormonal de leptina,
horménios tireoideanos, entre outros (ARAUJO; CARVALHO, 2011). No estudo de Araujo
et al. (2010), no qual ratos foram alimentados com dieta hiperlipidica, notou-se uma
hiperatividade do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide destes animais, entretanto ndo foi
observada diferenca na concentracdo de T3 e T4 e os autores sugerem gque ha uma modulacgéo

tecido-especifico no metabolismo dos horménios tireoideanos perifericamente.

Assim, este estudo avaliou as repercussdes do hipotireoidismo gestacional
experimental (HGE) associado a dieta hiperlipidica, durante a gestacdo, na funcdo metabolica
e no comportamento de ingestdo alimentar, de sodio e 4gua na vida pos-natal da prole de

ratas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSUMO ALIMENTAR E PROGRAMACAO INTRAUTERINA

O padrdo alimentar atual caracteriza-se por alimentos hipercaléricos, de alta
palatabilidade, com teor elevado de carboidratos refinados e gorduras saturadas e/ou trans,
além de baixo teor de vitaminas e minerais (FRANCISCHI et al., 2000).

No Brasil, observa-se crescente prevaléncia de doencas cronicas ndo transmissiveis
em todas as faixas etarias, associado a um aumento na ingestao de lipideos totais e de acidos
graxos saturados (BRASIL, 2004; BRASIL, 2011). O consumo de dieta hiperlipidica pode
estar associado a efeitos deletérios a satide em virtude do aumento do risco do aparecimento
da obesidade e dos diversos transtornos metabolicos associados a ela, como diabetes mellitus
tipo 2, resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares, sindrome metabolica, problemas
respiratdrios, problemas gastrointestinais, entre outros (MUST A et al., 1999; LOBSTEIN;
BAUR; UAUY, 2004; HAIDAR; COSMAN, 2011).

O mesmo padrdo dietético € adotado por mulheres em idade fértil e gestantes
(AZEVEDO; SAMPAIQO, 2003; BLUMFIELD et al., 2012) e tem-se questionado sobre o0s
efeitos dessa modificacdo dietética na salde materna e do feto e, as consequéncias na vida
pos-natal. Assim, tem crescido o numero de estudos utilizando-se dieta hiperlipidica durante o
periodo gestacional e/ou na lactagdo com o objetivo de mimetizar o habito alimentar da
populagéo e buscar respostas para as causas das doencgas encontradas atualmente (BECK et
al., 2006; AKYOL; LANGLEY-EVANS; MCMULLEN, 2009; ELAHI et al., 2009; DONG et
al., 2013).

As condicBes intrauterinas as quais o feto se desenvolve sdo de fundamental
importancia para o seu adequado crescimento e desenvolvimento. Diversos estudos tém
observado que distarbios durante a gestacdo tais como alteragdes hormonais e nutricionais
podem predispor alteragfes na vida pds-natal a curto e longo prazo (BARKER et al., 1993;
(FEREZOU-VIALA et al., 2007).

A vida intrauterina é considerada um periodo critico no qual alteracGes neste
ambiente podem predispor o individuo a modificagdes morfologicas e fisiolégicas com o
objetivo de se adequar as novas condicOes, fator definido como plasticidade (WEST-
EBERHARD, 1989; BARKER, 2006). Assim, devido a esta adaptabilidade durante a vida



fetal, pode-se gerar alteragbes permanentes no metabolismo e no funcionamento do

organismo, fendbmeno denominado programagéo fetal (BARKER et al., 1993).

A programacdo fetal, também conhecida como hipdtese de Barker, foi proposta apos
observacdes epidemiologicas que associaram baixo peso a0 nascer e maior risco para 0
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, sendo que estes fatores de risco poderiam estar
relacionados a vida intrauterina e, como consequéncia ao estado nutricional materno
(BARKER et al., 1989; BARKER et al., 1993; BARKER, 1995). A partir desses achados
surgiram varios modelos experimentais associados a restricdo proteica ou de vitaminas, dietas
hipercaldricas/hiperlipidicas, estresse e tratamentos hormonais induzidos nas maes, nos quais
foram observadas alteracdes cardiovasculares, resisténcia a insulina, diabetes e sindrome
metabdlica na prole (GUO; JEN, 1995; LAGISHETTY et al., 2007; CHANG et al., 2008;
ENTRINGER et al., 2011; RAMADAN; ALSHIRAIHI; AL-KARIM, 2013).

No estudo de Araujo et al. (2010), observou-se hiperatividade do eixo hipotalamo-
hipdfise-tireoide de ratos alimentados com dieta hiperlipidica, entretanto ndo foi observada
diferenca na concentracdo de T3 e T4. Suter et al. (2012), avaliaram um modelo de
programacdo fetal no qual macacas prenhas receberam dieta hiperlipidica, e observaram
alteracdo no eixo tireoide do feto. Ademais, ja se tem conhecimento que o hipotireoidismo
estd associado a diminuicdo da ingestdo alimentar e do efeito térmico do alimento, enquanto
gue no hipertireoidismo ocorre 0 inverso, ou seja, aumento na ingestdo alimentar e no efeito
térmico do alimento (KROTKIEWSKI, 2002).

2.2 HORMONIOS TIREOIDEANOS (HTs)

A glandula tireoide é composta por foliculos e cada foliculo tireoideano consiste em
uma Unica camada de células epiteliais, organizadas ao redor de um Iimen preenchido por
coloide constituido principalmente por tireoglobulina (AHMED et al., 2008). Cada molécula
de tireoglobulina contém aminoacidos tirosina em sua composi¢do, sendo esta a base dos HTs
(DUNN; DUNN, 2001).

A presenga de iodo é essencial para a sintese desses horménios (ZIMMERMANN;
JOOSTE; PANDAYV, 2008). O iodeto proveniente da ingestdo alimentar € absorvido no trato
gastrointestinal e transportado para a corrente sanguinea onde é captado para o interior da

glandula tireoide, através da membrana basolateral dos tiredcitos (BURMAN;



WARTOFSKY, 2000), e difunde-se para a membrana apical da célula, onde é oxidado para
iodo por meio da enzima tireoperoxidase na presenca de peroxido de hidrogénio
(ORIHUELA, 2011). A tireoperoxidase é responsavel pela catalise da incorporacdo do iodo
aos residuos tirosina formando as monoiodotirosina e diiodotirosina e pela ligacdo das
moléculas de iodotirosina na tireoglobulina, a qual determinard a formacdo dos HTs
(MCMULLEN; DELBRIDGE, 2009).

Quando ha o estimulo para producdo dos HTs, pequenas por¢des do coloide sdo
englobadas formando vesiculas que penetram no apice da célula pelo processo de pinocitose
(BIZHANOVA,; KOPP, 2009). As vesiculas se fundem com os lisossomos citoplasmaticos e
as enzimas proteoliticas digerem as moléculas de tireoglobulina causando a liberacdo de
triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) (MANSOURIAN, 2011). Uma parte dos HTs é reciclada
para producdo de iodo e tirosina e outra se difunde através da superficie basal para a
circulacdo onde se ligam a proteinas plasmaticas (CAMPBELL, 2005). A tireoide secreta
predominantemente T4, considerado pro-hormonio, visto que a maior parte do T4 é
convertida a T3, forma ativa do hormonio, por meio das iodotironinas desiodases nos tecidos
(STATHATOS, 2012). Na Figura 1 encontra-se, de forma resumida, as etapas da sintese dos
HTs.
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Figura 1. Biossintese dos horménios tireoideanos. Modificado de Sosvorova et al. (2012).

Os HTs exercem acdo no ndcleo celular através da regulacdo da taxa de transcricdo
de genes que participam de varios processos fisioldgicos. Para que os HTs exercam suas aces
genbmicas sdo necessarios receptores nucleares (BASSETT; HARVEY; WILLIAMS, 2003).
Os receptores nucleares sdao uma grande familia que incluem os receptores para esteroides,
vitamina D, retindides, hormonios tireoidianos, prostaglandinas e receptores 6rfdos, cujos
ligantes sdo desconhecidos (MUNOZ; BERNAL, 1997). Assim, 0s receptores tireoideanos

(TRs) promovem ou inibem a transcri¢do de genes responsivos aos HTSs.

Os TRs séo fatores de transcricdo dependentes de ligante codificados por dois genes
diferentes o ¢ p (THOMPSON; EVANS, 1989; FLAMANT; SAMARUT, 2003). Cada um
destes genes codificam varias proteinas (TRal, TRa2, TRB1, TRB2, TRP3) que sdo resultado
do processamento alternativo do é&cido ribonucleico mensageiro (RNAm) (splicing)
(MUNOZ; BERNAL, 1997), sendo que o0 TRaZ2 € o Unico que ndo tem capacidade de ligar-se
ao hormonio e ao sitio de ligacdo no acido desoxirribonucleico (DNA), assim, atua como



antagonista da transcricdo génica mediada pelos outros TRs (LAZAR; HODIN; CHIN, 1989;
DUPRE et al., 2004).

Os HTs participam ativamente de varios processos como, por exemplo, no
crescimento, pois podem atuar no gene do hormonio do crescimento; podem influenciar a
velocidade de contracdo dos musculos cardiaco e esquelético, pois atuam nos genes da
isoforma o da cadeia pesada da miosina e da cadeia pesada da miosina do tipo Il (NUNES,
2003).

Além de acBes genbmicas, os HTs também exercem atividade independente dos
receptores nucleares denominadas de a¢Ges ndo-genomicas (DAVIS; LEONARD; DAVIS,
2008). Este mecanismo dos HTs ja foi descrito na membrana plasmatica, no citoplasma e em
organelas e, incluem a modulacdo do transporte de sddio, potassio, calcio e glicose, ativacao
de proteinas quinases, regulacdo da termogénese, da atividade lipolitica, entre outros
(KAVOK; KRASILNIKOVA; BABENKO, 2001; DE JESUS et al., 2001).

A sintese e secrecdo dos HTs é regulada pelo eixo hipotadlamo-hipéfise-tireoide. O
horménio liberador de tireotropina (TRH), armazenado na eminéncia mediana do hipotalamo,
é liberado quando os neurdnios localizados nos nucleos paraventriculares do hipotalamo séo
estimulados (CHIAMOLERA; WONDISFORD, 2009). O TRH ¢ transportado através do
sistema venoso porta hipotaldmico-hipofisario até a hipofise anterior, onde controla a sintese e
regulacdo do hormonio tireoestimulante (TSH) ou tireotrofina (BOELAERT; FRANKLYN,
2005).

O TSH, por sua vez, € uma glicoproteina sintetizada e secretada pelos tireotrofos
(células da hipofise anterior), considerado fator primario no controle do crescimento das
células da tireoide e na sintese e secrecdo do hormonio tireoidiano, pois atua aumentando a
captacdo de iodo, sintese e captacdo de tireoglobulina pelas células foliculares e a liberagdo de
T3 e T4 (CAMPBELL, 2005). Os horménios tireoidianos exercem um feedback negativo na
secrecdo de TSH pela hipdfise anterior e TRH pelo hipotalamo, com isso, ha manutencdo dos
niveis circulantes desses hormonios (STATHATOS, 2012).
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Figura 2. Regulacdo da sintese e secre¢do dos horménios tireoideanos. Modificado de Sirakov; Plateroti
(2011).

2.4 DESIODASES

A regulacdo da atividade dos HTs, nos tecidos, é realizada pelas iodotironinas
desiodases através da remocdo de uma molécula de iodo da tiroxina e seus derivados
causando a ativacdo ou desativacdo dos HTs (BIANCO; KIM, 2006). Séo constituidas por 3
enzimas: iodotironinas desiodases do tipo 1 (D1), do tipo 2 (D2) e do tipo 3 (D3) (KOHRLE,
2007) que possuem caracteristicas distintas baseada na distribuicdo tecidual, substrato,
cinética, sensibilidade a inibidores e resposta a concentracdo dos hormonios tireoideanos
(KOHRLE et al., 2005; BIANCO; LARSEN, 2005).

A D1 possui capacidade de regular a desiodacdo dos aneis externo e interno, com
isso pode haver aumento dos metabodlitos de T4 ativo (T3) ou inativo (T3 reverso — rT3),
respectivamente (GEREBEN et al., 2008b). Localiza-se na membrana plasmaética sugerindo
como fungdo principal, nos tecidos periféricos, a manutencdo dos niveis de T3 no plasma
(BAQUI et al., 2000). Em humanos e ratos, encontra-se na hipofise, tireoide, figado e rins
(GERMAIN; GALTON; HERNANDEZ, 2009). A D1 apresenta atividade aumentada no

hipertireoidismo e diminuida no hipotireoidismo, sendo bloqueada pelo uso de propiltiouracil



(PTU) (GEREBEN et al., 2008a), um composto antitireoidiano que inibe a atividade da

tireoperoxidase e, por conseguinte, a biossintese dos horménios tireoideanos.

A D2 catalisa exclusivamente a desiodacdo do anel externo (BIANCO et al., 2002) e
esta localizada no reticulo endoplasmatico, como consequéncia a regulacao tecido-especifica
de D2 esté relacionada a estimulacédo ou inibicao da transcri¢do de genes alvo por T3 (BAQUI
et al., 2000). Essa enzima é encontrada, em humanos, no cérebro, hipdfise, tireoide, tecido
adiposo marrom e musculo (GERMAIN; GALTON; HERNANDEZ, 2009). A D2 tem sua
atividade elevada no hipotireoidismo e diminuida no hipertireoidismo, sendo insensivel ao
PTU (SILVA; LARSEN, 1985).

A D3 catalisa, somente, a desiodacdo do anel interno resultando na inativacdo de T4
para rT3 ou na conversao de T3 em diiodotironina (T2) (BAQUI et al., 2003). Localiza-se na
membrana plasmatica e acredita-se que o papel dessa enzima é proteger os tecidos de niveis
inadequadamente altos dos HTs (DENTICE; SALVATORE, 2011). Em humanos, é
encontrada em tecidos em desenvolvimento e placenta, além de pele e cérebro (TU et al.,
1999). Na placenta, a D3 tem papel fundamental na prevencdo da exposicdo prematura dos
tecidos fetais a niveis inadequados dos HTs, pois regulam a transferéncia do hormonio
materno ao feto (SALVATORE et al., 1995). A D3 apresenta sua atividade aumentada no
hipertireoidismo, diminuida no hipotireoidismo e ndo é sensivel a PTU (CROTEAU et al.,
1995; LECHAN; FEKETE, 2005).

Dessa forma, a conversao de T4 a T3 ocorre através da retirada do iodo na posigao 5’
do anel fendlico ou desiodacdo do anel externo e é catalisada por D1 e D2. A retirada do iodo
da posicdo 5 do anel tirosil ou desiodacdo do anel interno, catalisada por D1 e D3, resulta na
inativacdo de T4 e T3 gerando 3, 5°, 3’ — triiodotironina (rT3) e 3, 3’- diiodotironina (T2),
respectivamente (BIANCO et al., 2002). Ademais, alteracdo na expressdao das desiodases ou
polimorfismo nos genes que expressam essas proteinas parece ser uma das possiveis causas
para a sindrome das doencas nao tireoideanas, caracterizada por alteracdo na concentracao dos
HTs em diversas condicdes fisiopatologicas (GEREBEN et al., 2008b; DENTICE;
SALVATORE, 2011).

