UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL

JEANE MARTINHA DOS ANJOS CORDEIRO

ESTRESSES OXIDATIVO E DE RETICULO
ENDOPLASMATICO NA INTERFACE MATERNO-FETAL DE
RATAS: EXPRESSAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E
MEDIADORES DA VIA DE RESPOSTA A PROTEINAS MAL
ENOVELADAS NO HIPOTIREOIDISMO MATERNO E
POTENCIAL TERAPEUTICO DE PORFIRINAS DE
MANGANES (MnPs)

ILHEUS - BA
2021



JEANE MARTINHA DOS ANJOS CORDEIRO

ESTRESSES OXIDATIVO E DE RETICULO
ENDOPLASMATICO NA INTERFACE MATERNO-FETAL DE
RATAS: EXPRESSAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E
MEDIADORES DA VIA DE RESPOSTA A PROTEINAS MAL
ENOVELADAS NO HIPOTIREOIDISMO MATERNO E
POTENCIAL TERAPEUTICO DE PORFIRINAS DE
MANGANES (MnPs)

Tese apresentada a Universidade Estadual de
Santa Cruz, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de doutora em Ciéncia Animal

Linha de pesquisa: Clinica e Sanidade Animal

Sub-area: Patologia Animal
Orientador: Prof. Dr. Juneo Freitas Silva

Co-orientadores: Prof. Dr. Méario Sérgio Lima de

Lavor e Profa. Dra. Jane Lima dos Santos

ILHEUS - BA
2021



C794

Cordeiro, Jeane Martinha dos Anjos.

Estresses oxidativo e de reticulo endoplasmatico
na interface materno-fetal de ratas: expresséao de
enzimas antioxidantes e mediadores da via de res-
posta a proteinas mal enoveladas no hipotireoidismo
materno e potencial terapéutico de porfirinas de
manganés (MnPs) / Jeane Martinha dos Anjos Cor-
deiro. — Ilhéus, BA: UESC, 2021.

136 f. :il.

Orientador: Juneo Freitas Silva.

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual de
Santa Cruz. Programa de P6s-Graduacgdo em Cién-
cia Animal — PPGCA.

Inclui referéncias e apéndice.

1. Patologia veterinaria. 2. Estresse oxidativo. 3.
Placentacdo. 4. Hipotireoidismo. 5. Ratos. I. Titulo.

CDD 636.089




JEANE MARTINHA DOS ANJOS CORDEIRO

ESTRESSES OXIDATIVO E DE RETICULO ENDOPLASMATICO NA INTERFACE
MATERNO-FETAL DE RATAS: EXPRESSAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E
MEDIADORES DA VIA DE RESPOSTA A PROTEINAS MAL ENOVELADAS NO

HIPOTIREOIDISMO MATERNO E POTENCIAL TERAPEUTICO DE
PORFIRINAS DE MANGANES (MnPs)

IIhéus — Ba,

Dr. Juneo Freitas Silva
UESC/DCB(Orientador)

Dra. Jane Lima dos Santos
UESC/DCB (Co-orientadora)

Dra. Fabiana Lessa Silva
UESC/DCB

Dr. Alexandre Dias Munhoz
UESC/DCAA

Dra. Estela Maris Andrade Forell Bevilacqua
USP/ICB

Dra. Rogéria Serakides
UFMG/EV

ILHEUS - BAHIA
2021



Dedico aos meus pais Cldvis Paulo de Jesus Cordeiro (in memorian) e Janete Martinha
dos Anjos Cordeiro que sdo minha base sélida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a meu maior mestre, Deus, que durante todo este processo me
guiou, protegeu, consolou e deu-me forcas para persistir sem olhar para tras, nem para as
dificuldades porque “Meu Deus suprird todas as vossas necessidades segundo as suas
riquezas na gldria em Cristo Jesus.” Filipenses 4v19.

Agradeco ao meu pai Clovis (in memorian), que se foi antes de ver mais este sonho
realizado, e a minha mée Janete, pais maravilhosos que me instruiram no caminho correto que
eu deveria seguir, e que sdo meu alicerce, minha base forte.

A meus irmios Fabio, Clemilton e Claudionor. A minha cunhada e irmi Marcela
obrigada por todo apoio e carinho, a minha cunhada Sheila, aos meus sobrinhos Ester Beatriz,
Daniel Cordeiro, Marcos Paulo e todos os outros.

Agradeco as minhas tias Ana e Cosmira, ao meu tio Anténio Martins (in memorian) que
sempre torceram, ajudaram e se alegram com minhas vitorias. Agradeco a prima Erlandia e
demais familiares.

Ao meu orientador, Professor Juneo, por acreditar em meu potencial e ter permitido que
eu continuasse realizando meu sonho, por toda orientacdo, dedicacdo, ensinamentos,
paciéncia e busca pelo melhor de cada um de seus orientados.

Ao grupo NURE, Luciana, Acécia, Adriana, Isabela, Larissa, Leticia, Brenda, Natéalia,
Maria Clara, Erikles, Thayna, em especial a Emilly e Bia muito obrigada por todo apoio e
carinho.

Agradeco ao meu querido “anjo” Luciano, meu conselheiro, amigo, co-orientador, ndo
tenho como te agradecer por tudo que vocé fez por mim.

A meus pastores Roberto Diogo e Ivete, e aos demais irm&os que oraram por mim.

A0S meus amigos que me incentivaram a persistir e nunca desistir dos meus sonhos, em
especial a Josiele, Joana, Jamille, Marta, Larissa, Uallisson, Josiane, Anairis e Gilcéria. Amo
muito todos voces.

A todos os professores pelos ensinamentos, conselhos e dedicacdo, que cooperaram
muito para o desenvolvimento dessa pesquisa.

Aos demais colegas do PPGCA, William, Cristiane, Gisele Dias em especial a querida
Gabriela Mota, muito obrigada.

A minha amiga, irm4, professora, conselheira Dra. Paula Elisa Guedes, por toda a ajuda

oferecida durante toda a minha trajetdria profissional, mesmo nesse ano atipico em que



estdvamos separadas fisicamente, mas juntas em pensamentos.

Ao técnico do laboratério de histopatologia Ivo Arouca; Seu Zé (do biotério), a técnica
da Sala de Esterilizacdo e Lavagem de Material Laboratorial, Maria Fabiana dos Santos, a
Jamile, técnica do CME.

A minha querida Jacira pelo carinho, cuidado e amizade.

A Universidade Estadual de Santa Cruz, ao Programa de Pds-graduagdo em Ciéncia
Animal e a Fapesb, pela oportunidade de realizacéo do Curso.

Ao0s animais que participaram do projeto.

Enfim, agradego a todos que contribuiram para o meu conhecimento e crescimento

académico e pessoal.



ESTRESSES OXIDATIVO E DE RETICULO ENDOPLASMATICO NA INTERFACE
MATERNO-FETAL DE RATAS: EXPRESSAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E
MEDIADORES DA VIA DE RESPOSTA A PROTEINAS MAL ENOVELADAS NO

HIPOTIREOIDISMO MATERNO E POTENCIAL TERAPEUTICO DE
PORFIRINAS DE MANGANES (MnPs)

RESUMO

O estresse oxidativo (EO) e o estresse de reticulo endoplasméatico (ERE) estdo entre as
principais causas da disfuncdo feto-placentéria observada na pré-eclampsia, restricdo de
crescimento intrauterino e aborto. No entanto, ainda ndo ha informacdes se o hipotireoidismo
materno também causa estresse na interface materno-fetal e sobre o perfil de mediadores
antioxidantes e da resposta a proteinas mal enoveladas (UPR) na placenta ao longo da
gestacdo. Esses mesmos mediadores também estdo envolvidos no desenvolvimento adequado
da placenta. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de expressdo do HIFla, de
enzimas antioxidantes e mediadores da UPR durante a placentacdo de ratas (Capitulo 1) e
verificar se o hipotireoidismo materno causa EO e ERE na interface materno-fetal (Capitulo
2). Além disso, avaliamos o potencial terapéutico de duas porfirinas de manganés,
MnIlIIT2EPYP (MnP 1) e MnllITSB3EPYP (MnP II), na disfuncdo feto-placentaria de ratas
hipotireoideas (Capitulo 3), uma vez que MnPs tém apresentado alto poder antioxidante, mas
ainda ndo foram avaliadas em doencas gestacionais. Para isso, trés experimentos foram
realizados utilizando ratas Wistar (7-8 animais/grupo). O hipotireoidismo foi induzido pela
administracdo diaria de propiltiouracil (4mg/Kg/dia) e o tratamento com as MnPs
(0,1mg/Kg/dia) iniciou-se no 8° dia de gestacdo (DG) (CEUA n° 002/17). No Capitulo 1
avaliou-se a expressdo placentaria de enzimas antioxidantes (SOD1, GPX1, Catalase),
mediadores da UPR (ATF6, PERK, GRP78, CHOP) e de hipdxia (HIF1a) no 10°, 12°, 14°,
16° e 18° DG. No Capitulo 2 avaliou-se o desenvolvimento feto-placentério e a expressao
decidual e placentaria de mediadores antioxidantes (Sod1, Sod2, Cat, Gpx1/2, GST, Nrf2), de
hipoxia (Hifla), de dano oxidativo ao DNA (8-OHdG) e da UPR (Perk, Atf6, Atf4, Xbpl,
HO1, Grp78 e Chop) no 14° e 18° DG. No Capitulo 3 avaliou-se o potencial terapéutico de
duas MnPs, MnllIIT2EPyP (MnP 1) e MnlIIT5B3EPYP(MnP 1) no desenvolvimento feto-
placentario e a expressdo placentéria e decidual de mediadores antioxidantes (SOD1, CAT,
GPx1, GST), de hipoxia (HIF1a), de dano oxidativo ao DNA (8-OHdG), de ERE (GRP78 e
CHOP), imunolégicos (TNFa e IL-10) e angiogénicos (VEGF). No Capitulo 1, maior
imunomarcacdo placentaria de HIF 1o foi observada no 16° ¢ 18° DG, enquanto SOD1 e CAT
apresentaram maior imunomarcacao aos 14 e 18 DG. GPx1/2, GRP78 e CHOP apresentaram
maior imunomarcacdo aos 18 DG. Em relacdo a expressdo génica, Hifla e Sodl apresentaram
maior expressdo de mRNA no 12° e 16° DG. Em relacdo a GPx1, foi observada maior
expressdao no 10° e 16° DG, enquanto Cat, Perk e Grp78 apresentaram maior expressao
génica no 14° DG, diferentemente de Atf6 que teve maior expressdo no 12° DG. Chop, por
outro lado, manteve expressao elevada do 12° até o 18° DG, sugerindo ativacdo de ERE ao
final da gestacdo. No Capitulo 2, a redugdo do peso fetal e placentario nas ratas
hipotireoideas foi associada com maior imunomarcagio decidual e/ou placentaria de Hifla, 8-
OHdG, SOD1, GPx1/2, Grp78 e CHOP aos 14 DG, enquanto houve reducdo da expressao
génica placentaria e/ou decidual de Sodl, Gpx1, Atf6, Perk, Hol, Xbpl, Grp78 e Chop no
mesmo periodo gestacional. J& aos 18 DG, o hipotireoidismo aumentou a imunomarcacao
decidual e/ou placentaria de Hiflo, 8-OHdG, ATF4, Grp78 e CHOP, enquanto reduziu a
imunomarcacdo e atividade enzimatica de SOD, CAT, GST. O hipotireoidismo também
aumentou a expressdo placentaria de mRNA para Hifoa, Nrf2, Sod2, Gpx1, Cat, Perk, Atf6 e
Chop aos 18 DG, enquanto reduziu a expressao decidual de Sod2, Cat e Atf6. No Capitulo 3,



as MnPs aumentaram o peso fetal das ratas hipotireoideas, além da MnP | aumentar o peso
dos orgdos fetais. As MnPs | e Il restabeleceram a morfologia da zona juncional e
aumentaram a vascularizacao na placenta. As MnPs bloquearam o aumento de mediadores de
EO e ERE causado pelo hipotireoidismo, mostrando niveis de expressdo de HIF1a, 8-OHdG,
Gpx1, Grp78 e Chop semelhante ao controle, além de terem aumentado a expressdo proteica
de SOD1, Cat e GPx1/2 e restaurado a expressdo de IL-10 e VEGF na decidua e/ou placenta.
No entanto, as MnPs ndo restauraram a baixa atividade enzimatica placentaria de SOD, CAT
e GST causada pelo hipotireoidismo, enquanto aumentaram a expressao decidual e placentaria
de TNFa.Este estudo demonstrou que a expressao placentaria de enzimas antioxidantes e
mediadores da UPR em ratas é influenciada pela idade gestacional, com maior expressao nos
periodos de hipdxia e ao final da gestacdo, e que a restricdo feto-placentaria observada no
hipotireoidismo esta associada com a ativacdo de EO e ERE na interface materno-fetal. Além
disso, o tratamento com MnPs melhora o desenvolvimento feto-placentario e protege contra o
EO e ERE causado pelo hipotireoidismo em ratas, sugerindo seu uso como uma ferramenta
terapéutica promissora para as disfuncfes gestacionais que cursam com estresse placentario.

Palavras-chave: estresse placentario; hipotireoidismo; metaloporfirinas; placentacao;
antioxidantes; rata.



OXIDATIVE AND ENDOPLASM RETICULUM STRESS AT THE MATERNAL
FETAL INTERFACE OF RATS: EXPRESSION OF ANTIOXIDANT ENZYMES AND
MEDIATORS OF THE UNFOLDED PROTEINS RESPONSE PATHWAY IN
MATERNAL HYPOTHYROIDISM AND THERAPEUTIC POTENTIAL OF
MANGANESE PORPHYRIINS (MnPs)

ABSTRACT

Oxidative stress (OS) and endoplasmic reticulum stress (ERS) are among the main causes of
fetoplacental dysfunction seen in pre-eclampsia, intrauterine growth restriction, and abortion.
However, there is still no information on whether maternal hypothyroidism also causes stress
at the maternal-fetal interface and on the profile of antioxidant mediators and the unfolded
protein response(UPR) in the placenta throughout pregnancy. These same mediators are also
involved in the proper development of the placenta.. Thus, the aim of this study was to
evaluate the expression profile of HIFla, antioxidant enzymes and UPR mediators during
placentation in rats (Chapter 1) and whether maternal hypothyroidism causes OS and ERS at
the maternal-fetal interface (Chapter 2). In addition, we evaluated the therapeutic potential of
two manganese porphyrins, MnllIT2EPyP (MnP 1) and MnlIITSB3EPYP (MnP Il), in the
fetoplacental dysfunction of hypothyroid rats (Chapter 3), since MnPs has shown high
antioxidant power, but still have not been evaluated for gestational disorders. For this, three
experiments were carried out using Wistar rats (7-8 animals/group). Hypothyroidism was
induced by daily administration of propylthiouracil (4mg/Kg/day) and treatment with MnPs
(0.1mg/Kg/day) started on the 8th day of pregnancy (DG) (CEUA n° 002/17). In Chapter 1,
the placental expression of antioxidant enzymes (SOD1, GPX1, Catalase) and UPR (ATF6,
PERK, GRP78, CHOP) and hypoxia (HIF1a) mediators were evaluated at 10, 12, 14, 16 and
18 DG. In Chapter 2, the fetoplacental development and placental and decidual expression of
antioxidant (Sodl, Sod2, Cat, Gpx1/2, GST, Nrf2) and hypoxia (Hifla) mediators were
analyzed at 14 and 18 DG, as well the expression of 8-OHdG, a marker of oxidative DNA
damage, and UPR mediators (Perk, Atf6, Atf4, Xbpl, HO1, Grp78 and Chop). In Chapter 3,
the fetoplacental development and placental expression of antioxidant (SOD1, CAT, GPx1,
GST) and hypoxia (HIF1a) mediators, oxidative DNA damage marker (8-OHdG), and ERS
(GRP78 and CHOP), immunological (TNFa and IL-10) and angiogenic (VEGF)mediators
were evaluated at 18 DG. In Chapter 1, higher placental immunostaining of HIF1a was
observed at 16 and 18 DG, while SOD1 and CAT showed higher immunostaining at 14 and
18 DG. GPx1/2, GRP78 and CHOP showed higher immunostaining at 18 DG. Regarding
gene expression, Hiflo. and Sodl showed higher mRNA expression at 12 and 16 DG.
Regarding GPx1, higher expression was observed at 10 and 16DG, while Cat, Perk and
Grp78 showed higher gene expression at 14 DG, unlike Atf6, which had higher expression in
the 12th DG. Chop, on the other hand, maintained high expression from the 12th to the 18th
day of pregnancy, suggesting ERS activation at the end of pregnancy. In Chapter 2, reduced
fetal and placental weight in hypothyroid rats was associated with increased decidual and/or
placental immunostaining of Hifla, 8-OHdG, SOD1, GPx1/2, Grp78 and CHOP at 14 DG,
while there was a reduction in gene expression placental and/or decidual of Sod1, Gpx1, Atf6,
Perk, Hol, Xbpl, Grp78 and Chop in the same gestational period. At 18 DG, hypothyroidism
increased the decidual and/or placental immunostaining of Hifla, 8-OHdG, ATF4, Grp78 and
CHOP, while it reduced the immunostaining and enzymatic activity of Sodl, CAT, GST.
Hypothyroidism also increased placental mRNA expression for Hifo, Nrf2, Sod2, Gpx1, Cat,
Perk, Atf6 and Chop at 18 DG, while decreasing the decidual expression of Sod2, Cat and
Atf6. In Chapter 3, MnPs increased the fetal weight of hypothyroid rats, in addition to MnP |
increasing the weight of fetal organs. MnPs | and Il restored the morphology of the junctional
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zone and increased placental vascularization. MnPs blocked the increase of OS and ERS
mediators caused by hypothyroidism, showing similar levels of expression of HIFla, 8-
OHdG, Gpx1, Grp78 and Chop to the control, in addition to increasing the protein expression
of SOD1, Cat and GPx1/2 and restored 1L10 and VEGF expression in the decidua and/or
placenta. However, MnPs did not restore the low placental enzyme activity of SOD, CAT and
GST caused by hypothyroidism, while increasing the decidual and placental expression of
TNFa. This study demonstrated that the placental expression of antioxidant enzymes and
UPR mediators in female rats is influenced by gestational age, with greater expression in the
periods of hypoxia and at the end of pregnancy, and that the fetal-placental restriction
observed in hypothyroidism is associated with activation of OS and ERS at the maternal-fetal
interface. Furthermore, treatment with MnPs improves fetal-placental development and
protects against OS and ERS caused by hypothyroidism in female rats, suggesting a
promising therapeutic tool for gestational disorders associated with placental stress.

Keywords: placental stress; hypothyroidism; metalloporphyrins; placentation; antioxidants;
rat.
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LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO 1

Figura 1. Perfil de expressio de HIFa na placenta de ratas ao longo da gestagdo. A)
Fotomicrografias da imunomarcagdo de HIFla na zona juncional e labirinto placentério de ratas aos
12, 14, 16 e 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris,
Barra= 50 pm). B) Area de imunomarcagio em pixels de HIFlo na zona juncional e labirinto
placentéario. C) Expressdo génica relativa do Hiflo na placenta de ratas aos 10, 12, 14,16 e 18 DG
(média £ SEM, * P< 0.05, ** P<0.01; Teste SNK; N= 6/grupo). ZJ= zona juncional; LP= labirinto
placentario; DG= dias de
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Figura 2. Perfil de expressdo das enzimas antioxidantes SOD1, GPx e catalase na placenta de
ratas ao longo da gestacéo. A,C,E) Fotomicrografias da imunomarcagdo de SOD1, GPx1/2 e catalase
na zona juncional e labirinto placentario de ratas aos 12, 14, 16 e 18 DG (Estreptavidina-biotina-
peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris, Barra= 50 um). B-F) Area de imunomarcagio
em pixels de SOD1 (B), GPx1/2 (D) e catalase (F) na zona juncional e labirinto placentério. E)
Expressdo génica relativa de Sod1, Gpx1 e Cat na placenta de ratas aos 10, 12, 14,16 e 18 DG (média
+ SEM, * P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001, **** P< 0.0001; Teste SNK; N= 6/grupo). ZJ= zona
juncional, LP= labirinto placentério; DG= dias de
GBSEAGAD. ...ttt 46

Figura 3. Perfil da expressdo de mediadores da UPR na placenta de ratas ao longo da gestacéo.
A-C) Fotomicrografias da imunomarcagdo de GRP78 e CHOP na zona juncional e labirinto
placentario de ratas aos 12, 14, 16 e 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com
Hematoxilina de Harris, Bar= 50pum). D-D) Area de imunomarcagio em pixels de GRP78 (B) e CHOP
(D) na zona juncionale labirinto placentario. E) Expressao génica relativa de Atf6, Perk, Grp78 e Chop
na placenta de ratas aos 10, 12, 14,16 e 18 DG (médiaxtSEM, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e
****%n<0.0001; Teste SNK; N= 6/grupo). ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentéario; DG= dias de
GBSEAGAD. ...ttt etttk bttt b bR E e E R R b E bR R bR R e R e Rt Rt Rt bbb bR 48

CAPITULO 2

Figura 1. Expressiao de HIF1a e Nrf2na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas
aos 14 e 18 dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcagdo de HIF 1a na decidua, zona
juncional e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina
de Harris, Bar= 50pm). C-D) Area de imunomarcacio em pixels do HIFla na decidua, zona
juncionale labirinto placentéarioaos 14 (C) e 18 (D) DG. E-H) Expresséo génica relativa de Hifla (E,G)
e Nrf2 (F,H) na decidua e placenta aos 14 (E,F) e 18 (G,H) DG. (médiaxtSEM, *p<0.05;
**p<0.01;Teste t de Student; N= 6-7/grupo). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto
placentéario; PLA= placenta; DG= dias de
0oLy = To%- o J PR 62

Figura 2. Expressao de 8-OHdG na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14
e 18 dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de 8-OHdG na decidua, zona
juncional e labirinto placentéario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina
de Harris, Bar= 50pum). C-D) Area de imunomarcacio em pixels do 8-OHdG na decidua, zona
juncional e labirinto placentario aos 14 (C) e 18 (D) DG (médiatSEM, *p<0.05; **p<0.01;Teste t de
Student; N= 6-7/grupo). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentério; DG= dias de
0TS = LoF: o J PSSRSO 63
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Figura 3. Expressdo de SOD1 e Sod2 na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas
aos 14 e 18 dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de SOD1 na decidua, zona
juncional e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina
de Harris, Bar= 50um). C-D) Area de imunomarcagio em pixels do SOD1 na decidua, zona juncional
e labirinto placentario aos 14 (M) e 18 (N) DG. E-H) Expressdo génica relativa de Sodl (E,G) e Sod2
(F,H) na decidua e placenta aos 14 (E,F) e 18 (G,H) DG. (médiatSEM, *p<0.05; **p<0.01; Teste t de
Student; N= 6-7/grupo ). DEC= decidua; ZJ= zona juncional, LP= labirinto placentéario; PLA=
placenta; DG= dias de
GBSEAGAD. ...tttk R R R R Rt R e 65

Figura 4-Expressao de GPx na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14 e 18
dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de GPx1/2 na decidua, zona juncional e
labirinto placentério (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris,
Bar= 50um). C,E) Area de imunomarcagio em pixels do GPx1/2 na decidua, zona juncional e labirinto
placentéario aos 14 (C) e 18 (E) DG. N,P) Expressao génica relativa de Gpx1 na decidua e placenta aos
14 (D) e 18 (F) DG. (médiaxtSEM, *p<0.05; **p<0.01; Teste t de Student; N=6-7/grupo). DEC=
decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentario; PLA= placenta; DG= dias de gestagdo........ 66

Figura 5-Expressdo de catalase na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14 e
18 dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de catalase na decidua , zona
juncional e labirinto placentéario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina
de Harris, Bar= 50um). C,E) Area de imunomarcagdo em pixels de catalase na decidua, zona juncional
e labirinto placentario aos 14 (C) e 18 (E) DG. F,H) Expressdo génica relativa de Cat na decidua e
placenta aos 14 (D) e 18 (F) DG. (médiatSEM, **p<0.01; Teste t de Student; N= 6-7/grupo). DEC=
decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentario; PLA= placenta; DG= dias de
0EStAGAD. .....vevveeieiieie e 67

Figura 6- Atividade enzimatica de SOD, catalase e GST na placenta de ratas controle e
hipotireoideas aos 14 e 18 dias de gestacdo. A) Atividade enziméatica de SOD (U/mg/proteina); B)
atividade enzimatica de catalase (U/mg/proteina); C) Atividade enzimatica de GST(nmol/min/mg
proteina); (médiaxSEM, *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001; Teste t de Student; N= 6-7/grupo)......68

Figura 7. Expressdo de Atf6 e Perk na decidua e placenta de ratas controle e hipotireoideas aos
14 e 18 dias de gestacdo.A-D) Expressdo génica relativa do Perk (A,C) e Atf6 (B,D) na placenta e
decidua aos 14 (A,B) e 18 (C,D) DG (médiaxzSEM, *p<0.05; **p<0.01; Teste t de Student; N= 6-
7/grupo) DEC= decidua; PLA= placenta; DG= dias de
GBSLAGAD. ....vvite ettt e 69

Figura 8-Expressdo de ATF4, Hol e Xbpl na decidua e placenta de ratas controles e
hipotireoideas aos 14 e 18 dias de gestacédo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de ATF4 na
decidua , zona juncional e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com
Hematoxilina de Harris, Bar= 50um). C-D) Area de imunomarcacio em pixels do ATF4 na decidua,
zona juncional e labirinto placentério aos 14 (C) e 18 (D) DG. E-H) Expressdo génica relativa de Hol
(E,G) e Xbp1l (F,H) na decidua e placenta aos 14 (O,P) e 18 (Q,R) DG. (médiatSEM, *p<0.05; Teste t
de Student; N= 6-7/grupo ). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentéario; PLA=
placenta; DG= dias de
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Figura 9-Expressdo de GRP78 na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14 e
18 dias de gestacdo.A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de GRP78 na decidua, zona juncional
e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris,
Bar= 50um). C,E) Area de imunomarcacgdo em pixels de GRP78 na decidua, zona juncional e labirinto
placentério aos 14 (C) e 18 (E) DG. D,F) Expressdo génica relativa de Grp78 na decidua e placenta
aos 14 (N) e 18 (P) DG. (médiatSEM, **p<0.01; Teste t de Student; N= 6-7/grupo). DEC= decidug;
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Z)J= zona juncional; LP= labirinto placentario; PLA= placenta; DG= dias de
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Figura 10-Expressao de CHOP na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14 e
18 dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de CHOP na decidua, zona juncional
e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris,
Bar= 50um). C,E) Area de imunomarcacio em pixels de CHOP na decidua, zona juncional e labirinto
placentario aos 14 (C) e 18 (E) DG. D,F) Expresséo génica relativa de Chop na decidua e placenta aos
14 (N) e 18 (P) DG. (médiatSEM, **p<0.01; Teste t de Student; N= 6-7/grupo). DEC= decidua; ZJ=
zona juncional; LP= labirinto placentéario; PLA= placenta; DG= dias de gestagao.............ccccceveruruennns 72
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Figura 3- Dosagem plasmética de T4 livre no dia O de gestagdo e parametros reprodutivos das
ratas controle, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com MnPl e MnPIl aos 18 dias de
gestacdo. A) Dosagem plasmatica T4 livres no dia O de gestacdo; B) Peso uteroplacentéario/n°fetos; C)
Peso do liquido amnidtico/ n° fetos (g); D) Numero de fetos/ fémea; E) Peso fetal (g); F-1) Peso do
figado (F), rim (G), coracdo (H) e pulmé&o (1) fetal (g) (médiaxtSEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0;001;
***%n<0,0001; Teste SNK; N=5-6/grupo (A-C); N= 22/grupo (D); N=19-31/grupo (F-I)).
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Figura 6. Expressdo de 8-OHdG na decidua e placenta de ratas controles, hipotireoideas e
hipotireoideas tratadas com MnPl e MnPIl aos 18 dias de gestacdo A) Fotomicrografias da
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imunomarcacdo de 8-OHdG na decidua, zona juncional e labirinto placentéario (Estreptavidina-biotina-
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pixels do 8-OHdG na decidua, zona juncional e labirinto placentario (médiatSEM, **p<0.01;
***n<(0.001;Teste t de Student; N= 6-7/grupo). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto
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1 INTRODUCAO

A placenta é um 6rgdo critico para a nutricdo e o desenvolvimento adequado do feto
(CHANG et al., 2020; REYNOLDS et al., 2009). Falhas durante o desenvolvimento
placentério contribuem ndo somente para a ocorréncia de aborto, parto prematuro, restri¢cao de
crescimento ou morte fetal, como também representam um risco para a salde da mée, sendo
que a gestacdo e 0 parto continuam sendo as principais causas de morte materna (BEZEMER
et al., 2020; BURTON; JAUNIAUX, 2017; REYNOLDS et al., 2009; VONNAHME et al.,
2008).Varios fatores como subnutrigdo, infeccdes e distirbios metabdlicos como diabetes e
hiperadrenocorticismo podem causar disfun¢Ges placentarias e, secundariamente, a ocorréncia
de pré-eclampsia (DUFEY et al., 2014).

