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MODULACAO DO SISTEMA KISSPEPTINA/KISSIR E DE MEDIADORES DA
RECEPTIVIDADE UTERINA E DA FUNCAO TUBARIA EM RATAS
HIPOTIREOIDEAS AO LONGO DO CICLO ESTRAL

RESUMO

O hipotireoidismo causa disfuncdo ovariana e infertilidade em mulheres e animais e
compromete a expressdo hipotalamica de kisspeptina (Kp), neuropeptideo que controla a
reprodugdo. No entanto, a kisspeptina também ¢ expressa no sistema genital, sendo que falhas
na expressdo ovariana e uterina do seu receptor estdo associadas a falha ovariana prematura e
reducdo da implantagdo. Por isso, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do hipotireoidismo
na expressao de kisspeptina e seu receptor Kisslr no utero e tuba uterina de ratas ao longo do
ciclo estral e sua relagdo com a sinalizacdo estrogénica e progesterdnica e expressdo de
mediadores da receptividade uterina e da funcdo tubdaria. Para isso, o hipotireoidismo foi
induzido pela administragdo diaria de propiltiouracil (PTU) em Ratas Wistar ciclicas. Os
animais foram divididos nos grupos controle (n=21) e hipotireoideo (n=21) e apds 14 dias de
induc¢do do hipotireoidismo as eutanasias foram realizadas nas fases de proestro, estro e diestro
(7 animais/grupo). No Capitulo 1, foram avaliados os niveis plasmaticos de LH, E> e P4, a
ciclicidade, o peso corporal e uterino, a histomorfometria do utero, como também a sua
expressao génica e proteica de Kissl, Kisslr, ERa e PR, além da atividade proliferativa (CDC-
47) e expressdo génica de mediadores da receptividade uterina (Smo, Wnt4, Bmp2, Hand2,
Mucl e Lif). O hipotireoidismo em ratas aumentou os dias em diestro, além de aumentar os
niveis plasmaticos de P4 no diestro e reduzir LH e E» na tarde do proestro. No tutero, reduziu o
numero de glandulas endometriais no proestro e estro, a atividade proliferativa endometrial e a
expressdo génica e proteica de ERa. Por outro lado, a hipofuncdo tireoidiana aumentou a
imunomarca¢ao endometrial de PR em todas as fases do ciclo, enquanto reduziu a expressao
génica de Pr no diestro. No diestro, também houve reducdo da expressdo génica uterina de Lif,
Bmp2, Wnt4, Hand2 e da imunomarcagdo de Kissl nas ratas hipotireoideas, enquanto uma
redu¢do do mRNA de Kiss/r foi observada no proestro. No Capitulo 2, foram avaliados a
expressdao génica e proteica de Kissl, Kisslr, ERa e PR na tuba uterina, além da expressdao
génica de mediadores da fun¢do tubéria (Amigo2, Fetub, Aqua5, Rasdl e Endotelin). O
hipotireodismo em ratas reduziu a imunomarcagdo epitelial citoplasmatica de ERa na tuba
uterina no proestro, enquanto aumentou a expressao génica de Pr, Et-1, Amigo2, Aqp5, Rasdl,
Fetub e KissIr na mesma fase do ciclo. Em conjunto, os resultados deste estudo demonstraram
que o hipotireoidismo desregula a sinalizagdo estrogénica e progesteronica no utero e tuba
uterina de ratas ao longo do ciclo estral, sendo que essas alteragdes estdo associadas a alteracdes
na expressao do sistema Kiss1/Kisslr e de mediadores da receptividade uterina e da fungao
tubdria.

Palavras-chave: Ciclo estral; kisspeptina; receptores hormonais; reproducao; tireoide.



