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Xiii
RESUMO

Sabe-se que alteracBes precoces da funcdo tiroideana interferem com o desenvolvimento e funcdes
cerebrais. Neste trabalho investigou-se os efeitos do tratamento precoce com tiroxina (T4) sobre a
propagacdo da depressdo alastrante (DA) no cortex cerebral de ratos recém-desmamados. Ratas Wistar,
alimentadas com a dieta de manutencg&o do biotério (MB, com 23% de proteinas) receberam 20ug/kg de T,
em dose Unica diaria, via intraperitonial (i.p), nos 3 seguintes periodos: 1) gestacdo (do 14° dia ao dia do
parto; GRUPO MBH-G); 2) 1" semana do aleitamento (GRUPO MBH-AL,) e 3) 3" semana do aleitamento
(GRUPO MBH-ALS,;). Esses grupos foram comparados a 3 grupos controles, tratados da mesma forma e
por igual periodo com solucéo salina (S-G, S-AL; e S-AL3). Adicionalmente um grupo, desnutrido durante
o aleitamento, foi tratado com tiroxina na Gltima semana da lactagdo (DBRH-ALy), para verificar se a
desnutricdo alteraria 0 impacto do tratamento hormonal nesse periodo. Um grupo (INGENUO), sem
qualquer tipo de tratamento, foi também estudado para avaliar a influéncia do estresse da aplicagdo das
solugdes. Os pesos e algumas dimensdes corporais (eixo latero-lateral e antero posterior do cranio e eixo
longitudinal do corpo) foram obtidos no 2° 5° 10° 15° 20° e 25° dias do aleitamento. Ap6s o desmame
(25 dias de idade), os filhotes foram submetidos ao registro da DA, entre 25 e 35 dias de vida. A DA foi
deflagrada por aplicacdo de KCI e sua propagacdo acompanhada, em 2 pontos do cortex parietal, através do
eletrocorticograma (ECoG) e da variacdo lenta de voltagem (VLV) que acompanha o fendmeno. Ao final
do registro foram determinados os pesos dos encéfalos Umidos e secos, analise histoldgica da tiredide e
niveis sanguineos de Tz e T4 Os animais hipertiroideanos apresentaram diminuicdo no peso corporal e
cerebral. Os niveis séricos de Tz mostraram-se diminuidos no grupo tratado na gestacdo e aumentados no
grupo tratado na lactagdo. As alteracbes nos niveis séricos de Ts; foram observadas também nos
desnutridos. Alteracdes contrarias foram observadas nos niveis séricos de T4. O grupo desnutrido (DBRH-
AL) apresentou pesos cerebrais absolutos (Umido e seco) menores e pesos relativos maiores, comparados
aos do grupo bem nutrido (MBH-ALj3). A associagdo entre desnutricdo e hipertiroidismo resultou em
velocidades médias da DA mais altas, mas a diferenca para o grupo bem nutrido e tratado com T, (MBH-
AL;) ndo foi significante. O prejuizo no crescimento, associado ao tratamento com T, durante a gestacdo
ou 3? semana da lactagdo, ocorreu de modo ndo uniforme, sendo verificados graus de comprometimentos
variados entre os par@metros de crescimento do cranio e do corpo. Os resultados indicam que o tratamento
com T4 no inicio da vida pode alterar os parametros ponderais, hormonais e eletrofisioldgicos cerebrais.
Entretanto, a magnitude de tais alteragdes parece depender do periodo em que foi realizado o tratamento,
bem como do estado nutricional dos individuos. Esses dados: 1) evidenciam que o hipertiroidismo torna o
cértex mais susceptivel ao fenémeno da DA, a julgar pelas suas velocidades de propagacdo aumentadas; 2)
indicam que as duas condicBes (desnutrigdo e hipertiroidismo), quando associadas, ndo anulam seus efeitos
sobre a DA, mas também ndo os potenciam, 3) alertam para a relevancia do estudo do hipertiroidismo em
criangas, visando o tratamento precoce, necessario para se evitar danos ao sistema nervoso.

Keywords: nutricao, hipertiteoidismo, depressao alastrante.
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1.0. - INTRODUGCAO

Os efeitos da desnutricdo sobre a fungdo tiroideana tém sido bem
documentados em seres humanos (Lo Presti, 1991) e em animais experimentais
adultos (Harris et al., 1978; Moura et al.,1987; Ramos et al.,1997;Ribeiro,1997),
sendo, em geral, reversiveis quando da normalizagcédo da dieta. No entanto, sabe-se
que a gestagdo e o periodo neonatal sdo criticos para o desenvolvimento do
organismo e os hormoénios tiroideanos exercem um papel fundamental na maturagéao
e desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), bem como no crescimento
iniciado no periodo gestacional (De Groot et al., 1996). A auséncia do horménio
durante este periodo produz multiplas alteragdes morfolégicas, bioquimicas e
comportamentais e, em seres humanos, leva também a um retardo mental (Dussault
e Ruel, 1987; Aniello et al., 1991). A grande vantagem de se estudar os efeitos dos
hormonios tiroideanos sobre o desenvolvimento do sistema nervoso no rato € que
este animal, ao nascer, apresenta um sistema nervoso ainda imaturo comparado
com o recém-nato a termo da espécie humana. Assim, mantidas as diferencas
proprias das espécies, € possivel fazer-se uma correlagdo entre os eventos que
ocorrem no ultimo trimestre da gravidez e aqueles que se verificam em ratos com 2 a
3 semanas de vida (De Groot et al., 1996).

A diferenciacdo e maturagdo do cérebro seguem uma histéria ontogenética
caracteristica de cada elemento celular neuronal. O desenvolvimento das células
neurais inclui eventos especificos, tais como, crescimento neuronal, sinaptogénese,
desenvolvimento da atividade elétrica, especificacdo da secrecdo de
neurotransmissores e mielinogénese (Takeuchi et al., 1998).

A série de eventos sequenciais apresentada pelo sistema nervoso durante o
desenvolvimento pré e pds-natal determina a composicdo neuroquimica e a
estrutura morfofuncional definitivas, presentes no adulto (Morgane et al., 1978;
1993). Entretanto a estrutura do sistema nervoso ndo € homogénea. Assim, a
proliferacédo celular varia em intensidade, de acordo com a regiao, o tipo celular e a
etapa do desenvolvimento (Winick, 1972; Morgane et al., 1978; 1993).

Em animais desnutridos, particularmente durante o aleitamento, é frequente a
ocorréncia de mudancgas estruturais, tais como: modificagcado da espessura do cértex

cerebral, da arborizagdo dendritica e do numero de seus segmentos, do calibre
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dendritico, das espiculas dendriticas, da proliferacdo glial, do didmetro axonal e da
mielinizagdo (Morgane et al., 1978; 1993). Ha reducdo do peso do cérebro e do
cerebelo, porém comparavelmente menor do que a reducdo ocorrida em outros
orgaos (Morgane et al.,, 1978; 1993). A reversdao das alteracbes do tamanho e
composi¢ao dos cérebros de animais desnutridos depende da intensidade da
desnutrigdo (Levitski et al., 1972; Morgane et al., 1978; 1993).

1.1. - BIOSSINTESE E METABOLISMO DOS HORMONIOS TIROIDEANOS

A glandula tiredide consiste de foliculos de varios tamanhos, cada foliculo é
formado por uma unica camada de células epiteliais foliculares circundando o
coloide. As células foliculares da tiredide captam iodeto, sintetizam a proteina
chamada tireoglobulina (Tg) e os horménios tiroideanos tiroxina (T4) e triiodotironina
(T3) (De Groot, 1996).

Esses hormoénios s&o sintetizados na glandula tiredide sob estimulo da
tireotrofina hipofisaria (TSH) (De Groot et al., 1996). O T4 é produzido somente pela
glandula tiredide, enquanto o T3 € produzido pela tiredide e pela desiodagao do T4
em tecidos extratiroideanos (Utiger, 1995).

Os hormonios tiroideanos necessitam, para sua sintese, da entrada de iodo na
glandula, da presenca da enzima peroxidase tireoideana (TPO), de cofatores para
producao de peroxidos de hidrogénio e da proteina aceptora do iodo, a tireoglobulina
(De Groot, 1996). O transporte de iodo para a tiredide se da por um processo ativo,
dependente de energia (Carrasco, 1993). Nos primeiros 10 a 20 minutos apds o
transporte, a maior parte do iodo se encontra sob a forma livre. A partir dai € oxidado
pela TPO e ligado a uma molécula de tirosina, que faz parte da tireoglobulina, que é
secretada para a regiao do coléide do foliculo tiroideano, sendo esta ultima etapa
denominada de organificagdo. No estado de equilibrio, apenas 1% do iodeto
encontra-se sob a forma livre (De Groot et al., 1996).

Os hormoénios tiroideanos sao metabolizados perifericamente, sendo a
desiodagcdo o processo mais importante. Esta reagdo ocorre principalmente no
figado, mas outros tecidos como rins, tiredide, hipofise, musculo e placenta também
desiodam os hormoénios tiroideanos. Existem dois tipos de reagdes de desiodacao: a
desiodacdo do anel externo, a 5'desiodacdo que transforma T, em T3, sendo

considerada uma via de ativagao do hormdnio, e a desiodagao do anel interno, a 5
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desiodagao que gera rTz e por isso dita inativadora (Utiger, 1995). Existem 3
isoenzimas diferentes que catalizam as reagdes de desiodacdo, a iodotironina
desiodase tipo | e Il (5’DI e 5'DIl) que realizam a 5’ desiodagao e a tipo Ill (5 DIIl) que
realiza a 5 desiodagdao juntamente com a tipo |. Estas isoenzimas sao
selenocisteinas que diferem entre si por suas caracteristicas cinéticas, substratos
preferenciais, sensibilidade a inibigdo pelo agente anti-tiroideano, propiltiouracil
(PTU) e localizagao tecidual (De Groot et al., 1996). Os horménios tiroideanos agem
nos tecidos, através de suas interacbes com receptores especificos localizados no
nucleo de suas células alvo. Através deste mecanismo os horménios tiroideanos tém
multiplas fungdes no organismo, destacando-se seu efeito sobre o crescimento
corporal e desenvolvimento do sistema nervoso central (Utiger, 1995).

Quando as concentracdes séricas de hormoénios tiroideanos diminuem na
circulagao, por um mecanismo de retroalimentagdo negativa (“feedback” negativo)
ocorre um aumento na secrecao hipofisaria de TSH. Este hormoénio liga-se a
receptores na membrana da célula folicular tiroideana. Através deste mecanismo
estimula o transporte de iodo, a atividade da TPO, a sintese de tireoglobulina, a
geracao de H,O, pela glandula, a captagcado de glicose, lipidios e aminoacidos, o
metabolismo energético, a sintese protéica, os processos de replicagao e transcricao
do DNA, as etapas pds-transcricionais e secregao hormonal (Rapoport e Spaulding,
1996).

No soro humano, os hormdnios tiroideanos, sdo transportados na circulagao
ligados principalmente a trés proteinas, a globulina ligadora de tironina (TBG), a
transtirretina (TTR) e a albumina (De Groot et al., 1996). A TBG transporta cerca de
70% do T4 e T3 circulantes, enquanto a TTR transporta apenas 10 a 15% e a
albumina 15 a 20%. (Savu et al., 1991).

1.2. - HORMONIOS TIROIDEANOS E DESENVOLVIMENTO CEREBRAL

Os horménios tiroideanos exercem importantes fungdes no desenvolvimento do
cérebro. A falta ou deficiéncia desses hormbnios ou seus receptores leva a defeitos
severos na morfologia e fungdo desse 6rgao (Schwegler, 1995). A diminuigéo
moderada dos niveis de T3 sem alteragdes nos niveis de T4, pode ser suficiente para
modificar a excitabilidade neuronal (Sawitzke at al., 1988). O hipotiroidismo produz

uma deficiéncia na mielinizagdo, um enfraquecimento da proliferacao e migracao de



4

células, uma hiperplasia da arborizagao de dendritos e axbénios e um retardamento
da formacao de sinapses em diferentes areas cerebrais. Estas alteragdes neuronais
s&o acompanhadas de déficit comportamental (Schwegler, 1995).

O efeito do hipertiroidismo neonatal no processo de mielinizagao tem sido
estudado em ratos jovens (Balazs,1971; Nicholson e Altman, 1972; Pelton et al.,
1973; Timiras, 1986; Adamo et al.,1990; para uma revisao, vide Pasquine e Adamo,
1994). Quando a condigao de hipertiroidismo € mantida por longo tempo, os animais
passam a apresentar deficiéncia de mielina, envelhecimento precoce e morrem mais
cedo que os animais normais. (Pasquini et al., 1991; Marta et al., 1998). A
manutencdo do hipertiroidismo neonatal leva ao hipermetabolismo e estresse
oxidativo no cérebro (Adamo et al., 1989) e os niveis elevados de oxigénio e radicais
peroxidos contribuem para o envelhecimento e para a diminuigdo da expectativa de
vida (Marta et al., 1998).