Pré-eclampsia é a principal causa de morbidade e mortalidade em mulheres gestantes e
neonatos e estad associada com restricdo de crescimento intrauterino e comprometimento
neuroldgico fetal grave (40 a 45% dos bebés). Embora afete 5 a10% das gesta¢des em todo o
mundo e seja responsavel por 10 a 15% das mortes maternas, em alguns paises
subdesenvolvidos ainda ndo possui tratamento efetivo ou prevencdo (ABAD et al., 2012;
CINDROVA-DAVIES et al., 2015; ROBERTS; HUBEL, 1999).

Apesar de grande parte dos casos de pré-eclampsia ndao apresentar causa definida, sua
origem tem sido associada a remodelacdo trofoblastica deficiente das artérias espiraladas
maternas que suprem a placenta (BURTON; JAUNIAUX, 2018; HUNG; BURTON, 2006;
KAUFMANN; BLACK; HUPPERTZ, 2003; REDMAN; SARGENT, 2009; REDMAN;
SARGENT; STAFF, 2014). Falhas nesse processo resultam em um ambiente de hipoxia e/ou
de isquemia e reoxigenacdo constante gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) e
deplecdo das concentracBes intracelulares de trifosfato de adenosina (ATP). Como
consequéncia, ocorre estresse placentario e liberagdo de mediadores inflamatorios na
circulacio materna que resultam em hipertensdo, proteindria e edema (BURTON;
JAUNIAUX, 2018; REDMAN; SARGENT, 2009; REDMAN; SARGENT; STAFF, 2014,
ROBERTS; REDMAN, 1993; YUNG et al., 2008). Todas essas alterac0es sdo decorrentes
principalmente de estresse oxidativo (AOUACHE et al., 2018; HUNG; BURTON, 2006) e
estresse de reticulo endoplasmatico (RE) (BURTON et al., 2009; BURTON; YUNG, 2011;
LIAN etal., 2011; LORENZON-OJEA et al., 2020; YUNG et al., 2008).

O estresse oxidativo é o desequilibrio entre a propor¢do de EROs e de antioxidantes,
no qual a producdo de oxidantes supera a remog¢éo dos mesmos (BARBOSA et al., 2010). A

maior parte das EROs encontrada no organismo é produzida nas mitocondrias, onde ha uma
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3

espécie de ‘“vazamento” de radicais livres de oxigénio pelo complexo III da cadeia
respiratoria, formando, principalmente, superdxidos, hidroxilas e perdxidos de hidrogénio
(BURTON; JAUNIAUX, 2004; BURTON; YUNG, 2011). Fisiologicamente, mudangas nos
niveis de oxigénio sdo necessarias durante todo o periodo gestacional para permitir o
desenvolvimento adequado da placenta (SOARES; IQBAL; KOZAI, 2017). Assim, a
producdo de EROs ocorre normalmente durante o processo de placentacdo, sendo que seus
efeitos deletérios sdo evitados pela acdo de enzimas antioxidantes. Contudo, o perfil de
expressao de mediadores pro-oxidantes e antioxidantes ao longo do desenvolvimento
placentario ndo foi totalmente elucidado. Caso a producdo de EROs seja excessiva e/ou
prolongada e ndo ocorra a sua remogédo adequada pelos fatores antioxidantes, danos severos
em proteinas, lipidios e DNA podem ser observados, causando um estado de estresse
oxidativo. Esse estresse pode causar a perda de funcéo da organela, como também reducao na
producdo de ATP, falha na sinalizacdo celular e até a morte celular por apoptose, necrose ou
piroptose (BURTON; JAUNIAUX, 2004; BURTON; YUNG, 2011; CHENG et al., 2019),

Ja o estresse de reticulo endoplasmatico (RE) é causado por perturbacbes na
capacidade da organela em “enovelar” proteinas, resultando na ativacdo das vias de Resposta
a Proteinas Mal Enoveladas (UPR, Unfolded Protein Response) e de degradacdo da proteina
associada a0 RE (ERAD, ER-associated protein degradation) (WALTER; RON, 2011,
WANG; KAUFMAN, 2016; YUNG et al., 2007), cujo perfil de expressdo ao longo do
desenvolvimento placentario também requer mais estudos. A UPR se trata de trés vias de
sinalizacdo gradativas que tém por objetivo restaurar a homeostase da organela. Essas vias
estdo sob o controle de proteinas transmembrana (quinase do RE semelhante a proteina
quinase do RNA (PERK); enzima 1a requerente de inositol (IRE1a) e fator de transcri¢do de
ativacdo 6 (ATF6)), que sdo responsaveis por inibir a sintese de proteinas ndo essenciais,
aumentar a capacidade de enovelar proteinas e estimular a biossintese de fosfolipidios
(VEERBEEK et al., 2015). Enquanto isso, a via ERAD estimula simultaneamente a
degradacdo de proteinas mal-enoveladas acumuladas. Se esses mecanismos ndao forem
capazes de reduzir o estresse, ocorrera morte celular por meio de apoptose (TABAS; RON,
2011; WANG; KAUFMAN, 2016; YUNG et al., 2007).

E importante ressaltar que o estresse oxidativo e o estresse de RE estdo intrinsicamente
ligados, particularmente pela proximidade entre as mitocondrias, onde € produzida a maior
parte das EROs, e o reticulo endoplasmético. Assim, a reducao dos niveis de ATP dentro da
célula pode gerar ndo somente EROs, como também compromete a homeostase de Ca2+ e a

funcdo das enzimas responsaveis pelo enovelamento das proteinas (BURTON; YUNG, 2011,
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VEERBEEK et al., 2015). Pesquisas j& mostraram que tanto o estresse oxidativo quanto as
vias de resposta ao estresse de RE podem ser induzidas por infeccdo viral, hipoxia e privacdo
de nutrientes (VEERBEEK et al., 2015; WALTER; RON, 2011; YANG et al., 2021), sendo
que algumas doengas como neurodegeneracdo, diabetes, obesidade, cancer e hipotireoidismo
apresentam estresse oxidativo e/ou o estresse de RE na sua patogénese (DUFEY et al., 2014;
MANCINI et al.,, 2016). Além disso, estudos mostraram que a reducdo sérica de
triiodotironina (T3) ou tiroxina (T4) livre, o aumento de tireotrofina (TSH) e a presenca de
anticorpos contra tireoperoxidase (TPO) e tireoglobina (Tg) estdo associados com a
ocorréncia de pré-eclampsia (KURLAK et al., 2013; LARIJANI et al., 2009; ZHOU et al.,
2014), sugerindo uma relacdo causal entre hipotireoidismo e pré-eclampsia.

A prevaléncia de hipotireoidismo em mulheres durante a gestacdo é de 2,5 até 15%,
dependendo da regido geogréafica (IDRIS et al., 2005; ZHANG; DONG; SU, 2016), sendo que
em animais também é considerada uma das principais endocrinopatias (CHOKSI et al., 2003).
Além da sua alta prevaléncia, sua incidéncia estd associada ao atraso do inicio da puberdade
(STYNE, 1991), anovulacdo (POPPE; GLINOER, 2003), cistos ovarianos, infertilidade,
aumento da frequéncia de abortos espontaneos (LONGCOPE; C., 1991;
THANGARATINAM et al., 2011), além de originar neonatos prematuros de baixo peso e
com anomalias congénitas (KRASSAS, 2000; SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018).

Pesquisas realizadas por nosso grupo de pesquisa (SILVA et al.,, 2012; SILVA;
OCARINO; SERAKIDES, 2014, 2015) demonstraram que ratas com hipotireoidismo
gestacional apresentam placentas e fetos menores, sendo que essas alteracGes estavam
associadas com uma reducdo da migracdo trofoblastica intrauterina e da expressdo de
metaloproteinases (MMP 2 e 9) e fatores angiogénicos (fator de crescimento placentério;
PLGF) pela placenta, como também com um aumento da apoptose e reducdo da proliferacdo
das células trofoblasticas. Silva, Ocarino, Serakides (2014) também demonstraram que 0
hipotireoidismo gestacional em ratas reduz a expresséo de IL-10 e NOS2 na placenta. Estudos
mostraram que a reducgdo de IL-10 e NOS2 na interface materno-fetal promove estresse
oxidativo placentario causando aborto, parto prematuro, natimortalidade e pré-eclampsia
(HARMON et al., 2015; KALKUNTE et al., 2011; LAI; KALKUNTE; SHARMA, 2011;
ROSARIO; KONNO; SOARES, 2008).

Os horménios tireoidianos sd@o importantes reguladores do consumo de oxigénio e de
antioxidantes no organismo (MENG et al., 2016; SAHOO et al., 2008), sendo que a
hipofuncdo tireoidiana afeta a cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias gerando
EROs (CHAKRABARTI et al., 2016), além de comprometer a atividade antioxidante e o
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metabolismo lipidico (MANCINI et al., 2016). Embora estudos tenham comprovado que
ohipotireoidismo afeta o balango oxidativo em diversos 6rgdos como péancreas, cérebro,
figado e coracdo (MANCINI et al.,, 2016; MENG et al.,, 2016; SAHOO et al., 2008;
SAJADIAN et al.,, 2016; ZHANG; DONG; SU, 2016), ainda ndo foi confirmado se o
hipotireoidismo materno causa estresse oxidativo na interface materno-fetal, como também
ndo h& informacbes sobre a ocorréncia de estresse de RE. Na pré-eclampsia h4 aumento da
expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pelas células trofoblasticas
(GHOSH et al., 2010; JAIN et al., 2012) e ratas gestantes com hipotireoidismo apresentam
aumento da expressdao de VEGF pela placenta no meio da gestagéo (SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2015), sendo que o aumento da expressdo de VEGF em células trofoblasticas
envolve a ativagdo de IREla, PERK e ATF6, proteinas envolvidas na UPR(GHOSH et al.,
2010), reforcando a hipotese de estresse reticular placentario causado pelo hipotireoidismo.

Pelo fato do hipotireoidismo e da pré-eclampsia, além de outras doencas como
diabetes, obesidade e cancer, apresentarem na sua génese um desbalan¢o no estado redox no
interior da célula, pesquisas tém procurado ferramentas terapéuticas por meio da utilizacdo de
antioxidantes sintéticos ou naturais no intuito de restaurar o equilibrio entre as EROs e 0s
sistemas antioxidantes (BATINIC-HABERLE et al., 2012). Nesse sentido, nos Gltimos anos,
estudos tem demonstrado que porfirinas de manganés (MnPs) apresentam grande potencial
terapéutico no controle do estresse oxidativo em modelos de acidente vascular cerebral,
isquemia renal e radioprotecdo pelo fato de apresentarem alto poder antioxidante e minima
toxicidade, além da alta biodisponibilidade devido a sua lipofilicidade (BATINIC-HABERLE
et al., 2012). Essas porfirinas foram capazes de regular fatores de transcrigao (HIF1a e NF-
KB) dependentes de redox e suprimir processos inflamatérios mediados por estresse oxidativo
(BOTTINO et al., 2004; GAUTER-FLECKENSTEIN et al., 2010).

Dessa forma, caso o hipotireoidismo resulte em estresse oxidativo e estresse de
reticulo endoplasmatico na interface materno-fetal de ratas, outra hipotese deste trabalho é
que as MnPs podem impedir ou reduzir as alteracfes gestacionais observadas no
hipotireoidismo materno. Se essa hipotese for comprovada, sera de grande importancia para o
estabelecimento de ensaios clinicos em mulheres com pré-eclampsia e/ou hipotireoidismo
materno (ABAD et al., 2012; AOUACHE et al., 2018; BURTON; JAUNIAUX, 2018; IDRIS
et al., 2005).
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2 OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil de mediadores de estresse oxidativo e da via UPR na interface
materno-fetal de ratas em condicGes fisiologicas e no hipotireoidismo materno e o potencial

terapéutico de MnPs na disfuncéo feto-placentaria de ratas hipotireoideas.

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar:

— Perfil de expressdo génica e proteica de HIF1a, SOD1, CAT, GPx1, ATF6, PERK,
GRP78 e CHOP na placenta de ratas aos 10, 12, 14, 16 e 18 dias de gestacédo
(CAPITULO 1);

— Expressdo génica e proteica de CAT, SODI1, SOD2, GPx1l, NRF2 e¢ HIFla na
interface materno-fetal de ratas com hipotireoidismo materno aos 14 e 18 dias de
gestacdo (CAPITULO 2);

— Expressdo génica e proteica de PERK, XBP1, HO1, ATF6, ATF4, GRP78 e CHOP na
interface materno-fetal de ratas com hipotireoidismo materno aos 14 e 18 dias de
gestacdo (CAPITULO 2);

— Atividade enziméatica de SOD, Catalase e GST na placenta de ratas com
hipotireoidismo materno aos 14 e 18 dias de gestacio (CAPITULO 2);

— Desenvolvimento fetal e placentéario de ratas com hipotireoidismo materno e tratadas
com MnllIT2EPyP e MnllITSB3EPYP aos 18 dias de gestagdo (CAPITULO 3);

— Expressdo génica e proteica de CAT, SOD1, GPx1, NRF2 e HIFla na placenta de
ratas com hipotireoidismo materno e tratadas com MnllIT2EPyP e MnllIIT5B3EPyP
aos 18 dias de gestacdo (CAPITULO 3);

— Expressédo génica e proteica de GRP78 e CHOP na placenta de ratas com
hipotireoidismo materno e tratadas com MnllIT2EPyP e MnllITSB3EPYP aos 18 dias
de gestacdo (CAPITULO 3);

— Atividade enziméatica de SOD, Catalase e GST na placenta de ratas com
hipotireoidismo materno e tratadas com MnllIIT2EPyP e MnllITSB3EPYP aos 18 dias
de gestacdo (CAPITULO 3);

— Expressdao proteica de mediadores imunologicos (IL10, TNFa) e angiogénicos
(VEGF) na placenta de ratas com hipotireoidismo materno e tratadas com
MnllIT2EPYP e MnllIT5B3EPyPaos 18 dias de gestagdo (CAPITULO 3).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Interface materno-fetal

O estabelecimento de uma gestacdo e o desenvolvimento saudavel do feto requer a
formacéo adequada da interface materno-fetal, sendo que falhas nos processos de fertilizacao,
decidualizacdo e/ou placentacdo sdo criticos para a gestacdo. Nesse sentido, a interface
materno-fetal atua na relagdo made-feto, modulando o metabolismo materno a favor do
crescimento e desenvolvimento fetal, além de controlar a toleréncia imunoldgica ao feto e
protegé-lo contra diversas doencas e patdgenos externos. Para desempenhar a sua fungdo, a
interface materno-fetal se organiza em uma por¢do materna — a decidua, e uma porcéo fetal —
a placenta (CHANG et al., 2020).

4.1.1Decidua

A decidua é um tecido especializado do endométrio modificado cujo objetivo é
permitir a implantacdo embrionaria e manter a gestacdo, uma vez que desempenha funcgdes
imunoldgicas, antioxidantes, nutritivas e angiogénicas na interface materno-fetal
(FULLERTON et al., 2017; SILVA; SERAKIDES, 2016).

Em roedores (camundongos e ratos) a decidua é formada apds a implantacdo do
embrido, entre 0 4° e 6° dia de gestacdo (LIU; WANG, 2015; PLAISIER, 2011), em que
células estromais uterinas semelhantes a fibroblastos passam por um processo de
diferenciacdo armazenam glicogénio, aumentam o volume e a capacidade de secretar diversos
fatores de crescimento, sendo esse evento denominado de decidualizagdo (REYNOLDS et al.,
2009).

Em mulheres, a decidualizacdo ocorre em um periodo conhecido como janela de
implantacdo, que compreende o periodo po6s-ovulacdo dentro do ciclo menstrual até o inicio
da gestacdo. Caso haja fertilizacdo e ocorra a implantacdo embrionaria, a decidualizacdo sera
controlada por diversos fatores de crescimento e mediadores hormonais, resultante do
aumento sérico dos niveis plasmaticos de progesterona (P4) e estradiol (E>).

A decidualizacdo ou reacdo decidual em humanos é caracterizada por extensa
proliferacéo, diferenciacédo e vascularizacdo uterina, na qual células mesenquimais alongadas
semelhantes a fibroblastos se diferenciam em células epitelioides denominadas de células
deciduais (GELLERSEN; BROSENS, 2014). Essas células possuem capacidade secretora,
produzindo fatores como a proteina-1 de ligagdo ao fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGFBP1) e a prolactina (PRL), marcadores caracteristicos do processo de
decidualizacdo (APLIN et al., 2020; CHAKRABORTY et al., 2011; GELLERSEN;
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BROSENS, 2014; JIA; LI, 2020; SMITH et al., 2009). A decidua € reconhecida também por
sua alta vascularizagdo e por coordenar a angiogénese na interface materno-fetal
(REYNOLDS et al., 2009), sendo essa angiogénese regulada principalmente pelo fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), angiopoietinas (ANGs) e o fator de crescimento
placentario (PIGF). Essa modulacdo da angiogénese realizada por esses mediadores €
dependente de P4 e E> (PLAISIER, 2011; SOUZA et al., 2017, 2020).

No processo de decidualizacdo € necessario o estabelecimento de um ambiente
inflamatorio na interface materno-fetal e o desenvolvimento de tolerdncia imune materna,
para que ocorra o processo de invasao trofoblastica no endométrio e, com isso, a implantacéo
embrionaria. Falhas durante esse processo sdo incriminadas como as principais causas de
perda gestacional recorrente, uma vez que modulacdo imunolégica inadequada na decidua
pode levar a rejeicdo do concepto (LUCAS et al., 2020; SHARMA, 2014; SILVA;
SERAKIDES, 2016). Todo esse processo de invasdo trofoblastica e modulacdo da resposta
imune na interface materno-fetal é regulado de forma temporal e espacial por fatores
autocrinos e paracrinos derivados dos trofoblasto e/ou das células deciduais (APLIN et al.,
2020; ZHAO et al., 2016).

As células trofoblasticas invasoras ou extravilosas (EVTs) compreendem o trofoblasto
intersticial, que invade o estroma decidual, e o trofoblasto endovascular, que promove a
invasdo e remodelamento das artérias espiraladas uterinas (SILVA; SERAKIDES, 2016).
Essas EVTs sdo responsaveis pela secrecdo de metaloproteinases de matriz (MMPS),
especialmente MMP 2 e MMP 9, que degradam a matriz extracelular para permitir a invasao e
migracdo trofoblastica intrauterina. A decidua, a0 mesmo tempo, controla esse processo de
invasdo trofobléstica ao produzir os inibidores teciduais das metaloproteinases de matriz
(TIMPs). Os TIMPs clivam as MMPs e evitam a invasdo exacerbada do endométrio pelo
trofoblasto invasivo (LEE et al., 2019; SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016). Falhas nesse
controle resultam em alteracbes placentarias graves como a placenta creta, na qual o
trofoblasto pode atingir até o perimétrio resultando em sangramento intenso e problemas no
processo do parto (JAUNIAUX; BURTON, 2018; ZHU; PANG; YU, 2012). Além dessas
alteraces, falhas na decidualizacdo também podem resultar em aborto precoce e disfuncbes
na placentacdo, causando pre-eclampsia e restricdo de crescimento intrauterino (DUNK et al.,
2019).

Em mulheres, as células EVTs também realizam a invasdo das glandulas uterinas no
inicio da decidualizacdo (trofoblastos endoglandulares), promovendo a nutri¢do histotréfica

do embrido no inicio da gestacdo, uma das principais fun¢Ges da decidua. Essa funcdo de
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nutri¢do histotréfica ficou mais evidente também depois de ser verificado que as células EVTs
endovasculares, no inicio da remodelacdo das artérias espirais, obstruem esses vasos
sanguineos, restringindo o fluxo de sangue para a placenta. Somente ap06s o desenvolvimento
do embrido, esses plugues celulares formados pelas células EVTs sdo rompidos e 0 sangue
oxigenado e rico em nutrientes atinge a placenta (JAFFE; JAUNIAUX; HUSTIN, 1997,
MOSER et al., 2015, 2016; WANG; ZHAO, 2010). A partir desse momento e com a
formacdo da placenta, a nutricio do embrido passa a ser hemotrofica (BURTON;
CINDROVA-DAVIES; TURCO, 2020; JONES; CHOUDHURY; APLIN, 2015; MOSER et
al., 2015).

4.1.2 Placentacéo

O processo de placentacdo é outro evento importante para o estabelecimento da
interface materno-fetal. A placenta é o 6rgédo responsavel pelo desenvolvimento e nutri¢do do
feto, além de assumir diversas outras funcdes como imunorregulacdo e producdo hormonal
(FURUKAWA; KURODA; SUGIYAMA, 2014; SILVA et al., 2012; SOARES et al., 2012).

Existem trés tipos gerais de placenta que sdo classificadas quanto a formacdo da
barreira placentaria (CARTER; ENDERS, 2016; LEISER; KAUFMANN, 1994). Humanos,
roedores e primatas ndo-humanos possuem uma placenta hemocorial, que é mais invasiva, ja
que héa contato direto entre trofoblasto e o sangue materno. E importante destacar que as
placentas hemocoriais sdo subdivididas quanto a quantidade de camadas de células
trofoblasticas que separam os vasos fetais do sangue materno, sendo classificadas como
hemotricoriais (trés camadas), hemodicoriais (duas camadas) ou hemomonocoriais (uma
camada) (LEISER; KAUFMANN, 1994). Assim, enquanto em humanos a placenta €
hemomonocorial, na rata e nos camundongos a placenta é classificada como hemotricorial.
Além disso, outros tipos de placentas menos invasivas sdo observados em outras espécies,
como a endoteliocorial que ocorre principalmente em carnivoros e a sinepteliocorial em
ruminantes (ENDERS, 1965; FURUKAWA; KURODA; SUGIYAMA, 2014; FURUKAWA;
TSUJI; SUGIYAMA, 2019; LEISER; KAUFMANN, 1994; SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2015).

O desenvolvimento da placenta depende de mecanismos de diferenciagdo, migracéo e
invasdo das células trofoblasticas, as quais possuem a capacidade de reconhecer, modificar e
modular a funcdo das células uterinas (ZHANG et al., 2016a). A placenta hemocorial de ratas,
foco deste estudo, é formada por volta do 12° dia de gestacdo, possui formato discoide e se

divide morfologicamente em duas camadas, que se dispdem no sentido da mée para o feto:
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zona juncional, formada pela camada de células gigantes e espongiotrofoblasto; e zona do
labirinto, além da placa coriénica (BURDON et al., 2007; SILVA; SERAKIDES, 2016).

As células gigantes trofoblasticas e o trofoblasto invasor que se originam da zona
juncional estdo diretamente envolvidos no remodelamento da decidua, na imunorregulacéo e
na producdo de horménios da familia da PRL (FARIA et al., 2010; SOARES et al., 2012). O
espongiotrofoblasto, presente na zona juncional, modula a proliferacdo e diferenciacdo do
trofoblasto invasor, a sintese de horménios como P4 e PRL, alem da formagéo e diferenciagéo
das células de glicogénio. As células de glicogénio apresentam ndo somente funcao nutritiva
como reserva energética, mas também auxiliam no remodelamento das artérias espiraladas
uterinas e imunomodulagdo da interface materno-fetal. J& a zona do labirinto é o local onde
ocorrem as trocas gasosas, de nutrientes e residuos entre a mae e o feto (BURDON et al.,
2007; FARIA et al., 2010; SOARES et al., 2012).

Humanos e ratos possuem placenta hemocorial com algumas semelhancas
morfofisiologicas. Dentre as semelhancas, uma das caracteristicas € a invasdo e o
remodelamento das artérias espiraladas, que em ratos é profunda assim como observado em
humanos (PIINENBORG; VERCRUYSSE; HANSSENS, 2006; SOARES et al., 2012). No
entanto, a placenta de roedores possui o labirinto placentario como regido de troca materno-
fetal, enquanto em humanos s&o observadas as vilosidades coridnicas (SILVA; SERAKIDES,
2016).

O trofoblasto endovascular e intersticial presentes no endométrio decidualizado sao as
principais células envolvidas na remodelacdo das artérias espiraladas uterinas, por
apresentarem caracteristicas migratérias e invasivas, além de influenciarem o comportamento
de outros tipos celulares na interface materno-fetal (SILVA; SERAKIDES, 2016). A
remodelacdo mais invasiva e profunda das artérias espiraladas uterinas aumenta sua flacidez e
distensdo, pois seus constituintes estruturais como o musculo liso e a lamina elastica que
envolvem essas artérias sdo removidos, facilitando assim o fluxo sanguineo adequado para o
feto em crescimento (PIINENBORG; VERCRUYSSE; HANSSENS, 2006; SILVA,
SERAKIDES, 2016; SOARES et al., 2014).

As células natural killer uterinas (UNKS), presentes no endométrio decidualizado, séo
também fundamentais para o processo de placentacdo. Existem diversos estudos que atribuem
diferentes funcbes a essas células no desenvolvimento placentario, principalmente na
placentagdo hemocorial. Alguns autores sugerem que as células uNKs atuam na interface
materno-fetal induzindo a migragdo e invasdo das células trofoblasticas e o remodelamento
das artérias espiraladas no inicio da gestacio (CHAKRABORTY et al., 2011; FAAS; DE
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VOS, 2017; MOFFETT-KING, 2002; SOARES et al., 2012), pois com a morte dessas células
ocorre a liberacdo dos seus granulos que degradam a matriz extracelular e as células
musculares lisas da parede vascular (CHAKRABORTY et al., 2011; SILVA; SERAKIDES,
2016). As células uNKs também modulam e restringem o processo de invaséo trofoblastica
prematura e a reestruturacdo das artérias espiraladas uterinas, promovendo assim uma
protecdo materna contra disfungbes placentarias decorrentes de invasdo trofoblastica
excessiva (RENAUD et al., 2017).

Tanto em ratas quanto em mulheres, falhas na migracao trofoblastica e deficiéncia na
remodelagdo das artérias espiraladas uterinas sao apontadas como as principais causas da pré-
eclampsia e de outras disfungbes gestacionais, como parto prematuro, restricdo de
crescimento intrauterino e morte fetal, que podem afetar ndo somente a saide materna, como
também a salde do recém-nascido na vida pés-natal (SILVA; SERAKIDES, 2016; SOARES;
VARBERG; IQBAL, 2018).

4.2 Hipotireoidismo e disfuncao placentaria

Os hormonios tireoidianos (HTs) modulam diversos processos fisioldégicos no
organismo como o crescimento e desenvolvimento de o6rgdos, metabolismo energético,
reproducdo, defesa contra radicais livres, entre outros. Suas acGes ocorrem desde o
desenvolvimento fetal, sendo os HTs inicialmente fornecidos pela mée e depois produzidos
pelo préprio feto, até a vida adulta (CHENG et al., 2015; CHENG; LEONARD; DAVIS,
2010; CROSS, 2005; HULBERT, 2000; MANCINI et al., 2016).

Os principais HTs sdo a T3 e a T4. A T4 é a principal forma encontrada no sangue e
precursora da T3, a forma biologicamente ativa. Na reproducéo, os HTs possuem ndo somente
acao central, influenciando a liberacdo das gonadotrofinas (FONSECA et al., 2013; LARSEN,
1982), como também agem sobre os foliculos ovarianos, os corpos lUteos, o Gtero e a placenta
influenciando o seu desenvolvimento e funcdo. Sua acdo ocorre em conjunto com outros
horménios e fatores de crescimento, como Ez, PRL e fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF), que influenciam a atividade e fun¢do dos HTs (CHEN et al., 2013; CHENG;
LEONARD; DAVIS, 2010; SILVA et al., 2012; SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014,
2018).

Em humanos e roedores, 0s mecanismos que regulam os HTs s&o os mesmos. O eixo
hipotalamo-hipofise-tireoide (HHT) é regulado por sistemas de feedbacks negativos e
positivos, sendo que o hormdnio liberador de tireotropina (TRH), secretado pelo hipotalamo,

regula a secrecdo do horménio estimulante da tireoide (TSH) pela hipofise, que atua na
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glandula tireoide promovendo a sintese e secre¢do de T3 e T4. Estes, por sua vez, limitam a
liberagdo hipotalamica e hipofisaria de TRH e TSH, respectivamente, para manter seus niveis
plasmaticos dentro da normalidade (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018;
ZIEGELMULLER et al., 2015).

AlteracOes no eixo HHT podem desencadear disfungdes tireoidianas como o hipo e o
hipertireoidismo, tendo o hipotireoidismo maior prevaléncia. A hipofuncéo tireoidiana é uma
das principais endocrinopatias que afetam mulheres em idade reprodutiva (1 a 3%), levando a
quadros de infertilidade, pré-eclampsia, aborto, parto prematuro, reducdo no peso fetal e
placentario, natimortalidade e cretinismo tanto em humanos quanto em animais
(BUDENHOFER et al., 2012; LI et al., 2010; SILVA et al., 2012; SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2018; THANGARATINAM et al., 2011; ZIEGELMULLER et al., 2015).
Estudos demonstraram que o hipotireoidismo em ratas afeta a decidualizacdo, reduz a
migracdo trofoblastica intrauterina com reducdo da producdo de MMP 2 e 9, além de
comprometer o desenvolvimento placentario e a angiogénese na interface materno-fetal. Ratas
com hipotireoidismo materno apresentam aumento da apoptose e reducdo da proliferacdo de
células trofoblasticas na camada juncional e labirintica, como também reducdo de mediadores
angiogénicos como o fator de crescimento placentario (PIGF) (CHEN; CHEN; LIN, 2015;
SILVA et al., 2012; SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2015; SOUZA et al., 2017).