2.5 FUNCAO TIREOIDEANA NA GESTACAO

A gestacdo induz alteragcbes funcionais na glandula tireoide interferindo, assim, na

fisiologia tireoidiana por diversas vias. Durante a primeira metade da gestacdo até o termo ha
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0 aumento da concentracdo da globulina transportadora da tiroxina (TBG) decorrente dos
niveis elevados de estrogeno que aumenta a sintese hepética e diminui a depuracdo da TBG
(GLINOER, 1997). Como consequéncia, os niveis de T3 e T4 total aumentam durante a
gestacdo com tendéncia a situar-se no limite superior da normalidade (HOTELLING;
SHERWOOD, 1971). Em contrapartida ao aumento de T3 e T4 totais durante a gestacdo ha
diminuicdo da fracdo livre dos HTs resultando na ativacdo do eixo hipotadlamo-hipdfise e
consequente aumento do TSH circulante (VIEIRA et al., 2004).

Entre a 8% e a 142 semana de gestagdo ha diminuicdo transitoria no TSH sérico que
coincide com o pico na concentracdo de gonadotrofina coridnica humana (hCG) resultante da
estimulacdo direta da tireoide materna pelo hCG que é acompanhada pela inibicéo parcial do
eixo hipdfise-tireoide (COSTA et al., 2004).

A relacdo feto-placentéria causa alteragdo no metabolismo periférico dos hormonios
tireoideanos maternos devido a expressdo de D2 que pode representar um mecanismo para
manutencdo de T3 local e de D3 pela placenta (PATEL et al., 2011). Além disso, por meio da
circulacdo placentéria, o feto recebe o iodo e 0 T4 materno durante todo o periodo gestacional
(BEARDSALL,; OGILVY-STUART, 2004). O T4 materno é particularmente importante no
primeiro trimestre de gestagdo, pois é essencial no desenvolvimento e maturagdo do sistema
nervoso central e, nesta fase, o feto ainda ndo apresenta a capacidade de sintetiza-lo (POP et
al., 1999).

Deficiéncia no funcionamento da glandula tirecide e diminuicdo dos niveis
circulantes dos hormonios tireoideanos maternos, principalmente no primeiro trimestre de
gestacdo, estdo associados a prejuizo intelectual durante a infancia e complicacGes durante a
gestacdo como prematuridade, descolamento de placenta e morte fetal (SU et al., 2011).
Alteracdes tireoidianas sdo frequentemente encontradas em gestantes (BLAZER et al., 2003),
dentre elas destaca-se o0 hipotireoidismo materno que esta associado a consequéncias para a

gestante e o feto, durante e apos a gestagdo (MONTORO, 1997).

O hipotireoidismo apresenta sintomas caracteristicos, elevacdo dos niveis de TSH e
diminuigdo dos hormdnios tireoideanos, com prevaléncia de 0,3 a 2,2% nas gestantes (KLEIN
etal., 1991; ALLAN et al., 2000). Ja o hipotireoidismo subclinico manifesta-se com pouco ou
nenhum sintoma e caracteriza-se pelo aumento de TSH e taxas normais dos hormonios
tireoideanos, enquanto houver tecido tireoideano responsivo, e ocorre em aproximadamente

3% das gestantes (VAIDYA et al., 2007). Assim, faz-se necessario o rastreamento do



11

hipotireoidismo ou hipotireoidismo subclinico nas gestantes com o objetivo de evitar riscos a
satde materna e fetal (GLINOER, 1998; LAZARUS, 2011).

2.6 HORMONIOS TIREOIDEANOS E METABOLISMO

Os HTs exercem inumeras acdes biologicas em diferentes tecidos atuando no
metabolismo energético, no metabolismo de nutrientes e ions inorganicos, na termogénese e
no crescimento e desenvolvimento de varios tecidos (BIANCO; LARSEN, 2005; REINEHR
etal., 2008; MARWAHA et al., 2011).

2.6.1 Termogénese

Os animais homeotérmicos possuem a capacidade de manter a temperatura corporal
relativamente constante e este é um parametro fisiologico importante para a homeostasia
(SILVA, 2006). A producdo de calor nos animais pode ser dividida em duas categorias:
termogénese obrigatoria e termogénese facultativa. A primeira, também conhecida como taxa
de metabolismo basal, é o somatdrio do calor produzido no organismo em temperatura
ambiente e representa 0 gasto energético minimo necessario a sobrevivéncia. Entretanto, a
guantidade de calor liberada pelo organismo pode aumentar em resposta a queda da
temperatura ambiente, aumento da ingestdo alimentar ou com a pratica de atividade fisica, o
calor liberado nessas condi¢cdes ¢ denominando termogénese facultativa (BIANCO, 2000;
RIBEIRO et al., 2001; KROTKIEWSKI, 2002).

Os HTs aumentam o metabolismo basal por meio de processos que envolvem a
sintese e a hidrélise de adenosina trifosfato (ATP) (turnover de ATP) e consequente liberacdo
de calor (CURCIO et al., 1999). Alguns dos mecanismos incluem ciclos ibnicos e de
substratos, por exemplo, aumento da permeabilidade da membrana celular ao sédio e ao
potéssio com isso a bomba de sddio-potéssio despende mais energia para manter o gradiente,
etapas da glicolise; ciclos metabdlicos como o ciclo de Cori, glicogendlise/glicogénese,
lipdlise/lipogénese (SILVA, 2006); contracdo e relaxamento muscular do trabalho muscular
basal, particularmente os batimentos cardiacos, movimentos respiratorios, peristaltismo, entre
outras (BIANCO, 2000).

O tecido adiposo marrom (BAT) constitui o principal sitio de termogénese
facultativa em pequenos mamiferos e em fetos e recém-nascidos humanos

(CHRISTOFFOLETE et al., 2004). Em humanos adultos, o musculo esquelético é o principal
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responsavel pelo efeito termogénico. O papel do BAT na termogénese baseia-se na expressao
da proteina desacopladora 1 (UCP-1) que acelera o retorno de protons para a matriz
mitocondrial e, com isso, a maior parte da energia proveniente da oxidacdo dos substratos
energéticos perde-se na forma de calor (ADAMS, 2000). O funcionamento desse tecido é
regulado pela norepinefrina, liberada pelos terminais simpaticos presente nesse tecido em
resposta ao frio ou a ingestdo alimentar (CASTILLO et al., 2011), mas também pode ser

influenciado por outros hormonios ou fatores metabolicos.

O BAT apresenta receptores de T3 e atividade de D2 local (BIANCO; SILVA,
1987). Nesse tecido, tanto a norepinefrina quanto o T3 atuam estimulando a expressao da
UCP-1. Ademais, a norepinefrina atua, também, estimulando a expressdo da D2. Assim, a
acdo do T3 é potencializada, uma vez que a D2 aumenta os niveis teciduais desse horménio,
e, consequentemente, o estimulo para transcricdo da UCP-1 (BRANCO et al., 1999). Além
disso, o T3 também estimula a lipogénese local contribuindo para o restabelecimento dos
estoques teciduais de gordura, pois nas primeiras horas de ativacdo simpatica no BAT ocorre
predominio da lipolise (BIANCO, 2000).

No hipotireoidismo, o BAT ¢é altamente estimulado, mas & menos responsivo devido
a caréncia dos HTs, enquanto que no hipertireoidismo o BAT sera subestimulado, esse efeito
sera agravado devido a reducdo na atividade da D2 resultante da diminuicdo da atividade
simpatica e do excesso de T4 (SILVA, 2001).

2.6.2 Metabolismo lipidico

Os HTs desempenham um papel importante na sintese, metabolismo e mobilizacao
dos lipideos (MARWAHA et al., 2011). A lipogénese consiste na sintese de acidos graxos
esterificados, os quais formam os triglicerideos e, ocorre tanto no tecido adiposo quanto no
figado. O efeito dos HTs na lipogénese deve-se ao aumento da expressao de genes que
codificam enzimas lipogénicas, tais como acido graxo sintase e acetil CoA carboxilase
(MIKSICEK; TOWLE, 1982). No hipertireoidismo e no hipotireoidismo aumenta e diminui,
respectivamente, a lipogénese no tecido adiposo branco (DIAMANT; GORIN; SHAFRIR,
1972).

O processo de lipdlise consiste na liberacdo de acidos graxos a partir de triglicerideos
armazenados no tecido adiposo e tem como objetivo oferecer substrato para outros tecidos em

caso de necessidade energética. Hormonios como insulina e catecolaminas atuam na
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regulacdo da lipdlise, inibindo e estimulando, respectivamente este processo (POLAK et al.,
2007). A acdo dos HTs na lipdlise pode ser atribuida ao aumento da atividade da lipase
horménio-sensivel ou por meio do estimulo a lipdlise induzida pelas catecolaminas
(HELLSTROM et al., 1997).

Estudo em pacientes com hipotireoidismo clinico hd aumento do colesterol total e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) decorrente da lentificacdo na depuracdo da LDL
plasmaético pois ha uma reducdo no nimero de receptores para a LDL no figado (CAPPOLA;
LADENSON, 2003). Em estudo com mulheres hipotireoidianas, observou-se redugdo no
catabolismo da LDL, mediado por receptor, comparado com controles eutireoideanas e, apds
terapia de reposicdo de T4 houve uma melhora significativa na concentracdo dessa
lipoproteina (THOMPSON; EVANS, 1989). Estudo em ratos com hipotireoidismo, induzido
com propiltiouracil, mostrou uma reducdo de 50% nos niveis de RNAm do receptor de LDL
(SALTER etal., 1991).

A concentracdo da lipoproteina de alta densidade (HDL) pode estar normal ou
elevado no hipotireoidismo clinico devido a uma diminuicdo na atividade da enzima
colesterol-ester transferase e da lipase hepéatica que sdo controladas pelos horménios
tireoideanos (CAPPOLA; LADENSON, 2003). No hipertireoidismo observa-se diminuigédo
nos niveis de HDL (DUNTAS, 2002).

No hipertireoidismo tanto a sintese quanto a degradacéo de triglicerideos e colesterol
estdo aumentadas, com predominio da acdo catabdlica. Esse efeito resulta em reducdo da
concentracdo sérica do colesterol total e dos triglicerideos e aumento dos acidos graxos livres
e do glicerol, produtos da degradacdo das lipoproteinas plasmaticas (PEPPA; BETSI,
DIMITRIADIS, 2011).

2.6.3 Balanco energético

O hipotireoidismo é associado com modesto ganho de peso, diminuicdo da
termogénese e da taxa metabolica, enquanto o hipertireoidismo com perda de peso, aumento
do apetite e na taxa metabolica (REINEHR, 2010). Esses aspectos sdo conhecidos como
alteracdo do balango energético, termo utilizado para indicar a quantidade de energia ingerida
e a quantidade de energia gasta pelo organismo. Quando a energia ingerida € igual a energia
gasta, 0 peso corporal permanece estavel, mas quando h& aumento da energia ingerida ou

aumento do gasto, o balanco energético torna-se positivo ou negativo, respectivamente e,
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como consequéncia ha aumento ou diminui¢do do peso corporal nos casos correspondentes
(ARAUJO; CARVALHO, 2011).

Os HTs possuem a capacidade de aumentar o consumo de oxigénio em Varios 6rgaos
e tecidos, assim, oscilagdes nas concentracfes desses hormonios podem causar alteracdes na
taxa metabolica, mas ainda néo esta claro se as alteracbes no TSH e nos HTs sdo a causa ou a
consequéncia do balanco energético positivo ou negativo (REINEHR et al., 2008). Entretanto,
sabe-se que ha alteragdes no eixo hipotdlamo-hipdfise-tireoide causada por: disfungdo no eixo
hipotadlamo-hipdfise, modificagdo na funcdo da glandula tireoide e alteragdes na atividade das
iodotironinas desiodases (ARAUJO; CARVALHO, 2011).

N&o ha consenso em relacdo ao perfil sérico dos HTs no balango energético positivo.
Estudos tém mostrado tanto o aumento quanto a manutencdo dos niveis circulantes de TSH
em individuos obesos (REINEHR et al., 2008; ROTONDI et al., 2009). Assim, tem sido
proposto que individuos obesos com TSH elevado, mas sem alteragdo na concentracdo sérica
dos HTs possuem hipotireoidismo subclinico (REINEHR, 2010). Quanto aos HTs
observaram-se obesos com aumento de T3 no soro sem alteracdo no T4 circulante bem como
com T3 normal e diminuicdo de T4 (KNUDSEN et al., 2005; DE PERGOLA et al., 2007).

O TSH sérico esta positivamente correlacionado com o indice de massa corporal
(IMC) e os niveis de leptina circulantes (CHAN et al., 2003). Em estudo envolvendo idosos
com funcéo tireoidiana normal ou portadores de hipotireoidismo observou-se uma correlagéo
direta entre os valores de TSH sérico e IMC (GUSSEKLOO et al., 2004). Estudo em animais
evidenciou que a leptina sérica se correlaciona com os niveis de TSH sérico (ARAUJO et al.,
2010). A leptina estimula a expressdo do gene TRH tanto diretamente no ndcleo
paraventricular do hipotdlamo quanto indiretamente no nucleo arqueado (GHAMARI-
LANGROUDI et al., 2010). Além disso, a leptina atua como regulador da atividade central e
periférica das iodotironinas desiodases (ARAUJO et al., 2009).

Em suma, sabe-se que o0s horménios tireoidenaos sdo fundamentais para o
desenvolvimento fetal e o metabolismo dos nutrientes e que o hipotireoidismo durante a
gestacdo apresenta consequéncias importantes para a gestante e para o feto. Alem disso, ja é
conhecido que a sociedade atual passa por um processo de transicdo nutricional no qual ha um
aumento do consumo de alimentos hipercaldricos ou hiperlipidicos, principalmente, ricos em
acidos graxos saturados e que essa modificacdo no habito alimentar durante a gestacdo pode

estar associada a desordens metabolicas na vida pos-natal. Assim, hipotetizamos que a
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associacao do hipotireoidismo e da dieta hiperlipidica exclusivamente no periodo gestacional
possa gerar alteracfes no desenvolvimento dos 6rgdos e/ou nos mecanismos neuroenddcrino e
causar repercussdes no metabolismo e no comportamento ingestivo durante a vida pés-natal

da prole.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as repercussdes do hipotireoidismo gestacional experimental (HGE)
associado a dieta hiperlipidica (DH), durante a gestacdo, na funcdo metabdlica e no
comportamento de ingestdo alimentar, de sodio e agua ao longo da vida pds-natal da prole de

ratas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito do HGE e/ou da DH:

I na massa corporal das ratas prenhas;
i. na ingestao alimentar e de agua das ratas prenhas;

iii. no indice reprodutivo das ratas prenhas;

v, no desenvolvimento corporal ao longo da vida p6s-natal da prole;
V. no comportamento de ingestdo induzida de leite materno da prole;
Vi, no comportamento de ingestdo espontanea de racao, agua e sodio em diferentes

fases da vida pds-natal da prole;

vii.  na homeostase glicémica da prole;
viii.  no perfil lipidico da prole;

iX. na ureia sérica da prole;

X. no hematdcrito da prole;

Xi. no peso dos 6rgdos da prole.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe (UFS) que foram distribuidos da

seguinte forma:

Categoria I: machos adultos (250 a 300g) para acasalamento com as fémeas adultas

da Categoria ll.