A secrecdo do TSH é diminuida durante a suplementacdo com T,.
Adicionalmente, a conversdao do T, intratiroideano a T3 é influenciada pela
diminui¢gdo do TSH, diminuigdo das desiodases tiroideanas tipo | e tipo Il e aumento
da concentracdo da desiodase tipo lll, aumentando assim a concentracdo de rTs.
Entdo, o aumento do T4 e a diminuigdo da concentragao de T3 explica o aumento da
razao T4/Ts. Acredita-se que o T3 é responsavel pelas alteragdes metabdlicas e
funcionais que ocorrem na transicdo da vida fetal para a extra-uterina (Van

Wassenaer et al., 1998).

1.3. - HORMONIOS TIROIDEANOS E DESENVOLVIMENTO FETAL

A tiredide fetal funciona, ao término gestacional com autonomia em muitas
espécies de mamiferos, incluindo o homem e o rato, sem, contudo, excluir a
participacdo de hormdnios tiroideanos maternos na economia fetal (Obregon et al.,
1984; Ruiz de Ona et al.,, 1991). Segundo Nataf e Stez (1988), o inicio da fungéo
tiroideana fetal, em ratos, se da em torno de 17 a 18 dias depois da concep¢ao.

Nos filhotes de ratas normais, € conhecido que o nivel de T4 no plasma
aumenta gradualmente do 2° a aproximadamente o 16° dia de vida pds-natal. No
rato, a idade critica para os horménios tiroideanos influenciarem o desenvolvimento
do cérebro esta restrita as duas primeiras semanas de vida pos-natal (Takeuchi et
al., 1998).
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Os filhotes de ratas submetidas a desnutricdo protéica durante a lactacéo
apresentam hipotiroidismo, apesar da possivel adaptagdo do organismo materno em
produzir mais Tz na tentativa de manter o processo de lactacao e transferir mais T3
para o lactente. E possivel que a transferéncia de horménios tiroideanos maternos,
através do leite, seja uma importante fonte destes horménios para o lactente,
principalmente quando desnutrido (Koldovsky, 1980).

A presenca de T3 e T4 no leite foi observada em ratas (Strbak et al., 1974,
Oberkotter e Tenore, 1983) e em seres humanos (Sack et al. 1977; Varman et al.,
1978; Jansson et al.,, 1983; Oberkotter e Tenore, 1983). A presenca desses
horménios pode ter um significado fisiolégico importante que nao foi ainda
devidamente comprovado. Alguns autores (Hays, 1968; Bode et al., 1978; Tenore et
al., 1980) sugerem que esses hormodnios sejam absorvidos pelo trato gastrointestinal
do lactente e possam prevenir o hipotiroidismo neonatal.

O desenvolvimento do sistema hipotalamo-hipdfise-tiredide fetal € livre da
influéncia materna, segundo Fisher e Klein (1981). Isto parece ser devido ao fato de
que a placenta é impermeavel a iodotironina, T4, T3, rT3 € TSH. Wilson e Foster,
(1988), afirmaram que o TSH presente no feto tem sua origem necessariamente
fetal, uma vez que a placenta é impermeavel ao TSH materno.

A partir do 17° dia de gestagdo e/ou apds o nascimento, além da redugdo do
peso corporal, fetos ou recém-natos, de ratas submetidas a dieta hipoprotéica
durante a gestacao e lactagao, apresentam redugdo no peso tiroideano (Shrader et
al., 1977a) e hipofisario (Stephan et al., 1971), apesar da relagcdo peso
hipofisario/peso corporal estar aumentada (Friedman e Zeman, 1979).

Pelos dados descritos na literatura (Ramos et al., 1997), ainda ha duvidas de
como o status nutricional influencia o desempenho lactacional. A importancia deste
fato decorre das implicagcbes no crescimento e no status nutricional do recém-nato.
Ha um consenso de que o periodo gestacional é critico para o desenvolvimento
cerebral e que a desnutricdo pode trazer consequéncias graves para o individuo se
for iniciada durante aquela fase. Sabemos que o periodo neonatal também é
importante, pois nele a maturacdo e o desenvolvimento do sistema nervoso se
completam. No entanto observamos poucos relatos a respeito dos efeitos da
desnutricdo apenas no periodo lactacional sobre a funcéo tiroideana.

A desnutricdo leva a uma reducédo no peso do cerebelo, do DNA cerebelar da

proliferacdo celular e da atividade da timidina quinase (Weichsel e Dawson, 1976).
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No kwashiorkor ocorrem mudangas no metabolismo do T4 tanto ao nivel central
como periférico. O efeito central € documentado como uma diminui¢cao basal no nivel
sérico de TSH, consequente a um retardo na resposta do TSH a estimulagéo pelo
TRH. Este efeito é atribuido a disturbios no eixo hipotalamo-hipofise-tiredide. Como
consequéncia, a secrecao de T3 e T4 na circulagao periférica esta reduzida (Makawiti
et al., 1994). A secrecdo de TSH também ¢é inibida pelo estresse, e em animais
experimentais € aumentada pelo frio e diminuida pelo calor (Marta et al., 1998).

1.4. - NUTRICAO E DEPRESSAO ALASTRANTE

Dietas inadequadas consumidas habitualmente por certas populacdes
humanas podem levar a desnutricdo. Através de inquéritos de consumo alimentar
realizados na Zona da Mata de Pernambuco pelo setor de Nutricdo Humana do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, foram
identificados aqueles alimentos mais frequentemente consumidos na alimentacao
diaria da populacédo estudada (Batista Filho et al., 1968; Batista Filho et al., 1971;
Coelho et al., 1972; Lucena e Martins, 1972; Coelho e Bazante, 1972; Melo et al.,
1973). Utilizando-se estes alimentos, nas propor¢des em que sdo consumidas pela
populacdo, confeccionou-se uma dieta experimental denominada Dieta Basica
Regional (DBR), que & multideficiente (proteinas, lipidios, vitaminas e minerais),
contendo em torno de 8% de proteina, dos quais a maior proporgdo € de origem
vegetal, ou seja, de baixo valor bioldgico (Coutinho, 1976; Teoddsio et al., 1990).

Em animais de laboratério, a DBR provoca alteragdes clinicas e bioquimicas,
associadas a reducdo do desenvolvimento somatico. Fetos e lactentes de ratas
desnutridas pela DBR apresentaram alteragbes de desenvolvimento do figado, do
diafragma e do encéfalo, detectaveis através da determinacédo do teor de DNA, RNA
e proteinas (Teodosio et al., 1981; 1983; 1990). Em ratos adultos submetidos
cronicamente a DBR, ocorre diminuigdo da velocidade de condug¢ao do impulso no
nervo ciatico (Costa et al., 1983; Silva et al., 1987) e aumento na susceptibilidade a
convulsao induzida por drogas (Cabral-Filho et al., 1986).

A desnutricdo durante o periodo pré e pds-natal acarreta um retardo na
maturacdo reflexa e somatica (Smart e Dobbinng, 1971; Pereira-da-Silva, 1996).
Esse retardo € mais severo em animais que sofreram desnutricido no periodo de

aleitamento (Smart e Dobbinng, 1971). Ocorre também um retardo da maturagao do
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neocortex aferido pela extingdo da imobilidade reflexa (hipnose animal) (Costa et al.,
1983).

As alteracdes da funcdo cortical provocadas pela desnutricdo vém sendo
estudadas, do ponto de vista eletrofisiolégico, em nosso laboratério, utilizando-se
como modelo experimental, o fendbmeno da Depressao Alastrante da Atividade
Elétrica Cortical (DA).

A DA foi descrita pela primeira vez por Aristides Ledo (1944), quando realizava
estudos sobre “epilepsia experimental”, na superficie do cértex cerebral de coelhos
anestesiados. Ele observou que estimulos elétricos, quimicos ou mecanicos locais
provocaram uma resposta do cortex cerebral caracterizada por acentuada depressao
da atividade elétrica espontanea do ponto cortical estimulado, durante um a dois
minutos. Essa depressdo se propagava de forma concéntrica por todo o cortex. A
medida que a DA se propagava para regides cada vez mais afastadas, a atividade
elétrica comecava a se recuperar no ponto estimulado, também de forma
concéntrica e ao final de cerca de 10 a 15 minutos todo o tecido cortical achava-se
recuperado. Acompanhando a depressao da atividade elétrica espontanea, foi
observada uma variagao lenta de voltagem (VLV) na regido cortical onde estava
ocorrendo a DA. O cértex tornava-se negativo em relacdo a um ponto de voltagem
fixa (geralmente no osso nasal). Esta variagdo negativa, cuja amplitude situava-se
entre 5 e 20 mV, era geralmente seguida e ocasionalmente precedida de uma fase
positiva de menor amplitude (Ledo, 1947; 1951).

Nosso laboratério, bem como outros de diversos paises (da América do Norte,
da Europa e da Asia), t8ém demonstrado que algumas condicdes de interesse clinico
podem modificar a susceptibilidade cortical ao fenbmeno da DA. Dentre elas tem-se:
a diminuicdo da concentracao extracelular de cloreto; a privacdo de sono paradoxal;
o consumo de alcool e a deficiéncia nutricional, que aumentam a velocidade de
propagacao da DA (de Luca et al., 1977; Guedes e Do Carmo, 1980; Guedes, 1984,
Guedes e Frade, 1993). Ja o envelhecimento, o tratamento dietético com litio, a
administracdo aguda intraperitonial de triptofano ou de D-fenfluramina, a
administragcao aguda intraperitonial ou tépica de naloxone, o uso de anestésico e a
estimulacdo ambiental diminuem a velocidade de propagacgao (Guedes et al., 1988,
1989; Guedes e Barreto, 1992; Guedes e Pereira-da-Silva, 1993; Santos-Monteiro et

al., 2000). Ratos desnutridos pelo uso da DBR apresentam maior susceptibilidade a
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DA, a julgar pelas velocidades de propagacao significativamente maiores que de
animais controles (Guedes, 1984).

Uma condicdo que tem particular interesse para este estudo refere-se ao
tratamento precoce com PTU (Propiltiouracil) que levou a deficiéncia da fungéo
tiroideana (Pereira-da-Silva, 1996). Em ratos tornados hipotiroideanos pelo
tratamento precoce pelo PTU, observou-se retardo na maturacao reflexa e somatica,
reducdes nos pesos corporais e encefalicos, alteragbes histologicas da tiredide
indicativos de hipofungdo dessa glandula e alteragdes comportamentais. Nessas
condicbes, o cortex cerebral mostrou-se menos susceptivel a DA, inclusive em
animais desnutridos (Guedes e Pereira-da-Silva, 1993; Pereira-da-Silva, 1996). Por
outro lado, os efeitos do hipertiroidismo, associado ou ndo a desnutricdo, sobre a
DA, nao foram ainda investigados de forma sistematica. A partir dessas indagacdes
decidiu-se estudar neste trabalho os efeitos do hipertiroidismo sobre o fenébmeno da
depressao alastrante da atividade elétrica cortical, em ratos bem nutridos e

desnutridos, com os objetivos descritos a seguir.



2.0. - OBJETIVOS

2.1. - OBJETIVO GERAL

Investigar no rato os efeitos do tratamento precoce com Tiroxina (T4),

associado ou ndo a desnutricdo pela DBR, sobre a Depressdao Alastrante da

Atividade Elétrica Cortical (DA).

2.2. - OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Averiguar os efeitos da desnutricdo e do hipertiroidismo precoce sobre a

evolucéo do peso corporal ao longo do desenvolvimento do animal.

= Investigar, no rato recém-desmamado, se o tratamento com o hormdnio
tiroideano no inicio da vida afeta ou ndo a DA e, nesse caso, verificar qual o periodo
mais critico para a ocorréncia desse efeito.

= Analisar se a desnutricdo altera o efeito do tratamento hormonal sobre a DA.

= Verificar se o tratamento precoce com tiroxina determina alteracbes nos

niveis séricos de T3 e de T4, no rato recém-desmamado.
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3.0.-METODOLOGIA

3.1. — ANIMAIS

Ratas Wistar, provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco, foram mantidas em biotério com temperatura
(23 + 2°C) e ciclo claro-escuro (luz presente das 6:00 as 18:00h) controlados. Aos 3
meses de idade estes animais foram acasalados na proporgao de 2 fémeas para 1
macho. Receberam dieta comercial de manutengao do biotério (MB), contendo 23%
de proteinas, denominada comercialmente “Labina” (Purina do Brasil Ltda), (Tabela
1) até o nascimento dos filhotes. Este foi definido como dia 1 (D1), e a ninhada
ajustada em 6 filhotes de ambos os sexos. Este numero de filhotes foi escolhido,
pois, segundo Fishbeck e Rasmussen (1987), parece ser o numero de animais que
confere o maior potencial lactotrofico.

Os filhotes com suas respectivas maes foram designados para um dos
seguintes grupos, tratados com o hormoénio (H) tiroxina (ver descrigdo adiante):

1-Grupo MBH-G (n=19); tratado na gestacao;

2-Grupo MBH-AL (n=19); tratado na 12 semana do aleitamento;

3-Grupo MBH-AL; (n=13); tratado na 32 semana do aleitamento.

Os trés grupos acima, com livre acesso a agua e a MB foram comparados a
trés respectivos grupos controles, mantidos nas mesmas condigdes e injetados, nos
respectivos periodos, com solugéo salina:

4-Grupo MBS-G (n=17) controle do grupo MBH-G.

5-Grupo MBS-AL, (n=20) controle do grupo MBH-AL.

6-Grupo MBS-AL; (n=14) controle do grupo MBH-AL;.