Na placenta de ratas hipotireoideas foi demonstrada também reducdo da expresséo de
mediadores anti-inflamatérios como interleucina 10 (IL-10) e oxido nitrico sintetase-2
(NOS2) (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014; THANGARATINAM et al.,, 2011),
enquanto na decidua foi observada reducdo de NOS2 e da populacdo de células uNKs
(SOUZA et al.,, 2020). Como a interface materno-fetal apresenta um ambiente anti-
inflamatdrio na maior parte da gestacdo, com excecdo do periodo de implantacédo e parto, isso
permite uma tolerancia imunoldgica adequada ao feto durante o seu desenvolvimento. Desse
modo, o comprometimento desse status imunoldgico da interface materno-fetal, como
observado no hipotireoidismo, pode comprometer o desenvolvimento fetal (SILVA;
OCARINO; SERAKIDES, 2014). Além disso, reducdo de IL-10 e NOS2, da migracdo
trofoblastica intrauterina e da angiogénese tém sido associados a estresse oxidativo em
algumas disfuncdes gestacionais, como aborto, parto prematuro, natimortalidade e pré-
eclampsia (BURTON; JAUNIAUX, 2018; HARMON et al., 2015; KALKUNTE et al., 2011;
ROSARIO; KONNO; SOARES, 2008; SILVA; SERAKIDES, 2016).

Os HTs sdo importantes reguladores do consumo de oxigénio e de antioxidantes no
organismo (MENG et al., 2016; SAHOO et al., 2008), sendo que a hipofuncéo tireoidiana
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afeta a cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias gerando EROs (CHAKRABARTI
et al., 2016), além de comprometer a atividade antioxidante e o metabolismo lipidico. Embora
estudos tenham comprovado que o hipotireoidismo afeta o balanco oxidativo em diversos
Orgdos como pancreas, cérebro, figado e coracdo (MANCINI et al., 2016; MENG et al., 2016;
SAHOO et al., 2008; SAJADIAN et al., 2016; ZHANG; DONG; SU, 2016), ainda ndo foi
confirmado se o hipotireoidismo materno causa estresse oxidativo (EO) na interface materno-
fetal, que poderia ser a causa das alteracdes placentarias observadas em mulheres e ratas com
hipotireoidismo. Vale salientar que, o EO tem sido incriminado como a principal causa das
alteracOes gestacionais observadas em mulheres com pré-eclampsia, restricdo de crescimento
intrauterino, aborto recorrente e parto prematuro (AOUACHE et al., 2018; HANSSON;
NAAV; ERLANDSSON, 2015).

4.3 Estresse placentario

Mudangas nos niveis de oxigénio na interface materno-fetal ocorrem durante todo o
periodo gestacional, sendo que um ambiente de hipdxia fisiolégica em diferentes estagios
gestacionais € necessario para 0s processos de placentacdo, angiogénese e hematopoiese
(SOARES; IQBAL; KOZAI, 2017). Contudo, quando ocorrem disfuncdes placentarias que
implicam em ma perfusdo sanguinea, como falhas na invasdo trofoblastica e no
remodelamento das artérias espiraladas uterinas, a hipdxia ocorre de forma exacerbada e
resulta em EO. Esse EO ocorre pela alta producdo de EROs, que é prejudicial para o
desenvolvimento e fungéo da interface materno-fetal (BURTON; YUNG, 2011).

O EO pode ser intensificado ndo somente por uma reducao da expressao e/ou atividade
de enzimas antioxidantes, como também pela reducéo da atividade das MMPs 2 e 9 causada
pelos baixos niveis de 02, que compromete mais ainda o processo de invasdo pelas células
trofoblasticas (ONOGI et al., 2011; SCHOOTS et al., 2018). Contudo, a reducdo dos niveis
de O2 e, consequentemente, de ATP, pode gerar ndo somente EROs na interface materno-
fetal, como também compromete a homeostase de Ca2+ e a funcdo das enzimas responsaveis
pelo enovelamento das proteinas dentro do reticulo endoplasmatico (RE), podendo causar o
estresse de RE (ERE)(BURTON; YUNG, 2011; VEERBEEK et al., 2015). Assim, hoje sabe-
se que tanto o EO quanto o ERE estdo associados com a ocorréncia de doengas gestacionais
como pré-eclampsia, restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) e aborto (BURTON;
JAUNIAUX, 2011; BURTON; YUNG, 2011; LIAN et al., 2011; YUNG et al., 2007).

4.3.1Estresse oxidativo

O EO tem sido estudado e caracterizado de diversas formas nos Gltimos anos, uma vez
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que estd implicado na patogénese de diversas doencas, entre elas a pré-eclampsia, diabetes
mellitus gestacional e outras patologias gestacionais. O EO é definido como um desequilibro
metabolico na producdo de oxidantes e sua remocdo pelos antioxidantes, resultando em
elevada concentracdo de EROs. A mitocondria € a principal organela envolvida
(MAILLOUX, 2020), uma vez que ¢ através dela que ocorre um ‘“vazamento” de radicais
livres de oxigénio pelos complexos | e 11l da cadeia respiratoria, formando, principalmente,
superoxidos (O%), hidroxilas (OH) e peroxidos de hidrogénio (H202) (BURTON;
JAUNIAUX, 2004, 2011).

Contudo, fisiologicamente, diferentes tipos de EROs também estdo envolvidos em
diversos processos metabolicos. Como exemplo, baixas concentracdes de H>O> participam na
diferenciacdo e proliferacdo celular, de modo que estudos ja demonstram que as EROs sdo
essenciais para a sobrevivéncia celular e sinalizacdo adaptativa (ALFADDA; SALLAM,
2012; JONES; CHOUDHURY; APLIN, 2015; MAILLOUX, 2020; SIES, 2017; SIES;
BERNDT; JONES, 2017). Entretanto, um estado prolongado de estresse oxidativo danifica as
células por causar danos severos as proteinas, lipidios e DNA, cujas consequéncias podem ser
desde a perda de funcdo de organelas, como também reducdo na producdo de ATP, falha na
sinalizacdo celular e até a morte celular por apoptose, necrose ou piroptose (BURTON;
JAUNIAUX, 2004; CHENG et al., 2019).

Altos niveis de EROs promovem ativacdo do fator 1 induzido por hipoxia (HIF-1),
principal marcador de hipéxia no ambiente celular (DUNWOODIE, 2009; SOARES; IQBAL,;
KOZAI, 2017). O HIF-1 promove de forma bilateral a regulacdo dos niveis de EROs na
célula, por meio da inducdo de angiogénese através da expressdo de VEGF (ZHANG et al.,
2020). Além disso, o HIF-1 exerce grande influéncia no processo de placentacdo, uma vez
que influencia o recrutamento, diferenciacdo e proliferacdo das células uNKs na decidua,
como também a maturacdo da zona juncional da placenta e a migracdo e diferenciacdo das
células de glicogénio. A redugdo do numero de celulas uNKs promove um ambiente de
hipoxia decidual, que é sinalizado pelo aumento de HIF-1. Ratas com reducdo de células
UNKSs apresentam aumento da zona juncional, sendo que o0 mesmo foi observado em ratas
gestantes expostas a um ambiente de baixo teor de oxigénio no inicio da gestacdo
(CHAKRABARTI et al., 2016; KENCHEGOWDA et al., 2017; SOARES et al., 2014).

Com o excesso de EROs, mecanismos de defesa sdo acionados para controlar ou
minimizar os danos por eles causados. Entre essas vias antioxidantes estdo as enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Algumas dessas

enzimas dependem de micronutrientes para funcionarem adequadamente, como a glutationa



33

peroxidase, que requer o selénio para regular a peroxidagdo de lipidios e de hidrogénio. Por
esse motivo, o estresse oxidativo também pode ser desencadeado por dieta desbalanceada ou
subnutricdo (MISTRY; WILLIAMS, 2011; SHENG et al., 2014).

A enzima SOD é responsavel pela conversdo do superéxido em H2O». Depois, atraves
da acdo das enzimas CAT ou GPx, o H202 pode ser transformado em agua. A SOD ¢é
encontrada em trés formas bioldgicas: SOD1 ou manganés SOD (MnSOD), expressa em
mitocondrias, SOD2 ou cobre-zinco SOD (CuzZnSOD), expressa no citoplasma, e SOD3,
também denominada CuzZnSOD, encontrada no meio extracelular (LUBOS; LOSCALZO;
HANDY, 2011; MILLER, 2012).

A catalase é um tetrdmero contendo heme, comumente encontrada na maioria dos
organismos aerdbios. E muito eficiente em degradar o H.0O2 em moléculas de gua e oxigénio
por meio da reacdo de Fenton, evitando a formacdo de EROs. Ha grande expressao de catalase
nos tecidos hepético, renal e pulmonar, principalmente no interior das mitocéndrias e, em
menor extensdo, nos peroxissomos (RINDLER et al., 2013; UNSAL et al., 2020).

A glutationa também € responsavel pela degradacdo de H203, exercendo suas funcgdes
antioxidantes através de reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas. E classificada em glutationa
redutase (GR), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S transferase (GST). Ja foram
identificados oito tipos de GPx, sendo a GPx1 a mais importante no combate ao EO. A GPx1
é intracelular e encontrada em diferentes compartimentos celulares, como no citosol e nas
mitocondrias. A GPx1 em mamiferos é geralmente selénio- dependente, de modo que baixos
niveis de selénio reduzem os niveis de GPx1. A Gpx2, diferente da Gpx1, é mais restrita e
expressa principalmente no sistema gastrointestinal dos mamiferos. A GPx3 é extracelular e
importante no combate ao EO no plasma e intersticio (JIAO et al., 2017; LUBOS;
LOSCALZO; HANDY, 2011; UNSAL et al., 2020).

A expressao dessas enzimas antioxidantes depende também da ativacdo de fatores de
transcrigdo, como o fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2). O NRF2, junto
com a proteina 1 associada a ECH do tipo Kelch (Keapl), atua na defesa antioxidante ao
regular positivamente as enzimas SOD, CAT e GPx, como também a expressdo de VEGF.
Além disso, 0 NRF2 é capaz de modular processos inflamatdrios ao regular negativamente a
expressao do fator nuclear- kappa B (NF-kB). A reducéo de NRF2 esta associada a ocorréncia
de EO e, consequentemente, de inflamacéo, por meio da ativacdo do NF-kB (ARMISTEAD et
al., 2020; FRANCISQUETI-FERRON et al., 2019; LOBODA et al., 2016; SHARMA et al.,
2021).
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4.3.2 Estresse de reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) é uma importante organela celular responsavel pelo
dobramento de proteinas e encaminhamento ao complexo de Golgi via vesiculas secretorias.
Quando ocorre lesdo celular provocada por estresse oxidativo, processos inflamatérios,
infecgBes virais, privacdo de nutrientes e/ou deficiéncias nos niveis de célcio, proteinas mal
enoveladas comegam a se acumular no RE. Por causa disso, uma série de vias de sinalizagao
sdo ativadas, por meio da via de Resposta a Proteinas Mal Enoveladas (UPR, Unfolded
Protein Response), para evitar o acimulo de proteinas mal enoveladas. A ativacdo dessas vias
compreende o estresse de reticulo endoplasmatico (ERE), cujo objetivo principal é restaurar a
homeostase celular. Caso 0 acimulo dessas proteinas seja excessivo e/ou se mantenha por
tempo prolongado, o ERE pode resultar em inflamacdo e morte celular (WANG;
KAUFMAN, 2016). No entanto, vale ressaltar que a ativacdo do ERE também esta implicada
em eventos fisioldgicos na interface materno-fetal, como na migragdo e invasdo trofoblastica
e na angiogénese (GUZEL et al., 2017; SCHOOTS et al., 2018).

A UPR estd sob o controle de trés proteinas transmembrana: quinase do RE
semelhante a proteina quinase do RNA (PERK), enzima la requerente de inositol (IREla) e
fator 6 de ativacdo transcricional (ATF6), que sdo responsaveis por inibir a sintese de
proteinas ndo essenciais e aumentar a capacidade de enovelar e estimular a biossintese de
fosfolipidios (VEERBEEK et al., 2015). Sob condicGes basais, a chaperona BiP, também
chamada de GRP78, mantém essas proteinas transmembranas em estado inativo ao se ligar
aos seus respectivos sensores no dominio luminal do RE. Com o aumento de proteinas mal
enoveladas no RE, as BiPs se desprendem dos sensores da UPR e se ligam as proteinas mal
enoveladas, ocorrendo ativacdo dePERK, IREla e ATF6, uma vez que essas proteinas ndo
estdo mais ligadas as BiPs. A ligacdo das BiPs as proteinas mal enoveladas vai auxiliar no
desdobramento das mesmas ou encaminhé-la para a via de degradacdo de proteinas associada
ao RE (ERAD) (HETZ; PAPA, 2018; WANG; KAUFMAN, 2016). A via ERAD promove a
degradacdo de proteinas mal enoveladas via sistema ubiquitina-proteassoma ou autofagia
(CHAUDHARI et al., 2014; SMITH; PLOEGH; WEISSMAN, 2011).

Ap0s dissociacdo da BiP, a PERK sofre dimerizacao e autofosforilacdo e € responsavel
por ativar o fator 2 alfa de iniciacdo eucariotica (elF2a), que através de fosforilagdo bloqueia a
atividade de elF2B, regulando negativamente a sintese proteica. Além disso, promove a
translacdo do fator 4 de ativagdo transcricional (ATF4), que é responsavel por ativar a
proteina homologa pré-apoptética C/EBP (CHOP)(RODRIGUEZ; ROJAS-RIVERA; HETZ,
2011; RON; HARDING, 2012). A ativacdo de ATF4 também pode ocorrer, via PERK-NRF2
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(LEE et al., 2019). A via IREla é acionada e sofre autofosforilacdo em casos de ERE de curto
prazo. Apo6s ser ativada, IREla atua sobre a proteina 1 de ligagdo a caixa X (XBP1; X-box
binding protein 1), gerando XBP1s. A XBP1s ativa genes envolvidos na degradagdo e/ou
maturacdo das proteinas mal enoveladas por meio da expressdao de chaperonas ou da ERAD,
biossintese de fosfolipidios, além de inibir CHOP, promovendo a sobrevivéncia celular
(HUANG; XING; LIU, 2019; LI et al., 2020). O ATF6 é um fator de transcricdo
transmembrana que durante o ERE transloca para o aparelho de Golgi e sofre um processo de
clivagem e ativacdo. Apdés sua ativacdo, ATF6-N transloca para o nucleo e induz a expressédo
de genes responsaveis pelo enovelamento de proteinas e ativacdo da via ERAD, além da
ativacdo de CHOP via XBP1 (ALMANZA et al., 2019).

A ativacdo das vias UPR e ERAD propiciam o restabelecimento da homeostase celular
diminuindo a carga de estresse no RE. Se esses mecanismos ndo forem capazes de reduzir o
estresse e 0 mesmo se tornar excessivo, 0 ERE é mantido e ocorre ativacdo de CHOP,
resultando em morte celular por meio de apoptose (BURTON; YUNG, 2011; MANCINI et
al., 2016).

E importante ressaltar que o ERE e o EO estdo intrinsicamente ligados,
particularmente pela proximidade da mitocondria, onde € produzida a maior parte das EROs,
e o reticulo endoplasmatico. Assim, uma reducdo dos niveis de ATP dentro da célula pode
gerar ndo somente EROs, como também compromete a homeostase de Ca2+ e a funcdo das
enzimas responsaveis pelo enovelamento das proteinas (BURTON; YUNG, 2011;
VEERBEEK et al., 2015). Além disso, tanto 0 ERE como o EO estdo intimamente associados
com a cascata de inflamacdo através da ativacdo do NF-kB. Esta ativacdo ocorre
principalmente pela via IREla, que degrada o inibidor nuclear do fator kappa B (IkBa),
inibidor do NF-kB. Além disso, a via PERK também pode atuar na ativacdo do NF-kB
(SCHMITZ et al., 2018).

Pesquisas ja mostraram que tanto o EO quanto o ERE podem ser induzidos por
infeccéo viral, hipoxia e privagéo de nutrientes (VEERBEEK et al., 2015), sendo que algumas
doencas como disfungbes neurodegenerativas, diabetes, obesidade, céncer, restricdo de
crescimento fetal, pré-eclampsia e aborto apresentam o EO e o ERE na sua patogénese
(BURTON; YUNG, 2011; DUFEY et al., 2014; GUZEL et al., 2017; LORENZON-OJEA et
al., 2020; MANCINI et al., 2016). Desse modo, pelo fato de estarem envolvidos em
importantes patologias que comprometem o desenvolvimento placentério e fetal, podendo
comprometer a salde pos-natal, 0 EO e o ERE tém sido o foco de pesquisas que avaliam
alvos terapéuticos para doencas gestacionais (BATINIC-HABERLE et al., 2012; BURTON;
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JAUNIAUX, 2011). Assim, na tentativa de encontrar antioxidantes sintéticos ou naturais que
restaurem o equilibrio entre as EROs e os sistemas antioxidantes, estudos pré-clinicos e
clinicos ja foram realizados usando suplementacdo com vitamina E e selénio, célcio,
magnésio, vitamina C e 0leo de peixe na prevencdo e/ou tratamento de doencas gestacionais
que cursam com estresse placentario, como a pré-eclampsia. Entretanto, a maioria desses
estudos mostrou resultados pouco significativos no controle da sindrome (CARDENAS;
GHOSH, 2013; FIGUEROA-MENDEZ; RIVAS-ARANCIBIA, 2015; HE et al., 2017; M.
RESLAN; A. KHALIL, 2010; REITER et al., 2016). Nesse sentido, estudos tém demonstrado
que porfirinas de manganés (MnPs), que sdo miméticas da enzima SOD, apresentam grande
potencial terapéutico no controle do EO em modelos de acidente vascular cerebral, isquemia
renal e radioprotecdo (BATINIC-HABERLE et al., 2012). No entanto, ainda ndo existem

estudos avaliando o potencial terapéutico de MnPs em disfuncdes gestacionais.

4.4Porfirinas de manganés (MnPs)

As MnPs tém despertado grande interesse na comunidade cientifica devido ao seu alto
poder antioxidante e minima toxicidade, além da alta biodisponibilidade devido a sua
lipofilicidade (BATINIC-HABERLE et al., 2012, 2014; BATINIC-HABERLE et al., 2009).
As MnPs sdo metaloporfirinas, sendo que seu anel porfirinico tem a capacidade de ser
alterado. Como exemplos temos as MnTE-2-PyP 5+, MnTM-2-PyP 5+, MnTnBu-2-PyP 5+,
MnTnHex-2-PyP 5+ e MnTnBuOE-2-PyP 5+ (BATINIC-HABERLE et al., 2012, 2014,
BATINIC-HABERLE et al., 2009; OLSON et al., 2020; SHRISHRIMAL et al., 2020).

Estudos ja comprovaram que as MnPs protegem contra o estresse oxidativo em
diferentes modelos experimentais de doenca, como acidente vascular cerebral, cancer,
diabetes, isquemia e radioterapia (BATINIC-HABERLE et al., 2012; BATINIC-HABERLE
et al., 2009; GAUTER-FLECKENSTEIN et al., 2010; OBERLEY-DEEGAN et al., 2012;
SABA et al., 2007; SHRISHRIMAL et al., 2020). As MnPs possuem atividade anti e pro-
oxidativa e removem tanto o superéxido (O2-) quanto o peroxinitrito (ONOO-), que sdo
danosos para células e tecidos. A acdo pro-oxidativa das MnPs sdo baseadas na sua
capacidade de doar ou aceitar elétrons de forma igualmente efetiva. Dessa forma, as MnPs
podem atuar no equilibrio redox entre as EROS e os antioxidantes, removendo as EROS ou
até mesmo aumentando a producdo de EROs levando a apoptose ou necrose celular
(BATINIC-HABERLE et al., 2012; BATINIC-HABERLE; RAJIC; BENOV, 2011). Além
disso, elas possuem a capacidade de regular fatores de transcricdo dependentes de redox,
como HIFlo, Proteina ativadora 1 (AP-1), NRF2 e NF-KB, suprimindo processos
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inflamatorios mediados pelo estresse oxidativo (BATINIC-HABERLE et al., 2014;
BATINIC-HABERLE et al., 2009; RATCLIFFE et al., 2017; SHRISHRIMAL et al., 2020).
Gauter-Fleckenstein et al. (2010) também demonstraram que se as MnPs estiverem ausentes
no momento do estresse oxidativo, mas forem administradas horas ou semanas depois,
notéveis efeitos protetores ainda podem ser alcangcados. Além da atividade antioxidante
semelhante a SOD, as MnPs também podem oxidar o sulfeto de hidrogénio (H2S) e o
dissulfeto de hidrogénio (H2S>), atuando como citoprotetores diretos (OLSON et al., 2020).

Assim, pensando nesse alto poder antioxidante e citoprotetor das MnPs, uma hipotese
é que elas possam ser um bom alvo terapéutico para disfungdes gestacionais que cursam com
EO e ERE placentario.



38

5 CAPITULO 1

EXPRESSAO ESPACO TEMPORAL DO FATOR INDUZIDO POR HIPOXIA
(HIF1A), DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E MEDIADORES DE PROTEINAS
MAL-ENOVELADAS (UPR) NA PLACENTA DE RATAS NA SEGUNDA METADE
DA GESTACAO

Spacetemporal expression of hypoxia-induced factor (HIF1a), antioxidant enzymes and
unfolded protein response (UPR) mediators in the placenta of rats in the second half of

pregnancy
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5.1 RESUMO

Durante a gestacdo, processos celulares como proliferacéo, diferenciacdo, migracao, invasao e
apoptose de células trofoblasticas sdo necessarios para o desenvolvimento adequado da
placenta. Esses processos estdo sob a influéncia de hipdxia no inicio da gestacdo, como
também da modulagdo adequada de estresse oxidativo e da via de resposta a proteinas mal-
enoveladas (UPR). No entanto, o perfil dos mediadores envolvidos nesses processos ao longo
do desenvolvimento placentério carece de estudos. Assim, o objetivo foi avaliar o perfil de
expressao do fator induzido por hipéxia (HIFla), de enzimas antioxidantes e mediadores da
UPR na placenta de ratas durante a segunda metade da gestacdo. Ratas Wistar foram
utilizadas e no 10°, 12°, 14°, 16° e 18° dia de gestacdo (DG) foi avaliada a expressdo
placentéria de HIF1a, SOD1, GPX1/2, Catalase, ATF6, PERK, GRP78 ¢ CHOP por imuno-
histoquimica e qPCR. Maior imunomarca¢ao de HIFla foi observada no 16° ¢ 18° DG,
enquanto SOD1 e CAT apresentaram maior imunomarcagéo aos 14 e 18 DG. GPx1/2, GRP78
e CHOP apresentaram maior imunomarcacdo aos 18 DG. Em relacdo a expressdo génica,
Hifla e Sod1 apresentaram maior expressao de mRNA no 12° e 16° DG. Em relagédo a GPx1,
foi observada maior expressao no 10° e 16° dia de gestacdo, enquanto Cat, Perk e
Grp78apresentaram maior expressdo génica no 14° DG, diferente de Atf6 que teve maior
expressao no 12° DG. Chop, por outro lado, manteve expressdo elevada do 12° até o 18° dia
de gestacdo, sugerindo ativacdo do estresse de reticulo endoplasmatico ao final da gestacéo.
Conclui-se que a expressdo placentaria de enzimas antioxidantes e mediadores da UPR é
influenciada pela idade gestacional, com maior expressdo nos periodos de maior expressdo de
HIF1la e ao final da gestagdo.

Palavras-chave: estresse oxidativo; placentacdo; estresse reticular; antioxidantes; rata.

5.2 ABSTRACT

During pregnancy, cellular processes such as proliferation, differentiation, migration,
invasion, and apoptosis of trophoblastic cells are necessary for adequate placental
development. These processes are influenced by hypoxia at the start of pregnancy, as well as
adequate modulation of oxidative stress and the unfolded protein response (UPR) pathway.
However, there is a lack of studies on the profile of mediators involved in these processes
throughout placental development. Thus, the aim was to evaluate the expression profile of
hypoxia-inducible factor-la (HIF1 «), antioxidant enzymes, and UPR mediators in the
placentas of rats during the second half of pregnancy. Wistar rats were used and the placental
expression of HIFla, SODI1, GPX1/2, Catalase, ATF6, PERK, GRP78, and CHOP was
evaluated on the 101, 12" 14" and 16™ day of pregnancy (DP). Increased immunostaining of
HIF1a was observed on the 16 and 18" DP and increased immunostaining of SOD1 and
CAT was observed on the 14" and 18" DP. Immunostaining of GPx1/2, GRP78, and CHOP
was greater on the 18" DP. About gene expression, Hifla and Sod1 showed increased mRNA
expression on the 12 and 16™ DP. About GPx1, increased expression was observed on the
10" and 16" DP, while Cat, Perk, and Grp78 showed greater gene expression on the 14" DP,
unlike Atf6, which showed greater expression on the 12" DP. In contrast, Chop maintained
increased expression from the 12" to the 18™ DP, suggesting activation of endoplasmic
reticulum stress at the end of the pregnancy. It is concluded that the placental expression of
antioxidant enzymes and UPR mediators is influenced by gestational age, with greater
expression in periods of greater HIF 1o expression and at the end of the pregnancy.

Keywords: oxidative stress, placentation, reticular stress, antioxidants, rat.
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5.3 INTRODUCAO

A placenta é o 6rgdo responsavel pela manutencdo da gestacdo, uma vez que fornece
nutrientes e oxigénio para o feto possibilitando seu desenvolvimento adequado (BURTON;
FOWDEN, 2015; CHANG et al., 2020; FURUKAWA; KURODA; SUGIYAMA, 2014). O
desenvolvimento placentario depende de uma série de eventos como proliferagdo,
diferenciacdo e apoptose de células trofoblasticas (HAYDER et al., 2018; SILVA;
SERAKIDES, 2016). Esses processos apresentam alto metabolismo celular, consumindo
aproximadamente 40% do oxigénio placentario (CARTER, 2000). Além disso, a placenta
hemocorial, presente em humanos, roedores e primatas ndo-humanos, possui alta plasticidade
e é responsiva a hipoxia, uma vez que a diferenciacdo das células trofoblasticas ocorre sob a
influéncia de hipoxia e expressio do fator la induzido pela hipoxia (HIFla)
(CHAKRABARTI et al., 2016; SOARES; IQBAL; KOZAI, 2017; WAKELAND et al.,
2017).

No entanto, 0 estresse oxidativo, bem como a via de resposta a proteinas mal
enoveladas (UPR), envolvida na ativacdo do estresse de reticulo endoplasmatico, também
estdo envolvidos na diferenciacao das células trofoblasticas e podem ser ativados pela hipdxia
(GUZEL et al., 2017; SCHOOTS et al., 2018). O estresse oxidativo é caracterizado pela alta
producdo de espécies reativas de oxigénio, formadas principalmente na mitocéndria e no
reticulo endoplasméatico (MAILLOUX, 2020; SCHOOTS et al., 2018). Por muitos anos, foi
demonstrado que as espécies reativas de oxigénio eram maléficas para o organismo.
Entretanto, estudos tém demonstrado que elas também desempenham papéis importantes
como mensageiros secundarios em muitas vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas no
crescimento, diferenciacdo e morte celular (SIES, 2017; SIES; BERNDT; JONES, 2017;
ZHANG et al., 2016b). A placenta responde a elevacdo de espécies reativas de oxigénio por
meio do aumento da producdo de enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (BURTON et al., 2021). Contudo, o perfil de
expressao de HIFla e mediadores antioxidantes ao longo do desenvolvimento placentario
carece de mais estudos.

A ativacdo da via da UPR é também essencial para a placentacdo, uma vez que falhas
na expressao de algumas de suas proteinas sinalizadoras como PERK, IRE1la e ATF6 podem
acarretar problemas na implantagdo do embrido ou na propria gestagdo (MICHALAK; GYE,
2015). Além disso, estudos demonstraram que PERK, IREla ¢ ATF6 estdo envolvidos na
expressdo do fator de crescimento de endotélio vascular A (VEGF-A), principal fator

envolvido na angiogénese e vasculogénese placentarias (GHOSH et al., 2010; IWAWAKI et
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al., 2009; PEREIRA et al., 2015). Yoshida et al. (2021) também mostraram que a inducdo de
estresse de reticulo endoplasmatico, por meio da ativacdo de PERK e IREla pela alfa 1 anti-
tripsina (A1AT), promoveu invasdo trofoblastica, sugerindo que a desregulacéo na expressao
de mediadores da UPR pode estar envolvida em doencas gestacionais que cursam com falhas
na migracdo trofoblastica intrauterina, como a pré-eclampsia. Bastida-Ruiz et al. (2019)
também demonstraram que a inibicdo da UPR esta envolvida no processo de fusdo e
diferenciacéo das células trofoblasticas, reforcando a relevancia da UPR no desenvolvimento
placentario e como respostas adaptativas da placenta ao estresse de reticulo endoplasmatico
séo fisiologicamente importantes.