MODULATION OF THE KISSPEPTIN/KISS1R SYSTEM AND MEDIATORS OF
UTERINE RECEPTIVITY AND TUBAL FUNCTION IN HYPOTHYROID RAT
THROUGHOUT THE ESTRAL CYCLE

ABSTRACT

Hypothyroidism causes ovarian dysfunction and infertility in women and animals and
compromises the hypothalamic expression of kisspeptin (Kp), a neuropeptide that controls
reproduction. However, kisspeptin is also expressed in the genital system, and failures in
ovarian and uterine expression of its receptor are associated with premature ovarian failure and
reduced implantation. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of
hypothyroidism on the expression of kisspeptin and its receptor Kisslr in the uterus and
fallopian tube of rats throughout the estrous cycle and its relationship with estrogenic and
progesteronic signaling and expression of mediators of uterine receptivity and of tubal function.
For this, hypothyroidism was induced by daily administration of propylthiouracil (PTU) in
cyclic Wistar rats. The animals were divided into control (n=21) and hypothyroid (n=21) groups
and after 14 days of hypothyroidism induction, euthanasias were performed in the proestrus,
estrus and diestrus phases (7 animals/group). In Chapter 1, plasma levels of LH, E> and P4,
cyclicity, body and uterine weight, and uterine histomorphometry were evaluated, as well as
gene and protein expression of Kissl, Kisslr, ERa and PR, in addition to the proliferative
activity (CDC-47) and gene expression of mediators of uterine receptivity (Smo, Wnt4, Bmp2,
Hand2, Mucl and Lif). Hypothyroidism in rats increased the days in diestrus, in addition to
increasing plasma levels of P4 in diestrus and reducing LH and E; in the afternoon of proestrus.
In utero, it reduced the number of endometrial glands in proestrus and estrus, endometrial
proliferative activity and gene and protein expression of ERa. On the other hand, thyroid
hypofunction increased endometrial PR immunostaining at all phases of the cycle, while
reduced Pr gene expression in diestrus. In diestrus, there was also a reduction in uterine gene
expression of Lif, Bmp2, Wnt4, Hand2 and Kiss] immunostaining in hypothyroid rats, while a
reduction in Kiss/r mRNA was observed in proestrus. In Chapter 2, the gene and protein
expression of Kiss1, Kiss1r, ERa and PR in the fallopian tube were evaluated, in addition to the
gene expression of tubal function mediators (Amigo2, Fetub, Aqua5, Rasdl and Endothelin).
Hypothyroidism in rats reduced cytoplasmic epithelial immunostaining of ERa in the fallopian
tube in proestrus, while increased gene expression of Pr, Et-1, Amigo2, Aqp5, Rasdl, Fetub and
KissIr in the same phase of the cycle. Taken together, the results of this study demonstrated
that hypothyroidism deregulates estrogenic and progesteronic signaling in the uterus and
fallopian tube of rats throughout the estrous cycle, and these changes are associated with
changes in the expression of the Kiss1/Kiss1r system and mediators of receptivity uterine and
tubal function.

Keywords: Estrous cycle; hormonal receptors; kisspeptin; reproduction; thyroid.
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1 INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos (HTs) influenciam o desenvolvimento intrauterino e pés-
natal do sistema genital, inclusive seu metabolismo e funcéo ap6s a puberdade, exercendo papel
essencial para a atividade reprodutiva normal (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018). A
deficiéncia de HTs pode ser adquirida em qualquer fase da vida e € considerada uma das
principais endocrinopatias que afetam humanos e animais (SILVA; OCARINO; SERAKIDES,
2018).

O hipotireoidismo causa hiperprolactinemia (HAPON et al., 2003; TOHEI et al., 2000)
e ambas patologias reduzem a secrecdo pulsatil do hormdnio luteinizante (LH) por
comprometer a expressao hipotalamica de kisspeptina (DE OLIVEIRA et al., 2022a; TOMORI
et al., 2017). A Kisspeptina é um peptideo que regula a secrecdo do hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH), sendo considerada o regulador chave do eixo reprodutivo (CAO et al.,
2019; DIAS et al., 2018; MESSAGER et al., 2005). No entanto, a kisspeptina também ¢
expressa perifericamente, particularmente no sistema genital feminino (SCHAFFER et al.,
2021). E apesar da expressdo periférica de kisspeptina ndo ser vital para a reproducdo
(KIRILOV et al., 2013), pesquisas demonstram uma importante acdo estimulatoria em varias
funcBes dos tecidos periféricos. Estudos em ratas ja demonstraram que o LH estimula a
expressao de kisspeptina  em células da granulosa na fase do proestro
(LAOHARATCHATATHANIN et al., 2015a), enquanto kisspeptina induz relaxamento
miometrial em ratas gestantes e ndo gestantes (SCHAFFER et al., 2021). Schaefer et al. (2021)
também demonstraram em camundongos que Kiss1R regula negativamente a expressdo e
sinalizacdo uterina do receptor de estrogeno a (ERa) no periodo da implantagdo, enquanto a
delecdo de Kiss1r no ovério causa falha ovariana prematura (RUOHONEN et al., 2022). Assim,
esses dados sugerem que falhas na expressdo periférica de kisspeptina também pode estar
associada a infertilidade (CALDER et al., 2014a; FERNANDOIS et al., 2016).