Categoria Il: fémeas adultas (150 a 200g) foram acompanhadas para acasalamento
programado. Os animais dessa categoria foram utilizados para acompanhamento da massa
corporal e da ingestdo alimentar durante a gestacdo e para obtencdo da prole (Categoria I11).

Confirmadas as gestacdes, as ratas foram distribuidas da seguinte forma:

i) Grupo 1 — ratas que receberam dieta controle (grupo de ratas submetidas a dieta
controle — RDC) a partir do terceiro dia de gestacdo (3° DG) até o dia do parto:

a. associado ao veiculo (grupo de ratas eutireoideanas submetidas a dieta
controle — RE + DC);

b. associado ao protocolo de inducdo do hipotireoidismo gestacional
experimental (HGE) a partir do nono dia de gestacdo (9° DG) até o dia do
parto (grupo de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle — RH
+ DC).

i) Grupo 2 — ratas que receberam dieta hiperlipidica (grupo de ratas submetidas a dieta
hiperlipidica — RDH) a partir do 3° DG até o dia do parto:
a. associado ao veiculo (grupo de ratas eutireoideanas submetidas a dieta
hiperlipidica — RE + DH);
b. associado ao protocolo de indu¢do do HGE a partir do 9° DG até o dia do
parto (grupo de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica —
RH + DH).

Categoria Ill: prole das ratas provenientes da Categoria Il. No 5° dia pos-natal
(DPN), a prole foi normalizada para 8 filhotes por ninhada, sendo 4 machos e 4 fémeas.
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Durante todo o estudo os animais tiveram livre acesso a agua e a racdo. As salas de
manutencdo dos animais e experimentacdo, localizadas no Laboratério de
Neuroendocrinologia Basica e Comportamental - UFS, tinham luminosidade controlada com
ciclo claro-escuro de 12h/12h (luz das 6 as 18h) e temperatura de 23°C + 2°C.

4.2 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos aos quais 0s animais utilizados neste estudo foram
submetidos estdo de acordo com as normas e principios éticos preconizados pela Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
(BRASIL, 2013a), bem como pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia (BRASIL, 2013b),
ambas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal. Toda a equipe
executora deste projeto esteve ciente do contetdo da lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008
(Lei Arouca) em tempo para a execucdo do mesmo. Além disso, o projeto de pesquisa foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais da UFS, sob o n’
69/12. Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o nimero de animais a serem utilizados

bem como a geracdo de desconforto e sofrimento.
4.3 ACASALAMENTO

Enquanto ndo estavam prenhas, as fémeas da Categoria Il foram mantidas em caixas
de policarbonato coletivas. Diariamente, por no minimo uma semana antes do acasalamento,
as ratas foram submetidas a andlise colpocitoldgica para confirmacgéo da regularidade do ciclo
reprodutivo (ciclo estral). Quando estavam na fase apropriada para acasalamento (Proestro),
as fémeas foram colocadas na presenca de machos, Categoria I, na propor¢do de duas fémeas
para cada macho, sendo mantidos juntos por aproximadamente 12 horas. Apés este periodo,
as ratas foram novamente submetidas a analise colpocitoldgica para a verificacdo da presenca
de espermatozoides e, desta forma, confirmagdo da ocorréncia de copula. Em caso positivo,

este foi determinado como 0 DG.
4.4 DIETAS

As dietas controle (DC) e hiperlipidica (DH) foram produzidas no Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e foram ofertadas as ratas prenhas
a partir do 3° DG até o dia do parto (~21° DG).
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A dieta controle teve como base a formulagéo reportada por REEVES; NIELSEN,;
FAHEY (1993). A formulacdo da dieta hiperlipidica levou em consideracdo a Pesquisa de
Orcamento Familiar (POF) 2002/2003 (BRASIL, 2004), mas foram necessarias adaptacdes da
composicdo nutricional para adequar a fase de reproducdo de ratos. As modificacOes
realizadas foram a adequac&o do teor proteico e o incremento de &cidos graxos saturados que
gerou, como consequéncia, diminuigdo no teor de carboidrato em comparacéo a distribuigédo
de macronutrientes encontrada na POF. Os ingredientes utilizados na confeccdo das dietas
bem como a composicdo centesimal e de &cidos graxos encontram-se nas Tabelas 1, 2 e 3,
respectivamente. Na Tabela 4, encontra-se a contribuigdo energética dos macronutrientes das
ragOes utilizadas neste estudo.

Tabela 1. Ingredientes utilizados nas dietas.

Ingredientes Dieta Controle (g/100g) Dieta Hiperlipidica (g/100g)

Amido de milho 52,9 11,8
Farinha de trigo - 12,0
Biscoito maisena - 7,2
Farinha de soja - 8,5
Soja - 0,1
Banha - 55
Margarina - 3,5
Creme de leite - 3,0
Caseina 20,0 20,0
Sacarose 10,0 20,0
Oleo de soja 7,0 4,0
Fibras (celulose) 5,0 0,3
Mix mineral (AIN-93G-MX) 35 2,5
Mix vitaminas (AIN-93G-VX) 1,0 0,7
DL-metionina 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Butilhridroquinona 0,0014 0,0014
Cloreto de sodio - 0,36

Soma 100 100

Energia (kcal/g) 3,6 42




Tabela 2. Composicdo centesimal das dietas.
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Nutrientes*

Dietas

Controle (g/100g)

Hiperlipidica (g/100g)

Proteina 17,3 20,8
Proteina Animal 17,0 16,0
Proteina Vegetal 0,3 4,8
Lipideo 7,0 14,7
Carboidrato 55,0 51,7
Fibras (Celulose) 5,0 0,3
Mix de Mineral 3,5 25
Mix de Vitaminas 1,0 0,7
DL-Metionina 0,3 0,3
Bitartarato de colina 0,25 0,25
BTH 0,0014 0,0014
Energia total (Kcal/g) 3,6 4.2

*QOs célculos da composicdo centesimal foram baseados nas informacdes nutricionais enviadas pela empresa
fornecedora dos produtos, pela Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos e analise do Laboratério de
Experimentacdo e Analise de Alimentos da UFPE.

Tabela 3. Distribuicdo dos &cidos graxos das dietas.

Acido graxo Dieta Controle (%) Dieta Hiperlipidica (%)

Saturado 25,99 67,59
Monoinsaturado 12,32 16,47
Poliinsaturado 61,65 15,94
Tabela 4. Contribuicdo energética dos macronutrientes em relagdo a energia total.

Nutrientes Controle” Labina®"” Hiperlipidica™ POF

(2002/2003)

Proteina (%) 18,0 26 19,9 13,58
Lipideo (%) 19,0 11 31,5 30,52
Carboidrato (%) 63,0 63 49,3 55,90

“AIN-93G-Adaptado de Reeves, 1997.
“Dieta normocalérica para roedores (Purina®), determinado pelo Instituto Adolfo Lutz, 1985.
Adaptado da Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) 2002/2003

4.5 DROGA UTILIZADA

Para a inducdo de hipotireoidismo gestacional experimental foi utilizado o inibidor
da iodoperoxidase, metimazol (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 9° DG até o dia do parto (SALA-ROCA et al.,, 2002). A solucdo foi protegida da
luminosidade e trocada a cada dois dias. O grupo de ratas eutireoideanas (RE) recebeu agua
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de torneira ad libitum. Para melhor entendimento, a descri¢cdo dos tratamentos submetidos as

ratas prenhas encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5. Descricao dos tratamentos submetidos as ratas prenhas.

Grupo Tratamentos

Ratas Eutireoideanas submetidas a Dieta Controle (RE | Controle (4gua da torneira) + Dieta Controle
+DC)

Ratas Eutireoideanas submetidas a Dieta Hiperlipidica | Controle (dgua da torneira) + Dieta Hiperlipidica
(RE + DH)

Ratas Hipotireoideanas submetidas a Dieta Controle | Metimazol 0,02% + Dieta Controle
(RH +DC)

Ratas  Hipotireoideanas  submetidas & Dieta | Metimazol 0,02% + Dieta Hiperlipidica
Hiperlipidica (RH + DH)

4.6 DURACAO DA GESTACAO E INDICE REPRODUTIVO

Foi avaliado o tempo de gestacdo e o numero de filhotes por ninhada das ratas

prenhas da Categoria Il.

4.7 MEDIDAS E INDICES CORPORAIS
4.7.1 Massa corporal

As ratas prenhas (Categoria Il) foram pesadas diariamente a partir do 3° DG. Foi
utilizado para fins estatisticos a massa corporal do 3° DG, 7° DG, 14° DG e 20° DG. A prole
(Categoria I11) foi pesada semanalmente do 1° até o 120° DPN.

4.7.2 Comprimento da cauda

Foi mensurado o comprimento da cauda da prole do 1° ao 120° DPN (MARINO et
al., 2008; SANTANA-FARRE et al., 2012). O animal foi imobilizado para realizar a
marcagdo correspondente ao comprimento da cauda no papel e, posteriormente, foi realizada a

leitura da marcacdo com uma régua.
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4.7.3 Relagéo peso do 6rgao/comprimento da tibia

A relacdo do peso do érgdo/comprimento da tibia foi obtida na prole, Categoria 111
aos 60 DPN. Primeiramente, foi realizada a eutanasia, seguida por retirada do coracéo, figado,
pulmao, rins, gordura retroperitoneal e a tibia esquerda. Assim, o peso dos o6rgdos foi
mensurado em balanca de precisdo, e por meio de um paquimetro realizou-se a medida do

comprimento da tibia.

4.8 COMPORTAMENTO DE INGESTAO

4.8.1 Medidas da ingestdo alimentar e de agua das ratas prenhas

A avaliacdo da ingestdo alimentar (dieta controle ou hiperlipidica) e de 4gua das ratas
prenhas, da Categoria I, foi realizada diariamente a partir do 3° até o 20° DG. A partir dos
dados obtidos da ingestdo alimentar foram realizados os célculos da quantidade energética e
dos macronutrientes ingeridos durante o periodo gestacional. As leituras foram realizadas a
cada 24 horas, impreterivelmente no mesmo horario. Foram utilizadas de 8 a 10 ratas prenhas

em cada grupo estudado.

4.8.2 Estimativa da ingestao induzida de leite materno

O protocolo de ingestdo induzida de leite foi modificado daquele descrito por
PERILLAN et al. (2007). Aos 5 DPN e 15 DPN, com a prole previamente ajustada com 8
filhotes por ninhada, a rata foi separada da prole por duas horas. Os filhotes tiveram as caudas
marcadas e apés as duas horas de privacdo foram pesados, e em seguida retornaram para suas
respectivas maes para ingestdo de leite ad libitum por 1 h e 45 min. Apds esse tempo, a prole
foi novamente pesada. A quantidade ingerida de leite foi calculada pela diferenca entre os
pesos dos filhotes antes e apds a amamentacgdo. Para esta analise, foram utilizados a seguinte
quantidade de animais aos 5 e 15 DPN, respectivamente: prole de ratas eutireoideanas
submetidas a dieta controle: n=50/ n=49; prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta
hiperlipidica: n=40/ n=39; prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle: n=33/

n=35; prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica: n=38/ n=52.
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4.8.3 Comportamento da ingestao esponténea de racdo, agua e sédio (NaCl 0,3 M) da

prole

Os machos da Categoria Ill foram alocados em gaiolas metabdlicas individuais
equipadas com comedouros e bebedouros graduados, onde tiveram livre acesso a racdo, agua
e solucdo de NaCl 0,3 M por 7 dias aos 30, 60, 90 e 120 DPN. Foram utilizados 8 a 10

animais por grupo e para fins de analise utilizou-se a média dos 7 dias.

Racdo comercial para roedores (Labina) foi disponibilizada ad libitum aos animais
desta categoria em comedouros individuais e pesada diariamente sempre no mesmo horario e
descontado o desperdicio coletado no fundo da gaiola. A leitura da ingestdo espontanea de
racdo foi realizada a cada 24 horas. A contribuicdo energética dessa racdo encontra-se na
Tabela 4.

A agua e a solucdo de cloreto de sodio (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. Os volumes ingeridos de &gua e NaCl 0,3 M foram

mensurados a cada 24 horas, sempre no mesmo horario.

4.9 IDADE DE ABERTURA OCULAR

Foi avaliado o tempo necessario para a abertura ocular da prole, Categoria I11, com
a finalidade de se obter mais um marcador do desenvolvimento organico (COHEN, 1962;
ALM et al., 1988). A abertura ocular foi considerada quando a prole apresentava-se com 0s

dois olhos completamente abertos.

4.10 COLETA DO MATERIAL

Foram coletadas amostras de sangue da prole aos 60 DPN. Para coleta do sangue, 0s
animais foram eutanasiados, por método de decapitacdo, e as amostras foram coletadas em
tubos de polietileno de 15 mL, previamente identificados, sem anticoagulante. Para obtencéo
de soro, os tubos foram centrifugados a 4°C por 15 minutos a 10.000 rotacdo por minuto e 0
sobrenadante armazenado a -80°C para posteriores dosagens bioquimicas.
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4.11 DETERMINACOES BIOQUIMICAS
4.11.1 Perfil lipidico

As concentracBes plasmaticas de colesterol total, fracdo HDL-colesterol e
triglicerideos foram avaliados por meétodo enzimatico colorimétrico (Doles Reagentes),
conforme descrito pelo fabricante, com absorbéncia aferida em leitor de microplaca (Synergy
MX®, Biotek, USA). Foram utilizados 10 a 12 animais por grupo.

4.11.2 Glicemia

A glicose sanguinea foi mensurada utilizando-se glicosimetro portatil (Accu-

check/Roche). Foram utilizados 9 a 11 animais por grupo.
4.11.3 Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (TTI)

Para o TTI utilizou-se o método de YUAN et al. (2011) modificado. Os animais
foram submetidos a jejum de seis horas e, posteriormente, foram injetados 0,75U/kg i.p. de
insulina regular humana e as amostras de sangue foram coletadas da veia caudal nos tempos
0, 20, 40, 60, 90 e 120 minutos subsequentes para medidas da glicemia, como descrito no

item 4.11.2. Foram utilizados 8 a 11 animais por grupo.
4.11.4 Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (TTG)

Apobs 96 horas do TTI, os mesmos animais foram submetidos ao TTG, conforme
descrito por YUAN et al. (2011), com modificagdes. Para tanto, os animais foram mantidos
por doze horas em jejum. Em seguida foi administrada glicose, a 50%, i.p., na proporcao de 2
mg de glicose por grama de peso do animal. A glicemia foi mensurada nos tempos 0, 30, 60,
120 e 180 minutos pos-injecdo como descrito no item 4.11.2. Foram utilizados 9 a 11 animais

por grupo.
4.11.5 Ureia sérica

A ureia sérica foi mensurada por método enzimatico colorimétrico utilizando-se kits

comerciais (Doles Reagentes), conforme descrito pelo fabricante, com absorbancia aferida em
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leitor de microplaca (Synergy MX®, Biotek, USA). Foram utilizados 10 a 12 animais por
grupo.

4.11.6 Hematécrito

Para determinacdo do hematdcrito, as amostras de sangue foram coletadas em tubos
heparinizados e colocadas na centrifuga para micro-hematocrito (LAB — 031, Benfer, BRA).
A leitura da percentagem de hematdcrito foi realizada por meio de uma escala graduada.