Todos esses estudos tém sido realizados no intuito de estabelecer o papel do estresse
oxidativo e reticular na placentacdo e disfuncdes placentarias. No entanto, ainda carece de
mais estudos o perfil placentario de enzimas antioxidantes, bem como de HIF 1o ¢ mediadores
da UPR, durante a placentagcéo ao longo da gestacdo. Por isso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o perfil de expresséo espago-temporal de HIF1a, enzimas antioxidantes e mediadores

da UPR na placenta de ratas na segunda metade da gestacao.

5.4 MATERIAL E METODOS

5.4.1 Delineamento experimental

Ratas Wistar adultas (230-2509) foram utilizadas neste estudo. As ratas foram alojadas
em caixas plasticas e alimentadas com a mesma ragdo comercial (1,4% de célcio, 0,60% de
fosforo e 22% de proteina) e agua ad libitum. As ratas foram mantidas em regime de
luminosidade (12 horas de luz/12 horas de escuro) e temperatura ambiente (22 °C)
controladas. O ciclo estral foi monitorado diariamente. Apds a verificacdo de dois ciclos
estrais completos (proestro, estro, diestro), as ratas em proestro foram alojadas em caixas
plasticas com ratos adultos por 12 horas durante a noite. Na manh& seguinte, esfregacos
vaginais foram realizados e as copulas foram confirmadas pela presenca de espermatozoides
na citologia vaginal. Esse dia foi designado como dia O de gestacdo. As ratas foram
eutanasiadas no 10°, 12°, 14°, 16° e 18° dia de gestacdo (DG) (N= 6/grupo). Todos os
procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA n°
002/17) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC).

5.4.2 Eutanasia e coleta de material

Ao atingir a idade gestacional estabelecida, as ratas foram eutanasiadas com auxilio de
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guilhotina. Na necropsia, 0s Uteros juntamente com as placentas e os fetos foram coletados e
oito discos placentarios por animal foram retirados e dissecados. Dois discos foram separados
da decidua basal+tridangulo metrial e armazenados individualmente em criotubos contendo
Trizol, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80 °C para posterior
realizacdo de gPCR. Outros seis discos placentarios juntamente com a decidua foram fixados
em paraformaldeido 4% a 4°C por 24 horas, desidratados em solucdo seriada de alcool 70%
até alcool absoluto, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Foram obtidos cortes de
4um de espessura em laminas polarizadas silanizadas (StarFrost Polycat, Germany) para

realizacdo da imuno-histoquimica.

5.4.3 Imuno-histoquimica (IHC)

Cortes histoldgicos da placenta com a decidua foram submetidas a anélise imuno-
histoquimica utilizando a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (Streptavidin
Peroxidase, Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA). A recuperacdo antigénica foi realizada
pelo calor em banho-maria a 98 °C com solucdo de &cido citrico (0,54 mol/L; pH 6,0) e a
incubagdo com o anticorpo primario na dilui¢do de 1:1000 foi overnight em cdmara Umida. Os
anticorpos utilizados foram anti-HIF1a (sc-13515, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA),
anti-SOD1 (sc-365858, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-GPx1/2 (sc-133160, Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-catalase (sc-271803, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA), anti-GRP78 (sc- 13539, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) e anti-CHOP (sc-
71136, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). As laminas foram incubadas por 30 minutos
nas etapas de bloqueio da peroxidase enddgena, soro de blogueio (Ultra vision Block, Lab
Vision Corp., Fremont, CA. USA) e estreptavidina peroxidase. A incubacdo com o anticorpo
secundario ocorreu por 45 minutos. O cromégeno utilizado foi a diaminobenzidina (DAB
Substrate system, Lab Vision Corp., Fremont, CA. USA). As sec¢Oes foram contracoradas
com hematoxilina de Harris. O controle negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo
primario por solucdo tamponada de fosfato (PBS) (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014)

Foram realizadas avaliacdes descritivas e quantitativas da imunomarca¢do de HIF1a,
SOD1, catalase, GPx1/2, GRP78 e CHOP na zona juncional (ZJ) e labirinto placentario(LP).
A avaliagdo quantitativa foi realizada aleatoriamente em um disco placentéario/rata totalizando
seis discos placentéarios/grupo. Imagens de 5 campos aleatorios em cada regido do disco
placentario foram obtidas com um Microscopio fotdonico Leica DMI 300B (Leica
Microsytems, Germany) com a objetiva 40x. A area de imunomarcagéo foi determinada por
meio do software WCIF ImageJ® (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, USA).
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Para a anélise, color deconvolution e thresholding das imagens foram realizadas. Os dados de
cada camada da placenta foram arquivados, analisados e expressos como é&rea de
imunomarcacao em pixels (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014).

5.4.4 PCR em tempo real (QPCR)

Para a realizacdo da técnica de gPCR, primeiramente foi extraido o mRNA das
placentas utilizando Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) seguindo o
protocolo do Kit. A sintese do cDNA foi realizada com 1 pg de RNA por meio do Kit
SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Os transcritos génicos dos
genes alvo foram quantificados pela qPCR utilizando PowerUp™ SYBR™ Green (Master
Mix Applied Biosystems™ PowerUp™ SYBR™ Green, Thermo Fisher Scientific) no
equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Life Technologies). Para as reagbes de gqPCR utilizou-se 1puL de cDNA, 100nM de cada
iniciador e 7,5 pL do reagente PowerUP em um volume final de 15 pL de reacdo. No controle
negativo utilizou-se o mix de amplificacdo de DNA, no qual a amostra de cDNA foi
substituida por dgua. As amplificacbes foram realizadas nas seguintes condicgdes: ativacdo
enzimatica a 95 °C por 10 min, 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 s, e
anelamento/extensdo a 60 °C por 60 s. Foi realizado um teste de eficiéncia da amplificacdo da
gPCR utilizando diluicdes seriadas do cDNA, além da avaliacdo da curva de melting dos
produtos da amplificacdo. Os iniciadores foram delineados com base na sequéncia do mMRNA
de Rattus norvergicus (Tabela 1). A expressdo génica foi analisada pelo método 224CT, em
que os resultados obtidos para cada grupo foram comparados quantitativamente apds a
normalizacdo baseada na expressdo de RNA polymerase Il subunit A (Polr2a) de Rattus
norvegicus (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014; SOLANO et al., 2016).

Tabela 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para qPCR.

Genes Iniciadores N° acesso

. Forward: AGCAATTCTCCAAGCCCTCC
Hifla  peverse: TTCATCAGTGGTGGCAGTTG NM_024359.1

Forward: GAAAGGACGGTGTGGCCAAT
Sodl  peverse: CTCGTGGACCACCATAGTACG NM_017050.1

Forward;: GCGCTACAGCGGATTTTTGA
Reverse: GAAGGCATACACGGTGGACT
Forward: CCAGCAGAAAACCCGCATTC

A6 peverse:CAGAATTCCTGATGCTAGTGGTT NM_017598829.1

Gpx1 NM_030826.3
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Forward: GGCTGGTGAGGGATGGTAAA
Perk  Reverse: TTGGCTGTGTAACTTGTGTCATCA NM_031599.2

Forward: TGAAGGGGAGCGTCTGATTG
Reverse: TCATTCCAAGTGCGTCCGAT

Forward: TGGCACAGCTTGCTGAAGAG
Reverse: TCAGGCGCTCGATTTCCT
Forward;: GCTGGACCTACTGGCATGTT

Polrza peverse: ACCATAGGCTGGAGTTGCAC NM_001079162.5

Grp78 NM_013083.2

Chop NM_001109986.1

5.4.5Analise estatistica

Os dados foram analisados e expressos como média + erro padrdo da média (SEM).
Realizou-se anélise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Student Newman Keuls (SNK) e
os dados passaram pelos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homocedasticidade (Brown-
Forsythe) dos erros. Para as andlises foi utilizado o software GraphPad Prism 8.0.2 e as
diferengas foram consideradas significativas se P < 0,05.

5.5 RESULTADOS
5.5.1Perfil de expressdo de HIF1a na placenta de ratas ao longo da gestagdo

Primeiramente, objetivou-se identificar o perfil de imunomarcacédo e expressdo génica
de HIFla, um marcador de hipdxia (ROSARIO; KONNO; SOARES, 2008; SOARES;
IQBAL; KOZAI, 2017), na placenta de ratas na segunda metade da gestacdo. A analise
imuno-histoquimica mostrou que HIFla € expresso em células trofoblasticas tanto na zona
juncional (ZJ) quanto no labirinto placentario (LP), com uma marcacdo nula a moderada,
citoplasmatica e heterogénea (Figura 1). Na ZJ, uma maior area de imunomarcagao de HIF1a,
foi observada aos 16 DG em relacdo aos 14 DG (Figura 1A e B; P< 0,05), diferentemente do
LP onde houve maior expressdo aos 18 DG (Figura 1 e B; P< 0,05; P< 0,01). A
imunomarcacdo no LP nas outras idades gestacionais foi fraca ou ausente. Em relacdo a
expressdo génica, Hiflo apresentou maior expressao de mRNA no 12° e 16° DG em relagdo as
outras idades gestacionais (Figura 1C). Esses dados demonstram que a expressao placentaria
de HIF 1a difere entre as regides da placenta e ocorre principalmente no 16° e 18° DG.
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Figura 1-Perfil de expressio de HIFo na placenta de ratas ao longo da gestacdo. A)
Fotomicrografias da imunomarcacdo de HIF1a na zona juncional e labirinto placentario de ratas aos
12, 14, 16 e 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris,
Barra= 50 pm). B) Area de imunomarcagio em pixels de HIFla na zona juncional e labirinto
placentéario. C) Expressao génica relativa do Hiflo na placenta de ratas aos 10, 12, 14,16 e 18 DG
(média £ SEM, * P< 0.05, ** P<0.01; Teste SNK; N= 6/grupo). ZJ= zona juncional; LP= labirinto
placentério; DG= dias de gestacdo.

5.5.2 Perfil de expressdo de enzimas antioxidantes na placenta de ratas ao longo da gestacao

Considerando que a expressdo de HIFla foi maior em dois periodos gestacionais,
avaliamos a imunomarcacgdo das principais enzimas antioxidantes responsaveis por proteger
os tecidos da hipoOxia e, consequentemente, do estresse oxidativo. A imunomarcacdo de
SOD1, GPx1/2 e CAT foi citoplasmatica e heterogénea em células trofoblasticas tanto na ZJ
quanto no LP em todos os periodos gestacionais, sendo que a expressdo de SOD1 foi mais
intensa que GPx1/2 e CAT (Figura 2A,C,E). A imunomarcagéo de SOD1 e CAT foi maior no
14° e 18° DG, tanto na ZJ quanto no LP (Figura 2B e F), enquanto a expressdo de GPx1/2 foi
maior somente no 18° DG para ambas as regides da placenta (Figura 2D).

A anélise de expressdo génica demonstrou que Sodl, semelhante ao Hifl«, apresentou
maior expressdo de mRNA no 12° e 16° DG quando comparado aos outros periodos
gestacionais, enquanto Gpx1 exibiu maior expressdo de transcritos no 10° e 16° DG (Figura

2G). A Cat, por outro lado, apresentou um pico de expressao génica no 14° DG, diminuindo
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sua expressdo no decorrer da gestagdo (Figura 2G).
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Figura 2-Perfil de expressdo das enzimas antioxidantes SOD1, GPx e catalase na placenta de
ratas ao longo da gestacéo. A,C,E) Fotomicrografias da imunomarcacdo de SOD1, GPx1/2 e catalase
na zona juncional e labirinto placentéario de ratas aos 12, 14, 16 e 18 DG (Estreptavidina-biotina-
peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris, Barra= 50 um). B-F) Area de imunomarcagéo
em pixels de SOD1 (B), GPx1/2 (D) e catalase (F) na zona juncional e labirinto placentario. Zs)
Expressdo génica relativa de Sod1, Gpx1 e Cat na placenta de ratas aos 10, 12, 14,16 e 18 DG (média
+ SEM, * P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001, **** P< 0.0001; Teste SNK; N= 6/grupo). ZJ= zona
juncional; LP= labirinto placentario; DG= dias de gestacéo.

5.5.3 Perfil de expresséo de mediadores da UPR na placenta de ratas ao longo da gestacéo
Pelo fato de alguns estudos terem demonstrado uma associacdo entre a ocorréncia de

estresse oxidativo e estresse de reticulo endoplasmatico (BURTON; YUNG, 2011) e que a
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ativacdo da UPR é também importante para alguns processos fisiologicos durante a
placentacdo, como a invasdo trofoblastica intrauterina (YOSHIDA et al., 2021), foi avaliado o
perfil de expressdo placentaria de GRP78, CHOP, PERK e ATF6. A imunomarcacdo de
GRP78 e CHOP foi fraca a moderada, citoplasmatica e heterogénea na ZJ e LP (Figura 3A,
C). Curiosamente, a expressdo proteica desses mediadores foi semelhante, com maior
expressdo no LP aos 18 DG em relagdo aos outros periodos gestacionais (P< 0,01), enquanto
na ZJ nao houve diferenca significativa ao longo da gestacao (Figura 3B-D; P> 0,05).

Em relacdo a expressdo génica, além de Chop e Grp78, também foi verificada a
expressdo de transcritos para Atf6é e Perk, que representam duas proteinas transmembrana
envolvidas na ativacéo inicial da UPR (VEERBEEK et al., 2015). A expressao de transcritos
para Atf6 foi maior nos estagios iniciais da placentacdo, principalmente no12° DG em relacao
aos outros estagios gestacionais (Figura 3E), enquanto Perk apresentou uma expressao maior
e uniforme do 12° ao 16° DG. Grp78, por sua vez, exibiu maior expressdo génica no 14° DG,
enquanto Chop apresentou uma expressao alta e uniforme do 12° até o 18° DG (Figura 3E; P<
0,01). Em conjunto, os dados de imunomarcacdo e expressao génica demonstram que ha
ativacdo da UPR na placenta de ratas ao longo da gestacdo e sugerem a ocorréncia de estresse

reticular no labirinto placentério principalmente no final da gestacao.



48

>
w
3

== 12DG == 16 DG
= 14DG == 18DG

-3
=]

GRP78
Zona
Juncional

Area imunomarcada de
N
o

Grp78 em pixels (x104)

s

Labirinto
placentario

0 i,——ﬂ:i — )
Z) LP

(@)

140 mmm 12DG == 16 DG
— 14DG == 18DG

=

Zona
Juncional

CHOP

40

Chop em pixels (x10°)

20

Labirinto
placentario

z) LP

@z 10DG == 16DG
== 12DG === 18 DG o * "
= 14DG P T

EEEEEE
%
% *

*x% %

A M

Atf6 Perk Grp78 Chop

Expressao relativa

0
9/
8
7
6
5
4
3
2
1
0

Figura 3-Perfil da expressdo de mediadores da UPR na placenta de ratas ao longo da gestacao.
A-C) Fotomicrografias da imunomarcagdo de GRP78 e CHOP na zona juncional e labirinto
placentario de ratas aos 12, 14, 16 e 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com
Hematoxilina de Harris, Barra= 50um). B-D) Area de imunomarcacio em pixels de GRP78 (B) e
CHOP (D) na zona juncionale labirinto placentério. E) Expressdo génica relativa de Atf6, Perk, Grp78
e Chop na placenta de ratas aos 10, 12, 14,16 e 18 DG (médiatSEM, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
e ****p<0.0001; Teste SNK; N= 6/grupo). ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentario; DG= dias
de gestagéo.

5.6 DISCUSSAO

Este estudo caracterizou pela primeira vez o perfil de expressao placentaria de HIF1a,
de enzimas antioxidantes e mediadores da UPR na segunda metade da gestagdo em ratas,
demonstrando que a expressao dos mesmos varia com a regido da placenta e séo influenciados
pela idade gestacional, com maior expressao nos periodos de maior expressao de HIFla e ao
final da gestacéo.

A imunomarcacao de HIFla foi maior no 16° e 18° DG, principalmente no labirinto
placentéario, sugerindo idades gestacionais que estdo sob um ambiente de hipdxia, enquanto a
expressdao do mRNA foi maior no 12° e 16° DG. Essa diferenca temporal entre a expressao

génica e proteica pode ser reflexo dos processos de transcricao e translacdo que nem sempre
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ocorrem simultaneamente (LIU; SIMON, 2004), mas também devido a meia-vida curta do
MRNA ou feedback negativo da transcricdo (Hardin et al., 1992; Vogel and Marcotte, 2012).
Além disso, em um ambiente de hipdxia, a sintese proteica global € reduzida para conservar o
ATP, enquanto a transcri¢do de HIF 1o, que € critica para a resposta a hipdxia é mantida (LIU;
SIMON, 2004). Interessantemente, os resultados de HIF1a coincidem com o estabelecimento
da placenta definitiva na rata e com o inicio da migragdo trofoblastica intrauterina, por volta
do 12° DG, e com o pico da invasdo trofoblastica que ocorre no 18° DG (SILVA;
SERAKIDES, 2016; VERCRUYSSE et al., 2006). Esse pico da invasdo trofoblastica aos
18°DG contribui para a remodelacdo das artérias espiraladas uterinas e para o aumento do
fluxo sanguineo materno para a placenta e consequentemente maior demanda de O2 neste
momento que o feto e a placenta apresentam altas taxas de crescimento (BURTON;
JAUNIAUX, 2018; KNOFLER et al., 2019; PIINENBORG; VERCRUYSSE; HANSSENS,
2006).

Neste estudo, foi também verificado maior imunomarcacdo placentaria de SOD1,
GPX1/2 e CAT no 14° e 18° DG, enquanto maior expressdo de mRNA para Sodl e Gpx1l
ocorreu no 12° e/ou 16° DG, periodos de maior expressdo génica de Hifla. Sabe-se que a
hipoxia modula o desenvolvimento placentdrio e estimula a invasdo trofoblastica
endovascular no processo de remodelamento das artérias espirais uterinas (ROSARIO;
KONNO; SOARES, 2008). Assim, a maior expressao das enzimas antioxidantes nos periodos
de maior invasao trofoblastica intrauterina na rata condiz com os periodos de maior expressao
de HIFla observado neste estudo, uma vez que tanto o aumento de HIFla quanto das
espécies reativas de oxigénio promove 0 aumento na producdo de antioxidantes para que o
equilibrio da homeostase redox seja mantido no ambiente celular (BURTON; YUNG, 2011;
HERNANDEZ et al., 2019; JAUNIAUX et al., 2000). Interessantemente, a expressao génica
de Cat apresentou um pico no 14° DG, diminuindo no decorrer da gestacdo. Isso demonstra
que embora as enzimas antioxidantes na interface materno-fetal sejam expressas para manter
a homeostase redox local (HERNANDEZ et al., 2019) nem todas sdo expressas a0 mesmo
tempo, demonstrando que h& diferenca na expressdo temporal entre as enzimas antioxidantes
na placenta de ratas na segunda metade da gestacéo.

Este estudo também caracterizou pela primeira vez o perfil placentario de mediadores
da UPR na segunda metade da gestacé@o na rata. Avaliamos inicialmente a imunomarcacéao de
GRP78 e CHOP, que s&o os principais marcadores estudados e que indicam ativacdo da UPR
e, dessa maneira, a ocorréncia de estresse de reticulo endoplasmatico (BASTIDA-RUIZ et al.,
2019; HAN et al., 2013; HE et al., 2015).
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Interessantemente, a imunomarcacdo de GRP78 e CHOP foram semelhantes,
apresentando maior expressdo no labirinto placentario e no 18° DG, enquanto Grp78
apresentou maior expressdo de transcritos no 14° e Chop do 12° ao 18° DG. Esses dados
sugerem que a ativacdo de UPR na placenta de ratas no labirinto placentario pode esta
também relacionado ao aumento substancial do crescimento fetal e placentario no 18° DG,
uma vez que a UPR estar diretamente associado a regulacdo da expressao do VEGF-A, fator
de crescimento envolvido na angiogénese que atua no desenvolvimento do labirinto
placentario, local de oxigénio e troca de nutrientes entre a mae e o feto (GHOSH et al., 2010;
IWAWAKI et al., 2009; REYNOLDS et al., 2009).

J& a ativacdo de UPR na placenta de ratas no final da gestacdo pode estar associada ao
estresse de reticulo endoplasmatico que ocorre na interface materno-fetal para a ocorréncia do
parto, como ja foi demonstrado na placenta de mulheres parturientes (LIONG; LAPPAS,
2014; VEERBEEK et al., 2015). Estudos ja demonstraram que préximo ao parto hd aumento
de apoptose na interface materno-fetal, como também de citocinas pro-inflamatorias, dois
processos que sdo estimulados pela ativacdo do estresse de reticulo endoplasmatico
(BURTON et al., 2009; GARGALOVIC et al., 2006; HUPPERTZ; KADYROV; KINGDOM,
2006; KAZEMI et al., 2021; LIONG; LAPPAS, 2014; ZHANG; KAUFMAN, 2008). Além
disso, o proprio processo de apoptose estd envolvido no remodelamento das artérias espirais
uterinas (HARRIS, 2011; SILVA; SERAKIDES, 2016; WHITLEY; CARTWRIGHT, 2009),
0 que pode justificar o aumento da expressdo génica de Chop desde o 12° DG e o pico de
expressdo de Grp78 no 14° dia. E importante ressaltar que o aumento da expresséo placentaria
do HIFla observado no presente estudo no 16° ¢ 18° DG também pode estar associado a
ativacdo de GRP78 e CHOP, uma vez que o HIFla também esta envolvido na ativagdo da
UPR (AKMAN et al., 2021).

No entanto, o aumento placentéario de Grp78 no 14° DG pode também estar envolvido
em processos fisioldgicos da propria célula trofoblastica, uma vez que estudos in vitro
utilizando células trofoblasticas BeWo e cultivo de citotrofoblasto viloso humano a termo
demonstraram que a ativacdo de GRP78 estd envolvida na sincicializacdo e diferenciagéo
trofoblastica (BASTIDA-RUIZ et al., 2019, 2020; FRADET et al., 2012). No entanto, mais
estudos in vivo sdo necessarios para compreender o papel da expressao de mediadores da UPR
na segunda metade da gestacdo na rata, uma vez que ha diferencas morfofisioldgicas entre a
placenta de humanos e de roedores (SILVA; SERAKIDES, 2016).

Além de Grp78 e Chop, também foi avaliado a expressdo génica de Atf6 e Perk, que

estdo associados a proteinas transmembranas envolvidas na ativacdo inicial da UPR.
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Semelhante a Grp78, Perk também apresentou maior expressdo no 14° DG, enquanto Atf6
teve maior expressdao no 10° e 12° DG, demonstrando que embora sejam mediadores da
ativacdo inicial da UPR, temporalmente sdo expressos em periodos diferentes. Essa diferenca
temporal pode ser reflexo das vias de ativacdo que estdo envolvidas na UPR, uma vez que
PERK e ATF6 estdo envolvidos em vias diferentes, como a do elF2a/ATF4 e do XBP1,
respectivamente (ALMANZA et al., 2019; BAILEY et al.,, 2017; CHENG et al., 2019;
MANCINI et al., 2013; RODRIGUEZ; ROJAS-RIVERA; HETZ, 2011; RON; HARDING,
2012).

Os achados deste estudo demonstraram pela primeira vez que a expressao placentéria
de enzimas antioxidantes na rata, bem como de mediadores da UPR, varia de acordo com a
regido da placenta e estdo sob influéncia da idade gestacional, com maior expressdo nos

periodos de maior expressdo de HIFla e ao final da gestagdo.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/atf4
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6 CAPITULO 2

HIPOTIREOIDISMO MATERNO CAUSA ESTRESSE OXIDATIVO E ESTRESSE
DE RETICULO ENDOPLASMATICO NA INTERFACE MATERNO-FETAL DE
RATAS
Maternal hypothyroidism causes oxidative stress and endoplasmic reticulum stress at
the maternal-fetal interface of rats
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6.1 RESUMO

O hipotireoidismo materno esta associado a pré-eclampsia, aborto e restricdo de crescimento
intrauterino, doencas gestacionais que apresentam estresse oxidativo (EO) e estresse de
reticulo endoplasmatico (ERE) na placenta. No entanto, ainda ndo se sabe se o
hipotireoidismo também causa EO e ERE na interface materno-fetal. O objetivo deste estudo
foi avaliar o desenvolvimento feto-placentario e a expressdo de mediadores de EO e da
resposta a proteinas mal-enoveladas (UPR) na interface materno-fetal de ratas hipotireoideas.
O hipotireoidismo foi induzido em ratas Wistar gestantes com propiltiouracil (PTU) e foram
analisados o desenvolvimento feto-placentario e a expressdo placentaria e decidual de
mediadores antioxidantes (Sod1, Sod2, Cat, Gpx1/2, GST, Nrf2), de hipdxia (Hifla), de dano
oxidativo ao DNA (8-OHdG) e da UPR (Perk, Atf6, Atf4, Xbpl, HO1, Grp78 e Chop) aos 14
e 18 dias de gestacdo (DG). O hipotireoidismo reduziu o peso fetal aos 14 e 18 DG, além de
aumentar a porcentagem de morte fetal e reduzir o peso da unidade Gtero-placenta aos 18 DG.
Aos 14 DG houve maior imunomarcagao decidual e/ou placentaria de Hifla, 8-OHdG, SOD1,
GPx1/2, Grp78 e CHOP nas ratas hipotireoideas, enquanto houve reducdo da expressao
génica placentaria e/ou decidual de Sodl, Gpx1, Atf6, Perk, Hol, Xbpl, Grp78 e Chop no
mesmo periodo gestacional. Ja aos 18 DG, o hipotireoidismo aumentou a imunomarcacéo
decidual e/ou placentaria de Hiflo, 8-OHdG, ATF4, Grp78 e CHOP, enquanto reduziu a
imunomarcacdo e atividade enzimatica de Sodl, CAT, GST. O hipotireoidismo também
aumentou a expressdo placentaria de mRNA para Hifa, Nrf2, Sod2, Gpx1, Cat, Perk, Atf6 e
Chop aos 18 DG, enquanto reduziu a expressao decidual de Sod2, Cat e Atf6. Conclui-se que
a restricdo feto-placentaria em ratas com hipotireoidismo estd associada com uma
desregulacdo na expressdo placentaria e decidual de mediadores da UPR e enzimas
antioxidantes e com a ativacao de estresse oxidativo e de reticulo endoplasmatico na interface
materno-fetal.

Palavras-chave: tireoide; estresse celular; estresse reticular; antioxidantes; rata.

6.2 ABSTRACT

Maternal hypothyroidism is associated with pre-eclampsia, abortion and intrauterine growth
restriction, gestational diseases involving oxidative stress (OS) and endoplasmic reticulum
stress (ERS) in the placenta. However, it is not known whether hypothyroidism also causes
OS and ERS at the maternal-fetal interface. The aim of this study was to evaluate the fetal-
placental development and the expression of mediators of OS and of the unfolded protein
response (UPR) in the maternal-fetal interface of hypothyroid rats. Hypothyroidism was
induced in pregnant Wistar rats with propylthiouracil (PTU) and the fetal-placental
development and placental and decidual expression of antioxidant (Sodl, Sod2, Cat, Gpx1/2,
GST, Nrf2) and hypoxia (Hifla) mediators were analyzed at 14 and 18 days of gestation
(DG), as well the expression of 8-OHdG, a marker of oxidative DNA damage, and UPR
mediators (Perk, Atf6, Atf4, Xbpl, HOL, Grp78 and Chop). Hypothyroidism reduced fetal
weight at 14 and 18 DG, in addition to increasing the percentage of fetal death and reducing
the weight of the uteroplacental unit at 18 DG. At 14 DG, there was greater decidual and/or
placental immunostaining of Hifla, 8-OHdG, SOD1, GPx1/2, Grp78 and CHOP in
hypothyroid rats, while there was a reduction in placental and/or decidual gene expression of
Sodl, Gpx1, Atf6, Perk, Hol, Xbpl, Grp78 and Chop in the same gestational period. At 18
DG, hypothyroidism increased the decidual and/or placental immunostaining of HIFla, 8-
OHdG, ATF4, GRP78 and CHOP, while it reduced the immunostaining and enzymatic
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activity of SOD1, CAT, GST. Hypothyroidism also increased the placental mMRNA expression
of Hifla, Nrf2, Sod2, Gpx1, Cat, Perk, Atf6 and Chop at 18 DG, while decreasing the decidual
expression of Sod2, Cat and Atf6. It is concluded that fetal-placental restriction in female rats
with hypothyroidism is associated with dysregulation in placental and decidual expression of
UPR mediators and antioxidant enzymes, and activation of oxidative stress and endoplasmic
reticulum stress at the maternal-fetal interface.