Ratas com hipotireoidismo apresentam reducdo da espessura do endométrio e das
glandulas endometriais (DE OLIVEIRA et al., 2022a), além de redugdo da area de decidua
(SOUZA et al., 2017), sendo que em mulheres hipotireoideas a menor decidualizagdao foi
associada a redugdo de moléculas de sinalizagdao uterina como gene codificante de Derivados
do coragdo e da crista neural expressos 2 (HAND?2), prolactina (PRL) e proteina 1 de ligacao
ao fator de crescimento semelhante a insulina (IGFBP-1) (KAKITA-KOBAYASHI et al.,

2020). Estudos com camundongos também demonstraram que reducdo da sinalizagcdo de
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kisspeptina em cultura de células estromais uterinas compromete a decidualizagdo (ZHANG et
al., 2014), enquanto no utero de camundongos e gatas hd aumento da expressao de kisspeptina
no diestro gestacional e ndo-gestacional (FAYAZI et al., 2015; SANTOS et al., 2021),
particularmente no periodo de implantagdo embrionaria (FAYAZI et al., 2015). Falha na
implantacdo embriondria em ratas com hipotireoidismo também estd associada a reducdo da
sinalizacdo endometrial do fator inibidor de leucemia (LIF)(SHAN et al., 2019), como também
observado em camundongos nocautes para Kiss/ (CALDER et al., 2014a). No entanto, ainda
nao ha informagdes se o hipotireoidismo afeta a expressao uterina de kisspeptina ao longo do

ciclo estral e sua relagdo com a expressdo de moduladores da receptividade uterina.

Contudo, ratas hipotireoideas em diestro também apresentam redugao das vilosidades
da tuba uterina (OLIVEIRA ef al., 2005), como também foi observado por (ANAYA-
HERNANDEZ et al., 2015) em coelhas hipotireoideas, além de alteragdes no conteudo do
fluido tubario (MENDEZ-TEPEPA et al., 2020). MITTAG et al. (2007) também descreveu a
ocorréncia de hidrosalpinge em ratas hipotireoideas, embora os mecanismos dessas alteragoes
na secrecdo tubdria sejam desconhecidos. Vale ressaltar que essas alteracdes na morfologia e
secre¢dao tubaria podem comprometer a fertilizagdo e nutrigdo embrionaria, podendo estar
relacionada a infertilidade observada em quadros de hipotireoidismo (DE OLIVEIRA et al.,
2022a). Vale ressaltar que a tuba uterina também expressa kisspeptina (GAYTAN et al., 2007;
HSU et al., 2014), principalmente no proestro/estro, sugerindo a sua participagdo no processo
de fertilizagdo (HSU et al., 2014), embora ndo tenha informagdes sobre a sua expressao na

hipofuncdo tireoidiana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a modulagdo do sistema kisspeptina/Kisslr e de mediadores da receptividade

uterina e fungdo tubaria em ratas hipotireoideas ao longo do ciclo estral.