Foram utilizados 6 a 11 animais por grupo.
4.12 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos seguiram o0 seguinte cronograma experimental:

Categoria I: 1. Os machos foram colocados para acasalar com as fémeas da
Cateqoria ll.

Categoria Il: 1. As fémeas foram acompanhadas para detec¢do do proestro e
acasalamento com os machos da Categoria I. 2. A partir do 3° DG, as ratas prenhas
receberam DC ou DH até o dia do parto. 3. Foi realizado o acompanhamento da massa
corporal e da ingestdo alimentar e de dgua do 3° DG até o dia do parto. 4. A partir do 9° DG,
uma parte das ratas recebeu MTZ 0,02% até o dia do parto. 5. Foi avaliado o nimero de
filhotes por ninhada e a duracéo da gestacdo. 6. A prole dessas ratas compde a Categoria Il1.

Categoria I11: 1. A partir do 1° ao 120° DPN foi avaliado, semanalmente, 0 peso e 0
comprimento da cauda. 2. No 5° DPN foi realizada a sexagem e o tamanho da prole foi
normalizada para 8 filhotes por ninhada, sendo 4 machos e 4 fémeas. 3. No 5° e 15° DPN foi
realizada estimativa da ingestdo induzida de leite materno. 4. Ao longo de todo o periodo de
aleitamento, os animais foram acompanhados para deteccdo da idade de ocorréncia da
abertura ocular. 5. No 21° DPN foi realizado o desmame da prole. 6. Aos 30 DPN a prole foi
separada por sexo. 7. Machos, de cada grupo, foram submetidos a avaliagdo da ingestdo de
racdo, agua e solucdo de NaCl 0,3 M aos 30, 60, 90 e 120 DPN. 8. Foi realizado TTl e TTG,

além de dosagens bioquimicas e coleta dos 6rgaos aos 60 DPN, em ambos 0s sexos.
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Figura 3. Procedimento experimental nas ratas prenhas (Painel A) e na prole (Painel B).

4.13 ANALISE ESTATISTICA
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Os resultados obtidos foram expressos em valores de média e erro padrdo da média.

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) de

trés vias e/ou duas vias, seguida do pds-teste de Bonferroni. Os fatores de variacdo

encontrados nesse estudo sdo: ‘tempo’, referente ao periodo de tempo no qual a variavel em

estudo foi analisada; ‘tratamento’, referente as ratas induzidas ao HGE e suas respectivas

proles e ‘dieta’, referente as ratas que ingeriram DC ou DH e suas respectivas proles. O nivel

critico fixado foi de 5% (p<0,05) para 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).
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5 RESULTADOS

5.1 RATAS PRENHAS

Ao avaliar a massa corporal ndo se verificou interacdo dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e
‘tratamento’ (p = 0,75). Entretanto, foi observada interacdo dos fatores ‘tempo’ e ‘tratamento’
(F@e9) = 3,04, p = 0,03) e 0 pbs-teste de Bonferroni evidenciou que as ratas hipotireoideanas
(RH) apresentaram menor massa corporal, no 20° dia de gestacdo (DG), quando comparadas
as ratas eutireoideanas (RE) (296,5 + 5,3 versus 311,8 + 4,4 g, p<0,05) (Figura 4A). Quando
se realizou a andlise do ganho da massa corporal durante o periodo estudado, do 3° ao 20°

DG, nio foi observada interag¢do dos fatores ‘tratamento’ e ‘dieta’ (p = 0,62) (Figura 4B).
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Figura 4. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica na massa
corporal ao longo da gestacéo (Painel A) e no ganho de massa corporal do 3° ao 20° DG (Painel B). Painel
A: RE: ratas eutireoideanas (com dieta controle e dieta hiperlipidica), n=17; RH: ratas hipotireoideanas (com
dieta controle e dieta hiperlipidica), n=18; Painel B: ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle, n=9; ratas
eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=8; ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle, n=10;
ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=8. Analise estatistica: Painel A: ANOVA de duas vias
seguida do pos-teste de Bonferroni; Painel B: ANOVA de duas vias. (*) p<0,05 versus RE. MTZ: inicio da
inducdo do hipotireoidismo gestacional experimental ao 9° DG. RDC: ratas submetidas a dieta controle; RDH:
ratas submetidas a dieta hiperlipidica.

Conforme demonstrado na Figura 5A, ndo foi verificada interagdo dos fatores
‘tempo’, ‘dieta’ e ‘tratamento’, (p = 0,67) sobre a ingestdo de racdo das ratas prenhas.
Entretanto, foi observada interacdo dos fatores ‘tempo’ e ‘dieta’ (F(g99) = 19,55, p<0,001) e 0
pos-teste de Bonferroni indicou que as ratas submetidas a dieta hiperlipidica (RDH)
apresentaram uma maior ingestdo de racdo no 3° DG, quando comparadas as ratas que
receberam dieta controle (RDC) (19,27 £+ 0,83 versus 10,64 = 1,92 g, p<0,001), mas no 7° DG
e no 14° DG, as RDH apresentaram menor ingestdo de racdo quando comparadas as RDC
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(14,91 £ 0,64 versus 19,49 * 0,89 g, p<0,05; 13,21 + 0,80 versus 18,04 + 0,60 g, p<0,01,

respectivamente).

Realizou-se, também, andlise da ingestdo de racdo cumulativa do 3° ao 20° DG
(Figura 5B), e foi observado efeito significativo dos fatores ‘tratamento’ (F(31) = 8,61, p =
0,006) e “dieta’ (F(1,31) = 25,81, p<0,001), isoladamente. O pos-teste de Bonferroni evidenciou
que RDH apresentaram menor ingestdo cumulativa de racdo quando comparadas as RDC
tanto nas RE (278,0 + 7,1 versus 331,6 + 10,4 g, p<0,01) quanto nas RH (248,4 £+ 13,9 versus
300,3 + 9,2 g, p<0,01). Quanto a ingestdo de &gua, ndo foi encontrada interacdo entre 0s
fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e ‘tratamento’ (p = 0,74) (Figura 5C) e também nao foi evidenciada
interacdo quando da analise de varidncia de dois fatores, considerando-se todas as
combinacdes possiveis dentre os trés fatores de variagdo estudados. Conforme demonstrado
na Figura 5D, ndo foi encontrada diferenca ao analisar a ingestdo cumulativa de agua em
funcdo do ‘tratamento’ (p = 0,78) e da ‘dieta’ (p = 0,56), isoladamente, bem como ndo houve

interacdo dos fatores estudados (p = 0,24).
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Figura 5. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica na ingestdo de
racdo e agua em 24h (Painéis A e C) e na ingestdo cumulativa de racéo e 4gua do 3° ao 20° DG (Painéis B e
D). Painel A: RDC: ratas submetidas a dieta controle (com e sem hipotireoidismo), n=19; RDH: ratas submetidas
a dieta hiperlipidica (com e sem hipotireoidismo), n=16; Painéis B a D: RE + DC: ratas eutireoideanas
submetidas a dieta controle, n=9; RE + DH: ratas eutirecideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=8; RH +
DC: ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle, n=10; RH + DH: ratas hipotirecideanas submetidas a
dieta hiperlipidica, n=8. Andlise estatistica: Painéis A, B e D: ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de
Bonferroni; Painel C: ANOVA de trés vias. Painéis A e B: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001 RDH versus
RDC. MTZ: inicio da inducéo do hipotireoidismo gestacional experimental ao 9° DG; RE: ratas eutireoideanas;
RH: ratas hipotireoidenas.

A descricdo dos macronutrientes e da energia ingerida pelas ratas prenhas encontra-
se na Tabela 6. Pode-se observar que as RH apresentaram menor ingestdo calorica e de
proteina quando comparadas as RE [fator ‘tratamento’ (F(1,31) = 9,17, p = 0,005; F(1 31y = 8,60,
p = 0,006, respectivamente)]. Vale ressaltar que foi realizado o calculo da eficiéncia alimentar
durante o periodo estudado (dados ndo mostrados), mas ndo foi encontrada interacéo entre 0s
fatores ‘tratamento’ e ‘dieta’ (p = 0,59) e, também, ndo foi observado efeito dos fatores

‘tratamento’ (p = 0,27) e ‘dieta’ (p = 0,74), isoladamente.

Ao analisar a ingestdo de carboidrato, verificou-se efeito isolado dos fatores
‘tratamento’ (F1,31) = 8,59, p = 0,006) e ‘dieta’ (F1,31) = 46,11, p<0,001) e o pos-teste de

Bonferroni mostrou que as RDH apresentaram menor ingestdo de carboidrato quando
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comparadas as RDC tanto nas RE (143,7 £ 3,7 versus 182,4 + 5,7 g, p<0,001) quanto nas RH
(128,4 + 7,2 versus 165,2 + 5,1 g, p<0,001).

Na ingestdo de lipideos, observou-se efeito significativo dos fatores ‘tratamento’
(Fazy = 7,82, p = 0,009) e “dieta’ (Fauz3) = 200,8, p<0,001), isoladamente. As RDH
apresentaram maior ingestdo de lipideo quando comparadas as RDC tanto nas RE (40,87 +
1,04 versus 23,21 + 0,73 g, p<0,001) quanto nas RH (36,52 + 2,04 versus 21,02 + 0,64 g,
p<0,001). Além disso, constatou-se que as ratas hipotireoideanas submetidas a dieta
hiperlipidica (RH + DH) apresentaram menor ingestdo de lipideos quando comparadas as
ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (RE + DH) (36,52 + 2,04 versus 40,87 +
1,04 g, p<0,05).

Tabela 6. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica na ingestéo
cumulativa de energia e dos macronutrientes das ratas prenhas do terceiro ao vigésimo dia de gestacéo.

Grupos Consumo total (Kcal) Carboidrato (g) Proteina (g) Lipideo (g)
RE + DC 1193,64 + 37,49 182,36 £ 5,73 57,36 £ 1,80 23,21 £0,73
RE + DH 1166,02 £ 29,63 143,74 + 3,65" 57,83 £ 1,47 40,87 + 1,04"
RH + DC 1077,01 £ 30,48 165,16 = 5,06 51,95+ 1,59 21,02 £0,64
RH + DH 1041,83 + 58,42 128,42 +7,16° 51,67 + 2,88 36,52 + 2,045¢

RE + DC: ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle, n=9; RE + DH: ratas eutireoideanas submetidas a
dieta hiperlipidica, n=8; RH + DC: ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle, n=10; RH + DH: ratas
hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=8. Dados expressos em média * erro padrdo da média.
Analise estatistica; ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni.

Ap<0,001 versus ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle

Bp<0,001 versus ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle

€p<0,05 versus ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica

Conforme demonstrado na Tabela 7, ndo foi encontrada diferenca na duragdo da
gestacao, no numero de filhotes e de natimortos por rata em func¢do do ‘tratamento’ (p = 0,21;
p = 0,66; p = 0,89, respectivamente) e da °dieta” (p = 0,15; p = 0,56; p = 0,16,
respectivamente), isoladamente e, também, ndo houve interacdo entre os fatores estudados (p

=0,21; p=0,35; p = 0,17, respectivamente).
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Tabela 7. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no tempo de
gestacdo, numero de filhotes e de natimortos por rata.

Grupos Dias de Gestacéo NUmero de filhotes/rata NUmero de natimortos/rata
RE + DC 20,33 £ 0,17 116716 1,67 +0,80
RE + DH 20,25+ 0,25 9,38+1,28 1,63+ 1,07
RH + DC 21,30 +£0,52 9,60+ 1,62 3,20+ 1,30
RH + DH 20,25+ 0,41 10,13+ 1,25 0,38 £ 0,26

RE + DC: ratas eutireoideanas submetidas & dieta controle, n=9; RE + DH: ratas eutireoideanas submetidas a
dieta hiperlipidica, n=8; RH + DC: ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle, n=10; RH + DH: ratas
hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=8. Dados expressos em média * erro padrdo da média.
Analise estatistica: ANOVA de duas vias.

5.2 PROLE

Ao analisar a evolucdo da massa corporal, do 1° ao 30° dia pds-natal (DPN) (Figura
6A), observou-se interacéo tripla dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e ‘tratamento’ (Fa 776) = 5,66,
p<0,001). A prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH)
apresentou maior massa corporal no 21° DPN (40,6 + 0,6 g) quando comparada aos demais
grupos (para PRE + DC: 35,2 £ 0,6 g, p<0,001; para PRH + DC: 35,4 £ 0,7 g, p<0,001; para
PRH + DH: 36,2 = 0,6 g, p<0,001), bem como no 30° DPN (78,8 = 1,1 versus PRE + DC:
72,8 £1,6 g, p<0,001; para PRH + DC: 71,8 £ 1,6 g, p<0,001; para PRH + DH: 71,0 + 1,3 g,
p<0,001).

Apos a separagdo destes animais por género, a analise da massa corporal dos machos
do 37° ao 120° DPN (Figura 6B) revelou interacdo tripla dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e
‘tratamento’ (F1583) = 2,18, p = 0,01). O pos-teste de Bonferroni evidenciou que 0s machos
da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRH + DH) apresentaram
menor massa corporal a partir do 44° DPN até o 120° DPN quando comparados aos machos

da PRE + DH. As médias desses grupos estdo expressas na Tabela 8.

Além disso, observou-se que os machos da PRH + DH também apresentaram menor
massa corporal aos 81, 90, 104, 111 e 120 DPN (Figura 6B) quando comparados aos machos
da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle (PRH + DC) (para 81 DPN:
290,3 £ 7,9 versus 3125+ 7,2 g, p = 0,001; para 90 DPN: 312,7 £ 9,2 versus 331,1 £ 6,7 g, p
= 0,04, para 104 DPN: 336,2 = 9,9 versus 357,0 £ 9,4 g, p = 0,003; para 111 DPN: 335,7
11,4 versus 372,3 = 10,1 g, p<0,001; para 120 DPN: 353,9 + 10,3 versus 380,1 = 10,4 g,
p<0,001).
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Na Figura 6C pode-se observar a evolugdo da massa corporal das fémeas. Nao foi
observada interacdo dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e ‘tratamento’ (p = 0,10), assim como n&o foi
evidenciada interacdo quando da analise de variancia de dois fatores, considerando-se todas as

combinacges possiveis dentre os trés fatores de variacéo estudados.
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Figura 6. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica na massa
corporal da prole. Painel A: PRE + DC: prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle, n=52; PRE +
DH: prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=49; PRH + DC: prole de ratas
hipotireoideanas submetidas a dieta controle, n=45; PRH + DH: prole de ratas hipotireoideanas submetidas a
dieta hiperlipidica, n=52; Painéis B e C: m- /f- PRE + DC: machos/fémeas, n=14/ n=20, respectivamente; m- /f-
PRE + DH: n=13/n=16, respectivamente; m- /f- PRH + DC: n=15/ n=10, respectivamente; m- /f- PRH + DH:
n=15/ n=14, respectivamente. Analise estatistica: ANOVA de trés vias seguido do pés-teste de Bonferroni.
Painel A: (***) p<0,001 PRE + DH versus PRE + DC, PRH + DC, PRH + DH; Painel B: (*) p<0,05, (***)
p<0,001 m- PRH + DH versus m- PRE + DH; (#) p<0,05, (##) p<0,01, (###) p<0,001 m- PRH + DH versus m-
PRH + DC. DPN: dia pés-natal.
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Tabela 8. Descrigdo das médias da massa corporal do 44° ao 120° DPN dos machos da prole de ratas
hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRH + DH) e da prole de ratas eutireocideanas
submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH).