Keywords: thyroid, cellular stress, reticular stress, antioxidants, rat

6.3 INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos sdo importantes na gestacédo, pois regulam o metabolismo
materno e o desenvolvimento placentério e fetal (FORHEAD; FOWDEN, 2014; FOWDEN,;
FORHEAD, 2022; KOREVAAR et al., 2017; KRASSAS, 2000; KRASSAS; POPPE;
GLINOER, 2010). Por isso, a hipofuncdo tireoidiana estd associada a complicacOes
gestacionais como parto prematuro, restricdo de crescimento intrauterino (RCIU), aborto e
pré-eclampsia (GUI; XU; ZHANG, 2020; KOREVAAR et al., 2017; SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2018). Todas essas doencas apresentam falhas na invasdo e migragdo
trofobléstica intrauterina (BROSENS; PUTTEMANS; BENAGIANO, 2019; BURTON;
YUNG, 2011; REDMAN; SARGENT, 2009; REDMAN; SARGENT; STAFF, 2014),
inclusive a disfuncdo placentaria causada pelo hipotireoidismo materno (SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2014), sendo que falhas na migracdo trofoblastica comprometem o
remodelamento das artérias espiraladas uterinas e, consequentemente, o fornecimento de
sangue oxigenado para a interface materno-fetal (BROSENS et al., 2011; BURTON;
JAUNIAUX, 2018).

Ma perfusdo da interface materno-fetal causa estresse oxidativo (EO) e estresse de
reticulo endoplasmatico (ERE) na placenta (BURTON; JAUNIAUX, 2018), processos chaves
na fisiopatologia da pré-eclampsia e da RCIU (AOUACHE et al., 2018). O EO é resultante do
desequilibrio entre os altos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), como superdxidos
e H202, e baixas concentracfes de antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), catalase
e glutationa peroxidase (GPx) (MAILLOUX, 2020; SCHOOTS et al., 2018; SHENG et al.,
2014). O excesso de EROs causa danos ao DNA, peroxidacéo lipidica e perda de funcéo de
organelas, como também reducdo na producdo de ATP, falha na sinalizacdo celular e até
morte celular por apoptose, necrose ou piroptose (BURTON; JAUNIAUX, 2004; CHENG et
al., 2019; SCHOQTS et al., 2018). A reducdo dos niveis de ATP dentro da célula também

compromete a homeostase de Ca?* e a funcdo das enzimas responsaveis pelo enovelamento
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das proteinas, podendo causar também o ERE (BURTON; YUNG, 2011; VEERBEEK et al.,
2015).

O ERE ocorre devido ao acumulo de proteinas mal enoveladas no limen do reticulo
endoplasmatico, que ativam a via de resposta a proteinas mal enoveladas (UPR, Unfolded
Protein Response). Essa via € controlada por trés proteinas transmembrana, a quinase do RE
semelhante a proteina quinase do RNA (PERK), a enzima 1a requerente de inositol (IREla) e
o fator 6 de ativacdo transcricional (ATF6) (VEERBEEK et al., 2015). Caso ndo ocorra
retorno da funcdo normal da organela, ocorre a ativacdo da via de degradacdo de proteinas
associada ao RE (ERAD), além da ativacdo da proteina homologa pro-apoptdtica C/EBP
(CHOP), que promove a apoptose (ALMANZA et al., 2019; VEERBEEK et al., 2015).

Sabe-se que os hormdnios tireoidianos sdo importantes reguladores do consumo de
oxigénio e de antioxidantes no organismo (MENG et al., 2016; SAHOO et al., 2008), sendo
que a hipofuncdo tireoidiana afeta a cadeia transportadora de elétrons na mitocondria gerando
EROs (CHAKRABARTI et al., 2016), além de comprometer a atividade antioxidante e o
metabolismo lipidico (MANCINI et al., 2016). Contudo, mesmo ja tendo sido comprovado
qgue o hipotireoidismo afeta o estado redox em diversos 6rgdos, como pancreas, cérebro,
figado e coragdo (MANCINI et al., 2016; MENG et al., 2016; SAHOO et al., 2008;
SAJADIAN et al.,, 2016; ZHANG; DONG; SU, 2016), ainda ndo foi confirmado se o
hipotireoidismo materno causa EO na interface materno-fetal. Estudos demonstraram que o
hipotireoidismo reduz a expressdo de metaloproteinases (MMPs) 2 e 9, interleucina 10 (IL-
10) e oxido nitrico sintetase 2 (NOS2) na placenta (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014),
sendo que reducdo de IL-10 e NOS2 na interface materno-fetal estd associada ao EO
placentario observado no aborto, parto prematuro, natimortalidade e pré-eclampsia
(HARMON et al., 2015; KALKUNTE et al., 2011; LIAN et al., 2011; ROSARIO; KONNO;
SOARES, 2008). Além disso, ativacdo in vitro de ERE reduz a expressdo de MMP2 e a
invasividade de células trofoblasticas JEG-3 (LEE et al., 2020), embora ndo haja estudos que
tenham avaliado a ocorréncia de ERE na interface materno-fetal de mulheres ou animais com
hipotireoidismo.

Desse modo, considerando que o hipotireoidismo é uma das principais endocrinopatias
que afeta a gestacdo (IDRIS et al., 2005; ZHANG; DONG; SU, 2016), o objetivo deste estudo
foi avaliar se o hipotireoidismo materno causa EO e/ou ERE na decidua e placenta de ratas ao
longo da gestacdo. Os achados deste estudo demonstraram que a restrigdo feto-placentaria em

ratas com hipotireoidismo esta associada com uma desregulacdo na expressao placentéria e
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decidual de mediadores da UPR e enzimas antioxidantes com a ativacdo de EO e ERE na

interface materno-fetal.
6.4 MATERIAL E METODOS

6.4.1 Delineamento experimental

Ratas Wistar adultas (230-250 g) foram utilizadas neste estudo. As fémeas foram
alojadas em caixas plasticas e alimentadas com a mesma racdo comercial (1,4% de célcio,
0,60% de fosforo e 22% de proteina) e dgua ad libitum. As ratas foram mantidas em regime
de luminosidade (12 h de luz/ 12 h de escuro) e temperatura (22 °C) controladas.

Apo6s um periodo de 7 dias de adaptacdo, as ratas foram separadas, ao acaso, nos
grupos controle e hipotireoideo. O ciclo estral das ratas foi monitorado diariamente. Apos a
verificacdo de dois ciclos estrais completos, foi realizada a inducdo ao hipotireoidismo. Os
animais receberam diariamente, por sonda orogastrica, durante trés dias, 4mg/Kg de 6-propil-
2-tiouracil (PTU) em 3 mL de agua destilada. Os animais do grupo controle receberam o
mesmo volume de agua destilada como placebo (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014).

Apds trés dias do inicio do tratamento, as fémeas de todos os grupos foram submetidas
a citologia vaginal e as ratas em proestro foram alojadas em caixas plasticas com ratos adultos
por 12 horas durante a noite. Na manha seguinte, esfregacos vaginais foram realizados e as
copulas foram confirmadas pela presenca de espermatozoides nas citologias vaginais. Esse dia
foi designado como dia 0 de gestacdo. Os tratamentos com PTU e agua nos grupos
hipotireoideo e controle, respectivamente, ocorreram diariamente até o dia da eutanésia. As
eutandsias das ratas foram realizadas no dia O de gestacdo, para dosagem de T3 e T4 livres e
confirmacdo do hipotireoidismo, e no 14°e 18° dias de gestacdo para coleta dos discos
placentarios (6-7 animais/grupo). Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) (CEUA n° 002/17).

6.4.2 Necropsia e coleta de material

As ratas foram eutanasiadas com auxilio de guilhotina. Apos a eutanésia, 5 mL de
sangue foram coletados em tubos com heparina para obtencdo do plasma. O sangue foi
centrifugado a 3000 rpm por 20 minutos e o plasma obtido foi armazenado a -20 °C.

Na necropsia, 0s Uteros juntamente com as placentas e fetos foram coletados. Foi
realizada a pesagem do utero contendo a placenta e os fetos, do utero com placenta, e dos
fetos individualmente. Foram também contabilizados o numero de fetos e o0 nimero de sitios

com reabsor¢gdo ou morte fetal. Esses fetos foram posteriormente excluidos. Oito discos
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placentarios de cada grupo, de ambos os cornos, foram colhidos. Aleatoriamente, dois discos
placentarios foram retirados, dissecados e separados das deciduas. Um dos discos foi
acondicionado em microtubo, congelado imediatamente em nitrogénio liquido e
posteriormente estocado a -80°C para avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes. O
outro disco placentario e as deciduas foram armazenados individualmente em criotubos
contendo Trizol, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80 °C para
posterior realizacdo de gPCR. Os seis discos remanescentes foram fixados em
paraformaldeido 4% a 4°C por 24 horas, e posteriormente processados e incluidos em
parafina. Cortes de 4um de espessura em laminas polarizadas silanizadas (StarFrost Polycat,

Germany) foram obtidos para realizacdo de imuno-histoquimica.

6.4.3 Andlise hormonal

A dosagem de T3 e T4 livres foi realizada por meio do ensaio imunoadsorvente ligado
a enzima (ELISA) (sensibilidade: 0,4 NG/dL), com kits comerciais e de acordo com as
instrucdes do fabricante (IMMULITE, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Malvern, PA,
USA). Os coeficientes de variacdo intra- e inter-ensaio foram de 4 e 7%, respectivamente.

6.4.4 Imuno-histoquimica (IHQ)

Cortes histolégicos da placenta com a decidua basal+triangulo metrial foram
submetidos a anélise imuno-histoquimica. Os anticorpos utilizados foram anti-HIF 1 a (1:1000,
sc-13515, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-80HdG (1:200, sc-393871, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), anti-SOD1 (1:1000, sc-365858, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA), ant-GPx1/2 (1:1000, sc-133160, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-catalase
(1:1000, sc-271803, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-ATF4 (1:1000, sc- 390063,
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-GRP78 (1:1000, sc- 13539, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) e anti-CHOP (1:1000, sc-71136, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA).

Foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (Streptavidin Peroxidase,
Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA) e a recuperacdo antigénica foi realizada pelo calor em
banho-maria a 98 °C utilizando solugéo de acido citrico (0,54 mol/L, pH 6,0). As laminas
foram incubadas em camara umida overnight com os anticorpos primarios. O bloqueio da
peroxidase endogena e as incubagdes com soro de bloqueio (Ultra vision Block, Lab Vision
Corp., Fremont, CA. USA) e estreptavidina peroxidase ocorreram por 30 minutos em cada
etapa. A incubacdo com o anticorpo secundario ocorreu por 45 minutos. O cromdgeno

utilizado foi a diaminobenzidina (DAB Substrate system, Lab Vision Corp., Fremont, CA.
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USA). Por ultimo, as secgdes foram contracoradas com hematoxilina de Harris. O controle
negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo priméario por solugdo tamponada de fosfato
(PBS)(SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014).

As avaliagdes das imunomarcagdes de HIFla, 8-OHdG, SOD1, GPx1/2, catalase,
ATF4, GRP78 e CHOP foram descritivas e quantitativas nas regides da decidua
basal+tridngulo metrial, zona juncional e labirinto placentério da interface materno-fetal. A
avaliacdo quantitativa foi realizada aleatoriamente em seis discos placentarios/grupo e
utilizando imagens de 5 campos aleatérios de cada regido avaliada. Para isso, imagens foram
obtidas com um Microscopio fotdnico Leica DMI 300B (Leica Microsytems, Germany) com
a objetiva 40x. Para essa avaliagdo foi utilizado o software WCIF ImageJ® (Media
Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, USA). Color deconvolution e thresholding das
imagens foram realizadas. Os dados de cada regido da interface materno-fetal foram
arquivados, analisados e expressos como area de imunomarcacdo em pixels (SILVA,
OCARINO; SERAKIDES, 2014).

6.4.5 PCR em tempo real (QPCR)

Para a realizacdo da técnica de gPCR, primeiramente foi extraido o mRNA dos discos
placentarios e das deciduas utilizando Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), conforme o protocolo do fabricante. A sintese do cDNA foi realizada com 1 pg de
RNA, utilizando o Kit SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Os
transcritos génicos dos genes alvo foram quantificados pela qPCR utilizando PowerUp ™
SYBR ™ Green (Master Mix Applied Biosystems ™ PowerUp ™ SYBR ™ Green, Thermo
Fisher scientific) no equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Life Technologies). Para as reagdes de qPCR utilizou-se 1uL de cDNA,
100nM de cada iniciador e 7,5 puL do reagente PowerUP em um volume final de 15 pL de
reacdo. No controle negativo utilizou-se o mix de amplificacdo de DNA, no qual a amostra de
cDNA foi substituida por agua. As amplificagdes foram realizadas nas seguintes condicdes:
ativacdo enzimatica a 95 °C por 2 min, 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 3 s, e
anelamento/extenséo a 60 °C por 30 s. Foi realizado um teste de eficiéncia da amplificacdo da
gPCR, utilizando dilui¢bes seriadas do cDNA, além da avaliagdo da curva de melting dos
produtos da amplificacdo. Os iniciadores foram delineados com base na sequéncia do mRNA
de Rattus norvergicus (Tabela 1). A expressdo génica foi analisada pelo método 224€T, em
que os resultados obtidos para cada grupo foram comparados quantitativamente apos a

normalizagdo baseada na expressdo de RNA polymerase Il subunit A (Polr2a) de Rattus
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Tabela 1: Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para qPCR.

Genes Iniciadores N° acesso
2 Colerss TTCATCAGTGGTGGCAGTTG NM_024350.
N2 arse: GCCTTCAGTGTGCTTCTGGTT NM_031769.
SO0 poterse: CTCGTGOACCACCATAGTACG NM_017050.
SO povrse: GCCTCCAGCAACTCTCCTTT | NM_017051.2
OPL  Poverse: GAAGGOATACACGGTCOACT NM_030826.3
Ct ponerse: GTGGTCAGGACATCGOGTTT NM_012520.
ATS  Lere: CAGAATTCCTOATGCTAGTGGTT  XML0175988201
Pk poverse: TTGGCTOTOTAACTTGTGTCATCA  NML0315992
KDL poere: ATGOCOARAAGOATATCAGACTC  NMLO012717311
ML ee:CATGOCCTTCTGOGCARTCTTCTT | NMLOIZS802
GIT8  povorse: TOATTCCAAGTGCGTCCOAT NM_013063.
ChOP Reverse: TCAGGCGCTCOATTTOCT NM_001109985.1
Polr2a Forward: GCTGGACCTACTGGCATGTT NM_001079162.5

Reverse: ACCATAGGCTGGAGTTGCAC

6.4.6 Avaliacdo da atividade enzimatica de SOD, glutationa transferase (GST) e Catalase
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As amostras de placentas foram homogeneizadas com tampdo fosfato de potassio

(TFK) 50 nmoL (pH7,0) e centrifugadas a 13.400 rpm a 4°C por 10 minutos para a coleta dos

sobrenadantes.A concentracdo das proteinas foi avaliada pelo método de Bradford (1976),

enguanto as atividades enzimaticas de SOD, GST e Catalase foram avaliadas de acordo com
Marklund and Marklund (1974), Habig et al. (1974) e Aebi (1984), respectivamente.

6.4.7 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da media (SEM) e analisados

pelo teste t de Student ndo pareado com auxilio do software GraphPad Prism 8.0.2 ®. Para as

variaveis peso fetal e porcentagem de morte fetal foi utilizado o teste de Mann-Whitney. As

diferencas foram consideradas significativas se P< 0,05.
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6.5 RESULTADOS

6.5.1 O hipotireoidismo materno compromete o desenvolvimento feto-placentario

A inducdo do hipotireoidismo foi confirmada pelas concentragdes plasmaéticas de Tz e
T4 livres, que apresentaram reducdo nas ratas hipotireoideas no dia 0 de gestacdo quando
comparadas ao grupo controle (Tabela 2). Aos 14 e 18 DG, o peso fetal no grupo
hipotireoideo estava reduzido em relagcdo ao controle (P< 0,01), como também foi observado
no peso Utero-placenta aos 18 DG, que foi menor nas ratas hipotireoideas quando comparado
as do grupo controle (P< 0,05). Além disso, aos 18 DG, o hipotireoidismo aumentou a
porcentagem de morte fetal (Tabela 2; P< 0,05).

Tabela 2: Dosagem plasmatica de T3 e T4 livres no dia 0 de gestacdo e parametros
reprodutivos das ratas controle e hipotireoideas aos 14 e 18 dias de gestacéo.

Variavel Controle Hipotireoideo
T3 livre 2,35+0,11 1,84 + 0,08*
T4 livre 1,18 £ 0,05 0,51 +0,12**
14 dias de gestacédo

Peso Utero+placenta/n°fetos (g) 0,455 + 0,07 0,436 £ 0,05
NUmeros fetos/fémea 9,12+ 1,06 7,28 +1,35
Peso fetal () 0,165 (0,14-0,18) 0,142 (0,08-0,16)**
% Morte fetal 0 (0 —15,38%) 5 (0 - 20%)

18 dias de gestacdo

Peso Utero+placenta/n°fetos (g) 0,830+ 0,04 0,69 + 0,03*
Numeros fetos/fémea 10,50 + 0,99 9+1,31

Peso fetal (g) 1,77 (1,39-2,35) 1,21 (1,04-1,58)**
%Morte fetal 0 (0-10%) 8 (0-40%)*

Diferencas significativas foram determinadas por teste t Student ndo pareado, exceto peso fetal e % de morte
fetal que foram determinadas por teste de Mann-Whitney. *P <0.05, **P < 0.01.

6.5.2 O hipotireoidismo materno aumenta a expressao de HIF1a e Nrf2 na interface materno-
fetal

Considerando que o hipotireoidismo compromete a migracao trofoblastica intrauterina
em ratas e a vascularizacdo na placenta (SILVA et al., 2012; SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2014) e que falhas na migracao trofoblastica estdo associadas com hipoxia na
interface materno-fetal em mulheres pré-eclampticas (CHARNOCK-JONES, 2016;
REDMAN; SARGENT; STAFF, 2014), procuramos avaliar inicialmente se o hipotireoidismo
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materno poderia causar hipoxia na interface materno-fetal. Para isso, utilizamos a
imunomarca¢do com HIFla, que é reconhecidamente utilizado para indicar a ocorréncia de
hipoxia (ROSARIO; KONNO; SOARES, 2008; SOARES; IQBAL; KOZAI, 2017). O HIF1a
apresentou marcacao discreta a moderada, citoplasmatica e heterogénea na decidua e em
células trofoblasticas da zona juncional (ZJ) e labirinto placentario (LP) no grupo
hipotireoideo, tanto aos 14 quanto aos 18 DG, sendo que a imunomarcagdo no grupo controle
foi ausente ou discreta (Figura 1A-B). A analise da area de imunomarcacdo demonstrou que
as ratas hipotireoideas apresentaram maior expressao de HIF1a na decidua e na ZJ aos 14 ¢ 18
DG em relacdo ao controle (Figura 1C-D; P< 0,05; P< 0,01). Com relacdo a expressao génica
de Hifla, ndo houve diferenca significativa na decidua e placenta aos 14 DG entre 0s grupos
(Figura 1E). No entanto, aos 18 DG, as ratas hipotireoideas apresentaram maior expressao de
MRNA para Hiflo na placenta em rela¢do ao controle (Figura 1G; P< 0,01).

Além da avaliagdo de HIFlo, também foi avaliada a expressdo génica de Nrf2, um
fator de transcricdo envolvido na expressdo de enzimas antioxidantes em condi¢es de
hipéxia (FRANCISQUETI-FERRON et al.,, 2019). A analise demonstrou que o
hipotireoidismo, semelhante a expressdo de HIfla, aumentou a expressdo na placenta de

transcritos de Nrf2 no 18° DG quando comparado ao controle (Figura 1H, P< 0,05).
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Figura 1-Expressio de HIF1a e Nrf2 na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas
aos 14 e 18 dias de gestagdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcagido de HIF 1a na decidua ), zona
juncional e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina
de Harris, Barra= 50pum). C-D) Area de imunomarcagdo em pixels do HIFla na decidua, zona
juncionale labirinto placentérioaos 14 (C) e 18 (D) DG. E-H) Expresséo génica relativa de Hiflo (E,G)
e Nrf2 (F,H) na decidua e placenta aos 14 (E,F) e 18 (G,H) DG. (médiaxtSEM, *p<0.05;
**p<0.01;Teste t de Student; N= 6-7/grupo). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto
placentério; PLA= placenta; DG= dias de gestacao.
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6.5.3 O hipotireoidismo materno causa estresse oxidativo na interface materno-fetal

Visto que o hipotireoidismo aumentou a expressdo de HIFla na interface materno-
fetal, avaliamos a imunomarcacdo de 8-Hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), que é um
importante biomarcador de dano oxidativo endogeno ao DNA(URBANIAK et al., 2020). A
imunomarcacéo foi citoplasmatica e heterogénea na decidua, ZJ e LP, tanto aos 14 quanto aos
18 DG (Figura 2A-B), com marcacédo discreta a moderada no grupo hipotireoideo, e discreta
ou ausente no controle. O hipotireoidismo aumentou a area de imunomarcacao de 8-OHdG
na ZJ e LP aos 14 DG e na regido da decidua no 18° DG quando comparado ao controle
(Figura 2C-D; P< 0,05; P< 0,01).
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Figura 2-Expressao de 8-OHdG na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14
e 18 dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de 8-OHdG na decidua, zona
juncional e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina
de Harris, Barra= 50pm). C-D) Area de imunomarcacdo em pixels do 8-OHdG na decidua, zona
juncional e labirinto placentario aos 14 (C) e 18 (D) DG (médiatSEM, *p<0.05; **p<0.01;Teste t de
Student; N= 6-7/grupo). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentario; DG= dias de
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gestagéo.

6.5.4 O hipotireoidismo materno desregula a expressdo de enzimas antioxidantes na interface
materno-fetal

Pelo fato de o hipotireoidismo ter aumentado a expressdo de HIFla ¢ 8-OHdG na
interface materno-fetal das ratas, sugerindo uma condicdo de hipoxia e estresse oxidativo, e
também de ter aumentado a expressdo de Nrf2, um fator de transcricdo envolvido na
expressdo de enzimas antioxidantes (FRANCISQUETI-FERRON et al., 2019; ROSARIO;
KONNO; SOARES, 2008, URBANIAK et al., 2020), avaliamos a expressdao de SOD1,
SOD2, GPx1/2 e catalase na decidua e placenta dos animais deste estudo. A imunomarcacao
de SODL1 foi citoplasmaética e heterogénea e variou entre as regides avaliadas, se mostrando
discreta a moderada na regido da decidua e moderada e intensa na ZJ e LP (Figura 3A-B),
sendo que o hipotireoidismo aumentou a expressao proteica de SOD1 na decidua aos 14 DG
(Figura 3C; P< 0,05), enquanto reduziu a expressdao no LP aos 18 DG (Figura 3D; P< 0,01).
Em relacdo a expressdo génica, o hipotireoidismo reduziu os transcritos de Sod1 na placenta
aos 14DG e de Sod2 na decidua aos 18 DG, enquanto aumentou a expressdo placentaria de
Sod2 no mesmo periodo gestacional quando comparado ao controle (Figura 3E-H; P< 0,05).

A imunomarcacdo de GPx1/2 foi citoplasmatica e heterogénea e também variou entre
as regides da interface materno-fetal, sendo mais intensa na decidua e discreta a moderada na
ZJ e LP (Figura 4A-B). Aos 14 DG, o hipotireoidismo aumentou a imunomarcacdo de GPx1/2
na ZJ em relacdo ao controle (Figura 4C; P< 0,01), além de haver uma tendéncia de aumento
no LP (P= 0,06). No entanto, no mesmo periodo gestacional, as ratas hipotireoideas
apresentaram menor expressao de mRNA de Gpx1 na regido da decidua quando comparadas
ao controle (Figura 4D; P< 0,05). Aos 18 DG, embora ndo tenha sido observada diferenca
significativa na imunomarcagdo nas regifes avaliadas, o hipotireoidismo aumentou a
expressao de transcritos para Gpx1 na placenta quando comparado ao controle (Figura 4F; P<
0,05).
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Figura 3-Expressdo de SOD1 e Sod2 na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas
aos 14 e 18 dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcagdo de SOD1 na decidua, zona
juncional e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina
de Harris, Barra= 50um). C-D) Area de imunomarcacdo em pixels do SOD1 na decidua, zona
juncional e labirinto placentario aos 14 (C) e 18 (D) DG. E-H) Expressao génica relativa de Sodl
(E,G) e Sod2 (F,H) na decidua e placenta aos 14 (E,F) e 18 (G,H) DG. (médiatSEM, *p<0.05;
**p<0.01; Teste t de Student; N= 6-7/grupo ). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto
placentario; PLA= placenta; DG= dias de gestacao.
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Figura 4-Expressdo de GPx na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14 e 18
dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcagdo de GPx1/2 na decidua, zona juncional e
labirinto placentério (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris,
Barra= 50um). C,E) Area de imunomarcacdo em pixels do GPx1/2 na decidua, zona juncional e
labirinto placentério aos 14 (C) e 18 (E) DG. N,P) Expressdo génica relativa de Gpx1 na decidua e
placenta aos 14 (D) e 18 (F) DG. (médiaxzSEM, *p<0.05; **p<0.01; Teste t de Student; N=6-7/grupo).
DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentéario; PLA= placenta; DG= dias de gestacao.

A imunomarcacdo de CAT foi citoplasmatica e heterogénea e apresentou expressao
mais intensa na decidua e LP quando comparado a ZJ, que apresentou marcagao nula ou fraca
(Figura 5A-B). O hipotireoidismo néo afetou a expressdo proteica e génica de catalase aos 14
DG (Figura 5C-D; P> 0,05). No entanto, aos 18 DG, as ratas hipotireoideas apresentaram
reducdo da imunomarcacgédo de catalase na decidua e LP quando comparadas aos animais do
grupo controle (Figura 5E; P< 0,01), como também da expressdo génica decidual (P< 0,01),

enquanto houve aumento da expressdo de mRNA na placenta (Figura 5F; P< 0,01).
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Figura 5-Expressao de catalase na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14 e
18 dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de catalase na decidua , zona
juncional e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina
de Harris, Barra= 50pum). C,E) Area de imunomarcacdo em pixels de catalase na decidua, zona
juncional e labirinto placentario aos 14 (C) e 18 (E) DG. F,H) Expressdo génica relativa de Cat na
decidua e placenta aos 14 (D) e 18 (F) DG. (médiatSEM, **p<0.01; Teste t de Student; N= 6-
7/grupo). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentario; PLA= placenta; DG= dias de
gestagéo.

6.5.5 O hipotireoidismo materno reduz a atividade enzimética placentéria de SOD, catalase e
GST no final da gestacao

Considerando que o hipotireoidismo desregulou a expressao proteica e/ou génica de
SOD1, SOD2, catalase e GPx1 na interface materno-fetal das ratas deste estudo, avaliou-se a
atividade enzimatica de algumas dessas enzimas e da glutationa transferase (GST) na
placenta. As ratas hipotireoideas apresentaram reducdo significativa da atividade enzimatica
de SOD, catalase e GST aos 18 DG quando comparadas as do grupo controle (Figura 6A-C;
P< 0,05; P< 0,01), enquanto aos 14 DG houve aumento da atividade enzimatica de GST no
grupo hipotireoideo (Figura 6C; P<0,0001).
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Figura 6- Atividade enzimatica de SOD, catalase e GST na placenta de ratas controle e
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proteina); (médiatSEM, *p<0.05; **p<0.01; ****p<0.0001; Teste t de Student; N= 6-7/grupo).

6.5.6 O hipotireoidismo materno desregula a expressdo de mediadores da UPR e causa
estresse reticular na interface materno-fetal

Pelo fato do estresse oxidativo estar associado a ocorréncia de ERE (BHANDARY et
al., 2012; SONG et al., 2020, 2021) e de outras doencas gestacionais como pré-eclampsia e
restricdo de crescimento intrauterino apresentarem ERE na placenta (BURTON et al., 2021,
BURTON; YUNG, 2011), avaliou-se a expressdo de diversos mediadores de ativacdo da
UPR, desde as proteinas transmembrana PERK e ATF6, quanto sinalizadores intracelulares
como ATF4, HO1, XBP1, GRP78 e CHOP. O hipotireoidismo reduziu a expressdo génica de
Perk e Atf6 na decidua e placenta aos 14 DG e Atf6 na decidua aos 18 DG, enquanto
aumentou a expressao placentaria de mRNA de Perk e Atf6 aos 18 DG quando comparado ao
controle (Figura 7A-D; P< 0,05; P< 0,01).

A imunomarcacdo de ATF4 foi citoplasmatica, heterogénea e ausente a moderada nas
trés regides avaliadas, decidua, ZJ e LP (Figura8A-B), sendo que o hipotireoidismo reduziu a
expressdo no LP aos 14 DG (Figura 8C; P< 0,05), enquanto aumentou a imunomarcagdo na
decidua e ZJ aos 18 DG (Figura 8D; P< 0,05). Em relacéo a expressdo de mRNA para Hol e
Xbpl, as ratas hipotireoideas apresentaram reducdo da expressdo de ambos os genes na
decidua aos 14 DG, como também ocorreu na placenta para Hol na mesma idade gestacional
(Figura8E-F; P< 0,05). Aos 18 DG, nédo houve diferenca significativa para os genes avaliados,
tanto na decidua quanto na placenta (Figura 8G-H; P> 0,05).