Uma vez determinado o periodo em que a DBR produziu efeito mais evidente
sobre a DA, 3% semana do aleitamento, (Rocha de Melo e Guedes, 1997) foi entdo
estudado um sétimo grupo, tratado com T4 no mesmo periodo porém submetido a
desnutrigao.

7-Grupo DBRH-AL; (n=17), com livre acesso a agua e a DBR.

8-Grupo INGENUO (n=17), com livre acesso a agua e & MB. Nesse grupo ndo
foi realizado qualquer tipo de tratamento, nem farmacolégico, nem mesmo injecao de
solucao salina, no propésito de avaliar a influéncia do estresse, pela aplicagdo das

solugdes, sobre a velocidade de propagacgéo da DA.
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TABELA 1 - Composigao da dieta “Labina” (Purina do Brasil)* .

COMPOSICAO BASICA: Milho, Farelo de Trigo, Farelo de Soja, Farinha de Carne,

Farelo de Arroz Cru, Carbonato de Calcio, Fosfato Bicalcico, Sal, Pré-Mix.

ENRRIQUECIMENTO POR KG DE PRODUTO

Vitamina A ..o 20. 000 Ul
Vitamina D3 ..., 6. 000
Vitamina E ..o 30 Ul
Vitamina K oo 6 mg
Vitamina B12 ... 10 mcg
Vitamina B ... 28 mg
Pantotenato de CalCio ...........oooiiiiiiiiiiiii, 24 mg
NIGCINA oo 95 mg
TIAMING o 4 mg
ColiNa .. 2.000 mg
PiridOXiNG .......vveeiiieiiieiieeiee e 6 mg
Biotina oo 0,1 mg
ACIAO FONCO et 0,5mg
ManNQanES ........cooooiiiiieeee e 50 mg
(OO e 2 mg
IO s 65 mg
4] o7 o PP PPPPPPPPPRP 35 mg
Cobre o ———— 26 mg
AntioxXidante ... 100 mg

Unidade (MAX)  ..eoeeieiiiiiiieee e 13,0%
Proteina (Min) ..o 23,0%
Extrato Etéreo (min) ..o 2,5%
Matéria fibrosa (Max) .....ccccceiiiiiiiieeeeeee e 9,0%
Matéria mineral (Max) ........ccceeeeiiiiiiiiiieie e 8,0%
CAICIO (Ca) (MAX) et 1,8%
FOSTOro (P) oo 0,8%

* Segundo Purina do Brasil.
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Os grupos assim delineados (Figura 1) foram avaliados conforme os

procedimentos para os estudos descritos adiante.

3.2. - VERIFICAGAO DA PRENHEZ

Nos grupos tratados durante a gestacdo (H-G e S-G) as ratas foram
submetidas a esfregacos vaginais com posterior leitura das laminas ao microscoépio,
para confirmacdo da existéncia ou nao de espermatozoides. Se afirmativo
considerava-se a prenhez a partir desta data, caso contrario mantinha-se o
acasalamento até posterior confirmacgdo. Assim sendo, as ratas foram separadas
dos machos e alojadas individualmente em gaiolas-maternidade. Este procedimento
era necessario para se determinar o 14° dia da gestagdo, quando deveria se iniciar o

tratamento com hormonio (grupo H-G) ou com solugéo salina (S-G).

3.3. - DIETA BASICA REGIONAL (DBR)

A DBR é uma dieta desbalanceada, apresentando baixo teor protéico (8%),
sendo grande parte de suas proteinas de origem vegetal. Possui 0,8% de lipidios e
69% de glicidios. E constituida qualitativamente de quatro alimentos: FEIJAO
MULATINHO (Phaseolus vulgaris), FARINHA DE MANDIOCA (Manioc esculenta),
BATATA DOCE (Ilpomaea batatas), e CHARQUE (carne bovina salgada e
prensada). Os alimentos foram cozidos, secados em estufa (60-70°C), moidos
(exceto a farinha de mandioca) e misturados na mesma proporgdo encontrada em

inquéritos alimentares (Tabela 2).
3.4. - RESTRICAO NUTRICIONAL
A desnutricdo foi induzida pelo uso da DBR por todo o periodo de lactacéo, do

12 ao 25° dia de vida poés-natal. Ao final deste, os animais foram desmamados e

instituida a dieta comercial de manutencgao do biotério (MB).



FIGURA 1 - Esquema demonstrativo dos 8 grupos de ratos estudados neste trabalho, submetidos, no inicio da vida, a duas situagcdes nutricionais: Bem
Nutridos, provenientes de mées alimentadas com a Dieta de Manutengéo do Biotério (MB), com 23% de proteina, da gestacdo ao desmame (25° dia) e
desnutridos, provenientes de mées alimentadas com a “Dieta Basica Regional” (DBR), durante o aleitamento. Os bem nutridos foram submetidos a trés
diferentes condicdes experimentais e os desnutridos a apenas uma condigdo experimental. O grupo INGENUO néo recebeu qualquer tipo de tratamento. As
letras a frente da dieta designam o tipo de tratamento que foi imposto: H = horménio tiroideano (T,), S = salina. As letras apos o hifen representam o periodo
em que o tratamento foi aplicado: G = gestacdo, AL = aleitamento, e 0s nimeros representam: 1 = primeira semana do aleitamento (1° ao 7° dia) e 3 = Gltima

semana do aleitamento (19° ao 25° dia). Os nimeros entre parénteses indicam a quantidade de animais em cada grupo.

Grupos Experimentais

Bem Nutridos (MB) Desnutridos (DBR)
n=(119) n=(17)
Hipertiroideanos (H) Controles (S)
n=(51) n=(51)
M MBH-AL, MB MB MB MB ING DBRH

n=(19)

[=INTTaY




TABELA 2 — Composigao Centesimal da “Dieta Basica Regional” (DBR) ?

Ingredientes 9% Composigéo Centesimal

Proteinas Carboi- Lipidios Cinzas Fibras Kcal%

dratos

Feijao
Mulatinho ® 18,34 3,99 10,66 0,24 0,57 1,09 60,76

Farinha de

Mandioca 64,81 0,84 48,59 0,12 0,43 5,64 198,80
Carne de

Charque b 3,74 2,74 - 0,06 0,06 - 11,50

Gordura (da
charque) 0,35 - - 0,35 - - 3,15

Batata Doce °
12,76 0,30 9,99 0,03 0,20 0,48 41,43

TOTAL 100,00 7,87 69,24 0,80 1,26 7,21 315,64

a = segundoTeodosio et al., 1990.

b = cozido, desidratado e moido.

14
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3.5. - INDUGAO DO HIPERTIREOIDISMO

O hipertiroidismo foi induzido nos filhotes bem nutridos, tratando-se as maes
com 20ug/kg de peso corporal de T4 (2ml/kg de peso corporal) em dose unica diaria
via intraperitonial (i.p) (Silveira et al, 1999), nos 3 seguintes periodos: 1) do 14° dia
de gestacgao, aproximadamente inicio da fungao tiroideana, ao dia do parto, (GRUPO
MBH-G); 2) do 1° ao 7° dia pos-natal (GRUPO MBH-AL,) e 3) do 192 ao 25° dia pos-
natal (GRUPO MBH-AL3), alimentados com a dieta MB.

Cada grupo experimental foi comparado a um grupo controle, tratado da
mesma forma e por igual periodo com solugéo salina (S-G, S-AL4 e S-AL;).

Adicionalmente um grupo, desnutrido durante o aleitamento, foi tratado com
tiroxina apenas na ultima semana da lactagcdo (DBRH-AL3). O estudo deste grupo
teve a finalidade de verificar se a desnutricdo alteraria o impacto do tratamento

hormonal nessa ultima semana do aleitamento (vide discussao).

3.6. - INDICADORES DE CRESCIMENTO SOMATICO

As avaliacdes dos indicadores abaixo relacionados foram obtidas durante o 22,
5% 109, 152, 202 e 252 dia do aleitamento, entre 12:00 e 14:00 horas:

3.6.1. - PESO E DIMENSOES CORPORAIS

Os animais foram pesados em balanca eletrbnica (Marte, Modelo S-000 com
capacidade para 4 kg e sensibilidade até 0,1g), em diversas ocasibes ao longo da
vida, para se avaliar o impacto do tratamento com tiroxina e da desnutricdo precoce

sobre a curva ponderal.

3.6.1.1. — EIXO LATERO-LATERAL DO CRANIO (ELLC)

Considerou-se este eixo como a linha imaginaria perpendicular ao eixo do
cranio, passando pelo centro dos pavilhdes auriculares. O animal foi contido com
uma das maos do pesquisador, prendendo-se a cabeca deste entre os dedos
indicador e polegar. A medida (em cm) do ELLC foi entédo realizada com auxilio de

um paquimetro de aco inoxidavel (marca Régulus), (Figura 2A).
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3.6.1.2. — EIXO ANTERO POSTERIOR DO CRANIO (EAPC)

Para esta medida (em cm), foi tomada como referéncia uma linha média que
vai da extremidade do focinho até o ponto de intersecdo com outra linha
perpendicular imaginaria. Essa ultima tangencia as extremidades posteriores dos
pavilhdes auriculares. O pesquisador continha o animal com uma das maos,
mantendo a cabega do mesmo entre os dedos indicador e polegar, aferindo a

medida com auxilio do paquimetro (Figura 2B).

3.6.1.3. — EIXO LONGITUDINAL DO CORPO (ELCO)

Para esta medida, o animal foi contido em decubito ventral com os dedos
anular, médio e indicador do pesquisador, comprimindo respectivamente as regides
dorso-anterior e dorso-posterior do corpo a superficie plana da mesa. Em seguida,
marcava-se na mesa, com uma caneta de ponta porosa, pontos coincidentes com o
focinho (P¢) e a base da cauda (P2) do animal. Com ajuda do paquimetro media-se

entdo a distancia (em cm) entre P4 e P, (Figura 2C).

3.7. - PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os filhotes foram desmamados aos 25 dias de idade. Entre os dias 25 e 35, os
animais foram anestesiados com uma solugao contendo uretana a 10,0% e cloralose
a 0,4%, na dose de 1,0g/kg e 40mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal. O
procedimento cirurgico foi iniciado com a traqueostomia e canulagao da traquéia. Em
seguida, o animal foi colocado em decubito ventral, sobre um aquecedor elétrico. A
temperatura retal foi monitorada continuamente e mantida em torno de 37,5 + 1°C,
ajustando-se 0 aquecimento, quando necessario. A cabeca do animal foi fixada a
base de um aparelho estereotaxico (modelo 900, David Kopf). Foi feita uma incisao
na pele da cabega ao nivel da linha média, sendo retirado o peridsteo, ficando
exposta a calota craniana, onde foram feitos 3 orificios, usualmente ao nivel do
hemisfério direito. Esses orificios foram alinhados no sentido antero-posterior e
paralelos a linha média do cranio. O primeiro orificio (de 2mm de didmetro) situado

no osso frontal foi utilizado para estimulagdo. Os outros dois (de 3mm de didmetro),
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FOTOS: ANTONIO DE PADUA

FIGURA 2 - Procedimentos para avaliacdo dos parametros de crescimento
somatico, avaliados no 2°, 5°, 10°, 15°, 20° e 25° dias da lactagdo, com auxilio de um
paquimetro de acgo inoxidavel. A — Eixo latero-lateral do cranio (ELLC). B — Eixo
antero-posterior do cranio (EAPC). C — Eixo longitudinal do corpo (ELCO). (Fotos
cedidas por Barros, 1999).
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situados no osso parietal, foram usados para colocacdo de dois eletrodos que

permitiram o registro eletrofisiologico da DA.

3.8. - ESTIMULAGAO CORTICAL E REGISTRO ELETROFISIOLOGICO

A DA foi provocada, a intervalos de 20 a 25 minutos, através de estimulagao
quimica (solucdo de KCI a 2%). Uma bolinha de algoddo (1 a 2mm de diametro)
embebida em solugdo de KCI foi colocada no orificio de estimulagdo, ficando em
contato com a superficie cortical durante um minuto. Apds esse tempo, o estimulo foi
retirado e a regiao enxugada com algodao para remover o residuo de KCIl. Com essa
estimulacdo na regido frontal, provocou-se usualmente uma unica “onda” de DA que,
ao se propagar, foi registrada pelos 2 eletrodos colocados na regido parietal (vide
descricao do registro, abaixo). Quando, ocasionalmente, surgia uma onda de DA,
sem que houvesse estimulo intencional (chamada DA “espontanea”), eram dados 20
minutos a partir do aparecimento dessa onda antes de se proceder uma nova
estimulacao.

Foram registrados, em 2 pontos da superficie do coértex parietal, por um
periodo continuo de pelo menos 4 horas, a Atividade Elétrica Cortical
(Eletrocorticograma; ECoG) e a variacao lenta de voltagem (VLV) que acompanha a
DA. Foram utilizados 3 eletrodos, sendo 2 para o registro e um como referéncia
comum, colocado sobre o osso nasal. Estes eletrodos eram do tipo “prata-cloreto de
prata”, obtidos, por eletrélise, através da formacao de uma fina camada de cloreto de
prata em um delgado fio do mesmo metal. Dois desses fios, apds serem
“cloretados”, eram imersos em duas pipetas de plastico, (5cm de comprimento,
didmetro inferior de 1mm e superior de 5mm) cheias de solugdo de Agar-Ringer a
0,5%. Elas eram fixadas entre si por cola de ciano-acrilato, constituindo um par. A
distancia entre as pontas das pipetas era fixa, para cada par. O par assim formado
era fixado em uma haste de madeira que, por sua vez, estava conectada a um
sistema de alavanca. Este sistema era acionado pelo avango e recuo de um
parafuso, que permitia o deslocamento vertical dos eletrodos. Dessa forma, o
contato com a superficie cortical podia se fazer de modo suave, evitando-se pressao
excessiva sobre o cortex.