Idade (DPN) PRH + DH () PRE + DH (g) p
44 146,1 £ 5,4 165,15+ 3,2 0,037
51 184,0+5,8 213,38 +4,2 <0,001
60 2316+75 267,25 +5,1 <0,001
67 263,6 £ 8,4 288,12 + 4,0 <0,001
74 280,31+ 7,4 310,84 £5,2 <0,001
81 290,3+7,9 325,67 +5,3 <0,001
90 312,7+9,.2 343,92 +6,8 <0,001
97 329,1+8,7 354,23 +7,6 <0,001
104 336,2+9,9 363,62 £ 6,5 <0,001
111 335,7+11,4 371,62 +8,0 <0,001
120 353,9+ 10,3 381,31 +8,4 <0,001

Dados expressos em média + erro padrdo da média. ANOVA de trés vias seguido do pds-teste de Bonferroni.

DPN: dia pés-natal.

Na Figura 7 estd demonstrada a influéncia do hipotireoidismo gestacional associado
ou ndo a dieta hiperlipidica no comprimento da cauda da prole. Nao foi observada interacdo
dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e ‘tratamento’ (p=0,071) quando analisado o comprimento da
cauda do 1° ao 30° DPN. Entretanto, observou-se interacao dos fatores ‘tempo’ e ‘tratamento’
(F@776 = 17,21, p<0,001) no qual foi mostrado que a prole de ratas hipotireoideanas (PRH)
apresentou menor comprimento da cauda quando comparada a prole de ratas eutireoideanas
(PRE) aos 30 DPN (8,39 £ 0,09 versus 8,90 + 0,10 cm, p<0,001) (Painel A). Além disso,
constatou-se interacdo dos fatores ‘tempo’ e ‘dieta’ (Fu776y = 4,62, p = 0,001) e foi
evidenciado que a prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica (PRDH) apresentou maior
comprimento da cauda quando comparada a prole de ratas submetidas a dieta controle
(PRDC) aos 14, 21 e 30 DPN (4,27 = 0,03 versus 4,04 £ 0,05 cm, p = 0,006; 5,81 + 0,05
versus 547 £+ 0,07 cm, p<0,001; 8,81 + 0,09 versus 848 + 0,11 cm, p<0,001,

respectivamente) (Painel B).

Ao avaliar o comprimento da cauda do 37° ao 120° DPN néo foi observada interagdo
dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e ‘tratamento’ nos machos, Painel C, (p = 0,15) e tampouco nas
fémeas, Painel D, (p = 0,25). Tambem n&o foi evidenciada interacdo ao realizar analise de

variancia de duas vias entre os trés fatores estudados. Entretanto, nos machos (Painel C), foi
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observado que a PRH apresentou menor comprimento da cauda quando comparado a PRE
[fator ‘tratamento’ (F(153) = 9,77, p = 0,003)].
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Figura 7. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no
comprimento da cauda da prole. Painel A: PRE: prole de ratas eutireoideanas (prole de ratas com dieta
controle e dieta hiperlipidica), n=101; PRH: prole de ratas hipotireoideanas (prole de ratas com dieta controle e
dieta hiperlipidica), n=97; Painel B: PRDC: prole de ratas submetidas & dieta controle (prole de ratas com e sem
hipotireoidismo), n= 97; PRDH: prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica (prole de ratas com e sem
hipotireoidismo), n=101. Painéis C e D: m- /f- PRE + DC: machos/fémeas da prole de ratas eutireoideanas
submetidas a dieta controle, n=14/ n=20, respectivamente; m- /f- PRE + DH: machos/fémeas da prole de ratas
eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=13/ n=16, respectivamente; m- /f- PRH + DC: machos/fémeas
da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle, n=15/ n=10, respectivamente; m- /f- PRH + DH:
machos/fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=15/ n=14, respectivamente.
Andlise estatistica: Painéis A e B: ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni; Painéis C e D:
ANOVA de trés vias. Painel A: (***) p<0,001 PRH versus PRE; Painel B: (***) p<0,001 PRDH versus PRDC.
DPN: dia pds-natal.
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Na Figura 8 estd representado o tempo de abertura ocular, no qual se constatou
interacéo dos fatores ‘tratamento’ e ‘dieta’ (F1,197) = 6,02, p = 0,02) e efeito do fator ‘dieta’
(Fa19m = 4,73, p = 0,03). A prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica
(PRE + DH) apresentou uma antecipacao na idade de abertura dos olhos quando comparada a
prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC) (14,90 £ 0,09 versus
15,48 £+ 0,12 dias, p<0,01). Além disso, observou-se que a prole de ratas hipotireoideanas
submetidas a dieta hiperlipidica (PRH + DH) apresentou um retardo na abertura ocular
quando comparada a PRE + DH (15,33 £ 0,11 versus 14,90 + 0,09 dias, p<0,05).
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Figura 8. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica na idade de
abertura ocular da prole. Prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle, n=52; prole de ratas
eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=49; prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta
controle, n=48; prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=52. Analise estatistica:
ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. (**) p<0,01 PRE + DH versus PRE + DC; (#) p<0,05
PRH + DH versus PRE + DH. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole de ratas hipotireoideanas; PRDC:
prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica.

Na ingestdo induzida de leite materno aos 5 DPN (Figura 9A) observou-se efeito do
fator “dieta’ (F(1,157) = 4,76, p = 0,03) e 0 pos-teste revelou que a PRH + DH apresentou maior
ingestdo induzida de leite materno quando comparada a PRH + DC (2,26 = 0,27 versus 1,40 +
0,25 g/100g, p<0,05). Aos 15 DPN (Figura 9B), observou-se interacdo dos fatores
‘tratamento’ e ‘dieta’ (F¢1171) = 4,81, p = 0,03) e o pds-teste evidenciou que a PRE + DH
apresentou maior ingestdo induzida de leite materno quando comparada a PRE + DC (1,74 +
0,14 versus 1,20 £ 0,12 g/100g, p<0,05).
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Figura 9. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica na ingestao
induzida de leite aos 5 DPN (Painel A) e 15 DPN (Painel B) na prole. Prole de ratas eutireoideanas
submetidas a dieta controle (PRE + DC) aos 5 DPN (n=50) e 15 DPN (n=49); prole de ratas eutireoideanas
submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH) aos 5 DPN (n=40) e 15 DPN (n=39); prole de ratas
hipotireoideanas submetidas a dieta controle (PRH + DC) aos 5 DPN (n=33) e 15 DPN (n=35); prole de ratas
hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRH + DH) aos 5 DPN (n=38) e 15 DPN (n=52). Anélise
estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni. Painel A: (*) p<0,05 PRH + DH versus
PRH + DC; Painel B: (*) p<0,05 PRE + DH versus PRE + DC. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole de
ratas hipotireoideanas; PRDC: prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a
dieta hiperlipidica. DPN: dia pds-natal.

A massa corporal da prole de machos (Figura 10A) foi avaliada aos 30, 60, 90 e 120
DPN em funcdo dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e ‘tratamento’, mas ndo foi observada interacdo
dos fatores estudados (p = 0,67). Entretanto, observou-se interacdo dos fatores ‘dieta’ e
‘tratamento’ (F(1,31) = 9,88, p = 0,004), evidenciando que no 30° DPN, a PRE + DH (122,04 +
3,56 g) apresentou maior massa corporal quando comparada a PRE + DC (99,54 £ 5,27 g,
p<0,001) e a PRH + DH (103,39 * 2,95 ¢, p<0,01). Nos demais tempos estudados ndo foram
encontradas diferencas entre os grupos para os fatores ‘tratamento’ (para 60 DPN: p = 0,44;
para 90 DPN: p = 0,35; para 120 DPN: p = 0,42) e ‘dieta’ (para 60 DPN: p = 0,44; para 90
DPN: p = 0,74; para 120 DPN: p = 0,45). Ao analisar os dados de ingestdo de racdo, agua e
salina 0,3 M (Figura 10B a 10D) néo foi encontrada interacdo dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e
‘tratamento’ (para racao: p = 0,36; para agua: p = 0,74; para salina 0,3 M: p = 0,27) e também
ndo foi evidenciada interacdo quando da andlise de variancia de dois fatores, considerando-se

todas as combinagdes possiveis dentre os trés fatores de variacédo estudados.



39

m-PRE + DC
m-PRE + DH
m-PRH + DC
m-PRH + DH

9,
8 8 8 8
B128[

._.
8
Ingestao de ragéo (g)

Massa corporal (g)

1N
=N
N\
N
=N
N
N

Ingestéo de agua (mL)

Ingestao de salina 0,3 M (ml)

30

Figura 10. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica na massa
corporal (Painel A) e na ingestao espontanea de racdo (Painel B), 4gua (Painel C) e NaCl 0,3 M (Painel D)
nos machos da prole aos 30, 60, 90 e 120 DPN. m-PRE + DC: machos da prole de ratas eutireoideanas
submetidas a dieta controle, n=8; m-PRE + DH: machos da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta
hiperlipidica, n=10; m-PRH + DC: machos da prole de ratas hipotirecideanas submetidas a dieta controle, n=8;
m-PRH + DH: machos da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=9. Andlise
estatistica: Painel A: ANOVA de duas vias seguido do pés-teste de Bonferroni; Painéis B a D: ANOVA de trés
vias. Painel A: (***) p<0,001 m-PRE + DH versus m-PRE + DC; (##) p<0,01 m-PRE + DH versus m-PRH +
DH. DPN: dia pés-natal.

Na Figura 11 esté representado o teste de tolerancia a insulina, em ambos 0s sexos,
aos 60 DPN. Pode-se observar que ndo foi evidenciada interacdo dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e
‘tratamento’ nos machos (p = 0,79) e tampouco nas fémeas (p = 0,55). A anélise de variancia

de duas vias entre os trés fatores estudados também néo evidenciou interacao.
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Figura 11. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no teste de
tolerancia a insulina aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B). m- /f- PRE + DC: machos/
fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle, n=9/ n=10, respectivamente; m- /f- PRE +
DH: machos/ fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=10/ n=10,
respectivamente; m- /f- PRH + DC: machos/fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta
controle, n=9/ n=8, respectivamente; m- /f- PRH + DH: machos/fémeas da prole de ratas hipotireoideanas
submetidas a dieta hiperlipidica, n=11/ n=9, respectivamente. Andlise estatistica: ANOVA de trés vias. DPN: dia
pos-natal.

Ao analisar o teste de tolerancia a glicose, em ambos o0s sexos, aos 60 DPN (Figura
12) ndo foi observada interacdo em funcdo dos fatores ‘tempo’, ‘dieta’ e ‘tratamento’ nos
machos (p = 0,92) (Painel A). Entretanto, nas fémeas (Painel B) observou-se interagéo tripla
dos fatores estudados (F,124) = 3,65, p = 0,008) e o pos-teste de Bonferroni evidenciou que a
PRH + DH apresentou menor glicemia, aos 30 minutos, quando comparado a PRH + DC
(227,8 £ 18,7 versus 274,6 + 18,9 mg/dL, p = 0,03) e a PRE + DH (227,8 + 18,7 versus 279,1
+ 21,4 mg/dL, p = 0,002).
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Figura 12. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no teste de
tolerancia a glicose aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B). m- /f- PRE + DC: machos/
fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle, n=10/ n=10, respectivamente; m- /f- PRE +
DH: machos/ fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica, n=10/ n=9,
respectivamente; m- /f- PRH + DC: machos/fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta
controle, n=11/ n= 7, respectivamente; m- /f- PRH + DH: machos/ fémeas da prole de ratas hipotireoideanas
submetidas a dieta hiperlipidica, n=11/ n= 9, respectivamente. Analise estatistica: ANOVA de trés vias seguido
do pos-teste de Bonferroni. Painel B: (*) p<0,05 f- PRH + DH versus f- PRH + DC; (##) p<0,01 f- PRH + DH
versus f- PRE + DH. DPN: dia pds-natal.

A Figura 13 apresenta a glicemia de jejum da prole aos 60 DPN, na qual ndo foi
verificada interacdo dos fatores ‘dieta’ e ‘tratamento’ nos machos (p = 0,83), assim como nas
fémeas (p = 0,47). Também ndo houve efeito significativo, em ambos 0s sexos, do
‘tratamento’ (para machos: p = 0,85; para fémeas: p = 0,39) e da ‘dieta’ (para machos: p =

0,73; para fémeas: p = 0,42), isoladamente.
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Figura 13. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica na
concentracdo de glicose sérica aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B). Machos e fémeas
da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC), n=10/ n=10, respectivamente; machos
e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH), n=11/ n=9,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotirecideanas submetidas a dieta controle (PRH + DC),
n=11/ n=9, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica
(PRH + DH), n=11/ n=9, respectivamente. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias. PRE: prole de ratas
eutireoidenas; PRH: prole de ratas hipotireoideanas; PRDC: prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH:
prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica. DPN: dia p6s-natal.

Ao avaliar a concentracao sérica de triglicérides, nos machos (Figura 14A), notou-se
efeito do fator ‘dieta’ (F(1,38) = 9,97, p = 0,003) e 0 pos-teste de Bonferroni evidenciou que 0s
machos da PRH + DH apresentaram maior trigliceridemia quando comparados aos machos da
PRH + DC (190,89 * 8,10 versus 144,10 + 9,92 mg/dL, p<0,05). Nas fémeas (Figura 14B) foi
observado efeito do fator ‘tratamento’ (Fq 36 = 12,44, p = 0,001) e 0 pos-teste revelou que as
fémeas da PRH + DC apresentaram maior concentracao de triglicérides quando comparadas
as fémeas da PRE + DC (172,13 + 11,49 versus 136,28 + 10,73 mg/dL, p<0,05).
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Figura 14. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no
triglicérides sérico aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B). Machos e fémeas da prole de
ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC), n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da
prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH), n=10/ n=10, respectivamente; machos
e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle (PRH + DC), n=10/ n=10,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRH +
DH), n=12/ n=10, respectivamente. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do poés-teste de
Bonferroni. Painel A: (*) p<0,05 m-PRH + DH versus m-PRH + DC; Painel B: (*) p<0,05 f-PRH + DC versus f-
PRE + DC. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole de ratas hipotireoideanas; PRDC: prole de ratas
submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica. DPN: dia p6s-natal.

A concentracdo sérica de colesterol aos 60 DPN em ambos 0s sexos esta
representado na Figura 15. Nos machos (Painel A), observou-se interacdo dos fatores
‘tratamento’ e ‘dieta’ (F(137) = 6,14, p = 0,02) e efeito do fator ‘dieta’ (F(1,37) = 10,62, p =
0,002). O pés-teste de Bonferroni mostrou que os machos da PRH + DH apresentaram maior
colesterolemia quando comparado aos machos da PRH + DC (78,63 * 4,19 versus 51,36 +
7,13 mg/dL, p<0,001).