A imunomarcacdo de GRP78 foi fraca a moderada, citoplasmatica e heterogénea na
decidua, ZJ e LP (Figura9A-B). Aos 14 DG, o hipotireoidismo aumentou a expressdo de

GRP78 na ZJ, enquanto reduziu a imunomarcagdo no LP quando comparado ao controle
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(Figura 9C; P< 0,05). Além disso, o hipotireoidismo reduziu a expressdo placentaria do
MRNA para Grp78 na mesma idade gestacional (Figura 9D; P<0,01). Aos 18 DG, por outro
lado, houve aumento da imunomarcacdo de GRP78 na ZJ das ratas hipotireoideas em relacéo
ao controle (Figura9E; P<0,05), enquanto ndo houve diferencas na expressdo génica na
decidua e placenta na mesma idade gestacional (Figura 9F; P> 0,05).

A imunomarcacdo de CHOP foi citoplasmatica, heterogénea e fraca a intensa
dependendo do grupo avaliado (FiguralOA-B). O hipotireoidismo aumentou a expressdo
proteica de CHOP tanto na decidua e ZJ aos 14 DG (P< 0,05), como também na decidua aos
18 DG (P< 0,01), com reducédo da imunomarcagdo no LP no 14° dia (Figura 10C-E; P< 0,05).
Em relacdo a expressdo génica, embora tenha ocorrido reducdo da expressdo de Chop na
placenta das ratas hipotireoideas no 14° DG, o hipotireoidismo aumentou a expressao
placentaria do mMRNA no 18° DG (Figura 10D-F; P< 0,05).
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Figura 7-Expressao de Atf6 e Perk na decidua e placenta de ratas controle e hipotireoideas aos
14 e 18 dias de gestacdo.A-D) Expressdo génica relativa do Perk (A,C) e Atf6 (B,D) na placenta e
decidua aos 14 (A,B) e 18 (C,D) DG (médiatSEM, *p<0.05; **p<0.01; Teste t de Student; N= 6-
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Figura 8-Expressdo de ATF4, Hol e Xbpl na decidua e placenta de ratas controles e
hipotireoideas aos 14 e 18 dias de gestacédo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de ATF4 na
decidua , zona juncional e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com
Hematoxilina de Harris, Barra= 50pum). C-D) Area de imunomarcacéo em pixels do ATF4 na decidua,
zona juncional e labirinto placentério aos 14 (C) e 18 (D) DG. E-H) Expressdo génica relativa de Hol
(E,G) e Xbpl (F,H) na decidua e placenta aos 14 (O,P) e 18 (Q,R) DG. (médiatSEM, *p<0.05; Teste t
de Student; N= 6-7/grupo ). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentéario; PLA=
placenta; DG= dias de gestacdo.
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Figura 9-Expressdo de GRP78 na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14 e
18 dias de gestacdo.A-B) Fotomicrografias da imunomarcacdo de GRP78 na decidua, zona juncional
e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris,
Barra= 50um). C,E) Area de imunomarcagio em pixels de GRP78 na decidua, zona juncional e
labirinto placentario aos 14 (C) e 18 (E) DG. D,F) Expressdo génica relativa de Grp78 na decidua e
placenta aos 14 (N) e 18 (P) DG. (médiatSEM, **p<0.01; Teste t de Student; N= 6-7/grupo). DEC=
decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentario; PLA= placenta; DG= dias de gestagao.
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Figura 10-Expressao de CHOP na decidua e placenta de ratas controles e hipotireoideas aos 14 e
18 dias de gestacdo. A-B) Fotomicrografias da imunomarcagdo de CHOP na decidua, zona juncional
e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris,
Barra= 50pm). C,E) Area de imunomarcagio em pixels de CHOP na decidua, zona juncional e
labirinto placentario aos 14 (C) e 18 (E) DG. D,F) Expressao génica relativa de Chop na decidua e
placenta aos 14 (N) e 18 (P) DG. (médiaxzSEM, **p<0.01; Teste t de Student; N= 6-7/grupo). DEC=
decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentario; PLA= placenta; DG= dias de gestagao.

6.6 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a restri¢do de crescimento feto-placentaria observada em
ratas com hipotireoidismo materno esta associada com 0 aumento de Hifla e de 8-OHdG na
interface materno-fetal e uma desregulacdo na expressdo placentaria e decidual de mediadores
da UPR e enzimas antioxidantes, sugerindo que a disfuncédo feto-placentaria causada pelo
hipotireoidismo esta associada a hipdxia, estresse oxidativo e estresse de reticulo
endoplasmatico na interface materno-fetal.

A reducéo do peso fetal e da unidade Utero-placenta causada pelo hipotireoidismo nas
ratas aos 14 e/ou 18 dias de gestacdo, como também observado por Silva et al.(2012), e o

aumento da morte fetal no 18° dia, foram associados a maior expressdo placentaria e decidual
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de HIFla, tanto em nivel proteico quanto génico, sugerindo um ambiente de hipdxia na
interface materno-fetal desses animais. O HIFla ¢ reconhecidamente utilizado como um
biomarcador de hipoxia celular (ROSARIO; KONNO; SOARES, 2008; SOARES; IQBAL;
KOZAI, 2017) e estudos prévios tinham sugerido a ocorréncia desse insulto na interface
materno-fetal de ratas hipotireoideas, uma vez que demonstraram reducdo da migracao
trofobléstica intrauterina e da expressdo de MMP2 e 9 na placenta desses animais (SILVA;
OCARINO; SERAKIDES, 2014). Falhas na migracdo trofoblastica comprometem o
remodelamento das artérias espiraladas uterinas e, consequentemente, o0 aporte sanguineo para
a interface materno-fetal (APLIN et al., 2020; FISHER, 2015), sendo que a pré-eclampsia, 0
aborto espontéaneo e a restricdo de crescimento intrauterino, importantes doencas gestacionais,
também apresentam as mesmas alteragdes placentarias e aumento de HIFla e hipdxia
placentaria (ALl et al., 2021; KIMBALL et al., 2015; SHAHNAWAZ et al., 2021,
TIANTHONG; PHUPONG, 2021).

E plausivel que a maior expressio de HIFla na interface materno-fetal das ratas
hipotireoideas no presente estudo esteja envolvida no estresse oxidativo observado na
placenta e decidua desses animais, como evidenciado pela maior expressao proteica de 8-
OHdG, um indicador de dano oxidativo ao DNA (URBANIAK et al., 2020). Owaki et
al.(2019) tambeém verificaram aumento da expressdo proteica de HIFla e 8-OHdG em
placentas de mulheres com hipertensdo gestacional e pré-eclampsia, como também foi
demonstrado recentemente por Kumar et al.(2021) na placenta de mulheres que faziam uso de
tabaco.

Concomitante ao aumento de HIFla e 8-OHdG, também foi observado no presente
estudo o aumento da expressao génica de Nrf2 na placenta das ratas hipotireoideas aos 18 dias
de gestacdo. O NRF2 é um importante fator transcricional associado a ativacdo de enzimas
antioxidantes para o controle do estresse oxidativo e apoptose (FRANCISQUETI-FERRON et
al., 2019; LOBODA et al., 2016), sendo que o0 aumento nos niveis de mMRNA de Nrf2 também
foi observado por Qi et al. (2020) em um estudo in vitro de estresse oxidativo com células
trofoblasticas HTR8/SVneo que foram tratadas com curcumina, um potente antioxidante
exogeno. Por outro lado, a inibicdo da sinalizacdo de NRF2 foi associada ao aumento de
especies reativas de oxigénio durante a embriogénese de rato que apresentava defeitos do tubo
neural induzidos por &cido retinoico (LIU et al., 2018). Assim, o0 aumento de Nrf2 no presente
estudo pode ser reflexo da ocorréncia de estresse oxidativo, visto que os sistemas bioldgicos
ativam vias antioxidantes no intuito de proteger o organismo contra 0 excesso de espécies

reativas de oxigénio produzidas em situac6es de hipdxia e/ou de estresse oxidativo (QI et al.,
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2020).

Paralelamente ao aumento do Nrf2, observamos o aumento da imunomarcagdo de
SODL1 e GPx1/2 na decidua e zona juncional das ratas hipotireoideas aos 14 dias de gestacéo,
respectivamente, assim como dos genes Sod2, Gpx1 e Cat na placenta aos 18 dias de gestacao
e da atividade enzimética placentaria de GST no 14° dia de gestacdo. Esses resultados estdo de
acordo com estudos prévios que também mostraram aumento da expressdo de SOD1, SOD2 e
catalase na placenta de ratas espontaneamente hipertensas (BLOIS et al., 2021), como
também para Cat e glutationa redutase (Grs) na placenta de mulheres com diabetes mellitus
gestacional (LAPPAS et al., 2011).

Contudo, as ratas hipotireoideas apresentaram reducdo significativa da atividade
enzimatica de SOD, catalase e GST na placenta aos 18 dias de gestacdo, como também da
imunomarcacao de SODL e catalase na decidua e/ou placenta e da expressdo génica decidual
de Sod2 e Cat. A baixa atividade de enzimas antioxidantes também foi verificada por
Zejnullahu et al.(2021) na placenta e no plasma de mulheres com aborto recorrente. A
reducdo observada no presente estudo da atividade enzimatica e da expressdo génica e/ou
proteica de enzimas antioxidantes possivelmente esta relacionada ao fato de o hipotireoidismo
reduzir a capacidade antioxidante sistémica e assim os animais ficam mais suscetiveis aos
danos oxidativos (MISHRA et al., 2019). Além disso, a reducdo da atividade das enzimas
antioxidantes pode ser reflexo da reducdo da sintese ou do aumento do consumo ocasionado
pelos altos niveis de espécies reativas de oxigénio (AOUACHE et al., 2018). Porém, mais
estudos sdo necessarios para esclarecer esses achados.

Pelo fato do estresse oxidativo estar associado & ocorréncia de estresse de reticulo
endoplasmatico, avaliou-se também a expressdo de diversos mediadores envolvidos na
ativacdo da UPR. Curiosamente, o hipotireoidismo causou uma reducdo da expressdo génica
placentéria e/ou decidual de Atf6, Perk, Xbpl, Hol, Grp78 e Chop e da imunomarcagdo de
ATF4 aos 14 dias de gestacdo, periodo que corresponde ao inicio da invasdo trofoblastica
intrauterina na rata (SILVA; SERAKIDES, 2016). A menor expressdo de mediadores da
UPR, como observado no presente estudo nas ratas hipotireoideas, pode comprometer o
sucesso gestacional, pois falhas na ativacdo da UPR estdo associadas as disfuncdes
placentarias por afetarem a diferenciacdo, invasdo, migracéo, angiogénese e apoptose celular
(YUNG et al., 2008; BURTON et al., 2009; LYALL et al., 2013; GUZEL et al., 2017;
BASTIDA-RUIZ et al., 2019; YOSHIDA et al., 2021).

Reducéo na expressdo de mediadores da UPR pode ocasionar falhas na angiogénese e

na vasculogénese placentarias, por comprometer a expressao do fator de crescimento do
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endotélio vascular (VEGF)(GHOSH et al., 2010). Silva et al. (2012, 2015) demonstraram que
0 hipotireoidismo materno reduz a expressao de VEGF placentéario, sendo que a sinalizagéo
IRE1a/XBP1, ATF60 e PERK/ATF4, bem como o HO1, estdo envolvidos na regulacdo da
expressao do VEGF (GEORGE et al., 2013, 2017; GHOSH et al., 2010; IWAWAKI et al.,
2009; OWAKI et al., 2019). Além disso, PERK e HO1 estdo associados a regulacdo da
invasdo trofobléstica (LEE et al., 2019; OLTRA et al., 2020), sugerindo que reducdo na
expressao desses fatores pode resultar em falhas nesse processo e, consequentemente, na
remodelacdo da artéria espiralada uterina. A menor expressao de Grp78 e Chop causada pelo
hipotireoidismo aos 14 dias pode também comprometer a fusdo, sincicializacéo e invaséo das
células trofoblasticas (ARNAUDEAU et al., 2009; BASTIDA-RUIZ et al., 2019, 2020;
FRADET et al.,, 2012), como também reduzir a apoptose, processo crucial durante o
remodelamento das artérias espiraladas (HARRIS, 2011; SILVA; SERAKIDES, 2016;
WHITLEY; CARTWRIGHT, 2009).

No entanto, maior expressdo proteica decidual e/ou placentaria de ATF4, GRP78 e
CHOP foi observada tanto aos 14 quanto aos 18 dias de gestacdo nas ratas hipotireoideas, e
um aumento da expressao génica placentaria de Perk, Atf6 e Chop no 18° dia de gestacédo.
GRP78 e CHOP séo reconhecidamente utilizados como marcadores de ativacao de estresse de
reticulo endoplasmatico (RON; HARDING, 2012; WANG; KAUFMAN, 2016) e estudos
prévios em placentas de ratas submetidas a hipoxia mostraram um aumento da expressao
proteica de GRP78 e ATF4 ao final da gestacdo (NUZZO et al., 2018). Corroborando com o0s
nossos resultados, Du et al. (2016) também demonstraram aumento da expressdo proteica
placentaria de GRP78 e CHOP na placenta de mulheres com pré-eclampsia, enquanto
Mizuuchi et al.(2016) observaram um aumento de mRNA para Atf6 e Atf4. Maior expresséo
proteica e/ou génica para PERK, ATF6, ATF4, GRP78 e CHOP também foi demonstrada na
placenta de ratas expostas a nicotina, sugerindo ativagdo de estresse de reticulo
endoplasmatico (WONG et al., 2015).

O estresse de reticulo endoplasmaético é ativado por uma série de eventos como
hipoxia e reducdo de ATP, glicose e Ca?*(BURTON; YUNG, 2011), sendo que recentemente
foi demonstrado que o hipotireoidismo em ratas gestantes também causa intolerancia a glicose
(KENT; ATLURI; CUFFE, 2021), sugerindo outro meio pelo qual pode ocorrer ativagao de
estresse de reticulo endoplasmatico na interface materno-fetal desses animais. Além disso, a
ativacdo cronica e acentuada de estresse de reticulo endoplasmatico estd associada a
ocorréncia de apoptose (DU et al., 2016), sendo que um estudo prévio desenvolvido por Silva

et al.(2012) demonstrou aumento da apoptose na placenta de ratas com hipotireoidismo
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materno.

Os achados deste estudo demonstraram que a restricdo feto-placentaria em ratas com
hipotireoidismo materno estd associada ndo somente com uma desregulacdo na expressao
placentdria e decidual de mediadores da UPR e reducdo da atividade de enzimas
antioxidantes, como sugerem hipdxia e ativacdo de estresse oxidativo e de reticulo
endoplasmatico na interface materno-fetal desses animais. Isto expande 0 nosso conhecimento
sobre a patogénese da disfuncdo feto-placentaria causada pelo hipotireoidismo materno e
sugere novas vias para 0 estabelecimento de estratégias terapéuticas para essa doenca

gestacional.
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7 CAPITULO 3

TRATAMENTO COM PORFIRINAS DE MANGANES BLOQUEIA O ESTRESSE
PLACENTARIO CAUSADO PELO HIPOTIREOIDISMO MATERNO E MELHORA
A MORFOGENESE PLACENTARIA E O DESENVOLVIMENTO FETAL EM UM
MODELO MURINO

Manganese porphyrin-based treatment blocks placental stress caused by maternal

hypothyroidism and improves placental morphogenesis and fetal development in murine model
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7.1 RESUMO

O estresse oxidativo (EO) e o estresse de reticulo endoplasmatico (ERE) estdo na génese das
disfungdes placentarias observadas na pré-eclampsia, restricdo de crescimento intrauterino e
hipotireoidismo materno. Nesse sentido, as porfirinas de manganés (MnPs) tém apresentado
alto potencial antioxidante e anti-inflamatorio, embora nao tenham sido avaliadas em doencas
gestacionais. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial terapéutico de duas MnPs,
MnIIIT2EPYP (MnP 1) e MnllIITSB3EPYP(MnP 11), na disfuncdo feto-placentaria de ratas
hipotireoideas.O hipotireoidismo foi induzido pela administracdo diaria de propiltiouracil e o
tratamento com as MnPs | e Il iniciou-se no 8° dia de gestacdo (DG). O desenvolvimento
feto-placentério, a bioquimica plasmaética e a expressdo placentéria e decidual de mediadores
antioxidantes (SOD1, CAT, GPx1, GST), de hipdxia (HIF1a), de dano oxidativo ao DNA (8-
OHdG), de ERE (GRP78 ¢ CHOP), imunolégicos (TNFa e IL-10) e angiogénicos (VEGF)
foram avaliados no 18° DG. As MnPs | e Il aumentaram o peso fetal das ratas hipotireoideas,
além da MnP | aumentar o peso dos érgdos fetais. As MnPs restabeleceram a morfologia da
zona juncional nas ratas hipotireoideas e aumentaram a vascularizacao na placenta. As MnPs
bloquearam o aumento de mediadores de EO e ERE causado pelo hipotireoidismo, mostrando
niveis de expressao de HIFa, 8-OHdG, Gpx1, Grp78 e Chop semelhante ao controle, além de
terem aumentado a expressdo proteica de SOD1, Cat e GPx1 e restaurado a expresséo de IL-
10 e VEGF na decidua e/ou placenta. No entanto, as MnPs ndo restauraram a baixa atividade
enziméatica placentaria de SOD, CAT e GST causada pelo hipotireoidismo, enquanto
aumentaram a expressao decidual e placentaria de TNFa.Conclui-se que o tratamento com as
MnPs melhora o desenvolvimento feto-placentério de ratas hipotireoideas e protege contra o
estresse oxidativo e de reticulo endoplasmatico causado pelo hipotireoidismo na interface
materno-fetal, além de restaurar a expressao placentéria e/ou decidual de IL-10 e VEGF.

Palavras-chave: tireoide; metaloporfirina; antioxidante; placenta; antiinflamatorio; rata.

7.2 ABSTRACT

Oxidative stress (OS) and endoplasmic reticulum stress (ERS) are at the genesis of placental
disorders observed in pre-eclampsia, intrauterine growth restriction and maternal
hypothyroidism. In this sense, manganese porphyrins (MnPs) have shown high antioxidant
and anti-inflammatory potential, although they have not been evaluated in gestational
diseases. The aim of this study was to evaluate the therapeutic potential of two MnPs,
MnIIIT2EPYP (MnP 1) and MnllIT5SB3EPYP (MnP 11), in the fetal-placental dysfunction of
hypothyroid rats. Hypothyroidism was induced by daily administration of propylthiouracil
and treatment with MnPs | and Il started on the 8th day of pregnancy (DG). Fetoplacental
development, plasma biochemistry and placental expression of antioxidant mediators (SOD1,
CAT, GPx1, GST), hypoxia (HIF1a), oxidative DNA damage (8-OHdG), ERS (GRP78 and
CHOP), immunological (TNFa and IL-10) and angiogenic (VEGF) were evaluated on the
18th DG. MnPs I and Il increased fetal weight in hypothyroid rats, and MnP | increased fetal
organ weight. MnPs restored the junctional zone morphology in hypothyroid rats and
increased placental vascularization. MnPs blocked the increase of OS and ERS mediators
caused by hypothyroidism, showing similar levels of expression of HIFa, 8-OHdG, Gpx1,
Grp78 and Chop to the control, in addition to increasing the protein expression of SOD1, Cat
and GPx1 and restoring the expression of IL-10 and VEGF in the decidua and/or placenta.
However, MnPs did not restore the low placental enzyme activity of SOD, CAT and GST
caused by hypothyroidism, while increasing the decidual and placental expression of TNFa. It
is concluded that treatment with MnPs improves the fetal-placental development of
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hypothyroid rats and protects against oxidative stress and endoplasmic reticulum stress caused
by hypothyroidism at the maternal-fetal interface, in addition to restoring placental and/or
decidual expression of IL-10 and VEGF.

Keywords: thyroid; metalloporphyrin; antioxidant; placenta; anti-inflammatory; rat.

7.3 INTRODUCAO

Doencas gestacionais como pré-eclampsia, restricdo de crescimento intrauterino,
aborto recorrente e diabetes mellitus gestacional estdo associadas a ocorréncia de estresse
oxidativo e estresse de reticulo endoplasmatico na interface materno-fetal (BURTON et al.,
2009, 2021; BURTON; YUNG, 2011; FOLLI et al., 2012; GIACCO; BROWNLEE, 2010;
LIAN et al., 2011; YUNG et al., 2008). Recentemente, demonstramos que o hipotireoidismo
materno, outra importante doenca gestacional que afeta 2,5 até 15% das mulheres gestantes,
dependendo da regido (IDRIS et al., 2005; ZHANG; DONG; SU, 2016), também causa
estresse oxidativo e reticular na interface materno-fetal de ratas, com desregulacéo e reducéo
da atividade de enzimas antioxidantes na decidua e placenta e aumento de mediadores de
estresse reticular ao final da gestacdo (SANTOS et al., 2021a).

Estudos ja demonstraram que o hipotirecidismo aumenta a frequéncia de abortos
espontaneos (LONGCOPE; C., 1991; THANGARATINAM et al., 2011), estd associado a
ocorréncia de pré-eclampsia (KURLAK et al., 2013; LARIJANI et al., 2009) e origina
neonatos prematuros de baixo peso e com anomalias congénitas (KRASSAS, 2000; SILVA,
OCARINO; SERAKIDES, 2018). Além disso, em ratas, o hipotireoidismo materno também
resultou em falhas na migracdo trofoblastica intrauterina, apoptose e reducdo da proliferacdo
trofobléastica e da expressdo de mediadores angiogénicos e imunoldgicos na interface
materno-fetal, como interleucina 10 (IL-10), éxido nitrico sintase induzivel 2 (NOS2), fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e fator de crescimento placentario (PIGF)
(SILVA et al., 2012, 2014, 2015).

Como os hormonios tireoidianos sao importantes reguladores do consumo de oxigénio
e de antioxidantes no organismo (MENG et al., 2016; SAHOO et al., 2008), sendo que a
hipofuncdo tireoidiana compromete a atividade antioxidante e o metabolismo lipidico
(CHAKRABARTI et al., 2016; MANCINI et al., 2016), o uso de antioxidantes sintéticos ou
naturais no tratamento da disfuncdo placentaria causada pelo hipotireoidismo materno pode
ser promissor, como também na prevencdo de outras doencgas gestacionais que apresentam o
estresse oxidativo e reticular em sua patogénese, como a pré-eclampsia e o aborto recorrente
(AOUACHE et al., 2018; HANSSON; NAAV; ERLANDSSON, 2015). Neste sentido, nos
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ultimos anos, estudos tém demonstrado que porfirinas de manganés (MnPs) apresentam
grande potencial terapéutico no controle do estresse oxidativo em modelos de acidente
vascular cerebral, isquemia renal e radioprotecdo pelo fato de apresentarem alto poder
antioxidante e minima toxicidade, além da alta biodisponibilidade devido a sua lipofilicidade
(BATINIC-HABERLE et al., 2012; CHATTERJEE et al., 2020). Ademais, foi verificado que
as MnPs também apresentam acdo anti-inflamatoria ao afetarem as respostas imunes de
linfécitos T helper 1 (Thl) e 2 (Th2), reduzindo citocinas como interferon gamma (IFNy) e
interleucinas 4(IL-4)e 5(IL-5) (JUNGSUWADEE et al., 2012). No entanto, até 0 momento,
nenhum estudo foi realizado com MnPs para o tratamento de doengas gestacionais que cursam
com estresse placentario.

As MnPs sdo metaloporfirinas, no qual seu anel porfirinico tem a capacidade de ser
alterado. Como exemplos temos as MnTE-2-PyP 5+, MnTM-2-PyP 5+, MnTnBu-2-PyP 5+,
MnTnHex-2-PyP 5+ e MnTnBuOE-2-PyP 5+ (BATINIC-HABERLE et al., 2012, 2014,
BATINIC-HABERLE et al., 2009; OLSON et al., 2020; SHRISHRIMAL et al., 2020a).
Essas porfirinas sdo capazes de regular fatores de transcri¢cdo, como o fator induzivel por
hipoxia 1 alfa (HIF1a) e o fator nuclear kappa B (NF-kB), que sdo dependentes de redox, e
suprimir processos inflamatérios mediados por estresse oxidativo (BOTTINO et al., 2004;
GAUTER-FLECKENSTEINet al., 2010).

Dessa forma, como o hipotireoidismo causa estresse oxidativo e reticular na interface
materno-fetal de ratas (SANTOS et al., 2021a), a hipétese deste estudo é que as MnPs podem
impedir ou reduzir as alteracBes feto-placentarias causadas pelo hipotireoidismo materno.
Assim, o objetivo foi avaliar o potencial terapéutico de duas formulacbes de MnPs,
MnIlIT2EPYP e MnllIT5B3EPYP, na restri¢do feto-placentaria de ratas com hipotireoidismo.
Os achados demonstraram que as duas MnPs avaliadas, sendo a MnlIIT5B3EPyYP ainda nao
descrita na literatura, foram capazes de melhorar o desenvolvimento fetal e a morfologia e
vascularizagdo placentaria de ratas com hipotireoidismo. Esse efeito foi associado a uma
reducdo do estresse oxidativo e reticular, aumento da expressdo de enzimas antioxidantes e

restauracao da expressdo de HIF1a, IL-10 e VEGF na interface materno-fetal.
7.4 MATERIAL E METODOS

7.4.1Delineamento experimental
Ratas Wistar adultas (230-250g) foram utilizadas neste estudo. As fémeas foram
alimentadas com racdo comercial e agua ad libitum e mantidas em regime de luminosidade

(12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (22 °C) controladas.
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Ap0s 7 dias de adaptacdo, as ratas foram separadas, ao acaso, em grupos controle,
MnP | e MnP Il (Experimento 1), e nos grupos controle, hipotireoideo, hipo+MnPI e
hipo+MnPII (Experimento 2). Cada grupo foi composto por 7 a 8 animais.

O primeiro experimento foi realizado para verificar se a administracdo das MnPs
poderia comprometer o desenvolvimento feto-placentario, uma vez que até 0 momento nao
tinham sido utilizadas durante a gestacdo. O ciclo estral das ratas foi entdo monitorado
diariamente e ap0s a verificacdo de dois ciclos estrais completos (proestro, estro, diestro), as
ratas foram colocadas com ratos machos adultos por 12 horas durante a noite. Na manha
seguinte, esfregacos vaginais foram realizados e as copulas foram confirmadas pela presenca
de espermatozoides nas citologias vaginais. Esse dia foi designado como dia O de gestacéo e a
eutanasia ocorreu no 18° dia de gestacédo (DG).

No experimento 2, os animais receberam diariamente, por sonda orogastrica,durante
todo o experimento, 6-propil-2-tiouracil (PTU; 4mg/Kg/dia) em agua destilada (SILVA;
OCARINO; SERAKIDES, 2014) para inducéo do hipotireoidismo. Apos trés dias do inicio da
inducdo, as fémeas de todos os grupos foram submetidas a citologia vaginal e manejo
reprodutivo conforme o experimento 1. As ratas que tiveram o diagnostico de gestacao
confirmado foram mantidas separadas de acordo com o grupo experimental. As eutanasias
foram realizadas no dia O de gestacdo, para dosagem de T3 e T4 livres e confirmacgéo do
hipotireoidismo, e no 18° dia para coleta dos discos placentarios. Todos 0s procedimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Santa Cruz (Protocolo n° 002/17)

7.4.2 Administracdo das porfirinas de manganés (MnPs)

Para o experimento 1, os grupos tratados com MnPs (Figura 1) eram formados pelo
grupo MnP | ([MnllIT2EPYP]5+ (5,10,15,20-tetraquis (2- etilpiridil) porfirinatomanganés
(mn) e grupo  MnP Il ([MnlIIT5b3EPYP]5+(5,10,15,20-tetraquis(5-bromo-3-
etilpiridil)porfirinatomanganés(l1l)). No experimento 2, foram formados o0s grupos
hipotireoideo (PTU) + MnPI e hipotireoideo (PTU) + MnPIl. A MnPIl possui atividade
antioxidante ja descrita em outras doencas (BATINIC-HABERLE et al., 2009), mas ainda ndo
foi avaliada em doencas gestacionais. Ela foi utilizada como referéncia para a avaliagdo da
MnPIl, uma nova metaloporfirina sem estudos in vitro e in vivo sobre sua atividade
antioxidante e potencial terapéutico. O tratamento com as MnPs foi diério, do 8° ao 18° DG.
A terapéutica foi iniciada no periodo pés-implantacdo e inicio do processo de placentacéo
(SILVA; SERAKIDES, 2016) para que ndo houvesse a possibilidade de a droga afetar a
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implantacdo embrionaria. As drogas foram diluidas em solucdo fisioldgica estéril e a dose
administrada foi de 0,1 mg/Kg/dia, por via intra-peritoneal (IP) (BATINIC-HABERLE et al.,
2009).