Os registros foram realizados utilizando-se um poligrafo, da marca “Grass”

(modelo7D, Grass Medical Instruments).
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A velocidade de propagacao da DA foi calculada dividindo-se a distancia entre
os dois eletrodos de registro (distancia fixa para cada experimento) pelo tempo gasto

para que uma “onda” da DA percorresse essa distancia.

3.9. - PESO ENCEFALICO

Imediatamente apos a pungao cardiaca para coleta do sangue, o encéfalo foi
removido mediante 2 incisdes: uma anterior, no limite entre os hemisférios cerebrais
e o bulbo olfatdrio, excluindo-o; a outra incisdo foi realizada posteriormente,
tangenciando a borda inferior do cerebelo, incluindo-o. Apds ter sido retirado, foi
pesado imediatamente, obtendo-se o chamado PESO DO ENCEFALO UMIDO. Em
seguida, foi colocado em estufa (FANEM) a 100°C e pesado a cada 1 ou 2 dias, até
atingir peso constante, considerado o PESO DO ENCEFALO SECO. Os pesos dos
encéfalos foram obtidos em balanga analitica (Bosh, S-2000) com sensibilidade até
0,1mg.

O peso relativo do encéfalo foi calculado através da razdo entre o peso (Q)
desse 6rgao umido e o peso corporal (g), multiplicada por 100, segundo a expressao
abaixo:

([Peso do encéfalo umido / Peso corporal] x 100).

3.10. - ANALISE HISTOLOGICA DA TIREOIDE

ApoOs a retirada do encéfalo, as tiredides foram retiradas em bloco com a
traquéia, fixadas em solucdo a 10% de formalina tamponada. Fragmentos
transversais incluindo istmo, ambos os lobos tiroideanos e traquéia foram
processados rotineiramente e incluidos em parafina. Cortes histologicos de Sum
foram obtidos, corados pela hematoxilina-eosina (H.E), examinados em microscopio
Olympus BH-2 e fotografados em sistema Olympus PM-10 AD (Japao). Os
procedimentos histologicos foram realizados no Setor de Patologia do Laboratério de

Imunopatologia Keizo Asami (LIKA).
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3.11. - DOSAGENS HORMONAIS

Ao final do experimento, com os animais anestesiados, foi coletado o sangue
por punc¢ao cardiaca e centrifugado por 15 minutos a 3.000 rpm e o soro
individualmente armazenado a -20°C, com excegdao do soro dos animais
desnutridos. Neste caso formou-se um pool do soro de 3 animais, para posterior
dosagens hormonais. Os niveis séricos de T3 e T4 totais foram determinados por
radioimunoensaio (RIE) usando kit comercial (Coat-A-Count ©®, DPC, Los Angeles,
USA), no Laboratério de Biofisica Celular, do Departamento de Biofisica da UFPE.

O RIE é um método competitivo de fase sdlida, que se baseia na reacao
imunoldgica de ligagao antigeno-anticorpo, onde o horménio-ndo marcado (amostras
e padrdes) compete com tracador ('?°I-horménio) para um niimero limitado de sitios
do anticorpo fixados covalentemente na parede interna de tubos de polipropileno. Na
fase final do método, os antigenos livres foram decantados, permanecendo no tubo
apenas os ligados aos anticorpos citados. A contagem do numero de pulsos por
minuto no tubo de polipropileno, ou seja, a emisséo de radiagdo gama (o) do '*°l, foi
realizada em contador de cintilagdo gama.

Nesta reacdo de competicdo, quanto maior a concentragao do horménio frio ou
ndo marcado, menor a ligagdo do '®I-horménio ao anticorpo especifico com
consequente reducdo na formacdo do complexo radioativo. Com base nesta
proporcdo inversa, foi calculado o complexo '®I-horménio-anticorpo e, assim,
dosado o hormdnio ndo-marcado através da construcido de uma curva padrao, por
interpolacao em relagédo a contagem B/By% em fungdo da concentragéo de Tz e T4

totais (abcissas), em grafico semilogaritmico (Figuras 3A e 3B).
3.12. - ANALISE ESTATISTICA

A ANOVA foi empregada para analisar os dados das velocidades de
propagacado da DA, dos pesos encefalicos, dos niveis hormonais de T3 e T4, bem
como dos indicadores de crescimento somatico: peso corporal, EAPC, ELLC e
ELCO, quando se queria comparar grupos entre si, tratados com tiroxina em
diferentes periodos de crescimento fisioldgico. Nas comparagdes em que ANOVA
apontava diferencas significantes foi entdo aplicado o teste para comparagéo
multipla de Tukey (Montgomery, 1984).
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Em todos os casos, o nivel de significancia considerado para rejeicdo da

hipétese nula foi de 5%.
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FIGURA 3 - Curvas Padrao representativas da determinagao dos

niveis séricos de T3 (A) e T4 (B) totais.
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4.0. - RESULTADOS

4.1. - INDICADORES DE CRESCIMENTO SOMATICO

4.1.1. - PESO CORPORAL

O grupo proveniente de maes tratadas com T, durante a gestacdo (MBH-G)
apresentou pesos corporais significantemente menores no 2° dia de vida comparado
ao grupo controle (MBS-G). Quando esse tratamento foi imposto na 12 semana do
aleitamento, nenhuma diferenga significante foi observada, mas quando realizado
durante a 32 semana de vida, o peso corporal foi significativamente menor no 10° e
25° dias da lactagdo (Tabela 3).

Os pesos corporais do grupo proveniente de maes desnutridas durante a
lactagdo e tratadas com T4 na 3% semana do aleitamento (DBRH-AL3) foram
significativamente maiores no 2° dia de vida quando comparado ao grupo bem
nutrido e tratado da mesma forma e em igual periodo com T4 (MBH-AL3). Do 10° ao
25° dia da lactagdo, dia do desmame, apresentaram-se significativamente menores
(Tabela 3).

Quando comparados ao grupo INGENUO, que ndo recebeu qualquer tipo de
tratamento, o grupo tratado com salina durante a gestagcédo apresentou peso corporal
significativamente maior do 2° ao 15° dia de vida. Quando esse tratamento foi
realizado na 12 semana do aleitamento, o grupo assim tratado apresentou maior
peso corporal no 10° e 15° dia da lactagédo. Resultado semelhante foi observado no
5°, 10% 15° e 25° dia do aleitamento no grupo tratado na 32 semana da lactagao
(MBS-AL3) (Tabela 3).

Os pesos corporais, obtidos no dia do registro eletrofisiolégico, do grupo MBH-
G, foram significativamente maiores do que os do grupo proveniente de maes
tratadas com salina (MBS-G). Quando o tratamento com T, foi realizado na 12
semana da lactacdo (MBH-AL4), os pesos apresentaram-se menores quando
comparados aos do grupo controle (MBS-AL,). Resultado semelhante foi observado
no grupo desnutrido durante a lactagdo e tratado com tiroxina na 32 semana do
aleitamento (DBRH-AL3), quando comparado ao grupo bem-nutrido também tratado

com T4 nesse mesmo periodo (MBH-AL;) (Tabela 8).



TABELA 3 — Evolugédo ponderal de ratos, durante o aleitamento, provenientes de
maes tratadas com T, (20ug/Kg de peso corporal, i.p), durante a gestagéo (grupo H-
G), 1% ou 3% semana do aleitamento (H-AL, e H-AL3), ou tratadas, da mesma forma
e por igual periodo com solugéo salina (S-G, S-AL, e S-AL;); alimentadas com a
dieta de Manutengao do Biotério (MB) ou a Dieta Basica Regional (DBR). O grupo
ingénuo, alimentado com MB, ndo recebeu qualquer tipo de tratamento, nem

hormonal, nem inje¢do de solugao salina.

EVOLUGAO PONDERAL (g)

GRUPO DIAS DA LACTAGAO
2°D 5° D 10° D 152D 20°D 252D
INGENUO 7,08 10,56 18,04 26,54 39,12 56,84
(a) +052  +1,16  +180  +227  +483  +562
(17) (17) (17) (17) (17) (17)
MBS-G 7,85°  1242° 2095° 3029° 37,61 57,89
(b) +0,89  +1,14 121  +212  +492  +506
(17) (17) (17) (17) (17) (17)
MBH-G 6,81° 12,59 21,94 31,11 39,65 58,21
(c) +0,74  +201  +£190 +197 +594  +813
(13) (19) (19) (19) (19) (19)
MBS-AL, 7,26 11,10  20,27° 30,39% 41,00 58,18
(d) +107  +1,82  +245  +383  £519  +7,81
(20) (20) (20) (20) (20) (20)
MBH-AL, 7,06 10,56 19,45 29,42 40,26 58,95
() +053  +128  +324  +460 +512  +6,56

(19) (19) (19) (19) (19) (19)

MBS-AL; 7,75 12,752 22,34° 30,14° 42,69 63,24 °

f) +047  +£094  +124  +315  +390  +567
(14) (14) (14) (14) (14) (14)

MBH-AL; 7,25 11,87 20017 2942 40,04  57,88'

(9) +091  £209 #1890  +218 381  £6,38

(13) (13) (13) (13) (13) (13)

DBRH-AL; 8,28° 1176 15189 16549 17,75%  21,45°
(h) +067 +064  +080  +098  £175  +2,60
(17) (17) (17) (17) (17) (17)

Os valores representam a média + desvio-padrdo. O nimero de medidas é dado
entre parénteses. As letras mindsculas indicam valores significativamentes
diferentes (p<0,05) dos valores correspondentes nos grupos marcados com a

mesma letra, na coluna da esquerda (ANOVA e teste de Tukey).

23



24

4.1.2. - EIXO LATERO-LATERAL DO CRANIO (ELLC)

O grupo desnutrido durante a lactagéo, tratado com T4 na 32 semana do
aleitamento (DBRH-AL3), apresentou, do 2° ao 5° dia de vida, valores médios
maiores que os do grupo bem nutrido, tratados da mesma forma e em igual periodo
(MBH-AL3), mas as diferengas nao foram significantes. Esse grupo apresentou
reducao significativa do ELLC do10° ao 25° dia do aleitamento (Tabela 4).

O ELLC dos grupos controles, ao serem comparados aos do grupo INGENUO,
apresentou-se significativamente diminuido no 15° dia de vida no grupo MBS-G,
aumentado no 2° e 20° dia da lactag&do no grupo MBS-AL4 e no 22, 20° e 25° dia do

aleitamento no grupo MBS-AL; (Tabela 4).

4.1.3. - EIXO ANTERO-POSTERIOR DO CRANIO (EAPC)

Em relacdo aos seus respectivos controles, os animais do grupo MBH-G
apresentaram redugéo significativa do EAPC no 22, 5° e 20° dia de vida; os do grupo
MBH-AL, apresentaram redugéo desse eixo no 2° e do 15° ao 25° dia da lactacao, e
os animais do grupo MBH-AL3; apresentaram o EAPC significativamente diminuido
no 10° dia de vida. Vale ressaltar que o tratamento hormonal, nos animais desse
grupo, era iniciado somente a partir do 19° dia da lactagao (Tabela 5).

O grupo desnutrido durante a lactagéo, tratado com T, na 32 semana do
aleitamento (DBRH-AL;), apresentou reducgéo significativa do EAPC do 1° ao 5° dia
da lactagdo e aumento desse eixo do 20° ao 25° dia de vida, comparado ao grupo
bem-nutrido (MBH-AL;), tratado da mesma forma e em igual periodo (Tabela 5).
Comparado ao grupo INGENUO, os animais do grupo MBS-G apresentaram
aumento no EAPC no 10° e 15° dia de idade; nos animais do grupo MBS-AL,, esse
eixo apresentou-se aumentado no 15° dia do aleitamento, sem alteragcbes
significativas nos demais dias estudados. Nos do grupo MBS-AL3;, o EAPC do 2° dia
da lactagdo apresentou-se diminuido, sem diferenga nos outros dias avaliados
(Tabela 5).



TABELA 4 — Evolugédo do eixo latero-lateral do crénio (ELLC) de ratos, durante o
aleitamento, provenientes de maes tratadas com T, (20ug/Kg de peso corporal, i.p),
durante a gestagéo (grupo H-G), 12 ou 32 semana do aleitamento (H-AL,, H-AL3), ou
tratadas, da mesma forma e por igual periodo com solugdo salina (S-G, S-AL; e
S-AL;); alimentadas com a dieta de Manuteng¢do do Biotério (MB) ou a Dieta Bésica
Regional (DBR). O grupo ingénuo, alimentado com MB, nao recebeu qualquer tipo de

tratamento, nem hormonal, nem injecdo da solucéo salina.