Nas fémeas (Painel B) notou-se efeito dos fatores ‘dieta’ (F(1,35 = 13,25, p = 0,001) e
‘tratamento’ (F136 = 7,63, p = 0,01), isoladamente, evidenciando que as fémeas da PRE +
DH apresentaram maior concentracdo de colesterol quando comparadas as fémeas da PRE +
DC (83,16 + 6,10 versus 59,10 + 6,81 mg/dL, p<0,01). Ademais, constatou-se, também, que
as fémeas da PRH + DC apresentou maior concentracdo de colesterol quando comparadas as
fémeas da PRE + DC (78,20 + 4,75 versus 59,10 + 6,81 mg/dL, p<0,05).
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Figura 15. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no colesterol
sérico aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B). Machos e fémeas da prole de ratas
eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC), n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole
de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH), n=10/ n=10, respectivamente; machos e
fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle (PRH + DC), n=10/ n=10,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRH +
DH), n=11 /n=10, respectivamente. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do poés-teste de
Bonferroni. Painel A: (***) p<0,001 m-PRH + DH versus m-PRH + DC; Painel B: (**) p<0,01 f-PRE + DH
versus f-PRE + DC; (#) p<0,05 f-PRH + DC versus f-PRE + DC. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole
de ratas hipotireoideanas; PRDC: prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a
dieta hiperlipidica. DPN: dia pds-natal.

A Figura 16 representa a concentracdo sérica de HDL em ambos 0s sexos. Nos
machos foi observada interacdo dos fatores ‘dieta’ e ‘tratamento’ F¢3g = 6,59, p = 0,01)
demonstrando que os machos da PRH + DC apresentaram menor concentracdo de HDL
guando comparado aos machos da PRE + DC (43,63 = 3,88 versus 62,88 + 3,94 mg/dL,
p<0,05). Nas fémeas ndo foi observada diferenca significativa para os fatores ‘dieta’ (p =

0,21) e ‘tratamento’ (p = 0,06), bem como nédo houve interacdo dos mesmos (p = 0,13).
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Figura 16. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no HDL
sérico aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B). Machos e fémeas da prole de ratas
eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC), n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole
de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH), n=10/ n=10, respectivamente; machos e
fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle (PRH + DC), n=10/ n=10,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRH +
DH), n=12/ n=10, respectivamente. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do poés-teste de
Bonferroni. Painel A: (*) p<0,05 m-PRH + DC versus m-PRE + DC. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH:
prole de ratas hipotireoideanas; PRDC: prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas
submetidas a dieta hiperlipidica. DPN: dia pos-natal.

Ao avaliar a ureia sérica dos machos (Figura 17B) observou-se efeito dos fatores
‘tratamento’ (F(1,3s) = 10,04, p = 0,003) e ‘dieta’ (F(13s = 26,65, p<0,0001), isoladamente,
evidenciando que os machos da PRH + DH apresentaram maior concentracéo de ureia quando
comparados aos machos da PRE + DH (38,60 + 1,55 versus 27,78 + 1,84 mg/dL, p<0,01) e a
PRH + DC (38,60 + 1,55 versus 22,82 + 3,21 mg/dL, p<0,001). Nas fémeas notou-se efeito
apenas do fator ‘dieta’ (Fu3s = 12,44, p = 0,001) sendo que as fémeas da PRE + DH
apresentaram maior concentracdo de ureia quando comparadas as fémeas da PRE + DC
(33,26 + 1,64 versus 25,20 £ 2,66 mg/dL, p<0,05).
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Figura 17. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica na ureia
sérica aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B). Machos e fémeas da prole de ratas
eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC), n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole
de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH), n=10/ n=10, respectivamente; machos e
fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle (PRH + DC), n=10/ n=10,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRH +
DH), n=12/ n=10, respectivamente. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do pds-teste de
Bonferroni. Painel A: (**) p<0,01 m-PRH + DH versus m-PRE + DH; (###) p<0,001 m-PRH + DH versus m-
PRH + DC; Painel B: (*) p<0,05 f-PRE + DH versus f-PRE + DC. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole
de ratas hipotireoideanas; PRDC: prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a
dieta hiperlipidica. DPN: dia pds-natal.

A Figura 18 apresenta os valores de hematocrito de ambos o0s sexos aos 60 DPN. Nos
machos (Painel A) observou-se interagéo dos fatores ‘tratamento’ e ‘dieta’ (F,32) = 6,42, p =
0,02) evidenciando que os machos da PRH + DH apresentaram maior hematocrito quando
comparados aos machos da PRE + DH (43,32 + 0,30 versus 39,83 = 0,67%, p<0,05) e PRH +
DC (43,32 + 0,30 versus 40,70 £ 0,92%, p<0,05). Nas fémeas, Painel B, observou-se somente
efeito do fator ‘dieta’ (Fu3s = 10,84, p = 0,002) no qual as fémeas da PRH + DH
apresentaram menor hematdcrito quando comparadas as fémeas da PRH + DC (38,05 + 0,54
versus 42,85 £+ 1,17%, p<0,01).
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Figura 18. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no
hematocrito aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B). Machos e fémeas da prole de ratas
eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC), n=9/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole
de ratas eutireoideanas submetidas & dieta hiperlipidica (PRE + DH), n=6/ n=9, respectivamente; machos e
fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle (PRH + DC), n=10/ n=10,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRH +
DH), n=11/ n=10, respectivamente. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido do poés-teste de
Bonferroni. Painel A: (*) p<0,05 m-PRH + DH versus m-PRE + DH; (#) p<0,05 m-PRH + DH versus m-PRH +
DC. Painel B: (**) f-PRH + DH versus f-PRH + DC. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole de ratas
hipotireoideanas; PRDC: prole de ratas submetidas & dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a dieta
hiperlipidica. DPN: dia pés-natal.

O peso do coracdo normalizado pelo comprimento da tibia encontra-se na Figura 19.
N&o foi encontrada diferenca significativa para os fatores ‘tratamento’ (p = 0,53) e ‘dieta’ (p =
0,34), isoladamente, ao avaliar o peso do coragcdo normalizado nos machos (Painel A), assim

como, ndo foi evidenciada interacdo dos fatores estudados (p = 0,48).

Nas fémeas (Figura 19B), notou-se que a PRDH apresentou menor peso do coracao
quando comparada a PRDC [fator ‘dieta’ (F13) = 6,36, p = 0,02)]. Entretanto, ndo foi
observada interacdo dos fatores estudados (p= 0,10), bem como né&o foi evidenciado efeito do
fator ‘tratamento’ (p = 0,37), isoladamente.



48

A B

30+ 301
8 S [ PRE
N N
é E Bl PRH
5 5 201 § 5 201
c S c S
o - o
8g 8 g
S g S E
o = o =
o B 101 o B 104
o o
° S
o o
(%] [%]
a &

0 0

PRDC PRDH PRDC PRDH

Figura 19. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no peso do
coragdo normalizado pelo comprimento da tibia aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel
B). Machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC), n=10/ n=10,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH),
n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a dieta controle
(PRH + DC), n=9/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a
dieta hiperlipidica (PRH + DH), n=11/ n=10, respectivamente. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido
do pds-teste de Bonferroni. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole de ratas hipotireoideanas; PRDC:
prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica. DPN: dia pds-
natal.

Ao analisar o peso do figado normalizado pelo comprimento da tibia (Figura 20) nao
foi encontrada interacdo dos fatores ‘tratamento’ e ‘dieta’ nos machos (p = 0,97) e nas fémeas
(p = 0,67). Também ndo foi encontrada diferenca quando avaliado o efeito dos fatores
‘tratamento’ (para machos: p = 0,57; para fémeas: p = 0,21) e ‘dieta’ (para machos: p = 0,59;

para fémeas: p = 0,33), isoladamente.
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Figura 20. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no peso do
figado normalizado pelo comprimento da tibia aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B).
Machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas & dieta controle (PRE + DC), n=10/ n=10,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH),
n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotirecideanas submetidas & dieta controle
(PRH + DC), n=9/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a
dieta hiperlipidica (PRH + DH), n=11/ n=10, respectivamente. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias seguido
do pos-teste de Bonferroni. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole de ratas hipotireoideanas; PRDC:
prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica. DPN: dia pés-
natal.
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A Figura 21 representa 0 peso da gordura retroperitoneal normalizado pelo
comprimento da tibia. Nos machos (Painel A), observou-se que a PRH apresentou menor peso
de gordura retroperitoneal quando comparada a PRE [fator ‘tratamento’ (F36 = 5,20, p =
0,03)]. Entretanto, ndo foi observada interacdo dos fatores estudados (p = 0,86), bem como
néo foi evidenciado efeito do fator ‘dieta’ (p = 0,16), isoladamente. Nas fémeas (Painel B),
néo foi observada interacdo dos fatores estudados (p = 0,78), bem como ndo houve efeito dos
fatores ‘tratamento’ (p = 0,39) e “dieta’ (p = 0,09).
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Figura 21. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no peso da
gordura retroperitoneal normalizada pelo comprimento da tibia aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas
fémeas (Painel B). Machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC),
n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica
(PRE + DH), n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotirecideanas submetidas a
dieta controle (PRH + DC), n=9/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas
submetidas a dieta hiperlipidica (PRH + DH), n=11/ n=10, respectivamente. Analise estatistica. ANOVA de
duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole de ratas
hipotireoideanas; PRDC: prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a dieta
hiperlipidica. DPN: dia pds-natal.

O peso dos rins normalizado pelo comprimento da tibia esta representado na Figura
22. A andlise estatistica de duas vias ndo evidenciou interagdo dos fatores ‘tratamento’ e
‘dieta’ (p = 0,79) nos machos (Painel A) e também n&o foi observado efeito dos fatores
‘tratamento’ (p = 0,15) e ‘dieta’ (p = 0,45), isoladamente. Nas fémeas (Painel B) observou-se
que a PRDH apresentou menor peso dos rins quando comparada a PRDC [fator ‘dieta’ (F(136)
= 5,36, p = 0,03)], porém nao foi observada interacdo dos fatores estudados (p = 0,68), assim

como nao foi evidenciado efeito do fator ‘tratamento’ (p = 0,84), isoladamente.
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Figura 22. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no peso dos
rins normalizado pelo comprimento da tibia aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel B).
Machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC), n=10/ n=10,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH),
n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotirecideanas submetidas a dieta controle
(PRH + DC), n=9/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a
dieta hiperlipidica (PRH + DH), n=11/ n=10, respectivamente. Analise estatistica: ANOVA de duas vias seguido
do pos-teste de Bonferroni. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole de ratas hipotireoideanas; PRDC:
prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica. DPN: dia pds-
natal.

A Figura 23 representa o peso do pulmédo normalizado pelo comprimento da tibia.
Né&o se observou interacdo entre os fatores ‘tratamento’ e ‘dieta’ em ambos os sexos (para
machos: p = 0,56; para fémeas: p = 0,05). Além disso, também néo foi observada diferenca
guando avaliado o efeito dos fatores ‘tratamento’ (para machos: p = 0,15; para fémeas: p =

0,09) e “dieta’ (para machos: p = 0,60; para fémeas: p = 0,98), isoladamente.
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Figura 23. Efeito do hipotireoidismo gestacional experimental associado a dieta hiperlipidica no peso do
pulmé&o normalizado pelo comprimento da tibia aos 60 DPN nos machos (Painel A) e nas fémeas (Painel
B). Machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta controle (PRE + DC), n=10/ n=10,
respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica (PRE + DH),
n=10/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotirecideanas submetidas & dieta controle
(PRH + DC), n=9/ n=10, respectivamente; machos e fémeas da prole de ratas hipotireoideanas submetidas a
dieta hiperlipidica (PRH + DH), n=11/ n=10, respectivamente. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias seguido
do pos-teste de Bonferroni. PRE: prole de ratas eutireoidenas; PRH: prole de ratas hipotireoideanas; PRDC:
prole de ratas submetidas a dieta controle; PRDH: prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica. DPN: dia pds-
natal.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez que a caréncia de hormoénios
tireoideanos durante a gestacdo, especialmente quando em ratas com acesso a dieta
hiperlipidica, causam, conjuntamente, importantes alteragfes no desenvolvimento organico,
sobretudo nos sistemas de controle metabolico ao longo da vida pos-natal da prole, porém

sem alterar o comportamento ingestivo de racdo, agua e sodio.

Ademais, trata-se de um modelo inédito que combina dois aspectos importantes: i)
mimetiza o hipotireoidismo gestacional, doenca de prevaléncia significativa, sub-notificada e
negligenciada nos sistemas de satde publica de diversos paises, inclusive no Brasil; e ii) a
ingestdo elevada, em ‘livre demanda’, de alimentos gordurosos (i.e.: ‘saborosos’)

especialmente em mulheres durante a gestagéo.

Antes de analisar e discutir os dados obtidos nas proles deste estudo faz-se necessario

destacar as principais alteracdes provocadas nas ratas prenhas pelos distintos tratamentos.

Assim, no presente estudo foi evidenciado que ratas prenhas alimentadas com dieta
hiperlipidica ingeriram menos racdo durante a gestacdo. Ademais, a administracdo de
metimazol (MTZ), para induzir hipotireoidismo gestacional experimental (HGE), reduziu a
massa corporal das ratas somente ao final da gestacdo. Além disso, a associacdo da dieta
hiperlipidica com o hipotireoidismo gestacional ndo alterou a duragdo da gestacao e o nimero

de filhotes por ninhada.

Shibutani et al. (2009), por meio da administracdo de MTZ a 0,02% do 10° ao 20° dia
de gestacdo (DG), e Alves et al. (2013), utilizando o mesmo protocolo de inducdo de HGE
realizado neste trabalho, ndo observaram alteracdo na massa corporal das ratas prenhas
durante a gestacdo. Entretanto, Lasley e Gilbert (2011), induziram hipotireoidismo pela
administracdo de propiltiouracil (PTU) a uma concentracdo de 0,001% e evidenciaram
reducdo da massa corporal das ratas tratadas no final da gestacdo (20° DG), corroborando o
achado do presente estudo (Figura 4A). Deve-se ressaltar, porém, que no estudo de Alves et
al. (2013), diferentemente do presente estudo, as ratas prenhas foram alimentadas com dieta

comercial para roedores, ao passo que aqui se utilizou dietas hiperlipidica e controle.
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Como esperado, a melhor palatabilidade da dieta hiperlipidica (DH) pode ter
resultado na elevacdo da quantidade de racdo ingerida no primeiro dia de oferta (i.e.: no 3°
DG), o que foi rapidamente revertido a partir do 7° DG, quando os mecanismos regulatérios
de fome e saciedade parecem calibrar a quantidade de alimento a ser ingerido pelo teor de
calorias e/ou proteinas da ragdo ingerida. Isto pode ser observado na Tabela 6. Entretanto,
observa-se ainda que no final da gestacdo (ao 20° DG), quando naturalmente o volume de
dieta ingerida estd reduzido por consequéncia da expansdo abdominal, ambos os grupos de

ratas apresentam ingestdo similarmente mais baixa de racdo (Figura 5A).