[Mn"T2EPYPI*"
il 5+
[Mn"T5B3EPYP]

Figura 1-Estrutura quimica das MnPs.

7.4.3 Necropsia e coleta de material

As ratas foram eutanasiadas com guilhotina e 5 mL de sangue foram coletados em
tubos com heparina para obtencdo do plasma. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 20
minutos e o plasma obtido foi armazenado a -20 °C.

Os uteros contendo as placentas e os fetos foram separados das tubas uterinas e dos
ovarios. Posteriormente, foram pesados os Uteros contendo as placentas e os fetos, os Uteros
com placentas e cada feto individualmente, bem como também foram separados e pesados
individualmente os érgdos dos fetos (figado, coracdo, rins, pulmdes). O valor do peso do
liqguido amniotico foi estimado subtraindo o peso da placenta e o peso dos fetos. Foram
também contabilizados o0 nimero de fetos e 0 numero de sitios com reabsor¢do ou morte fetal,
que posteriormente foram excluidos das outras analises. Depois, foram retirados, de forma
aleatdria, oito discos placentarios de ambos os cornos de cada animal. Dois discos
placentarios foram retirados, dissecados e separados das deciduas. Um dos discos foi
acondicionado em microtubos, imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
posteriormente estocado a -80°C para avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes. O
outro disco placentario e as deciduas foram armazenados individualmente em criotubos
contendo Trizol, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80 °C para
posterior realizacdo de qPCR. Os seis discos restantes foram fixados em paraformaldeido 4%

a 4°C por 24 horas e processados pela técnica de inclusdo em parafina para analise
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histomorfométrica e imuno-histoquimica. Os tecidos foram desidratados em solu¢des com
concentracOes crescentes de alcool (70% até 100%), com posterior diafanizacdo em xilol e
impregnacdo e inclusdo em parafina. Cortes histologicos de 4um de espessura dos tecidos
foram obtidos por microtomia em laminas histologicas e corados com Hematoxilina e Eosina
para avaliacdo histomorfométrica. Para imuno-histoquimica foram utilizadas laminas

polarizadas silanizadas (StarFrost Polycat, Germany).

7.4.4 Andlise histomorfométrica da placenta

A avaliacdo histomorfométrica foi realizada em 6-7 discos placentarios/grupo. Para
isso, os cortes histologicos foram realizados no centro do disco placentario de forma que
incluisse 0 vaso sanguineo materno central de modo que houvesseuma uniformizacdo entre
eles. Imagens de cada disco placentario foram capturadas utilizando um estereomicroscépio
Leica S9i e a espessura de cada camada da placenta (zona juncional (ZJ) e labirinto
placentario (LP) foi avaliada em 10 regiGes aleatorias com obtencdo da media por sitio
placentario. As anélises foram realizadas com o auxilio do software Image Pro Plus® versdo
4.5 e os valores foram transformados para milimetros.

Na ZJ foi avaliada a proporcdo de &rea ocupada por células de glicogénio,
espongiotrofoblastos e células gigantes trofoblasticas em cinco campos aleatérios no aumento
de 200x. No LP foi avaliada a proporc¢do de area ocupada por seio vascular materno, capilares
fetais e mesénquima fetal/células trofoblésticas em cinco campos aleatorios no aumento de
400x. As imagens foram capturadas em um Microscépio fotdnico Leica DM2500 e a
quantificacdo foi realizada em graticula de 99 (ZJ) e 100 (LP) pontos com auxilio do software
Image Pro Plus® versédo 4.5 (SILVA et al., 2012).

7.4.5 Imuno-histoquimica(IHQ)

Cortes histologicos da placenta com a decidua basal + tridngulo metrial foram
submetidos a analise imuno-histoquimica. Os anticorpos utilizados foram anti-HIF1a (1:1000,
sc-13515, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-80OHdG (1:200, sc-393871, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), anti-SOD1 (1:1000, sc-365858, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA), ant-GPx1/2 (1:1000, sc-133160, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-catalase
(1:1000, sc-271803, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-ATF4 (1:1000, sc- 390063,
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-GRP78 (1:1000, sc- 13539, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), anti-CHOP (1:1000, sc-71136, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA), anti-VEGF (1:200, sc-152, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-TNFa (1:500,
sc-52746, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) e anti-IL-10 (1:6000, sc-365858, Santa Cruz
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Biotechnology, CA, USA).

Foi utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase (Streptavidin Peroxidase,
Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA) e a recuperacao antigénica foi realizada pelo calor em
banho-maria a 98 °C utilizando solucdo de acido citrico (0,54 mol/L; pH 6,0). As laminas
foram incubadas por 30 minutos nas etapas de bloqueio da peroxidase enddgena e soro de
bloqueio (Ultra vision Block, Lab Vision Corp., Fremont, CA. USA), seguida da incubacéo
com os anticorpos primarios em camara Umida overnight. A incubagdo com o anticorpo
secundario ocorreu por 45 minutos, com posterior incubacdo na estreptavidina peroxidase por
30 minutos. O cromdégeno utilizado foi a diaminobenzidina (DAB Substrate system, Lab
Vision Corp., Fremont, CA. USA). Por ultimo, as sec¢des foram contracoradas com
hematoxilina de Harris. O controle negativo foi obtido pela substitui¢cdo do anticorpo primario
por solucdo tamponada de fosfato (PBS)(SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014).

Foram realizadas avalia¢des descritivas e quantitativas da imunomarcacao de HIFla,
8-OHdG, SOD1, catalase, GPx1/2, GRP78, CHOP, VEGF, IL-10 ¢ TNFa na decidua, ZJ e
LP. A avaliacdo quantitativa foi realizada aleatoriamente em seis discos placentarios/grupo e
utilizando imagens de cinco campos aleatérios de cada regido avaliada. Para isso, imagens
foram obtidas com um Microscopio fotdnico Leica DMI 300B (Leica Microsytems,
Germany) no aumento de 400x. Para essa avaliacdo foi utilizado o software WCIF ImageJ®
(Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, USA). Color deconvolution e
thresholding das imagens foram realizadas. Os dados de cada regido avaliada foram
arquivados, analisados e expressos como area de imunomarcacdo em pixels (SILVA;
OCARINO; SERAKIDES, 2014).

7.4.6 PCR em tempo real (qPCR)

Para a realizacdo da técnica de gPCR, primeiramente foi extraido o mMRNA dos discos
placentarios utilizando Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), conforme
o protocolo do fabricante. A sintese do cDNA foi realizada com 1 pg de RNA, utilizando o
Kit SuperScript 111 First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Os transcritos génicos dos
genes alvo foram quantificados pela qPCR utilizando PowerUp ™ SYBR ™ Green (Master
Mix Applied Biosystems ™ PowerUp ™ SYBR ™ Green, Thermo Fisher scientific) no
equipamento Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Life Technologies). Para as reagdes de gPCR utilizou-se 1puL de cDNA, 100nM de cada
iniciador e 7,5 pL do reagente PowerUP em um volume final de 15 pL de reagdo. No controle

negativo utilizou-se o mix de amplificagio de DNA, no qual a amostra de cDNA foi
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substituida por agua. As amplificagdes foram realizadas nas seguintes condic@es: ativagdo
enzimatica a 95 °C por 10 min, 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 s, e
anelamento/extensdo a 60 °C por 60 s. Foi realizado um teste de eficiéncia da amplificacdo da
gPCR utilizando diluicdes seriadas do cDNA, além da avaliacdo da curva de melting dos
produtos da amplificacdo. Os iniciadores foram delineados com base na sequéncia do mRNA
de Rattus norvegicus (Tabela 1). A expressdo génica foi analisada pelo método 24T, em que
0s resultados obtidos para cada grupo foram comparados quantitativamente apds a
normalizacdo baseada na expressdo de RNA polymerase Il subunit A (Polr2a) de Rattus
norvegicus (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014; SOLANO et al., 2016).

Tabela 1: Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para qPCR.

Genes Iniciadores N° acesso

. Forward: AGCAATTCTCCAAGCCCTCC
HifLa Reverse: TTCATCAGTGGTGGCAGTTG NM_024359.1

Forward: CCCATTGAGGGCTGTGATCT

Nrf2 Reverse: GCCTTCAGTGTGCTTCTGGTT NM_031789.2
Forward: GAAAGGACGGTGTGGCCAAT

Sod1 Reverse: CTCGTGGACCACCATAGTACG NM_017050.1

Soxd Forward: GCGCTACAGCGGATTTTTGA NM._ 030826.3

Reverse: GAAGGCATACACGGTGGACT

Forward: CTGACTGACGCGATTGCCTA
cat Reverse: GTGGTCAGGACATCGGGTTT NM_012520.2

Forward: CCAGCAGAAAACCCGCATTC
ALl Reverse: CAGAATTCCTGATGCTAGTGGTT XM_017598829.1

Forward: GGCTGGTGAGGGATGGTAAA
Perk Reverse: TTGGCTGTGTAACTTGTGTCATCA NM_031599.2
Forward: TGAAGGGGAGCGTCTGATTG

Reverse: TCATTCCAAGTGCGTCCGAT

Forward: TGGCACAGCTTGCTGAAGAG
Reverse: TCAGGCGCTCGATTTCCT
Forward: GCTGGACCTACTGGCATGTT

Polra Reverse: ACCATAGGCTGGAGTTGCAC NM_001079162.5

Grp78 NM_013083.2

Chop NM_001109986.1

7.4.7 Avaliagdo da atividade enzimética de superoxido dismutase (SOD), glutationa
transferase (GST) e catalase

As amostras de placentas foram homogeineizadas em tampédo fosfato de potassio
(TFK) 50 nmoL (pH7,0) e centrifugadas a 13.400 rpm a 4°C por 10 minutos para a coleta dos
sobrenadantes.A concentracdo das proteinas foi avaliada pelo método de Bradford (1976),
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enquanto as atividades enziméticas de SOD, GST e catalase foram avaliadas de acordo com
Habig et al., (1974), Marklund and Marklund (1974) e Aebi (1984), respectivamente.

7.4.8 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). Para
comparacéo entre dois grupos utilizou-se o teste t de Student ndo pareado e para mais de dois
grupos realizou-se analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste Student Newman Keuls
(SNK). As analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 8.0.2 ® e as

diferencas foram consideradas significativas quando P< 0,05.
7.5 RESULTADOS

7.5.1 A administracdo de MnPs ndo compromete o desenvolvimento feto-placentario de ratas
gestantes e aumenta o peso fetal.

Primeiramente, verificamos se a administracdo das MnPs | e Il poderia comprometer o
desenvolvimento feto-placentario na rata, uma vez que até o momento ndo tinham sido
utilizadas durante a gestacdo em modelos animais experimentais. Foi observado que as MnPs
na dose de 0,1mg/Kg/dia a partir do 8° DG ndo afetou o nimero de fetos e ndo comprometeu
o0 peso fetal aos 18 DG, sendo que o peso fetal do grupo que recebeu a MnP 1 foi até maior
guando comparado ao grupo controle(Figura 2C-D; P< 0,05). Além disso, a administracao das

MnPs ndo afetou o peso da unidade Utero-placentaria e do liquido amnidtico (Figura 2A-B).
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Figura 2- Parametros reprodutivos de ratas tratadas com MnPI e MnPI1I durante a gestacdo.A)
Peso Uteroplacentario/ n°fetos (g); B) Peso do liquido amnidtico/n® fetos C) Numero de fetos / fémea e
D) Peso dos fetos (g)(médiatSEM; *p<0,05; Teste SNK; N= 3-7/grupo (A-C); N= 22/grupo (D)).

7.5.2 O tratamento com MnPs melhora o peso fetal e a morfologia placentaria em ratas
hipotireoideas

Considerando que no primeiro experimento a administracio das MnPs ndo
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comprometeu 0s parametros reprodutivos de ratas, avaliou-se no segundo experimento o
potencial terapéutico dessas MnPs na restricdo feto-placentaria apresentada por ratas com
hipotireoidismo (SILVA et al., 2012). Na avaliacdo dos parametros maternos e placentarios,
foi observado que os tratamentos com as MnPs | e Il ndo foram capazes de aumentar a
concentracdo plasmatica do T livre, 0 menor peso Utero-placentério e do liquido amnidtico
apresentado pelas ratas hipotireoideas quando comparadas ao grupo controle (Figura3A,B,C).
Além disso, ndo houve diferenca significativa no numero de fetos em relacdo ao grupo
hipotireoideo, que estavam reduzidos em relacdo ao controle (Figura 3D; P< 0,05). No
entanto, o tratamento com as MnPs foi capaz de aumentar o baixo peso fetal apresentado
pelas ratas hipotireoideas (Figura 3E; P<0,05; P<0,01). Interessantemente, o tratamento com a
MnPI também aumentou os pesos dos orgdos fetais (figado, rins, coracdo, pulmdes) das ratas
hipotireoideas, que estavam reduzidos em relacdo ao controle (Figura 3F-I).

Uma vez que o tratamento com as MnPs aumentou o peso fetal das ratas
hipotireoideas, verificamos se esse efeito estaria associado a uma alteracdo da morfologia
placentaria, uma vez que ndo houve diferenca no peso da unidade utero-placenta. O
tratamento com as MnPs restaurou parcialmente a espessura do LP das ratas hipotireoideas,
uma vez que o hipotireoidismo reduziu a espessura dessa camada em relacdo ao controle e 0s
tratamentos com as MnPs ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle
(Figura 4E). Além disso, os tratamentos com as MnPs | e 1l restauraram a celularidade da ZJ,
uma vez que o hipotireoidismo aumentou a proporcao de células de glicogénio nessa camada
da placenta (P< 0,01), enquanto os tratamentos com as MnPs reduziram essa populacdo se
igualando ao controle (Figura 4F; P >0,05). No LP, o tratamento com ambas as MnPs néo
somente aumentou a area ocupada por seio vascular materno comparado aos grupos controle e
hipotireoideo (Figura 4G; P<0,05; P<0,01), como também a &rea ocupada por capilar
fetal(Figura 4G; P< 0,001; P< 0,0001), que estava reduzida no grupo hipotireoideo em relacéo
ao controle (P<0,05). Em relacdo a area ocupada por mesénquima fetal/trofoblasto, houve
uma reducdo nos grupos tratados com MnPs em relagdo ao controle e hipotireoideo (Figura
4G; P<0,01 P< 0,001; P< 0,0001).
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Figura 3- Dosagem plasmatica de T4 livres no dia 0 de gestacdo e parametros reprodutivos das
ratas controle, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com MnPl e MnPIl aos 18 dias de
gestacdo.A) Dosagem plasmatica T4 livres no dia 0 de gestacdo; B) Peso
uteroplacentario/n°fetos; C) Peso do liquido amnidtico/ n° fetos (g); D) NUumero de fetos/ fémea; E)
Peso fetal (g); F-1) Peso do figado (F), rim (G), coracdo (H) e pulméo (1) fetal (g) (mediatSEM,;
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0;001; ****p<0,0001;Teste SNK; N=5-6/grupo (A-C); N= 22/grupo (D);
N=19-31/grupo (F-1)).

7.5.3 O tratamento com MnPs reduz a expressdo de HIF 1a na interface materno-fetal de ratas

hipotireoideas

Pelo fato do tratamento com as MnPs ter melhorado a morfologia placentéria e o
desenvolvimento fetal das ratas hipotireoideas e de estudos recentes do nosso grupo terem
demonstrado que ha hipdxia na interface materno-fetal de ratas com hipotireoidismo
(SANTOS et al.,, 2021a), avaliamos a expressio de HIFla, um marcador de hipoxia
(SOARES; IQBAL; KOZAI, 2017), e de Nrf2, um fator de transcricdo envolvido na
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expressdo de enzimas antioxidantes (FRANCISQUETI-FERRON et al., 2019b). A
imunomarcagdo de HIFla na interface materno-fetal dos animais demonstrou que os
tratamentos com as MnPs I e II foram capazes de reduzir a expressao proteica de HIFla na
decidua e ZJ das ratas hipotireoideas (Figura 5B; P< 0,05; P< 0,01), se igualando a expressao
das ratas controles (P> 0,05). O mesmo foi observado em relagéo a expresséo génica, na qual
0 tratamento com a MnP | reduziu a expressdo de mRNA para Hiflo na placenta das ratas
hipotireoideas (Figura 5C; P< 0,05), se igualando ao controle (P> 0,05). Em relacdo a
expressao de transcritos para Nrf2, embora o hipotireoidismo tenha aumentado a sua
expressdo placentaria em relacdo ao controle (P< 0,05), o tratamento com as MnPs néo
apresentou diferenca significativa em relagdo aos grupos hipotireoideo e controle (Figura 5C;
P> 0,05).
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Figura 4- Andlise histomorfométrica da placenta das ratas controle, hipotireoideas e
hipotireoideas tratadas com MnPIl e MnPIl aos 18 dias de gestacdo. A) Fotomicrografia da
interface materno-fetal evidenciando a decidua e placenta aos 18 DG; B-D) Fotomicrografias das
camadas da placenta evidenciando a camada de células gigantes (B) e o espongiotrofoblasto (C) da ZJ
e 0 LP (D) (Coloracdo de Hematoxilina e eosina; Barra= 500um (A); 50um (B-D)). E) Espessura da
ZJ) (células gigantes+espongiotrofoblasto) e LP; F) Porcentagem de area ocupada por células de
glicogénio, espongiotrofoblastos e células gigantes na zona juncional (médiatSEM; *p<0,05;
**p<0,01; Teste SNK; N= 8/grupo); G) Porcentagem de area ocupada por seio vascular materno,
capilar fetal e mesénquima fetal/trofoblastro do LP (médiazSEM; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****n<0,0001; Teste SNK; N= 10/grupo). TM= Triangulo metrial; DB= Decidua Basal; ZJ= Zona
Juncional; LP= Labirinto Placentéario; VC= Vaso central; CG= células gigantes trofoblasticas; EP=
espongiotrofoblastos; Seta= seio vascular materno, Cabeca de seta= Células de glicogénio.
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Figura 5-Expressio de HIFla e Nrf2 na interface materno-fetal das ratas controle,
hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com MnPl e MnPIl aos 18 dias de gestagdo. A)
Fotomicrografias da imunomarcacdo de HIFla na decidua, zona juncional e labirinto placentario
(Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris, Barra= 50um). B) Area
de imunomarca¢do em pixels do HIFla na decidua, zona juncional e labirinto placentario; C)
Expressdo génica relativa do Hifla e Nrf2 na placenta (médiatSEM, *p<0,05; **p<0,01; Teste SNK;
N= 6-8/grupo) DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto placentario.

7.5.4 O tratamento com MnPs bloqueia o aumento decidual de 8-OHdG nas ratas
hipotireoideas

Uma vez que o tratamento com as MnPs reduziu a expressdo de HIFla na interface
materno-fetal das ratas hipotireoideas, avaliamos a imunomarcacdo de 8-Hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdG),um biomarcador de dano oxidativo ao DNA (URBANIAK et al.,
2020), uma vez que estudos prévios demonstraram a ocorréncia de estresse oxidativo na
interface materno-fetal de ratas hipotireoideas(SANTOS et al., 2021a; SILVA; OCARINO;
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SERAKIDES, 2014). Interessantemente, os tratamentos com as MnPs | e Il blogquearam a
maior expressdao decidual de 8-OHAG observada no grupo hipotireoideo (Figura 6A-B;

P<0,001), igualando a expresséo desse biomarcador a do grupo controle (P>0,05).
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Figura 6-Expressdao de 8-OHdG na decidua e placenta de ratas controles, hipotireoideas e
hipotireoideas tratadas com MnPl e MnPIl aos 18 dias de gestacdo A) Fotomicrografias da
imunomarcacdo de 8-OHdG na decidua, zona juncional e labirinto placentario (Estreptavidina-biotina-
peroxidase, contracorado com Hematoxilina de Harris, Barra= 50um). B) Area de imunomarcagio em
pixels do 8-OHdG na decidua, zona juncional e labirinto placentario (médiaxtSEM, **p<0.01;
***n<(0.001;Teste t de Student; N= 6-7/grupo). DEC= decidua; ZJ= zona juncional; LP= labirinto
placentario.
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7.5.5 O tratamento com MnPs aumenta a expressdo proteica de enzimas antioxidantes na
interface materno-fetal de ratas hipotireoideas e restaura a expressdo génica placentaria de
Gpx1

Considerando que houve aumento da expressao de HIF1a, 8-OHdG e Nrf2 na interface
materno-fetal do grupo hipotireoideo e que o tratamento com as MnPs reduziu a expresséo de
HIF1a e 8-OHdG, avaliou-se a expressdo e/ou atividade enzimatica de SOD1, Catalase, GPx1
e GST, as principais enzimas antioxidantes envolvidas no controle de estresse oxidativo em
condicdes de hipdxia (MISTRY; WILLIAMS, 2011; SHENG et al., 2014a). A anélise imuno-
histoquimica demonstrou que os tratamentos com as MnPs | e Il aumentaram a
imunomarcacdo de SOD1 na ZJ e LP em relacdo aos grupos controle e hipotireoideo e na
decidua em comparacéo as ratas controle (Figura 7AB; P< 0,05; P< 0,01), enquanto a MnP |
reduziu a expressdo placentaria de transcritos para Sod1l em relacdo ao grupo hipotireoideo
(Figura 7G; P< 0,05).

A imunomarcacdo de GPx1/2, de forma semelhante ao ocorrido para SOD1, também
foi aumentada na ZJ pelos tratamentos com as MnPs em relacdo aos grupos controle e
hipotireoideo (Figura 7C-D; P< 0,01). Em relacdo a expressdo génica, ambos os tratamentos
também restauraram a expressao de mRNA de Gpx1, reduzindo seus niveis em relacdo ao
grupo hipotireoideo e se igualando ao controle (Figura 7G; P< 0,01).

Em relacdo a imunomarcacao de catalase, foi observado aumento da sua expressao na
decidua, ZJ e LP nas ratas hipotireoideas tratadas com a MnPIl em relacdo aos outros grupos
(Figura 7E-F, P< 0,05; P< 0,01), enquanto os tratamentos com as MnPs | e Il ndo alteraram a
maior expressdo génica de Cat apresentada pelas ratas hipotireoideas em rela¢do ao controle
(Figura 7G).

Quanto a atividade enziméatica de SOD, catalase e GST na placenta, os tratamentos
com as MnPs ndo alteraram a menor atividade causada pelo hipotireoidismo em relacdo ao

controle (Figura 7H).



93

Controle Hipotireoideo Hipo+MnPI Hipo+MnPII
A N\ o & b =
®©
3
h=}
O 250— === Controle
8 == Hipotirecideo
o === Hipo+\inPI .
T < 200— == Hipo+MnPIl —_—
22 R
a = g % 150
oles§ £ 2
| o g s
N © S5 £ 100
S E O
] = =
o
8B 50
° 28 0
oL
L
€ c 0-
2 § DEC z) LP
-3
Cc
©
3
g D
8 150— "= Controle
== Hipotireoideo
= Hipo+VinPl
== Hipo+MnPIl

100+

GPX1
Zona
Juncional

50

Area imunomarcada de
Gpx1 em pixels (x104)

] =|’|=

DEC zJ LP

Labirinto
placentario

E
g %
kel | F
[s) 100— ™= Controle
8 == Hipotireoideo .
° == HipoHVnPt —
o~ == HiposMnPll -
82
: 52
- @ c 2
< (58 JE 2 s0-
o N © c o
] S ¢ v
- Eo =0
T — .
e} —_—
2 —
Y —

DEC zJ LP

Labirinto
placentario

.....

Atividade enzimatica
(U/mg proteina)

Expresséo relativa

Sod1 Gpx1 Cat SoD CAT GST

Figura 7-Expresséo e atividade de enzimas antioxidantes na interface materno-fetal das ratas
controle, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com MnPl e MnPIl aos 18 dias de
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7.5.6 O tratamento com MnPs blogueia oaumento de mediadores de estresse reticular na
interface materno-fetal causado pelo hipotireoidismo

Pelo fato de estudos recentes terem comprovado que o hipotireoidismo causa estresse
de reticulo endoplasmatico na interface materno-fetal de ratas (SANTOS et al., 2021a),
verificamos se o tratamento com as MnPs | e 1l também poderia impedir a ocorréncia desse
processo. Para isso, foi realizada a anélise da expressdo de GRP78 e CHOP, que séo
mediadores chaves da via de ativacdo da resposta a proteinas mal-enoveladas (unfolded
protein response; UPR) e que indicam a ocorréncia de estresse reticular (RODRIGUEZ et al.,
2011; RON; HARDING, 2012; WANG; KAUFMAN, 2016). Os tratamentos com as MnPs | e
Il reverteram a maior expressdo decidual de GRP78 causada pelo hipotireoidismo (Figura8A-
B; P< 0,01), igualando a expressdo a do grupo controle (P> 0,05), enquanto ndo foram
observadas diferencas na expressao génica placentaria entre grupos (Figura 8E).

Em relagdo a imunomarcagdo de CHOP, a MnPI reduziu a maior expressdo decidual
causada pelo hipotireoidismo, enquanto ambas as MnPs n&o alteraram a maior expressédo na
ZJ observada nas ratas hipotireoideas em relacéo ao controle (Figura 8C-D). Curiosamente, 0s
tratamentos com as MnPs | e Il aumentaram a expressdo de CHOP no LP das ratas
hipotireoideas (Figura 8D; P< 0,05; P <0,01). Em contrapartida, ambas as porfirinas
reduziram a maior expressdo génica placentéria de Chop causada pelo hipotireoidismo (Figura
8E), se igualando ao grupo controle (P>0,05).
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7.5.7 O tratamento com MnPs restaura a expressao decidual e/ou placentéaria de VEGF e IL-
10 na interface materno-fetal de ratas hipotireoideas
Uma vez que as MnPs aumentaram a expressdo de enzimas antioxidantes e

bloquearam o aumento de HIF1a, 8-OHdG e de mediadores de estresse reticular na interface
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materno-fetal das ratas hipotireoideas, avaliou-se a expressio proteica de VEGF, TNFa ¢ IL-
10 na interface materno-fetal desses animais, uma vez que esses sdo importantes mediadores
angiogénicos e imunoldgicos para a funcdo placentaria adequada (SILVA; SERAKIDES,
2016). O tratamento com a MnPI reduziu a maior imunomarcacdo de VEGF na ZJ causada
pelo hipotireoidismo (Figura 9A-B; P< 0,05), igualando ao grupo controle (P> 0,05),
enquanto ndo foram observadas diferencas quando as ratas foram tratadas com a MnPIl. No
LP e na decidua, a maior expressao de VEGF causada pelo hipotireoidismo nédo foi alterada
pelos tratamentos com as MnPs (Figura 9B; P>0,05).

Em relacdo ao TNFa, as MnPs I e Il aumentaram sua expressdo no LP e decidua,
respectivamente, em relagdo aos grupos controle e hipotireoideo (Figura 9C-D; P<0,01;
P<0,001; P<0,0001), enquanto na ZJ as MnPs ndo alteraram a maior expressao de TNFa
causada pelo hipotireoidismo (Figura 9D). Ja em relacdo a IL-10, interessantemente, ambas
as porfirinas reduziram a maior expressao decidual causada pelo hipotireoidismo, se
igualando ao grupo controle (Figura 9E-F). No LP, o tratamento com a MnPI também reduziu
a imunomarcacdo de IL-10 nas ratas hipotireoideas (P<0,01), se igualando ao controle,
enquanto na ZJ ndo houve diferenca significativa na imunomarcacdo entre os grupos (Figura
9F).
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Barra= 50um). B,D,F) Area de imunomarcagio em pixels de VEGF (B), TNFa (D) e IL10 (F) na
decidua, zona juncional e labirinto placentario (médiaxtSEM, *p< 0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001;
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7.6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a administragcdo das metaloporfirinas de manganés
MnIIIT2EPYP (MnP 1) e MnlIlITS5B3EPYP (MnP II) ndo somente melhorou o
desenvolvimento fetal, a morfologia e a vascularizacdo placentarias de ratas com
hipotireoidismo materno, como protegeu contra a hipdxia, o estresse oxidativo e o estresse de
reticulo endoplasmatico na interface materno-fetal desses animais, além de restaurara
expressao placentaria e/ou decidual de IL-10 e VEGF. Este é o primeiro estudo a avaliar o
potencial terapéutico de MnPs em uma doenca gestacional associada a estresse placentario,
além de ser o primeiro a avaliar a MnllIIT5B3EPyP em um modelo experimental.

Como as MnPs | e Il ndo haviam sido utilizadas em um modelo gestacional,
procuramos inicialmente verificar a seguranca de sua administracdo durante a gestacdo em
ratas. Ambas as MnPs | e Il ndo comprometeram o namero de fetos e o peso fetal, bem como
0 peso da unidade utero-placentéria e do liquido amniético, sendo que o peso fetal observado
nas ratas tratadas com a MnP | foi ainda maior em relacéo as ratas que ndo receberam MnP.
Esses dados sugerem que o uso de MnPs na dose de 0,1mg/Kg/dia e a partir do 8° dia de
gestacdo é seguro para o desenvolvimento fetal e placentario no modelo animal utilizado.
Dessa forma, ao administrar as MnPs | e Il em ratas com hipotireoidismo materno,
demonstramos que 0 uso de ambas ndo somente aumentou o peso fetal das ratas
hipotireoideas, como a MnP | aumentou o peso dos 6rgdos fetais. O aumento do peso fetal,
bem como de 6rgdos fetais como figado, rins, coracdo e pulmdes, sdo importantes para o
desenvolvimento adequado do feto, uma vez que o desenvolvimento intrauterino e o tamanho
ao nascimento sdo fatores determinantes da salde pos-natal (SHARMA; SHASTRI;
SHARMA, 2016). Além disso, a RCIU favorece a ocorréncia de distlrbios pos-natais como
doencas cardiovasculares, renais e metabdlicas (ARMENGAUD et al., 2021;
VARVARIGOU, 2010).