ELLC (cm)
GRUPO DIAS DA LACTACAO
2°D 52D 10°D 152D 20°D 25°D
INGENUO 1,01 1,30 1,53 1,61 1,66 1,70
(a) +0,04 +0,10 +0,07 +0,05 + 0,05 +0,05
(17) (17) (17) (13) (17) (17)
MBS-G 1,04 1,26 1,56 1,67 ° 1,69 1,74
(b) +0,04 + 0,07 +0,05 +0,05 + 0,05 +0,05
(17) (17) (17) (17) (17) (17)
MBH-G 1,03 1,23 1,52 1,65 1,76 ° 1,81°
(c) +0,04 + 0,05 +0,06 +0,11 +0,11 +0,07
(13) (13) (13) (19) (19) (19)
MBS-AL, 1,05° 1,24 1,49 1,61 1,722 1,74
(d) +0,05 + 0,05 +0,06 +0,06 +0,06 +0,05
(20) (20) (20) (20) (20) (20)
MBH-AL, 1,00 ¢ 1,26 1,48 ¢ 1,67 1,76 1,80
(e) + 0,00 +0,09 +0,08 +0,20 + 0,09 +0,13
(16) (16) (16) (19) (19) (19)
MBS-AL, 1,062 1,29 1,53 1,61 1,75° 1,802
) +0,05 +0,04 +0,04 +0,04 +0,10 +0,10
(14) (14) (14) (14) (14) (14)
MBH-AL, 1,06 1,24 1,48 " 1,65 1,70 1,75
(9) +0,05 +0,09 +0,07 +0,12 + 0,09 +0,38
(13) (13) (13) (13) (13) (13)
DBRH-AL, 1,09 1,25 1,42° 1,48 ¢ 1,519 1,559
(h) +0,03 +0,03 +0.03 +0,04 + 0,04 +0,06

(17) (17) (17) (17) (17) (17)

Os valores representam a média + desvio-padrao. O numero de medidas € dado
entre parénteses. As letras minusculas indicam valores significativamente diferentes
(p<0,05) dos valores correspondentes nos grupos marcados com a mesma letra, na

coluna da esquerda (ANOVA e teste de Tukey).
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TABELA 5 — Evolugado do eixo antero-posterior do cranio (EAPC) de ratos, durante o
aleitamento, provenientes de maes tratadas com T, (20ug/Kg de peso corporal, i.p),
durante a gestagéo (grupo H-G), 12 ou 32 semana do aleitamento (H-AL,, H-AL;), ou
tratadas, da mesma forma e por igual periodo com solugéo salina (S-G, S-AL, e S-AL;);
alimentadas com a dieta de Manuteng&o do Biotério (MB) ou a Dieta Basica Regional
(DBR). O grupo ingénuo, alimentado com MB, nao recebeu qualquer tipo de tratamento,

nem hormonal, nem injec&do de solugdo salina.

EAPC (cm)
GRUPO DIAS DA LACTAGAO
2°D 52D 10° D 15° D 202D 252D
INGENUO 1,73 2,14 2,47 2,90 3,32 3,64
(a) +0,10 +0,19 +0,16 +0,25 +0,21 +0,11
(17) (17) (17) (13) (17) (17)
MBS-G 1,84 2,23 2,72° 3,12° 3,46 3,53
(b) + 0,04 + 0,06 + 0,09 +0,15 +0,17 + 0,20
(17) (17) (17) (17) (17) (17)
MBH-G 1,77° 2.00° 2,66 3,13 3,23° 3,50
(c) +0,12 +0,20 + 0,24 +0,21 +0,20 +0,20
(13) (19) (13) (19) (19) (19)
MBS-AL, 1,74 2,09 2,57 3,22° 3,45 3,68
(d) +0,13 +0,16 +0,25 +0,16 +0,12 +0,12
(20) (20) (20) (20) (20) (20)
MBH-AL, 1,62 ¢ 1,69 2,60 2,73¢ 3,09¢ 3,62 ¢
(e) +0,15 +0,11 + 0,07 + 0,30 + 0,24 +0,19
(16) (19) (16) (19) (19) (19)
MBS-AL; 1,50 2,05 2,56 2,96 3,29 3.56
(f + 0,31 +0,15 + 0,24 +0,22 +0,22 +0,29
(14) (14) (14) (14) (14) (14)
MBH-AL; 1,64 1,98 240° 3,02 3,24 3,65
(9) +0,10 +0,15 + 0,20 +0,15 +0,20 +0,13
(13) (13) (13) (13) (13) (13)
DBRH-AL; 1,92 9 2,19 ¢ 2,60 ¢ 2,819 2,929 3,099
(h) + 0,06 + 0,06 + 0,08 +0,14 +0,11 +0,14

(17) (17) (17) (17) (17) (17)

Os valores representam a média + desvi o-padrdo, com 0 ndmero de animais entre
parénteses. As letras minusculas indic am valores médios significativamente d iferentes
(p<0,05) dos valores correspondentes nos grupos marcados com a mesma letra, na
coluna da esquerda (ANOVA e teste de Tukey)
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4.1.4. - EIXO LONGITUDINAL DO CORPO (ELCO)

Em relagdo ao grupo controle, os valores médios do ELCO do grupo MBH-G
apresentaram-se significantemente menores no 2° dia do aleitamento e maiores,
mas nio estatisticamente significantes, do 5° ao 25° dia da lactagdo. O ELCO do
grupo MBH-AL; apresentou-se significativamente diminuido apenas no 10° dia do
aleitamento, comparado ao grupo MBS-ALs;. Os animais do grupo MBH-AL4 n&o
apresentaram diferenca estatisticamente significante do ELCO quando comparados
aos animais do grupo controle (MBS-AL,4) (Tabela 6).

O ELCO do grupo desnutrido na lactagéo e tratado com T4, na 32 semana do
aleitamento (DBRH-AL;) mostrou-se significativamente maior no 22, 5° 15°% 20° e
25° dias de vida, comparado ao grupo bem nutrido (MBH-AL;), tratado da mesma
forma e em igual periodo (Tabela 6).

Comparado ao grupo INGENUO, os valores médios do ELCO dos animais do
grupo MBS-G apresentaram-se significativamente diminuidos no 5° dia da lactagao;
significativamente aumentados no 10° dia de vida no grupo MBS-AL, e no 5° e 10°
dia do aleitamento no grupo MBS-AL; (Tabela 6).

4.2. - VELOCIDADE DE PROPAGAGAO DA DA

A aplicagao topica de KCIl a 2%, com uma bolinha de algodao, por 1 minuto,em
um ponto da regido frontal, provocava uma unica “onda” de DA, a qual se propagava
normalmente e era registrada por dois eletrodos, localizados posteriormente ao
ponto estimulado. A reducdo da atividade elétrica cortical, caracteristica da DA,
levava 5 -10 min para ser completamente recuperada. Geralmente aguardava-se um
intervalo de 20 min entre duas estimulagcbes consecutivas, durante um periodo
continuo de 4 horas de registro. Isso aconteceu em 100% dos casos, em todos os
grupos.

Exemplos dos registros eletrofisiologicos da DA, dos 8 grupos experimentais,

sdo mostrados nas figuras 4 e 5.



TABELA 6 — Evolugéo do eixo longitudinal do corpo (ELCO) de ratos, Durante o aleitamento,
provenientes de maes tratadas com T, (20ug/Kg de peso corporal, i.p), durante a gestacao
(grupo H-G), 12 ou 32 semana do aleitamento (H-AL4, H-AL;), ou tratadas, da mesma forma e
por igual periodo com solugdo salina (S-G, S-AL, e S-AL;); alimentadas com a dieta de
Manutencéo do Biotério (MB) ou a Dieta Basica Regional (DBR). O grupo ingénuo, alimentado

com MB, ndo recebeu qualquer tipo de tratamento, nem hormonal, nem injecdo de solucéo

salina.
ELCO (cm)
GRUPO DIAS DA LACTACAO
2°D 52D 102D 152D 202D 25°D
INGENUO 5,41 6,10 7,47 9,00 10,37 12,12
(a) +0,28 +0,23 +0,39 + 0,36 +0,62 + 0,66
17) (17) (17) (13) (17) (17)
MBS-G 5,61 6,6° 7,73 9,41 10,22 11,96
(b) +0,17 +0,28 +0,22 +0,43 + 0,41 +0,48
17) (17) (17) (17) (17) (17)
MBH-G 5,24 ° 6,36 7,74 9,29 10,46 12,21
(c) +0,34 +0,38 +0,25 +0,37 + 0,60 +0,99
(13) (13) (13) (19) (19) (19)
MBS-AL, 5,53 6,34 7,82° 9,30 10,43 12,02
(d) +0,29 + 0,31 + 0,44 +0,42 +0,73 + 0,67
(20) (20) (20) (20) (20) (20)
MBH-AL, 5,08 6,26 7,88 9,23 10,60 12,27
(e) +0,25 +0,15 +0,29 + 0,69 +0,37 +0,38
(16) (16) (16) (19) (19) (19)
MBS-AL; 5,51 6,43° 7,942 9,00 10,36 12,06
(f) +0,18 +0,29 +0,28 + 0,56 +0,34 + 0,66
(14) (14) (14) (14) (14) (14)
MBH-AL; 5,36 6,32 748" 9,29 10,34 12,04
(9) +0,25 + 0,31 +0,43 +0,19 +0,38 +0,72
(13) (13) (13) (13) (13) (13)
DBRH-AL; 5,80°¢ 6,67 ¢ 7,36 8,12°¢ 8,489 9,159
(h) +0,14 +0,12 +0,25 +0,22 +0,33 +0,33

17) (17) (17) (17) (17) (17)

Os valores representam a média + desvio-padrdo. O ndmero de medidas é dado entre
parénteses. As letras minusculas indicam valores significantemente diferentes (p<0,05) dos
valores correspondentes nos grupos marcados com a mesma letra na coluna da esquerda
(ANOVA e teste de Tukey).
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FIGURA 4 - Registro eletrofisioldgico na regido parietal direita do cortex cerebral de 4 ratos com idade entre 25 e 35 dias, provenientes de maes
tratadas com T4 (20ug/Kg de peso corporal, i.p), durante a gestacdo (MBH-G) e 1% semana do aleitamento (MBH-AL), ou tratadas da mesma forma e
por igual periodo com solucédo salina (MBS-G e MBS-AL; respectivamente), alimentadas com a dieta de Manutencdo do Biotério (MB). Os registros
mostram a deflagracdo da depressdo alastrante (DA) pela aplicacdo de KCI a 2% na regido frontal do mesmo hemisfério, no tempo delimitado pelas
setas. ECoG = eletrocorticograma; VLV = variagéo lenta de voltagem que acompanha a DA. Os pontos de registro estdo marcados no desenho direito
pelos numeros 1 e 2, que também aparecem junto aos respectivos registros a esquerda dos mesmos. O desenho mostra também o eletrodo de referéncia
(R), sobre os o0ssos nasais. A distancia entre os pontos de registro foi de 4.4mm nos 4 animais. No registro do animal MBH-G e MBH-AL; o tempo
gasto pela DA para percorrer a distancia entre os dois eletrodos foi menor que nos registros dos seus respectivos controles, MBS-G e MBS-AL,;.
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FIGURA 5 — Registro eletrofisiol6gico na regido parietal direita do cértex cerebral de 4 ratos com idade entre 25 e 35 dias, provenientes de maes tratadas com
T4 (20pug/Kg de peso corporal, i.p), durante a 3% semana da lactacdo (MBH-ALs;), ou tratadas da mesma forma e por igual periodo com solugéo salina (MBS-
AL;), alimentadas com a dieta de Manutencéo do Biotério (MB) ou com a “dieta basica regional” (DBR) (DBRH-AL;). O grupo INGENUO, alimentado
com MB, ndo recebeu qualquer tipo de tratamento, nem hormonal, nem mesmo injecdo de solugdo salina. Os registros mostram a deflagracdo da depressao
alastrante (DA) pela aplicacdo de KCI a 2% na regido frontal do mesmo hemisfério, no tempo delimitado pelas setas. ECoG = eletrocorticograma; VLV =
variagdo lenta de voltagem que acompanha a DA. Os pontos de registro estdo marcados no desenho direito pelos nimeros 1 e 2, que também aparecem junto
aos respectivos registros a esquerda dos mesmos. O desenho mostra também o eletrodo de referéncia (R), sobre 0s 0ssos nasais. A distancia entre 0s pontos de
registro foi de 4.4mm nos 4 animais. No registro do animal MBH-AL; o tempo gasto pela DA para percorrer a distancia entre os dois eletrodos foi menor que
no registro do seu controle (MBH-ALS;). Resultado semelhante foi observado ao comparar a velocidade da DA do grupo MBS-G (Figura 4) com a do grupo
INGENUO.
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As velocidades médias de propagacgao da DA, calculadas para cada uma das 4
horas de registro, apresentaram-se significativamente aumentadas nos grupos
tratados com tiroxina (MBH-G, MBH-AL,; e MBH-AL3), em relagdo aos seus
respectivos controles (MBS-G, MBS-AL; e MBS-AL3). No grupo desnutrido durante
a lactacdo (DBRH-AL3), embora as diferengcas ndo tenham sido significantes, os
valores médios foram maiores que os encontrados no grupo MBH-AL3; e
significativamente maiores que os do grupo MBS-ALj;, nas 4 horas estudadas
(Tabela 7, Figura 6).