Na mesma direcdo, ao avaliar a ingestdo cumulativa de racdo do 3° ao 20° DG
(Figura 5B), observou-se que a dieta hiperlipidica é ingerida em menor quantidade que a
controle, porém a quantidade de calorias e proteinas sdo similares nos animais sob diferentes
dietas e com mesmo tratamento (Tabela 6). Contrariamente, Cerf et al. (2005), observaram
maior ingestdo de racdo durante a gestacdo em ratas que receberam dieta hiperlipidica (40%
de lipideo) durante este periodo. Entretanto, Taylor et al. (2003), observaram que ratas
submetidas a dieta hiperlipidica desde 10 dias antes do acasalamento e durante toda a
gestacdo, ingeriram menos racdo durante o periodo gestacional, corroborando o dado
encontrado nesse estudo. Adicionalmente, Del Prado, Delgado e Villalpando (1997) avaliaram
ratas prenhas submetidas a dieta hiperlipidica (40% de lipideos) e ndo observaram diferenca
na ingestdo caldrica e na massa corporal durante a gestacdo corroborando os dados
encontrados nesse estudo (Tabela 6 e Figura 4, respectivamente).

Assim, acredita-se que as ratas submetidas a dieta hiperlipidica possam ajustar a
ingestdo alimentar com o objetivo de fornecer quantidade de energia similar a dieta controle
(FEREZOU-VIALA et al., 2007) e, como consequéncia, manter o balanco energético
(JACKMAN; MACLEAN; BESSESEN, 2010). J& estd bem evidenciado na literatura que a
presenca de lipideos e/ou proteinas no intestino estimula a liberacdo de colecistocinina
(SAVASTANO; COVASA, 2005; LENARD; BERTHOUD, 2008). Este peptideo, por sua
vez, desempenha inimeras fungdes que estdo associadas ao controle da ingestdo alimentar,
dentre elas retarda o esvaziamento gastrico (RAYBOULD et al., 1998) e estd associado a
sinalizacdo da saciedade, pois atua no nucleo arqueado, tanto por estimulacdo de nervos
periféricos quanto diretamente atraves da corrente sanguinea, promovendo a liberacdo de
peptideos anorexigénicos (LENARD; BERTHOUD, 2008; VALASSI; SCACCHI,
CAVAGNINI, 2008).
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Hapon et al. (2003), por meio da administracdo de PTU na &gua de beber em ratas
oito dias antes do acasalamento, identificaram aumento no tempo de gestacdo das ratas
tratadas. Entretanto, Alves et al. (2013), utilizando o mesmo protocolo de inducdo de
hipotireoidismo do presente estudo, ndo evidenciaram diferenca na duracdo da gestacdo,

corroborando os dados encontrados (Tabela 7).

A associacdo do hipotireoidismo gestacional com a dieta hiperlipidica ndo afetou o
namero de filhotes por rata (Tabela 7). Este achado foi similar ao encontrado por Shibutani et
al. (2009), que induziram hipotireoidismo com MTZ (0,02%) do 10° DG ao 20° dia pds-natal
(DPN), e por Negishi et al. (2005) que utilizaram PTU (10 mg/kg) em ratas prenhas do 3° DG
até o final da lactacdo (20 DPN). Os dados ainda estdo de acordo com o encontrado por Guo e
Jen (1995) e Taylor et al. (2003), que também ndo encontraram diferenca no ndmero de
filhotes por ninhada de ratas submetidas a dieta hiperlipidica.

Jahagirdar et al. (2012) utilizaram MTZ (0,02%) e perclorato de potassio (0,1%) na
agua de beber das ratas prenhas do 9° DG ao final da gestacdo e observaram reducdo na
concentracdo de tiroxina (T4) total. Ahmed et al. (2012) induziram o hipotireoidismo por
meio da administracdo de MTZ (0,02%) na agua de beber do 1° DG ao 21° DPN e
evidenciaram menor concentragcdo de triiodotironina (T3) e T4 totais no 10° DG e no 10°
DPN. Adicionalmente, Alves et al. (2013) utilizando o mesmo protocolo para inducdo de
hipotireoidismo gestacional do presente estudo observaram reduc¢édo da concentracao sérica de
T3 e T4 totais no 21° DG. Assim, apesar de néo ter sido realizada dosagem dos horménios
tireoideanos maternos nos animais deste estudo, pode-se inferir que o protocolo utilizado foi
capaz de induzir o hipotireoidismo nas ratas prenhas, como previamente demonstrado por
Alves et al. (2013).

O ambiente intrauterino apresenta-se como uma fase critica no desenvolvimento
fetal, na qual, alteracdes do mesmo durante a gestacdo podem gerar repercussdes na vida pos-
natal de curto, médio e longo prazo na prole (FOWDEN et al., 2006). Diversos estudos
mostram que tanto o hipotireoidismo quanto modificagbes na composicdo dos
macronutrientes da dieta durante a gestacdo e/ou lactacdo estdo associados a doengas como
hipertensdo, doencas cardiovasculares e alteracdes endocrinas na vida pos-natal da prole
(SCHALOCK; BROWN; SMITH, 1977; HADDOW et al., 1999; DOWLING;
IANNACONE; ZOELLER, 2001; BAUTISTA et al, 2008; WHITE; PURPERA,;
MORRISON, 2009; VAN STRATEN et al., 2012). Contudo, ndo foi encontrada na literatura
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qualquer estudo que associasse 0 hipotireoidismo gestacional e a dieta hiperlipidica durante o

periodo gestacional e avaliasse suas repercussdes na prole.

Vale ressaltar que apesar de ndo ter sido realizada dosagem dos hormonios
tireoideanos na prole, Alves et al. (2013) utilizando o mesmo protocolo de inducdo de
hipotireoidismo do presente estudo, mas sem alteracéo dietética, constataram que a prole de
ratas hipotireoideanas (PRH) ndo apresentou alteracdo na concentracao sérica dos hormonios
tireoideanos aos 15 e 30 DPN. Assim, parte-se do pressuposto que o protocolo para indugéo
de hipotireoidismo gestacional utilizado nesse estudo né&o afetou o status tireoideano da prole,
pelo menos no inicio da vida pds-natal. Isto ndo descarta, porém, a possivel ocorréncia de

hiper- e/ou hipotireoidismo extra-tireoideano.

A anélise da ingestdo alimentar constitui um importante indicador de fator de risco
nutricional, bem como é fundamental para detectar caréncias dietéticas (SHARIFIRAD et al.,
2013). No presente trabalho, o comportamento ingestivo da prole foi monitorado desde a
lactacdo até a vida adulta. Aos 5 DPN, pode-se observar que a prole de ratas submetidas a
dieta hiperlipidica (PRDH) ingeriu mais leite (Figura 9A). Este achado estd em consonancia
com o dado encontrado por Purcell et al. (2011) que observaram maior ingestéo de leite no 7°
DPN na prole de ratas submetidas a dieta hiperlipidica (60% de lipideos). Porém,
diferentemente do presente estudo, este autores ofereceram a dieta hiperlipidica durante todo
0 periodo perinatal, do 2° DG ao final da lactacdo, enquanto em nosso estudo esta oferta foi

restrita a gestacéo.

O estado nutricional e a dieta materna podem influenciar a composicéo nutricional
do leite materno, de tal modo que ratas alimentadas com dieta hiperlipidica durante a gestacao
e lactacdo ou ratas obesas apresentam maior conteddo de gordura no leite (DEL PRADO;
DELGADO; VILLALPANDO, 1997; GORSKI, 2006; SCHROEDER et al., 2009). Apesar do
protocolo utilizado no presente estudo apresentar a dieta hiperlipidica exclusivamente no
periodo gestacional, acredita-se que a modificacdo dietética a qual as ratas foram submetidas,
durante a gestacao, possa ter promovido variacdo nas propriedades nutricionais e bioativas do
leite materno resultando em aumento na ingestdo na PRDH. Além disso, ndo podemos
descartar a hipotese de que a oferta da dieta hiperlipidica, durante o periodo estudado, tenha

promovido, em curto prazo, alteracdo nos mecanismos reguladores da fome/saciedade.
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O registro continuo da massa corporal, como indicador do desenvolvimento corporal,
¢ amplamente utilizado por ser um método simples, de baixo custo e ndo invasivo. Os
achados deste trabalho mostram que a prole de ratas eutireoideanas submetidas a dieta

hiperlipidica (PRE + DH) apresentou maior massa corporal (Figura 6A).

Ja estd bem evidenciado na literatura que a prole de ratas submetidas a dieta
hiperlipidica apresenta maior massa corporal ao longo da vida pés-natal (CHANG et al.,
2008; WHITE; PURPERA; MORRISON, 2009; DUNN; BALE, 2009; DAHLHOFF et al.,
2013). Entretanto, no presente estudo observou-se que a PRE + DH apresentou maior massa
corporal somente no inicio da vida pés-natal. Uma possivel justificativa para este fato pode
ser a maior ingestdo alimentar, visto que essa prole ingeriu mais leite aos 15 DPN (Figura 9B)
e ndo foi realizada anélise da ingestdo de racdo do desmame ao 29° DPN. Além disso, pode
ser que o tempo de exposicdo das ratas prenhas a dieta, bem como a composic¢do nutricional
utilizada neste protocolo, ndo tenha sido capaz de promover alteracdo no desenvolvimento

corporal, a longo prazo, na PRE + DH.

Ademais, a massa corporal da prole também foi avaliada do 37° ao 120° DPN
(Figuras 6B e 6C). Apesar dos diferentes protocolos utilizados para inducdo do
hipotireoidismo na gestacdo e/ou lactacdo, ja esta bem evidenciada a diminuicdo da massa
corporal na prole de ratas submetidas a este tratamento (SCHALOCK; BROWN; SMITH,
1977; HAPON et al., 2003; DARBRA et al., 2004). Similarmente, no presente estudo,
observou-se menor massa corporal apenas nos machos da prole de ratas hipotireoideanas
submetidas a dieta hiperlipidica (PRH + DH), a partir do 44° DPN. Porém, Brosvic, Taylor e
Dihoff (2002) e Van Wijk, Rijntjes e Van de Heijning (2008) utilizando diferentes protocolos
para inducdo de hipotireoidismo evidenciaram reducdo da massa corporal tanto nos machos

quanto nas fémeas da prole de ratas tratadas.

A homeostase energética depende de um integrado sistema neuro-humoral que
previne grandes flutuacfes no balanco energético. Este, por sua vez, é modulado através da
energia ingerida (ingestdo e absorcdo dos macronutrientes) e da energia gasta (termogénese
obrigatéria e facultativa) (ARAUJO; CARVALHO, 2011). No presente estudo, apesar dos
machos da PRH + DH apresentarem menor massa corporal a partir do 44° DPN né&o foi
observada diferenca na ingestdo de racdo dos 30 DPN aos 120 DPN entre os machos dos
grupos estudados (Figura 10B). Com isso, sugere-se que essa prole apresente uma maior

termogénese obrigatdria, visto que, os animais foram submetidos as mesmas condigdes
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(temperatura e dieta) e ndo apresentaram diferenca na quantidade de ragdo consumida. Outra
possibilidade para justificar tal achado, € a ocorréncia de um déficit no processo de digestéo e
absorcdo dos nutrientes presentes na ragdo, entretanto, esta hipotese precisa ser melhor

investigada.

A acdo dos hormoénios tireoideanos no metabolismo basal esta associada a
mecanismos que envolvem o turnover de ATP e consequente liberagdo de calor como, por
exemplo: a regulagdo da expressdo e da atividade da bomba de sédio-potassio; dos ciclos
metabdlicos como glicogendlise/glicogénese, lipdlise/lipogénese; da contragdo e relaxamento
muscular, particularmente os batimentos cardiacos, movimentos respiratérios, peristaltismo,
entre outros (BIANCO, 2000). Como consequéncia, ndo ha como inferir uma Unica via como
principal responsavel pelos efeitos termogénicos. Diante disso, sugerimos algumas
possibilidades que podem justificar o provavel estado hipermetabdlico encontrado na PRH +
DH.

As desiodases sdao um grupo de enzimas que apresentam importante papel na
regulacao local da atividade dos hormonios tireoideanos e possuem caracteristicas distintas,
tais como, localizacdo, distribuicdo tecidual, resposta a concentracdo dos hormonios
tireoideanos, entre outras (KOHRLE et al., 2005; BIANCO; KIM, 2006). A desiodase do tipo
1 (D1), por exemplo, esta localiza na membrana plasmatica e pode tanto ativar quanto inativar
0 T4. Ja a desiodade do tipo 2 (D2), localizada no reticulo endoplasmatico, é a principal
ativadora do T4 e a desiodase do tipo 3 (D3), localizada na membrana plasmaética € a principal
inativadora do T3 (BIANCO et al., 2002).

No estudo realizado por Capelo et al. (2008) foi observado aumento na expressao do
RNAmM da D2 fetal no 14° DG e no 16° DG e houve aumento da atividade da mesma ao 18°
DG, apesar de ndo ter sido evidenciada alteracdo na expressdo de RNAmM nesse tempo. Além
disso, notou-se menor expressdo do RNAm da D3 somente no 14° DG e uma reducdo de sua
atividade no 18° DG na prole de ratas induzidas ao hipotireoidismo por meio da administragdo
de MTZ (0,05%) do 1° DG ao 5° DG e MTZ (0,1%) e perclorato de sodio (1%) do 6° DG até
0 35° DPN na agua de beber.

Dessa forma, é possivel que devido as baixas concentragfes dos hormonios
tireoideanos as quais o feto foi submetido, tenha ocorrido uma alteracdo na expressao e/ou
atividade das desiodases, com o objetivo de manter a concentragdo desses horménios durante

a vida intrauterina. Além disso, ao que parece, neste trabalho, esta resposta parece ter sido
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potencializada quando o feto foi submetido também a dieta hiperlipidica, visto que a maior
massa corporal foi encontrada, nesse estudo, somente nos machos da prole de ratas
hipotireoideanas submetidas a dieta hiperlipidica. Assim, como consequéncia dessa
reprogramacao, pode ter ocorrido aumento da concentracdo de T3 tecidual, devido a maior
expressdo de D2 e/ou D1, em 6rgédos chave no metabolismo, como o musculo esquelético e o
tecido adiposo marrom, aspectos estes que podem justificar o possivel estado hipermetabdlico
dessa prole. Curiosamente, nesse estudo, essa possivel resposta adaptativa foi observada

somente nos machos da prole de ratas.

Sob o aspecto da modulacdo autondmica no metabolismo, vale salientar que o
sistema nervoso simpatico (SNS) exerce reconhecida influéncia na termogénese facultativa
(induzida pela exposicao ao frio ou ingestdo de dieta hiperlipidica) (CASTILLO et al., 2011).
O SNS atua principalmente estimulando o tecido adiposo marrom e a atividade da proteina
desacopladora de elétrons (UCP), além de estimular a transcricdo da D2, potencializando a
acao dos hormonios tireoideanos (BIANCO; SILVA, 1987). Slotkin e Slepetis (1984)
observaram alteracdo nas vias simpéticas para o coracdo na prole de ratas induzidas ao
hipotireoidismo. Adicionalmente, Prior et al. (2010) demonstraram aumento na atividade
simpatica nos rins em coelhos alimentados com dieta hiperlipidica por 4 semanas. Assim, é
possivel que a associacdo do hipotireoidismo gestacional com a dieta hiperlipidica durante a
gestacdo tenha promovido um aumento da atividade simpatica em Orgdos chave do

metabolismo e por isso 0s machos dessa prole apresentam uma menor massa corporal.