A melhora no desenvolvimento fetal das ratas hipotireoideas causada pelas MnPs
também foi associada a uma melhora na morfologia e vascularizacao placentaria, uma vez que
as MnPs ndo somente restabeleceram a populagéo de células de glicogénio na zona juncional
das ratas hipotireoideas, como também aumentaram a area ocupada por seio vascular materno
e capilar fetal no labirinto placentario. O aumento das células de glicogénio na placenta das
ratas hipotireoideas do presente estudo tambem ja foi descrito por Silva et al. (2012) e a
normalizacdo dessa populacdo celular causada pelo tratamento com as MnPs sugere o
restabelecimento da diferenciacdo adequada das células trofoblasticas durante a formacéo e

desenvolvimento da placenta e/ou sua migracdo adequada em direcdo a decidua, uma vez que
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estudos sugerem a participacdo das células de glicogénio no processo de invasdo e
remodelamento das artérias espirais uterinas (AIN; CANHAM; SOARES, 2003; WOODS;
PEREZ-GARCIA; HEMBERGER, 2018). Além disso, estudos tém sugerido que alteracbes
nas populacdes de células de glicogénio estdo na génese de doencas gestacionais em modelos
experimentais, principalmente quando ha crescimento fetal alterado (AKISON et al., 2017).
Por isso, a melhora nessa populacdo celular apds o tratamento com as MnPs pode ter
contribuido para 0 aumento do peso fetal observado. A maior vascularizacdo na placenta das
ratas hipotireoideas causada pelas MnPs também favorece o maior peso fetal, pois permite
maior aporte de oxigénio e nutrientes para o feto em desenvolvimento. Corroborando com os
nossos resultados, Zhou et al., (2015) demonstraram in vitro um aumento da angiogénese em
células endoteliais de corddo umbilical humano (HUVECSs) quando tratadas com outra
formulacdo de MnP (MnTBAP), sugerindo um efeito pré-angiogénico das MnPs.

Além da melhora na morfologia e vascularizacéo placentaria, as MnPs foram capazes
de reduzir a expressio de HIFla e 8-OHdG na interface materno-fetal das ratas
hipotireoideas, biomarcadores de hipdxia celular e dano oxidativo ao DNA, respectivamente
(ROSARIO; KONNO; SOARES, 2008; SOARES; IQBAL; KOZAI, 2017; URBANIAK et
al., 2020). Estudo recente tinha demonstrado a ocorréncia de hipdxia e estresse oxidativo na
placenta e decidua de ratas hipotireoideas (SANTOS et al., 2021a), enquanto um estudo
prévio utilizando a MnP | também demonstrou reducdo da expressdo proteica de 8-OHdG e
HIF1a em carcinomas mamarios ortotopicos 4T1 em camundongos Balb/c, sugerindo reducéo
da hipoxia e estresse oxidativo nesse modelo experimental RABBANI et al.,2009). Ja Gauter-
Fleckenstein et al. (2010) também demonstraram redug¢do da imunomarcagdo de HIFla e 8-
OHdG em modelo de lesdo pulmonar induzida por radiacdo em ratas usando a mesma
porfirina. Em conjunto, nossos resultados sugerem que as MnPs | e Il possuem efeitos
protetores contra a hipdxia e o estresse oxidativo placentario causados pelo hipotireoidismo
materno e que a MnP Il, que at¢ o0 momento ndo tinha sido avaliada in vitro e in vivo,
apresenta efeitos citoprotetores semelhantes a MnP | contra o estresse oxidativo.

A reducdo da hipoxia e do dano oxidativo na interface materno-fetal das ratas
hipotireoideas do presente estudo pode ser resultado ndo somente do aumento da
vascularizagdo placentaria causado pelas MnPs | e Il, permitindo maior aporte de oxigénio
para a interface materno-fetal, mas também da acéo direta dessas MnPs que apresentam acao
mimética a SOD e potente acdo catalitica de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
principalmente superoxido e peroxinitrito (RABBANI et al.,2009). Nesse sentido, embora 0s

tratamentos com as MnPs | e Il ndo tenham sido capazes de aumentar a expressao génica
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placentaria de Nrf2 nas ratas com hipotireoidismo, um fator de transcricdo envolvido na
expressao de enzimas antioxidantes (BATINIC-HABERLE; TOVMASYAN; SPASOJEVIC,
2018), ambas as porfirinas foram capazes de aumentar de forma semelhante a expressao
proteica placentaria e/ou decidual de SOD1 e GPx1/2 nas ratas hipotireoideas, importantes
enzimas antioxidantes envolvidas no controle de espécies reativas de oxigénio nos sistemas
biolégicos (DEY; SIDOR; O’ROURKE, 2016; WATANABE et al., 2014). De forma
interessante, a MnP Il, diferentemente da MnP |, também foi capaz de aumentar a expressao
proteica decidual e placentéria de catalase, demonstrando que na interface materno-fetal de
ratas a MnP |l apresenta maior potencial no aumento de enzimas antioxidantes em relagéo a
MnP 1. Além disso, ambas as porfirinas foram capazes de restaurar a expressdo génica
placentaria de Gpx1, se igualando ao controle, além de reduzir a maior expressdo génica de
Sod1 causada pelo hipotireoidismo, demonstrando o potencial dessas MnPs na regulacdo do
estado redox celular.

Diferentemente dos nossos resultados, estudos recentes com a MnP | demonstraram
aumento da expressdao de NRF2 em modelo in vitro utilizando fibroblastos de prostata de
camundongo e humano irradiados (SHRISHRIMAI et al.,, 2020), como também em
fibroblastos de prostata humana irradiados e em condigdes hiperglicémicas (CHATTERJEE et
al., 2020). Sabe-se que a ativacdo da via NRF2 por miméticos da SOD a base de porfirina é
essencial na regulagdo de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, GPX e MnSOD
(BATINIC-HABERLE; TOVMASYAN; SPASOJEVIC, 2018). Vale ressaltar que o presente
estudo analisou somente a expressdo génica placentaria de Nrf2, sendo que a analise da
imunomarcacdo, como feito para as enzimas antioxidantes, permitiria uma analise mais
completa da expressdo desse fator. Além disso, os estudos realizados por Shrishrimal et al.,
(2020) e Chatterjee et al., (2020) foram in vitro, que ndo representam na totalidade a
complexidade de estudos in vivo como o presente trabalho.

Em contrapartida, nossos resultados referentes a imunomarcacéo e expressao génica
das enzimas antioxidantes estdo de acordo com Cheng et al. (2015), que demonstraram que 0
pré-tratamento com a MnTM-4-PyP em um modelo in vitro de estresse oxidativo utilizando
neurdnios corticais de rato expostos a peroxido de hidrogénio (H202)aumentou
significativamente os niveis proteicos de SOD1, SOD2 e CAT, enquanto reduziu a expressao
génica de Sodl e Cat. A diferenca em relacdo aos niveis de proteina e mRNA apresentada
nesse estudo e no presente trabalho ocorrem, possivelmente, devido a meia-vida curta do
MRNA ou feedback negativo da transcricdo (HARDIN; HALL; ROSBASH, 1992; VOGEL,
MARCOTTE, 2012). Um estudo prévio desenvolvido por Zhao et al. (2017) também
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demonstrou que o tratamento in vitro e in vivo com outra MnP(MnTnBuOE-2-PyP °*)
aumentou a expressdo génica e/ou proteica de Cat e SOD em células de medula dssea de
camundongos C57BL/6.

Contudo, no presente estudo, as MnPs | e Il ndo foram capazes de aumentar a
atividade enzimatica reduzida de SOD, catalase e GST causada pelo hipotireoidismo na
placenta das ratas, diferentemente de estudos prévios que verificaram o aumento da atividade
enzimatica de enzimas antioxidantes apos o uso de MnPs. Zhang et al. (2019), em um estudo
in vitro com células da adrenal PC12 de rato, demonstraram aumento da atividade de SOD e
CAT ap6s tratamento com a Mn-TAT PTD-Ngb, como foi também observado em relagdo &
SOD1 apds o pré-tratamento com a MnTM-4-PyP em neurdnios corticais primarios de rato
expostos a H20. (CHENG et al., 2015). Ja Xu et al. (2018) demonstraram que o tratamento
com a MnTMPyP preserva a atividade de glutationa redutase (GR) em células epiteliais
alveolares pulmonares (A549) expostas ao paraquat, um herbicida altamente toxico. No
entanto, vale ressaltar que todos esses estudos foram realizados in vitro, diferentemente do
presente estudo que além de ser in vivo envolve um modelo de doenca gestacional, que até o
momento n&o tinha sido utilizado para avaliacdo das MnPs. E plausivel que o aumento da
atividade das enzimas antioxidantes avaliadas no presente estudo possa ser alcancado,
conforme os estudos in vitro,utilizando doses maiores das MnPs, embora mais estudos sejam
necessarios para confirmar essa hipotese. Em conjunto, nossos resultados permitem sugerir
gue os tratamentos com as MnPs | e Il, mesmo ndo aumentando a atividade enzimatica
placentaria de SOD, catalase e GST nas ratas hipotireoideas, foram capazes de proteger contra
0 estresse oxidativo na interface materno-fetal desses animais, pois ndo somente reduziram a
expressdo de HIFla e 8-OHdG, como aumentaram a expressao proteica placentéaria e/ou
decidual de SOD1, catalase e GPx1/2 e restauraram a expressao génica placentaria de Sodl e
Gpx1.

Além de avaliar o potencial das MnPs I e 1l em proteger contra o estresse oxidativo na
interface materno-fetal causado pelo hipotireoidismo (SANTOS et al., 2021a), também
analisamos seus efeitos protetores contra o estresse de reticulo endoplasmatico, outro
processo bioldgico envolvido em danos celulares e que pode ser causado pelo estresse
oxidativo (XU et al., 2018). Até o momento, o estresse de reticulo endoplasmatico ndo havia
sido estudado em modelos in vivo avaliando as MnPs, sendo que estudo prévio do nosso
grupo tinha demonstrado a ocorréncia desse processo na placenta e decidua de ratas
hipotireoideas (SANTOS et al., 2021a). Os tratamentos com as MnPs | e 1l reduziram a maior

expressao proteica decidual de GRP78 e CHOP causada pelo hipotireoidismo nas ratas, como
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também a expressdo génica placentaria de Chop, se igualando ao controle. Nossos resultados
estdo de acordo com estudos in vitro de estresse oxidativo que observaram reducdo da
expressao de GRP78 e/ou CHOP apds o tratamento com a MnTM-4-PyP em neurdnios
corticais primarios de rato expostos a H>O> (CHENG et al., 2015) e ap0s a administracdo de
MnTMPyP em células de adenocarcinoma pulmonar (A549) expostas ao paraquat (XU et
al.,2018). O GRP78 e CHOP sdo marcadores de ativacdo de estresse de reticulo
endoplasmatico (RON; HARDING, 2012; WANG; KAUFMAN, 2016) e alguns estudos
descreveram o aumento da expressdo desses mediadores em doencas gestacionais graves
como a pré-eclampsia, aborto e RCIU (BURTON; YUNG, 2011; DU et al., 2016;
KAWAKAMI et al., 2014; YUNG et al., 2008), demonstrando a importancia do presente
estudo ao sugerir o efeito protetor das MnPs | e Il contra o estresse de reticulo endoplasmatico
na interface materno-fetal de ratas hipotireoideas.

Considerando que a ativacdo de estresse oxidativo e estresse de reticulo
endoplasmatico pode alterar a expressdo de mediadores angiogénicos e imunoldgicos (HU et
al., 2020; KAWAKAMI et al., 2014; ROBB et al., 2017; SOARES; IQBAL; KOZAI, 2017),
sendo esses mediadores de vital importancia para a funcéo placentaria adequada (SANTOS et
al., 2021b; SILVA et al., 2017; THAXTON; SHARMA, 2010), avaliou-se também a
expressdo de VEGF, IL-10 e TNFa. Curiosamente, o tratamento com a MnPI reduziu a maior
imunomarcacdo de VEGF na zona juncional das ratas hipotireoideas, enquanto ambas as
porfirinas ndo foram de capazes de reduzir a maior expressao de VEGF causada pelo
hipotireoidismo na decidua e labirinto placentario.O VEGF é um dos principais mediadores
pré-angiogénicos na interface materno-fetal, principalmente no primeiro e segundo trimestre
da gestacdo (AHMED et al.,2000). No entanto, a expressdo de VEGF também € um indicador
de hipdxia, uma vez que ¢ ativado via HIFla em ambiente com baixo nivel de oxigénio
(FERRARA, 2004), sendo que hipoxia foi descrita em placentas pré-eclampticas que
apresentavam aumento da expressdo de HIFla e VEGF (SEZER et al., 2013; ALI et al.,
2018).

Nesse sentido, a maior expressdo proteica de VEGF na decidua e placenta das ratas
hipotireoideas esta de acordo com a maior expressdo génica e proteica de HIF1a observada na
interface materno-fetal desses animais. Além disso, a reducdo da expressdo de VEGF na zona
juncional causada pela MnP I pode ser reflexo da inibicao da expressao de HIF1a causada por
essa porfirina nas ratas hipotireoideas. Nossos resultados estdo de acordo com Rabbani et al.
(2009) que também demonstraram reducao da expressdo de VEGF em um modelo murino de

tumor de mama apos tratamento com a MnP I, que também foi associado a redu¢ao de HIF1a
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e da hipoxia celular. No entanto, outros estudos demonstraram aumento da expressdo de
VEGF no tecido muscular de camundongos tratados com MnTBA e submetidos &
revascularizacdo em condicgdes de isquemia (ZHOU et al., 2015), como também foi observado
por Gauter-Fleckenstein et al. (2010) em um modelo de lesdo pulmonar induzida por radiacao
apos tratamento com a MnP |. Desse modo, mais estudos sdo necessarios para esclarecer o
papel das MnPs na modulacao da expressdo de VEGF nos sistemas bioldgicos.

Com relacdo aos medidores imunoldgicos, a administracdo das MnPs | e Il aumentou a
expressao do TNFa no labirinto placentario e decidua, respectivamente, enquanto na zona
juncional as MnPs ndo alteraram a maior expressdo de TNFo causada pelo hipotireoidismo.
Diferentemente dos nossos resultados, um estudo in vitro demonstrou reducdo da expressao
de TNFa em macrofagos murino (RAW 264.7) expostos ao lipopolissacarideo (LPS) e
tratados com MnTBAP (TUMURKHUU et al., 2007), como também foi observado in vivo
em um modelo de isquemia/reperfusdo renal em ratos tratados com a MnTMPyP (LIANG et
al., 2008). Por outro lado, ambas as porfirinas reduziram a maior expresséo decidual de 1L-10
causada pelo hipotireoidismo, se igualando ao grupo controle, como também ocorreu no
labirinto placentario com a administracdo da MnP 1. Assim, é plausivel que a reducédo de IL-
10 causada pelas MnPs possa ter contribuido para o aumento do TNFa, pois a IL-10 atua
principalmente na supressdo de citocinas pro-inflamatérias (CHATTERJEE et al., 2014;
SILVA et al.,, 2017; THAXTON; SHARMA, 2010). No entanto, 0 TNFa também esta
envolvido na diferenciacdo e apoptose de células trofoblasticas (SILVA et al., 2017;
YELAVARTHI et al., 1991), sugerindo que a administracdo das MnPs no presente estudo
possa estar influenciando esses processos celulares na placenta das ratas hipotireoideas. Além
disso, a reducdo da expressdo de IL-10 ao nivel do grupo controle causado pelas MnPs sugere
uma modulacdo positiva dessas porfirinas sobre o perfil imunoldgico placentario nas ratas
hipotireoideas. Contudo, mais estudos sdo necessarios sobre a modulacdo de citocinas
inflamatdrias na interface materno-fetal pelas MnPs.

Este estudo demonstrou que o tratamento com MnlIIT2EPYP e MnllITSB3EPyYP
melhora o desenvolvimento feto-placentario de ratas hipotireoideas e protege contra a
hipdxia, o0 estresse oxidativo e de reticulo endoplasmatico causado pelo hipotireoidismo na
interface materno-fetal, como também restaura a expressdo placentaria e/ou decidual de IL-10
e VEGF, sugerindo potenciais alternativas terapéuticas para disfungdes gestacionais que

cursam com estresse placentario.
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APENDICES

APENDICE A: Imuno-histoquimica (IHC)
1°DIA
= Xileno 1(60min);
= Xileno Il (60min);
= Alcool Absoluto I1(5min);
= Alcool Absoluto 11(5min);
= Alcool Absoluto 111(5min);
= Alcool 90% (5min);
= Alcool 80% (5min);
= Alcool 70% (5min);
= Agua corrente (5min);
= Banho-mariaa98°C(tampéo citrato pH 6,0)(20 min dentro e 20 min na temperatura
ambiente);
Obs: preparo do tampéo Citrato: 1,05 g de acido citrico + 500 mL de H20 (agua destilada)
Obs.: ajustar o pH para 6,0.

=  PBS (5min);
=  PBS (5min);
=  PBS (5min);

Obs: preparo do PBS: 1 L de H20(destilada) + 7,2 g de NaCL + 0,43 g de fosfato de sodio

monobasico + 1,489 de fosfato de sodio dibasico; ajustar o pH para 7,2.

= Bloqueio da peroxidase (30min - no escuro);
Obs: preparo do bloqueio peroxidase: 6 mLdeH202+194mLdemetanol; Obs.: o preparo da
solucgéo deve ser no momento do uso

=  PBS (5min);

=  PBS (5min);

= Soro bloqueio (30min)—camara Umida a temperatura ambiente;

= Anticorpo priméario (overnight) — cdmara Umida na geladeira;
2°DIA

=  PBS (5min);
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PBS (5min);

PBS (5min);

Anticorpo secundario (45min) — cadmara Umida a temperatura ambiente;
PBS (5min);

PBS (5min);

PBS (5min);

Estreptovidina-peroxidase (30min)-(cadmara Umida a temperatura ambiente);
PBS (5min);

PBS (5min);

PBS (5min);

DAB; Obs: Diluicdo do DAB: 500uL de diluente para 25 uL de DAB (1:20). Obs.:O
tempo do DAB varia de acordo como anticorpo.

Agua corrente (10min);

Hematoxilina (60seg);

Agua corrente (10min);

Alcool 70% (3min);

Alcool 80% (3min);

Alcool 90% (3min);

Alcool Absoluto | (15min);

Alcool Absoluto 11 (15min);

Alcool Absoluto 111 (15min);

Xileno I (10min);

Xileno I (10min);

Montagem da lamina.
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APENDICE B: Extracio de RNA com Trizol

= Homogeneizar o fragmento de tecido em eppendorfe de 1,5 ml com 500 pL de Trizol
como uso de um homogeinizador;

= Adicionar mais 500 pL de Trizol no eppendorfe e incubar por 5 minutos em
temperatura ambiente;

= Adicionar 200 pL de cloroférmio/eppendorfe, agitar vigorosamente, incubar por 3
minutos no gelo;

= Centrifugar por 15 minutos a 12000 g (4°C);

= Transferir a fase aquosa para outro eppendorfe;

= Adicionar 500 pL de isopropanol e incubar por 30 minutos a- 80°C;

= Descongelar no gelo e centrifugar por 10 minutos a 12000g (4°C);

= Retirar o0 sobrenadante e colocar em outro eppendorfe. Acondicionar o pellet no gelo e
centrifugar o sobrenadante por 10min a 12000 g (4°C);

= Descartar o sobrenadante e lavar os pellets com 1 ml de etanol 75%;

= Centrifugar por 5 minutos a 10500 g (4°C);

= Secar o pellet por 5 minutos;

= Dissolver o pellet em &gua DEPC (20pl);

= Colocar todos os tubos no termobloco a 56°C durante 10 minutos (para solubilizar o
RNA);

= Dosar o RNA em Nanodrop. Obs.: Estocar o RNA a -80°C.
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APENDICE C: SINTESE DO cDNA:

Obs: o Kit SuperScript 11 First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen)

= Antes de sintetizar o cDNA, fazer a dosagem do RNA em nanodrop e calcular a
quantidade de RNA que sera necessaria para fazer o MIX.
= Caso necessario fazer a diluicdo do RNA.
= Passo 1 : Mix 1: Obs.: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Vai conter o
Randow, DNTP, RNA diluido e H20, deve ser feito o célculo antes da proporgédo
desses itens. Pipetar em tubos 0,2 microlitros p/ cDNA. Fazer um spin nos tubos e
coloca-los no Termociclador programado por 5 minutos no a 65°C.
Calculos: para 20 microlitros:
Randow-1pl;
DNTP-1ul;
RNA- 5 ul (Fazer o calculo);
H20-6pl.

= Passo 2: 0 Mix 2 vai conter o Buffer5x, DTT, RNAse inibidor e superscript., deve ser

feito o calculo antes da proporc¢édo desses itens. Adicionar ao mix 1, fazer um spin nos
tubos e coloca-los no Termociclador programado para:25°C por 10 minutos; 50°C por
10 minutos; 80°C por 10 minutos.

Calculos: para 20 microlitros:

Buffer 5x- 4 pl;

DTT- 1 ul;

Inibidor- 1 pl;

Superscript- 1 pl.

= Colocar no gelo as amostras e adicionar RNase H por tubo, ver célculos antes.
Coloca-los no Termocicladornovamente programado a 37°C por 20 minutos
= Estocar o cDNA a -20°C.
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APENDICE D: gPCR TEMPO REAL

Obs: Kit utilizado: PowerUp ™ SYBR ™ Green (Master Mix Applied Biosystems ™
PowerUp ™ SYBR ™ Green, Thermo Fisher scientific).
Aparelho utilizado: Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Life Technologies).
» Recomendacdo do kit: volume final de reacdo de 20 pL, porém faz-se 15 uL de
volume final, ou seja, 1,5 pL de cDNA para 15 pL de reacéo.
* Preparar 0 Mix:
SYBR PowerUP- 7,5 uL;
Primer forward-1,2 L
Primer reverse 1,2 pL
cDNA- 1 pL -----
H20- 4,1 uL

= Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 14 pL de MIX em cada pogo e
acrescentar 1l de cDNA (um por amostra) ou 1 ul de agua DEPC (controle negativo).

= Preparar um MIX para cada primer, sendo que se coloca primeiro a H2O, segundo o
SYBR PowerUP; depois os primers foward e reverse.

= Apos preparar a placa de PCR contendo MIX + cDNA é importante dar um spin na
placa antes decolocé-la na maquina de PCR tempo real.

» Programacdo da maquina de RT-PCR (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System) nas seguintes condicGes: ativacdo enzimatica a 95 °C por 2 min, 40 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 3 s, e anelamento/extensdo a 60 °C por 30 s.

OBS: a reagdo com 15 pl ndo gera curva de Melt, s6 com 20 pl.
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APENDICE E: Processamento histologico — Inclusdo em parafina

= Alcool 70% (pelo menos 2 horas)
= Alcool 80% (2 horas);

= Alcool 90% (2 horas);

= Alcool Absoluto | (2 horas);

= Alcool Absoluto 11 (2 horas);

= Xileno (20 minutos);

= Banho de parafina (30 minutos);

=  Emblocamento.
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APENDICE F: Coloragéo por Hematoxilina e Eosina

= Xileno I (20min);

= Xileno Il (20min);

= Alcool Absoluto I (5min);

= Alcool Absoluto Il (5min);
= Alcool Absoluto 11 (5min);
= Alcool 90% (5min);

= Alcool 80% (5min);

= Alcool 70% (5min);

= Agua destilada (3min);

= Hematoxilina (40seg);

= Agua corrente (10min);

= Eosina (20seg);

= Agua corrente (1 min);

= Alcool 90% (5min);

= Alcool Absoluto I (10min);
= Alcool Absoluto Il (10min);
= Alcool Absoluto 111(10min);
= Xileno I (10min);

= Xileno 11(10min)

*= Montagem da lamina.
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APENDICE G: Avaliacdo da atividade enzimatica de superdxido dismutase (SOD),
glutationa transferase (GST) e catalase

e Preparo das amostras
As amostras das placentas armazenadas a -80°C foram descongeladas e homogeineizadas no
sonicador (Cole-Parmer Ultrasonic Processador®) com tampao fosfato de potassio (TFK) 50
nmoL (pH 7,0) sob amplitude de 70%, pulsos de 5 segundos (ON) e intervalos de 10
segundos (OFF), totalizando 40 segundos, as amostras sempre mantidas no gelo. Apoés a
homogeinizacao, as amostras foram centrifugadas a 13.400 rpm sob refrigeracdo a 4°C por 10
minutos. Os sobrenadantes foram coletados, transferidos para novos microtubos e congelados

a-80°C para avaliacdo da atividade das enzimas SOD, GST e Catalase.

e Quantificacdo da proteina pelo método de Bradford
A concentragdo de proteinas totais do homogenato foi avaliada pelo método descrito por
Bradford (1976). A dosagem foi realizada em triplicata em placas de 96 pogos. As amostras
foram diluidas em TFK 50nM (pH 7,0) em uma proporc¢éo de 1:20. Para a quantificacdo, um
total de 50uL de cada amostra diluida e 200uL do reagente de Bradford (Coomassie Blue
G250 (Sigma B-0770)) foram utilizados, com incubagao por 10 minutos, com posterior leitura
da absorbancia no comprimento de onda de 595nm. O célculo da concentracgéo foi baseado na

curva padréo da solucédo de albumina de soro bovino (BSA) a 0,2mg/mL.

¢ Quantificacdo da atividade de superoxido dismutase (SOD).
A atividade de SOD foi avaliada de acordo com Marklund e Marklund (1974). Em uma
cubeta de quartzo foram adicionados 1200pL de TFK 50nM (pH 7,0) e 32uL de EDTA.
Depois, iniciou-se a reacdo adicionando 154uL de pirogalol. Foi medida a oxidacdo do
pirogalol durante 5 minutos a cada 30 segundos em um comprimento de onda de 420nm.
Apbs os 5 minutos, foram adicionados 154uL da amostra e continuou-se com a leitura por
mais 5 minutos, totalizando 10 minutos de analise. Os resultados foram normalizados pela
concentragédo de proteina.

¢ Quantificacdo da atividade de glutationa transferase (GST)
A atividade da GST foi realizada de acordo com Habiget al., (1974). Em uma cubeta de
quartzo foram adicionados 200uL de TFK 50 nM (pH 7,0), 290 uL de agua destilada, 5uL de
GSH (1mM) e 5uL de 1 cloro 2,4 dinitrobenzeno (CDNB), com posterior leitura do branco.
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Para a leitura da amostra, foi colocada na cubeta 550uL de &gua destilada, 400uL de TFK 50
nM (pH 7,0), 5pL de GSH, 5uL de CDNB (1mM) e 25uL da amostra homogeneizada. A
avaliacdo foi realizada a cada 30 segundos por 2 minutos no comprimento de onda de 340nm.

Os resultados foram normalizados pela concentragédo de proteina.

¢ Quantificacdo da atividade de catalase
A avaliacdo da atividade da catalase foi realizada conforme Aebi (1984). Em uma cubeta de
quartzo foram colocados 1800uL de TFK 50 nM (pH 7,0) calibrando o branco e adicionando
120uL de peroxido de hidrogénio(H202) 30 mM e foi realizada a leitura até 45 segundos.
Logo apos, foram colocados 9 pL de cada amostra homogeneizada e a leitura foi realizada a
cada 15 segundos, durante 150 segundos, no comprimento de onda de 240nm no
espectrofotdmetro. Os resultados foram normalizados pela concentracdo de proteina.
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H: TABELA COM
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OS ANTICORPOS
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USADOS NA

Tempo de revelagao

Anticorpo Espécie/clone Diluicéo no DAB
Anti-HIF1a Mouse/monoclonal 1:1000 4 minutos
Anti-8-OHdG Mouse/monoclonal 1:200 10 minutos
Anti-SOD Mouse/ monoclonal 1:1000 15 segundos
Anti- GPX1/2 Mouse/ monoclonal 1:1000 40 segundos
Anti- catalase Mouse/ monoclonal 1:1000 1 minuto
ANTI-ATF4 Mouse/ monoclonal 1:1000 4 minutos
Anti- GRP78 Mouse/ monoclonal 1:1000 4 minutos
Anti-CHOP Mouse/monoclonal 1:1000 14 minutos
Anti-VEGF Coelho/policlonal 1:200 12 minutos
Anti-TNFa Mouse/monoclonal 1:500 3 minutos
Anti-IL10 Mouse/monoclonal 1:6000 30 minutos
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