Nos animais do grupo INGENUO, n3o foi realizado qualquer tipo de tratamento
nutricional, nem farmacoldgico, nem mesmo injegao de solugado salina, no propdsito
de avaliarmos a influéncia do estresse, pela aplicacdo das solucbes, sobre a
velocidade de propagacdo da DA. As medidas nesses animais foram
estatisticamente menores que as encontradas no grupo MBS-G, em todas as horas
de registro e n&o diferiram significativamente dos grupos controles MBS-AL, e MBS-

AL; em qualquer das horas estudadas (Tabela 7, Figura 6).

4.3. - PESO ENCEFALICO

Em relagcdo aos respectivos controles, os pesos do encéfalo umido e seco
mostraram-se significativamente maiores no grupo MBH-G (tratado na gestagao) e
menores no grupo MBH-AL, (tratado na 12 semana do aleitamento); quanto ao peso
do encéfalo relativo houve diminuigao significativa no grupo MBH-G e aumento no
grupo MBH-AL;. Nos animais desnutridos, tratados com tiroxina durante a 32
semana do aleitamento, tanto o peso do encéfalo umido como do seco foram
estatisticamente menores, e o relativo maior, comparado aos animais bem nutridos
tratados com esse horménio em igual periodo (Tabela 8, Figura 7).

Em relagdo ao grupo INGENUO, os pesos do encéfalo seco mostraram-se

significativamente menores nos grupos MBS-G e MBS-AL; (Tabela 8, Figura 7).

4.4. - CONCENTRAGAO SERICA DE T; E T, TOTAIS

Na tabela 9 sdo mostradas as concentracdes séricas de T3 e T4 de ratos com
idade entre 25 e 35 dias, provenientes de maes tratadas com tiroxina (20ug/kg de

peso corporal, i.p.) em diferentes periodos.
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TABELA 7 — Velocidades médias de propagacéo da depressdo alastrante (DA), em ratos
com idade entre 25 e 35 dias, por quatro horas consecutivas de registro, provenientes de
maes tratadas com T, (20ug/Kg de peso corporal, i.p), durante a gestagéo (grupo H-G), 12
ou 3% semana do aleitamento (H-AL,, H-AL;), ou tratadas, da mesma forma e por igual
periodo com solugdo salina (S-G, S-AL, e S-AL;); alimentadas com a dieta de Manutencao
do Biotério (MB) ou a Dieta Basica Regional (DBR). O grupo ingénuo, alimentado com MB,

nao recebeu qualquer tipo de tratamento, nem hormonal, nem injegdo de solugao salina.

VELOCIDADE DE PROPAGAGAO DA DA (mm/min)

GRUPO
1°h 2°h 3%h 4°h
INGENUO 3,20 3,39 3,49 3,52
(a) +0,15 +0,15 +0,12 +0,12
(17) (17) (17) (17)
MBS-G 3,49° 3,612 3,652 3,72°
(b) + 0,21 +0,23 +0,21 +0,19
(17) (17) (17) (17)
MBH-G 3,99° 4,31° 4,46° 457"
(c) +0,30 +0,35 +0,36 +0,37
(19) (19) (19) (19)
MBS-AL, 3,15 3,35 3,42 343
(d) +0,18 +0,13 +0,14 +0,13
(20) (20) (20) (20)
MBH-AL, 3,66 ° 3,91¢ 4,10 ¢ 4,20 ¢
(e) +0,30 +0,47 +0,55 +0,55
(19) (19) (19) (19)
MBS-AL; 3,12 3,23 3,36 3,42
6] +0,20 +0,15 +0,16 +0,12
(14) (14) (14) (14)
MBH-AL, 348" 3,66 4,04°f 4,15
(9) +0,54 + 0,44 +0,64 +0,69
(13) (13) (13) (13)
DBRH-AL, 3,73F 3,80 4,09f 4,19
(h) +0,34 +0,45 +0,45 +0,43

(17) (17) (17) (17)

O numero de medidas é dado entre parénteses. As letras minusculas
indicam valores significantemente diferentes (p< 0,05) dos valores
correspondentes nos grupos marcados com a mesma letra, na coluna da
esquerda (ANOVA e teste de Tukey).
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FIGURA 6 — Velocidades médias de propagacao da depressdo alastrante (DA), no cortex cerebral de ratos com idade entre 25 e 35 dias, por
quatro horas consecutivas de registro, provenientes de mées tratadas com T4 (20pg/kg de peso corporal, i.p), durante a gestagcéo (H-G), 1a ou
3a semana do aleitamento (H-AL1, H-AL3), ou tratadas, da mesma forma e por igual periodo com solucdo salina (S-G, S-AL1 e S-AL3);
alimentadas com a dieta de Manutencio do Biotério (MB) ou a Dieta Basica Regional (DBR) . O grupo INGENUO, alimentado com MB,
ndo recebeu qualquer tipo de tratamento, nem hormonal, nem mesmo inje¢do de solucédo salina. Os dados s@o expressos como média + erro
padrdo. Os simbolos indicam diferencas significantes (p< 0,05), *=Hvs S e t = DH-AL3 (Desnutrido) vs S-AL3 (ANOVA e teste de
Tukey).
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TABELA 8 — Pesos corporais e encefalicos de ratos com idade entre 25 e 35 dias,

provenientes de maes tratadas com T, (20ug/Kg de peso corporal, i.p), durante a

gestagdo (grupo H-G), 12 ou 32 semana do aleitamento (H-AL4, H-AL3), ou tratadas,

da mesma forma e por igual periodo com solugcdo salina (S-G, S-AL; e S-ALj;);

alimentadas com a dieta de Manutenc¢ao do Biotério (MB) ou a Dieta Basica Regional

(DBR). O grupo ingénuo, alimentado com MB, nado recebeu qualquer tipo de

tratamento, nem hormonal, nem injegdo de solugao salina.

PESO
GRUPO ENCEFALO
_ABSOLUTO (g) RELATIVO
CORPO (g) UmIDO SECO
INGENUO 77,54 1,4663 0,2563 1,5393
(a) +13,97 + 0,07 +0,02 +0,27
(17) (17) (17) (17)
MBS-G 71,07 1,4224  0,2340°2 2,0603
(b) +13,42 +0,05 + 0,01 +0,35
(17) (17) (17) (17)
MBH-G 89,48 ° 1,5249°  0,2946° 1,7190°
(c) + 8,26 + 0,09 + 0,07 + 0,21
(19) (19) (19) (19)
MBS-AL, 86,33 1,4771 0,2536 1,7781
(d) +18,09 + 0,07 +0,01 +0,35
(20) (20) (20) (20)
MBH-AL, 69,89 ¢ 1,4147¢  0,2328 ¢ 2,0771 ¢
(e) +12,14 + 0,06 +0,01 +0,35
(19) (19) (19) (19)
MBS-AL, 70,11 1,4404  0,2395°2 2,1030
(f) +12,99 +0,05 +0,01 +0,29
(14) (14) (14) (14)
MBH-AL, 67,98 1,4286 0,2573 2,1322
(9) +9,43 + 0,09 +0,06 +0,27
(13) (13) (13) (13)
DBRH-AL, 35,50 ¢ 1,2167°  0,1998 ¢ 3,3191°9
(h) +5,24 + 0,07 +0,01 +1,09
(17) (16) (17) (17)

Os valores representam a média + desvio-padrdo. O numero de

medidas é dado entre parénteses. As letras minusculas indicam
0,05) dos
correspondentes nos grupos marcados com a mesma letra, na coluna
da esquerda (ANOVA e teste de Tukey).

valores significantemente diferentes (p< valores
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FIGURA 7 — Pesos dos encéfalos umidos e secos (média * erro padrdo) de ratos
com idade entre 25 e 35 dias, provenientes de maes tratadas com T4 (20ug/Kg de
peso corporal, i.p), durante a gestagdo (grupo H-G), 1a ou 3a semana do
aleitamento (H-AL1, H-AL3), ou tratadas, da mesma forma e por igual periodo com
solugdo salina (S-G, S-AL1 e S-AL3); alimentadas com a dieta de Manutengao do
Biotério (MB) ou a Dieta Basica Regional (DBR) . Os asteriscos indicam
diferencas significantes (p<0,05), * = H vs S e H-AL3 vs DH-AL3 (Desnutrido)
(ANOVA e teste de Tukey).



TABELA 9 — Concentragdes séricas de T3 e T, totais de ratos com idade entre 25 -35
dias, provenientes de mées tratadas com T, (20ug/Kg de peso corporal, i.p), durante a
gestagdo (grupo H-G), 12 ou 32 semana do aleitamento (H-AL,, H-AL;), ou tratadas, da
mesma forma e por igual periodo com solugao salina (S-G, S-AL, e S-AL3;); alimentadas
com a dieta de Manutengéo do Biotério (MB) ou a Dieta Basica Regional (DBR). O grupo
ingénuo, alimentado com MB, nao recebeu qualquer tipo de tratamento, nem hormonal,

nem injeg¢ao de solugao salina.

GRUPOS
CONCENTRAGOES SERICAS HORMONAIS
T5 (ng/dl) T4 (pg/dl)

INGENUO 50,07 + 4,20 2,15+ 0,23
(a) (17) (17)
MBS-G 43,64 + 6,45 1,46 + 0,56 2
(b) (16) (21)
MBH-G 36,44 +10,2° 2,69+0,37°
(c) (17) 9)
MBS-AL;, 42,71 + 12,41 3,03+0,93°
(d) (19) (18)
MBH-AL, 65,16 + 20,55 ¢ 1,32+0,94 ¢
(e) (19) (18)
MBS-AL, 58,79 + 19,45 1,53+ 0,532
(f) (12) (10)
MBH-AL; 77,35+ 19,02
(9) (16)
DBRH-AL; 89,65 + 8,05 1,12 £ 0,77

(h) (6) (6)

Os valores representam a média + desvio-padrao. O nimero de medidas é dado entre
parénteses. As letras minusculas indicam valores significantemente diferentes (p<0,05)
dos valores correspondentes nos grupos marcados com a mesma letra, na coluna da
esquerda (ANOVA e teste de Tukey).

36
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Os niveis séricos de T3 total acharam-se significativamente diminuidos nos
animais do grupo MBH-G (tratados na gestagdo) e aumentados nos grupos MBH-
AL; e MBH-AL; (tratados durante a 12 e 32 semana da lactagédo), em relagéo aos
seus respectivos controles. Esses nao diferiram significativamente do grupo
INGENUO, que nZo recebeu qualquer tipo de tratamento. Os animais do grupo
desnutrido durante a gestagdo e tratados com T, na 32 semana do aleitamento
(DBRH-AL3), apresentaram valores médios maiores que os do grupo bem nutrido,
tratado da mesma forma e em igual periodo (MBH-AL3), mas as diferengas néo
foram significantes.

Em relagdo aos seus respectivos controles, as concentracdes séricas de T4
total estavam aumentadas significativamente nos animais do grupo MBH-G e
diminuidas no grupo MBH-AL,. Os grupos controles, ao serem comparados ao
grupo INGENUO, apresentaram concentracdes significativamente diminuidas nos
grupos MBS-G e MBS-AL;, e aumentadas no grupo MBS-AL,.

4.5. - ANALISE HISTOLOGICA DA TIREOIDE

As figuras 9A, 9B e 10A ilustram o aspecto histolégico das tiredides de
animais bem nutridos, tratados com tiroxina, com idade entre 25 e 35 dias, e a figura
10C de um animal desnutrido com essa mesma idade. Em comparacido com os ratos
injetados com solugao salina, o tratamento com tiroxina ndo provocou alteragdes
evidentes. Resultado semelhante foi observado nos animais desnutridos em
comparag¢ao com os bem nutridos, tratados com tiroxina da mesma forma e em igual
periodo. Nos animais dos grupos controles (figuras 9C, 9D e 10B) em comparagao
aos animais do grupo INGENUO (Figura 6C), que ndo recebeu qualquer tipo de
tratamento, nem farmacoldgico, nem mesmo com solugao salina, nenhuma alteragao

foi encontrada.



38

."_I;-_‘:‘hh_'}";
o W
i x

ey R

FIGURA 8 — Fotomicrografias de preparagao histolégica da tiredide de rato: A e B —
identificacdo do tipo de corte (objetivax10). C — proveniente de mae que ndo recebeu
qualquer tipo de tratamento, nem hormonal, nem mesmo com solu¢do salina (grupo
INGENUO)(objetivax25). Nao foi encontrada grandes diferencas histoldgicas entre
esse grupo e os demais controles.
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FIGURA 9 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de tiredides de 4 animais provenientes de mées tratadas com
tiroxina (20ug/Kg de peso corporal, i.p), durante a gestacdo (A) e 12 semana do aleitamento (B), ou tratadas da
mesma forma e por igual periodo com solucéo salina (C e D), alimentadas com a dieta de Manutenc¢do do Biotério

(MB). Néo foi encontrada diferenca histoldgica entre os grupos. As fotomicrografias foram realizadas com o mesmo
aumento (objetiva 25x).
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FIGURA 10 - Fotomicrografias de preparacdes histologicas de tiredides de 3 animais
provenientes de maes tratadas com tiroxina (20ug/Kg de peso corporal, i.p) na 3% semana
da lactagéo (A) ou injetada com solugéo salina da mesma forma e em igual periodo que o
animal anterior (B) e tratada com T, na 32 semana do aleitamento e desnutrida com DBR
(C). Ndo foi encontrada diferencas histolégicas entre os grupos. As fotomicrografias foram
realizadas com o mesmo aumento (objetiva 25x).
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5.0. - DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente trabalho indicam que o tratamento com tiroxina
no inicio da vida pode alterar os parametros ponderais, hormonais e
eletrofisiolégicos cerebrais, aqui estudados. Entretanto, a magnitude de tais
alteracbes parece depender do periodo em que os animais foram submetidos a este
tratamento, bem como do estado nutricional dos individuos. Estes resultados seréo
discutidos e, com base nos dados da literatura serdo apresentados, quando
apropriado, os possiveis mecanismos relacionados aos efeitos observados em cada
uma das situagdes estudadas.