Ainda com relacdo ao desenvolvimento corporal da prole, foi observado um déficit
no comprimento da cauda da PRH aos 30 DPN (Figura 7A). A partir do 37° DPN esta reducéo
foi observada somente nos machos dessa mesma prole (Figura 7C). Similar a este achado,
Santana-Farré et al. (2012) observaram redu¢do no comprimento da cauda a partir da segunda
semana de vida da prole de ratas tratadas com MTZ (0,02%) do 12° DG ao 30° DPN.
Ademais, Capelo et al. (2008) observaram um retardo no comprimento, a partir do 7° DPN, da
prole de ratas induzidas ao hipotireoidismo por meio da administragdo de MTZ (0,05%) do 1°
DG ao 5° DG e MTZ (0,1%) e perclorato de sddio (1%) do 6° DG até o 35° DPN na agua de
beber.

A PRDH apresentou maior comprimento da cauda somente do 14° DPN ao 30° DPN
(Figura 7B). Dunn e Bale (2009) submeteram ratas a dieta hiperlipidica (45% de lipideos), 4

semanas antes do acasalamento até o desmame, e observaram que a prole apresentou maior
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comprimento aos 120 DPN. Entretanto, Dahlhoff et al. (2013) ndo observaram diferenca no
comprimento, aos 5 e 9 meses, tanto em machos quanto em fémeas da prole de ratas
submetidas a dieta hiperlipidica (60% de lipideos) durante o periodo pré-gestacional (3% a 122

semana de vida das ratas) e durante toda a gestacao.

Com base nesses achados, pode-se inferir que os machos da PRH apresentam
prejuizo no crescimento e a associa¢do com a dieta hiperlipidica promoveu, também, reducéo
na massa corporal demonstrando um déficit no desenvolvimento corporal dos machos da PRH
+ DH. Entretanto, as fémeas parecem apresentar um fator protetor e/ou apresentam uma
programacdo diferenciada, visto que ndo foram observadas alteracdes na massa corporal e no
comprimento da cauda das fémeas, durante o periodo estudado. Estudos tém mostrado que
insultos durante a gestacdo e/ou lactacdo podem apresentar diferentes respostas a depender do
género da prole (EL AKOUM et al., 2011; ORNELLAS et al., 2013).

Outro parametro, utilizado no presente estudo, para avaliar o desenvolvimento da
prole foi a abertura ocular. Alves et al. (2013), com o mesmo protocolo de inducdo de
hipotireoidismo gestacional, mas sem alteracdo dietética, observaram retardo na abertura
ocular da prole de ratas hipotireoideanas, dado similar ao encontrado no presente estudo, no
qual a PRH + DH apresentou retardo na abertura ocular (Figura 8). No mesmo sentido, Alm et
al. (1988), ao estudar animais tratados com T4 (0,4 pg/ g) do 0 DPN ao 6° DPN, para inducéo

do hipertireoidismo, observaram uma abertura ocular precoce.

Os hormonios tireoideanos interagem com varios fatores de crescimento, dentre eles
o fator de crescimento epidérmico. Ja foi comprovado que este fator de crescimento antecipa a
abertura ocular em ratos (COHEN, 1962; COHEN; CARPENTER, 1975). Assim, é possivel
que os animais PRH possam apresentar diminui¢do na concentracdo do fator de crescimento
epidérmico e/ou reducdo na expressao de seus receptores, 0 que, neste modelo, parece sO se
expressar quando associado a dieta hiperlipidica. Sobretudo, vale ressaltar que ndo foram
encontrados dados na literatura que sustentem uma correlacdo direta entre a dieta
hiperlipidica, durante a vida intrauterina, e o tempo de abertura ocular de ratos. Portanto, esta
é a primeira evidéncia de que a associacdo entre dieta hiperlipidica e hipotireoidismo
gestacional retarda o desenvolvimento dos mecanismos deflagradores da abertura dos olhos
na prole de ratas, aqui considerado um importante indicador de desenvolvimento do

organismo.
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Ao avaliar o perfil bioquimico da prole aos 60 DPN, observou-se que, tanto no teste
de tolerancia a insulina (TTI) quanto no teste de tolerancia a glicose (TTG), 0os machos
apresentaram respostas semelhantes nos grupos estudados (Figuras 11A e 12A,
respectivamente). Além disso, também ndo foi observada diferenca na glicemia de jejum
desses animais (Figura 13A). Estes achados estdo parcialmente de acordo com dados prévios
deste grupo de pesquisa. Em seu estudo, similarmente a este achado, GAUJAC (2013)
verificou a inexisténcia de diferenca na glicemia de machos da PRH submetidos ao TTG,
guando comparados a machos da PRE. Porém, a glicemia destes mesmos animais foi menor
ao TTI. Neste caso, devem-se considerar dois aspectos que diferem ambos os estudos: i)
GAUJAC (2013) avaliou animais aos 120 DPN, ao passo que aqui a analise fora feita aos 60
DPN, e, ii) em seu estudo, GAUJAC (2013) ofereceu as ratas gestantes dieta comercial padréo
(Labina), enquanto neste trabalho foi oferecida dieta especialmente formulada com alto teor
lipidico (hiperlipidica) ou controle. Levando-se em conta os dados deste trabalho, em
contraponto aos de GAUJAC (2013), utilizando o mesmo modelo de HGE, verifica-se uma
provavel influéncia da idade em que os animais sdo estudados e/ou da dieta oferecida as
gestantes, sobre a varidvel estudada (glicemia durante o TTI) na prole. Em outras palavras, o
modelo de HGE parece influenciar de modo distinto a resposta ao TTI, em machos da prole,
ao longo da vida pds-natal.

Adicionalmente, achados de outro grupo (BUCKLEY et al., 2005), utilizando dieta
com teor ainda mais alto de lipideo, também n&do apontam diferenca na glicemia de jejum e no
TTG dos machos da prole com 3 meses de idade. Esses pesquisadores ofereceram dieta
hiperlipidica (59% de lipideos) desde 4 meses antes do acasalamento e durante toda a
gestacdo. Ademais, Karbalaei et al. (2013) induziram hipotireoidismo gestacional (PTU
0,02%) do 1°DG até o parto e ndo observaram diferenca na glicemia de jejum, mas notaram

uma maior glicemia da prole quando submetidas ao TTG aos 5 meses de idade.

No TTG das fémeas, observou-se que a PRH + DH apresentou maior sensibilidade a
glicose aos 30 minutos, visto que foi observada uma menor glicemia neste tempo, ap6s a
administracdo de glicose (Figura 12B). Entretanto, ndo foi observada diferenga, entre os
grupos, no TTI e na glicemia de jejum (Figuras 11B e 13B, respectivamente).

E consagrado na literatura que as células beta pancreaticas funcionam como um
sensor dos niveis de glicose plasmatico e sdo fundamentais para o metabolismo da glicose

secundario a secrecdo de insulina (JONES; OZANNE, 2009). A secrecdo de insulina estd
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associada a uma série de mecanismos celulares e possui como controlador primario a
capacidade dessas células em responder ao estimulo pela glicose, devido a presenca de
proteinas integrais de membrana, denominadas transportadores de glicose tipo 2 (GLUT 2)
(MATSCHINSKY, 1996).

Cerf et al. (2009) ao avaliar a expressdo de GLUT 2 no pancreas dos neonatos cujas
mdes foram submetidas a dieta hiperlipidica (40% de lipideos) durante a gestacdo observaram
uma tendéncia a maior expressdo desse transportador. Dessa forma, é possivel que as fémeas
da PRH + DH apresentem maior expressdo do GLUT 2 e por conta disso, as fémeas dessa
prole apresentaram uma melhor sensibilidade a alteracdo na concentracdo plasmatica de

glicose.

Assim, pontualmente, os dados obtidos no TTI mostram ndo haver diferenca na
sensibilidade periférica (i.e. nas células-alvo) a acdo da insulina exdgena, porém, a menor
glicemia observada nas fémeas da PRH + DH, em resposta ao TTG, traduz uma provavel
maior sensibilidade das células beta a injecdo de glicose exodgena. Isto se deve,
provavelmente, por alteracbes na expressao e/ou atividade do GLUT 2 ou da enzima
glicoquinase, fundamental para converter a glicose em glicose-6-fosfato no interior da célula
beta.

A avaliacdo dos lipideos plasmaticos é fundamental na deteccdo de risco para
desenvolvimento de doengas cardiovasculares e dislipidemias (GOHARKHAY et al., 2008).
Por isso, realizou-se a avaliacdo do perfil lipidico da prole aos 60 DPN e constatou-se que 0
machos da PRH + DH apresentaram hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia (Figuras 14A
e 15A, respectivamente). Além disso, foi evidenciado menor concentracdo de HDL nos
machos da PRH + DC (Figura 16A).

Ainda em relacdo ao metabolismo de lipideos, observou-se que as fémeas da PRH +
DC apresentaram maiores concentracGes de triglicérides e colesterol (Figuras 14B e 15B,
respectivamente). Além disso, observou-se que as fémeas da PRE + DH também

apresentaram hipertrigliceridemia quando comparadas as fémeas da PRE + DC (Figura 14B).

O figado é o 6rgéo chave na regulacdo do metabolismo lipidico, pois atua na sintese
de triglicérides, colesterol e das lipoproteinas. Apesar de nédo ter encontrado diferenca no peso
normalizado do figado entre os grupos estudados (Figura 20), sabe-se que os horménios

tireoideanos regulam o metabolismo dos lipideos atuando em diversos pontos da cadeia
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metabdlica. Por exemplo, regulam a expressdo, de enzimas fundamentais na homeostase do
colesterol, como a 3-hidroxi-3metilglutaril-CoA-redutase — HMG-CoA redutase, do receptor
de LDL, da colesterol 7a-hidroxilase, e na lipogénese como a acido graxo sintase, bem como
de genes envolvidos na producdo hepatica de triglicérides (NESS; LOPEZ, 1995; DUNTAS,
2002; MUKHOPADHYAY et al., 2003; HAPON, 2005).

Ademais, a dieta hiperlipidica, especialmente rica em &cidos graxos saturados,
também pode promover alteracdo na expressao de enzimas fundamentais para a manutencédo
da homeostase lipidica, tais como a proteina de ligagdo ao elemento de resposta ao esterol
(SREBP), resultando em alteracdo no metabolismo lipidico (BROWN et al., 1990;
GREGORIO et al., 2010; ORNELLAS et al., 2013). Assim, € possivel que possa ter ocorrido
uma reprogramacdo em pontos cruciais do metabolismo lipidico, como na expressdo e/ou
atividade das enzimas supracitadas, que tenham promovido as alteragcdes no perfil lipidico
encontradas nesse estudo. Além disso, a programacdo fetal parece ocorrer de forma

diferenciada a depender do género da prole.

Quanto ao metabolismo proteico, foi avaliada a concentracdo de ureia em ambos 0s
géneros aos 60 DPN. Observou-se maior concentracdo de ureia nos machos da PRH + DH
(Figura 17A).

Diante dos achados encontrados no presente estudo podemos sugerir que a
hiperuremia encontrada nos machos da PRH + DH seja resultado do aumentado catabolismo
proteico (uremia pré-renal) e/ou de um déficit na excrecdo renal de ureia (uremia renal).
Quanto a hipétese do catabolismo proteico aumentado, podemos associar a menor massa
corporal observada nos animais deste grupo, que pode ser resultado de reduzida massa magra.
No que tange a teoria da hiperuremia renal, ndo temos dados, neste momento, que a
sustentem. Ao contrario, ndo foi observada nenhuma diferenca no unico parametro avaliado, o
peso normalizado dos rins (Figura 22). Portanto, outras abordagens se fazem necessarias para

que se chegue a uma conclusdo mais contundente.

Também constituiu o escopo do presente trabalho verificar o status de hidratacdo da
prole dos grupos experimentais, para tanto utilizamos o percentual de hematdcrito. Ao
analisar esse marcador, aos 60 DPN, observou-se que os machos da PRH + DH apresentaram
maior hematdcrito, o que traduz uma provavel condi¢do de desidratacdo (Figura 18A). Esse
aumento na taxa de hematdcrito, sem alteragdo no volume ingerido de agua (Figura 10C), nos

leva a pensar num possivel reajuste no set point do sistema de regulacdo hidroeletrolitica dos
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machos da PRH + DH, visto que esse indicio de desidratacdo seria um sinal excitatorio para
deflagrar a resposta comportamental de sede no intuito de restaurar o balanco hidrico

corporal.

Ademais, outra possivel justificativa para o hematdcrito elevado dos machos da PRH
+ DH, como encontrado no presente estudo, € o aumento na producdo de hemaécias pela
medula 6ssea (eritropoiese). No entanto ndo foram encontrados estudos que associassem 0
hipotireoidismo gestacional e/ou a dieta hiperlipidica a esse mecanismo. Contrariamente, no
estudo de Shrader et al. (1982) e Gomes et al. (2004) foi observada uma reducdo na
hemoglobina de ratas induzidas ao hipotireoidismo. Além disso, como encontrado nos
achados acima, a PRH + DH parece ser reprogramada de maneira diferenciada a depender do
género. Portanto, os resultados obtidos neste trabalho abrem novas perspectivas de estudo

para a descoberta da etiologia de diversas doencas metabolicas sem causa conhecida.

Em suma, os resultados encontrados nesse estudo demonstram que a associagéo do
hipotireoidismo gestacional e da dieta hiperlipidica, rica em acidos graxos saturados, pode
promover modificacdes importantes no desenvolvimento e no metabolismo da prole,
especialmente nos machos. Além disso, esse estudo fornece perspectivas para futuros
trabalhos com o objetivo de investigar os mecanismos associados as altera¢fes encontradas.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados no presente estudo, podemos concluir que as
ratas hipotireoideanas apresentaram menor massa corporal ao final da gestacdo e as ratas
submetidas a dieta hiperlipidica apresentaram menor ingestdo cumulativa de racdo durante o
periodo estudado. Além disso, a associacdo entre o hipotireoidismo gestacional e a dieta
hiperlipidica ndo promoveu alteracdes no tempo de gestacdo e no numero de filhotes por

ninhada.

Na prole, observou-se que a associacdo do hipotireoidismo a dieta hiperlipidica,
exclusivamente durante o periodo gestacional, promoveu déficit no desenvolvimento e
importantes alteracBes no perfil lipidico, ureia sérica e hematdcrito, principalmente nos
machos. Entretanto, ndo houve alteracdo na homeostase glicémica, nos machos, e quando
avaliado, este parametro, nas fémeas, observou-se que as fémeas, dessa prole, apresentaram
maior sensibilidade a glicose, somente, aos 30 minutos. Quanto ao peso dos 6rgaos (coracao,
figado, gordura retroperitoneal, rins e pulm&o) ndo foram observadas diferenca, em ambos 0s
géneros, quando normalizados pelo comprimento da tibia. Ademais, parece haver uma
programacdo diferenciada, a depender do género da prole. Outros estudos devem ser
realizados para investigar e esclarecer os mecanismos que expliguem as alteracdes

encontradas.

Assim, diante das importantes consequéncias encontradas na vida pés-natal da prole
a partir da associacdo do hipotireoidismo e da dieta hiperlipidica, exclusivamente durante o
periodo gestacional, esse trabalho constitui importante instrumento para fundamentar a
implementacdo de estratégias para o rastreamento do hipotireoidismo em mulheres gestantes.
Adicionalmente, representa forte contetdo cientifico de justificativa e apoio a iniciativas de
politicas publicas que visem o estabelecimento de programas nacionais de monitoramento e

incentivo ao habito alimentar saudavel, especificamente em gestantes.
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