O desenvolvimento normal do cérebro requer a presenca de horménios
tiroideanos, que sdo essenciais a migragao celular, crescimento de dendritos e
axobnios, formacao de sinapses, mielinizagdo e gliogénese. A deficiéncia desses
hormdnios durante a primeira semana pos-natal debilita seriamente a organizacao e
desenvolvimento estrutural do cérebro. Além disso, afeta a fisiologia
oligodendrocitica e neuronal (Porterfield, 1993).

O tratamento precoce com PTU é uma técnica muito utilizada para o estudo
de alteragbes neurais decorrentes da hipofuncao tiroideana, pela sua grande
eficiéncia em produzir o hipotiroidismo experimental. Com esse tratamento tem sido
possivel demonstrar redugao nas concentragdes de proteinas e acidos nucléicos no
cerebelo e no hipocampo (Faivre-Sarrailh et al., 1991), diminuicdo da atividade do
sistema colinérgico cerebelar (Clos et al., 1989), bem como deficiéncia no
crescimento somatico e nervoso, evitavel mediante terapia de reposicdo com
tiroxina; Nathaniel et al., (1988). Em trabalhos anteriores do nosso laboratorio, esse
tratamento foi eficaz em produzir hipotiroidismo, a julgar pelo retardo na maturagéo
reflexa e somatica, redugdes nos pesos corporais e encefalicos, alteragdes
histologicas da tiredide indicativos de hipofungdo dessa glandula e alteragdes
comportamentais. Nessas condicbes, o0 cortex cerebral mostrou-se menos
susceptivel a DA (Guedes e Pereira-da-Silva, 1993; Pereira-da-Silva, 1996). Vale
ressaltar que esses trabalhos, até onde temos conhecimento, sdo os uUnicos da
literatura, que relacionam a fungao tiroideana ao fenébmeno da DA. Por outro lado, os
efeitos do hipertiroidismo, associados ou n&do a desnutricdo, sobre a DA, ndo tinham

sido ainda investigados de forma sistematica.
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Os animais hipertiroideanos do presente trabalho foram caracterizados por
diminuicdo no peso corporal e cerebral, diminuigdo nos niveis séricos de T3 dos
animais provenientes de maes tratadas com T4 durante a gestagéo e aumento desse
hormdnio quando a indugao do hipertiroidismo foi realizada durante a lactagao. Além
disso a observacao frequente de movimentacao intensa desses animais, em suas
gaiolas, sugere-nos que eles apresentavam aumento da atividade motora, em
relagdo aos animais controles, embora ndo tenhamos quantificado essa atividade.
As alteragdes nos niveis séricos de Tz foram observadas tanto nos animais bem
nutridos quanto nos desnutridos. Resultado contrario foi observado nos niveis
séricos de T4. Animais nessas mesmas condicdes, segundo Marta et al. (1998),
como citado anteriormente, caracterizaram-se por aparecimento acelerado de uma
série de fatores indicando maturagao precoce, tiveram um breve periodo de vida e
morreram com aproximadamente 5-6 meses de idade, enquanto que os animais
normais tém um periodo de vida de aproximadamente 2 anos.

Morreale de Escobar et al. (1994) consideram que os niveis de T4 e T;
teciduais sao afetados por diversos fatores fisiologicos, como estagio do
desenvolvimento, idade pds-natal, peso corporal, sexo e prenhez.

Na situacao feto-materna a transferéncia de T4, da mae para o feto é continua
até préximo ao nascimento (Morreale de Escobar et al., 1990). Estes autores
ressaltaram ainda a importancia do T, materno, como protetor do cérebro fetal, em
casos de disfungcdo da glandula tiredide do feto. A concentracdo materna de T4,
necessaria para normalizar o T4 extratiroideano e o pool de T3 do feto, é de 3,5
vezes maior em ratas prenhes do que aquela observada em ratas ndo prenhes
(Calvo et al., 1992).

As evidéncias sugerem que uma baixa atividade da desiodase cerebral
produz uma deficiéncia de T3 no cérebro, mas nao no resto do corpo, sugerindo que
o0 aumento da razao T4/T3 é mais importante que os niveis séricos de T4, como um
determinante da excitabilidade cerebral (Seyfried et al., 1979; Pacheco-Rosado et
al., 1997). Estas descobertas sao reforgadas por outros resultados que ressaltam
que os requerimentos de T3 no cérebro sado fortemente dependentes do
fornecimento de T4 e do local de conversao para Ts;. Os horménios tiroideanos sao
essenciais para o desenvolvimento e maturacdo normal do sistema nervoso central,;
no entanto, um atraso no desenvolvimento e um risco aumentado de paralisia

cerebral tém sido estabelecidos em infantes prematuros com baixa concentracao
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plasmatica de tiroxina ou triiodotironina durante o periodo neonatal. (Van Wassenaer
et al., 1998). Nas primeiras semanas apds o nascimento € comum hipotiroxinemia
transitdéria em infantes prematuros, com baixo peso corporal e € mais severa em
infantes com pequena idade gestacional. Esta hipotiroxinemia tem sido atribuida a
imaturidade do eixo hipotalamo-pituitaria-tiredide, hipotiroidismo terciario, doengas
nao tiroideana, consumo de iodo insuficiente ou retirada prematura da contribuicdo
materna a concentracdo do horménio tiroideano fetal. Acredita-se que tenha
passagem transplacentaria de T4 da mae para o feto (Van Wassenaer et al., 1998).

Jennings et al. (1984) ressaltaram a diferenga na produgao hepatica de T3
pelo figado perfundido em ratos hipo, hiper e eutiroideanos, e esta diferenca resulta
da converséao fracional de T4 a T3, indicando que a administragdo de T4 exerce um
efeito estimulatorio sobre a atividade da 5'desiodase. Um outro aspecto relevante do
nosso trabalho mostra que a administragdo de T4 em ratas-mae durante a gestacéao
ou aleitamento pode acarretar modificagdbes no peso corporal € no tamanho dos
filhotes. Esses resultados sugerem que o aumento de T4 pela acdo da tiroxina
materna, administrada durante a gestacéo, pode contribuir para ativacdo da enzima
5'iodotironina desiodase responsavel pelo processo de conversao de T4 a Ts.

A acgao dos hormdnios tiroideanos sobre o desenvolvimento organico parece
ser mais intensa durante o periodo critico, antes do 152 ao 20° dia pds-natal. Apds
este periodo o cérebro € menos responsivo aos hormdnios tiroideanos. O
hipotiroidismo atrasa a sinaptogénese durante este periodo, € o hipertiroidismo
acelera inicialmete, mas ainda causa reducgao de sinapses. O circuito hipocampal
esta alterado nos animais tornados hipertiroideanos no inicio do periodo pés-natal.
Esta evidente que tanto o hiper quanto o hipotiroidismo causam reducdes de
espinhas nos neurdnios centrais (Niemi, 1996).

Rocha de Melo e Guedes (1997) submeteram ratas lactantes a episddios
curtos (uma ou duas semanas) de restricdo nutricional pela DBR e estudaram os
efeitos sobre a DA, nos filhotes, quando estes se tornaram adultos. Verificaram que
o efeito facilitador sobre a DA foi mais evidente quando o episddio de restricao
ocorreu na 32 semana do aleitamento, em relagédo aos efeitos observados quando a
restricdo ocorreu nas outras semanas da amamentacdo. Quando o episodio de
restricdo era mais longo (duas semanas), os efeitos sobre a DA eram mais
acentuados do que os observados nos filhotes, provenientes de maes que sofreram

restricbes por apenas uma das semanas do aleitamento. Esses resultados
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mostraram que mesmo episodios curtos de restricdo nutricional no inicio da vida,
abrangendo apenas parte do periodo critico, podem levar a alteragbes duradouras,
detectaveis na idade adulta. Uma vez determinado que a 32 semana do aleitamento
foi o periodo em que a DBR produziu efeito mais evidente sobre a DA (Rocha de
Melo e Guedes, 1997), optou-se no presente trabalho por estudar, nessa semana,
os efeitos da associacdo entre desnutricido e hipertiroidismo. A associagdo desses
dois fatores resultou em velocidades médias da DA mais alta, embora a diferenca
para o grupo bem nutrido e tratado com T4 (MBH-AL3) n&o tenha sido significante.
Isso ocorreu apesar da concentragdo de Tz nos animais do grupo desnutrido
(DBRH-AL3), estar significativamente aumentada e os pesos corporais e encefalicos
diminuidos, comparado aos do grupo bem nutrido MBH-ALs.

As proteinas encontradas na DBR além de se apresentarem em quantidade
muito pequena sdo predominantemente de origem vegetal. Essas proteinas quando
comparadas as de origem animal, sdo consideradas de qualidade inferior, uma vez
que nao fornecem teores de aminoacidos essenciais adequados ao desenvolvimento
normal do organismo (Teoddsio et al., 1990; 2000). Andrade et al. (1990),
estudando, em ratos, os efeitos da suplementacado nutricional da DBR, verificaram
que a reducao de pesos corporal e encefalico, bem como o0 aumento da velocidade
de propagacdo da DA, ocorriam devido principalmente a deficiéncia protéica da
DBR. Essa afirmacéao se baseia no fato de que, quando se elevou o teor protéico da
dieta a niveis adequados (de 8% para 22%), as custas de apenas aumento da
quantidade de seus ingredientes, nao se eliminou os efeitos sobre a DA. Entretanto,
quando a suplementacédo foi feita com proteina de boa qualidade (caseina), os
efeitos produzidos pela DBR, sobre os parametros acima citados foram abolidos,
mostrando, que ndo s6 a quantidade, mas também a qualidade da proteina tem
importancia na génese das alteragdes da propagacao da DA produzidas pela DBR.

No nosso trabalho, utilizamos as medidas de peso encefalico total, uma vez
que este parametro, mesmo apresentando limitagdes no seu significado, é de
obtencao relativamente facil e pode ser utilizado como um indicador de alteracdes
estruturais do sistema nervoso central. No caso da desnutricdo, a reducdo do peso
encefalico total, resulta provavelmente do menor numero e/ou menor tamanho dos
elementos celulares, bem como de alteracbes nos processos de maturagao
neuronal, levando a diminuicdo do desenvolvimento da arborizacdo dendritica,

sinaptica e da mielinizacao (Morgane et al., 1992). De fato, os nossos dados
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mostraram que os animais desnutridos pela DBR apresentaram pesos cerebrais
absolutos (Umido e seco) menores e pesos relativos maiores. Bennet et al. (1964)
apontam a importancia de se levar em consideracdo o peso do corpo ao se analisar
0 peso de um 6rgao como o cérebro. Por esse motivo, o peso do cérebro umido
relativo foi utilizado no nosso trabalho para se verificar também se esta relagao
estaria alterada em decorréncia do tratamento empregado, uma vez que esse
alterou o peso corporal. A relagao entre o peso do cérebro umido e o peso corporal
foi estatisticamente menor no grupo hipertiroideano MBH-G, por conta do aumento
no peso corporal, e aumentou no grupo MBH-AL+, por motivo contrario ao do grupo
anterior, comparados aos seus respectivos controles (MBS-G, e MBS-AL,).
Resultado semelhante ao do grupo MBH-AL; foi obtido no grupo hipertiroideano
desnutrido (DBRH-AL3) comparado ao grupo bem nutrido (MBH-ALs3). A
desproporgdo entre o conjunto do organismo e a cabega, estando esta
proporcionalmente maior em relagcdo ao corpo, é facilmente identificavel na
desnutricdo experimental causada pelo uso da DBR (Teoddsio et al., 1990) e pelo
uso da tiroxina quando administrada durante a 12 semana da lactagdo. Quando esse
horménio foi administrado, em ratos, durante a gestagdo ou 32 semana da lactagéo,
ocasionou prejuizo ao crescimento, porém de modo nao uniforme, sendo verificados
graus de comprometimentos variados entre os parametros de crescimento do cranio
e do corpo. Um fator que pode ter contribuido para a discrepancia de algumas
medidas dos eixos do cranio, é representado pelo fato de que os 0ssos cranianos,
nesse periodo, ainda estao flexiveis e com as suturas ainda nao soldadas. Nessas
condigbes, erros de medida da ordem de um milimetro podem eventualmente
ocorrer, contribuindo para a imprecisao das medidas. Isso justifica a emissao de um
“alerta” para que se tenha a maxima cautela na utilizacdo dessas medidas.

Yeh (1988) verificou reducéo de 30% a 40% no teor de mielina cerebral, bem
como reducado de outros compostos lipidicos em ratos desnutridos no aleitamento.
Do mesmo modo que o observado com a DBR, estudos com ratos desnutridos pela
técnica de grandes ninhadas (De Luca et al., 1977) e pelo uso de uma dieta
contendo 5% de caseina (Vieira Neto et al., 1980) também mostraram velocidades
de propagagao de DA mais altas do que as dos animais bem nutridos. Segundo
esses autores, a hipomielinizagdo no cérebro desnutrido facilitaria a propagacéo da
DA, uma vez que, no rato normal, a mielina agiria como um obstaculo a esta

propagacao.
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A respeito dos efeitos sobre a DA, os nossos resultados evidenciam que o
hipertiroidismo torna o cértex mais susceptivel ao fenbmeno, a julgar pelas suas
velocidades de propagacdo aumentadas. Este resultado € semelhante ao observado
em animais desnutridos (Guedes et al, 1987a; Andrade et al, 1990). Estas
semelhangas nos levam a questionar se, nas duas condicdes, as modificagdes
observadas no cérebro ocorreram pelos mesmos mecanismos, o que resultou em
efeitos semelhantes sobre a DA. Nos animais hipertiroideanos desnutridos, os
valores médios da velocidade de prepagacédo da DA foram maiores que aqueles do
grupo bem nutrido tratado com T4 no mesmo periodo, comparados aos animais
tornados hipertiroideanos na 32 semana da lactagdo, mas as diferencas ndo sdo
estatisticamente significantes. Isso indica que as duas condi¢gdes (desnutricdo e
hipertiroidismo), quando associados, ndo anulam seus efeitos sobre a DA, mas
também nao os potenciam.

No cérebro desnutrido, a maior densidade de “empacotamento” neural resulta
do agrupamento dos elementos celulares cerebrais de forma mais compacta porque
ha menos mielina entre eles. Embora em menor tamanho e numero, tais elementos
se encontram mais préoximos, uns dos outros, do que nos animais bem nutridos,
ocasionando um aumento da densidade celular cerebral (Gambetti et al., 1974;
Morgane et al., 1978). Segundo De Luca et al. (1977) esse fator também contribuiria
para facilitar a propagagao da DA, uma vez que esse fenbmeno parece nao precisar
necessariamente, para se propagar, da atividade sinaptica (Sugaya et al., 1975). O
envolvimento gradual que ocorre com o0s elementos celulares adjacentes a regiao ja
invadida pela reag&o se processa por contiguidade (Monteiro, 1995).

Dentre as alteracbes que ocorrem no sistema nervoso de animais
desnutridos, algumas sao também verificadas no hipertiroidismo, como: dano
oxidativo a bainha de mielina, alterando o desenvolvimento das células
oligodendrogliais (Pasquini et al., 1991) e producédo de mielina iniciada mais cedo,
provavelmente porque o hormdnio induz a maturagao precoce dos precursores das
células oligodendrogliais (Adamo et al., 1990). Balazs et al. (1971) reforcaram que o
T3 diminui 0 numero de células oligodendrogliais bem como a deposi¢ao de mielina.

No rato, a desnutricdo pds-natal compromete principalmente a multiplicagcéo
de células gliais, a julgar por alteragcbes no conteudo de DNA apds o nascimento.
Nessa fase, 0 aumento do DNA indica, sobretudo, aumento do numero de células da

glia (Nowak e Murno, 1977; Cordero et al.,, 1982). Esse fato reveste-se de
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importancia para o presente trabalho, uma vez que a participagao de células gliais,
opondo-se a propagacdo da DA, tem sido considerada por alguns autores (Szerb,
1991; Sugaya et al., 1975; Guedes e Cavalheiro, 1997).

A desnutricdo protéica durante a lactagdo parece diminuir o tamanho do
cérebro e a biossintese protéica neuronal. A glia deve ser responsavel pela maior
percentagem de diminui¢do do numero de células, ja que em condigbes normais se
multiplicam mais intensamente apds o nascimento (Pedrosa & Moraes Santos,
1987).

Foi demonstrado por Lorscheider e Reineke (1971) que existe uma relagao
inversa entre o tamanho da ninhada e as concentragdes séricas de hormdnios
tiroideanos. Mais recentemente, Van Haasteren et al. (1996), mostraram que os
niveis de T3 nos filhotes diminuem em funcdo do tamanho da ninhada, mas os niveis
de T4 ndo se modificam. Como quanto maior for a ninhada, menor sera a
disponibilidade de leite a ser compartilhado pelos filhotes, este parece ser um
modelo interessante para se avaliar, no futuro, como o organismo materno se adapta
a possivel desnutricdo da sua prole. O tamanho da ninhada usado no presente
estudo (6 animais /ninhada), parece conferir melhor performance na lactagéo
(Fishbeck e Rasmussen,1987). Varios estudos mostram que o tamanho da ninhada
afeta a producado de leite da mesma maneira que a restricdo de nutrientes na dieta
(Yagil et al., 1976; Crnic & Chase, 1978).

A desnutricdo protéica durante a gestagdo causa um retardo na formagéao do
foliculo tiroideano, reducao na area folicular, numero de foliculos, espago do coldide
e tamanho celular do tecido tiroideano de fetos e neonatos (Shrader et al., 1977a). A
analise da funcéo tiroideana de fetos ou recém nascidos de ratas submetidas a dieta
hipoprotéica durante a gestagdo demonstrou que a partir do 17° dia de gestagéo
e/ou apés o nascimento, ocorre diminuigdo do peso corporal e da tireéide (Shrader
et al., 1977b; Friedman et al., 1979). No presente trabalho ndo foram encontradas
grandes diferengas histolégicas na tiredide, nos animais tratados com T4 nem nos
controles e nem nos desnutridos. Deve ser levado em conta para melhor
compreensao desses achados o curto periodo de tratamento com tiroxina, do 14° dia
da gestagdo ao dia do nascimento da prole (aproximadamente 7 dias), 12 ou 32
semana da lactacdo. Apds esses periodos 0os animais nao receberam qualquer tipo

de tratamento até a idade do registro (25 a 35 dias), quando foram retiradas as
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tiredides. Podemos sugerir que a tiroxina, na dose usada e por esse periodo de
tempo, nao foi suficiente para alterar a histologia da tiredide nesses animais.

Ja foi demonstrada, desde muito tempo, em estudo com ratas lactantes
normais, a competicao entre a glandula mamaria e a tiredide, pelo iodeto (Lino e
Greer, 1961). Este relato reforca a suposi¢cao da existéncia de um mecanismo de
adaptacao fisiologica durante a lactagcédo, que € de fundamental importancia para o
suprimento adequado de iodeto para producdo de horménios tireoideanos e
adequado desenvolvimento do sistema nervoso do recém nascido (Stubbe et al.,
1986). No entanto, ndo se conhece o efeito da desnutricdo protéica sobre este
mecanismo de adaptacao fisioldgica. Os resultados de transferéncia de iodeto na
desnutricdo protéica mostram que ha um mecanismo de adaptagcdo materno para
manter a funcdo tiroideana dos filhotes, porém as consequéncias deletérias da
desnutricdo nestes animais, ainda assim, comprometem esta adaptacao fisiolégica
(Passos, 1999).

Ha relatos da presenca de T3 e T4 no leite de ratas normais (Strbak et al.,
1974, Oberkotter e Tenore, 1983) e em seres humanos (Sack et al., 1977; Varma et
al., 1978; Jansson et al., 1983, Oberkotter e Tenore, 1983).Contudo, o efeito da
desnutricao protéica ou caldrica sobre as concentragdes destes hormonios no leite
tem sido pouco estudado. Apesar desta transferéncia de T3 através do leite ocorrer
normalmente, em animais e em seres humanos, ha relatos de que nas ratas com
desnutricdo protéica a transferéncia foi maior, j3 nos primeiros dias de lactagéao
(Passo0s,1999). Este aumento de T3 no leite de ratas com desnutricdo protéica pode
ter um papel importante na maturacdo do sistema nervoso dos seus filhotes,
diminuindo a gravidade das alteracdes neuroldgicas decorrentes de um
hipotiroidismo nesta idade precoce do animal (Passos,1999).

Na desnutricdo cronica, Oberkotter e Rasmussen (1991) observaram
diminuicdo na absorc¢ao gastrointestinal de iodo, na liberagédo de iodeto da tiredide e
um declinio no consumo de oxigénio e energia. O baixo nivel de iodo plasmatico da
prole, provenientes de maes que sofreram restricio protéica, pode ter sido devido a
reducao do leito vascular placentario, através do qual a transferéncia pode ocorrer;
no entanto, essa hipétese tem sido considerada como sendo pouco atrativa, tendo
em vista a capacidade de reserva da placenta (Shrader, 1977b).

Restricdo dietética e lactagdo tém efeitos sinérgicos negativos na fungao

tiroideana em ratas lactantes e sua prole e a ontogénese dos hormdénios tiroideanos
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esta retardada nos filhotes de ratas desnutridas. Estes efeitos hormonais podem
contribuir para diminuir a producéo de leite das ratas desnutridas e para alterar as
caracteristicas de crescimento de sua prole (Oberkotter e Rasmussen, 1991).

Os efeitos do hipertiroidismo no periodo critico do SNC, neste e em outros
trabalhos, evidenciam a importancia dos hormdnios tiroideanos para o
desenvolvimento do SNC. Neste estudo demonstrou-se que o hipertiroidismo
associado ou ndo a desnutricdo facilita a propagagédo da DA, causa redug¢des dos
pesos corporais e encefalicos, bem como alteracbes comportamentais. O trabalho,
pioneiro no que se refere aos efeitos do hipertiroidismo sobre a DA, alerta para a
relevancia do estudo do hipertiroidismo em criancas, onde o tratamento precoce faz-
se necessario, com vistas a se evitar danos ao sistema nervoso. Suscita também as

perspectivas enumeradas no final deste trabalho (pagina 51).
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CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente trabalho, sdo apresentadas as seguintes

conclusoes:

1. O tratamento precoce com T4 alterou o desenvolvimento corporal, a julgar pelas

alteragdes de peso e de algumas dimensdes do corpo;

2. Com relagao a depressao alastrante, o tratamento precoce com T4 tornou o
tecido cortical mais susceptivel, a julgar pelas suas velocidades de propagagao

aumentadas;

3. Na terceira semana do aleitamento, a associacdo da desnutricdio com o
tratamento com T, ndo anulou os respectivos efeitos sobre a depresséao

alastrante e também nao os potenciou;
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PERSPECTIVAS

Em decorréncia do presente trabalho, sdo apresentadas as seguintes
perspectivas, como idéias para experimentos futuros:

1. Investigar os efeitos de periodos mais prolongados de tratamento;

2. Estudar as modificagdes induzidas por doses hormonais maiores e menores

que a usada presentemente;

3. Investigar os efeitos do tratamento com T, nas diversas fases do

desenvolvimento, em animais desnutridos;

4. Analisar o possivel papel de eventuais deficiéncias de iodo nas dietas

experimentais empregadas;

5. Investigar se o tratamento com T, afeta a composi¢cdo do leite, em ratas

lactantes nutridas e desnutridas.

6. Quantificar a atividade das enzimas de desiodacado em diferentes tecidos.
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ABSTRACT

It is known that early alterations of thyroid function interferes with cerebral
development and physiology. In this work we investigated the effects of early treatment with
thyroxin (T,4) on the propagation of cortical spreading depression (SD) in weaned rats. Female
adult Wistar rats fed a lab chow diet (CD; 23% protein) were treated with T4 (20ug/kg/day,
single ip injection) during either gestation (group CDH-G) or during the first or third week of
the lactation period (groups CDH-L1 and CDH-L3 respectively). They were compared with 3
control groups, injected at the same periods with saline solution (groups S-G, S-L1 and S-L3,
respectively). One additional malnourished group was treated with T, at L3, and another one
was studied at the “naive” condition (i.e., without receiving any injection or other kind of
manipulation). Body weight and some dimensions (longitudinal body axis, as well as latero-
lateral and antero-posterior skull axis) were obtained at days 2, 5, 10, 15, 20 and 25. From
weaning (day 25) to day 35, the pups were submitted to the electrocorticogram- and slow
potential change recordings of SD, which was elicited by KCI at the frontal cortex and
recorded at 2 points of the parietal region. T4-treated rats presented reduction in body and
brain weights. Compared to the controls, serum T3 levels were found to be reduced in the
group treated during gestation and increased in those treated during lactation. Serum T, levels
changed in the opposite direction. The malnourished group presented lower body and brain
weights, when compared to the well-nourished control. T, treatment associated with
malnutrition resulted in high mean SD-velocities, but the differences from the control were
not significant. In the groups CDH-G and CDH-L3 Impairment in body growth was not
uniform, so that we found variable degrees of impairment between body- and skull growth
parameters. The results indicate that T, treatment early in life can alter developmental,
hormonal and electrophysiological parameters, the magnitude of these changes being
dependent on the period in which the T,-treatment was performed, as well as on the
nutritional status of the animals. The data: 1)reveals that T,-treatment renders the cerebral
cortex more susceptible to SD, as judged by their increased velocities of propagation; 2)
indicate that the association of T, and malnutrition does not annihilate, nor potentiate, their
effects on SD; 3) suggest more awareness to the relevance of the early treatment of
hyperthyroidism in children, to prevent damage to the nervous system.

Keywords: nutrition, hyperthyroidism, spreading depression.
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