2.2 Especificos

Avaliar em ratas hipotireoideas ao longo do ciclo estral:

° A ciclicidade e os niveis plasmaticos de LH, E> e P4;

. O perfil de expressdo proteica e génica de kisspeptina/Kisslr no tutero e tuba
uterina;

. A expressdo de receptores de estrogeno e progesterona (ERa e PR) no utero e

tuba uterina;
. A histomorfometria e proliferagdo celular uterina (CDC-47/MCM2);
o A expressao endometrial de Mucl, Lif, Bmp2, Wnt4, Hand2 e Smo.
o A expressao tubaria de Et-1, Amigo2, Aqp35, Rasdl e Fetub.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fisiologia reprodutiva da rata

Os roedores sdao os animais de experimentacdo mais utilizados para pesquisas
cientificas, sendo que os de maior destaque para o uso cientifico sao os ratos e camundongos
(GOMES DE MACEDO BRAGA, 2017). Isto se justifica pela facilidade de manejo e adaptagao
destes pequenos mamiferos, a rapida reproducdo, além das similaridades com a fisiologia
reprodutiva das mulheres (AJAYT; AKHIGBE, 2020; GORSKA, 2000; MARKEE, 1951). As
ratas atingem sua maturidade sexual com cerca de dois meses de idade, proximo de quando
ocorre a abertura vaginal. S3o animais poliéstricos, ou seja, ovulam vérias vezes no ano, sendo
essas ovulacdes espontaneas, independente da presenga do macho ou outro estimulo. As ratas
possuem ciclos estrais regulares e de curta duracdo e a sua gestagdo dura em média 21 dias,

produzindo cerca de 6-12 filhotes em cada ninhada (MARKEE, 1951; SONE ef al., 2007).

3.2 Ciclo estral

O ciclo reprodutivo ou estral da rata tem duragdo média de 4-5 dias, sendo dividido em
quatro fases distintas e continuas: o proestro, fase que compreende o periodo pré-ovulatorio;
estro, periodo de receptividade da fémea; diestro 1 (metaestro), periodo no qual ocorre a
reducdo da atividade uterina; e diestro 2, fase que ocorre o pico e reducdo da progesterona. Caso
ocorra a concepgao, a fase de diestro se prolonga até o fim da gestacao (21 dias) (CALIGIONI,
2010; CORA; KOOISTRA; TRAVLOS, 2015; EKAMBARAM; KUMAR; JOSEPH, 2017,
SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975).

As alteracdes hormonais dos esteroides sexuais (estradiol e progesterona) que ocorrem
fisiologicamente ao longo do ciclo estral refletem em alteragdes citologicas no canal vaginal,
formando padrdes celulares distintos a depender da fase estral e estas podem ser observadas a
partir de esfregacos vaginais (CORA; KOOISTRA; TRAVLOS, 2015; JOHNSON, 2018). O
proestro, que possui duracao média de 12 a 14 horas, apresenta na citologia predominancia de
células epiteliais nucleadas, redondas, que podem estar agrupadas ou individuais, além de poder
ser visto células epiteliais escamosas cornificadas. Esta fase corresponde a fase folicular de
mulheres, pois apresenta pico de estradiol devido o desenvolvimento folicular, enquanto a
progesterona tem seus niveis aumentados, devido ao corpo luteo recém formado (FREEMAN,

1994),



19

No estro, com duracdo de 25 a 27 horas, ¢ observado basicamente o predominio de
células epiteliais anucleadas ou queratinizadas, também chamadas de células epiteliais
cornificadas, também podem aparecer em grandes grupos, sendo provenientes da descamagao
vaginal (FREEMAN, 1994). O citoplasma dessas cé€lulas ¢ granular e sua forma ¢ por vezes
irregular. Nesta fase o estrogeno comeca a apresentar uma queda em sua concentragdo
plasmatica, em relagdo ao aumento de LH, retornando a valores basais (FREEMAN, 1994;

SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975).

Durante o diestro 1 ou metaestro, que corresponde a fase de menor duragdo (6 a 8 horas),
sdo vistos trés padrdes celulares: células epiteliais nucleadas e anucleadas e células
inflamatérias, com predominancia das inflamatérias, sendo os leucocitos menores que as
células epiteliais (FREEMAN, 1994). Durante o diestro 1 os niveis de estradiol comecam a
aumentar e sdo mantidos no diestro 2, em relagdo a progesterona, que apresenta aumento
progressivo a partir da tarde de proestro e atinge seu pico durante a manha do diestro 1, seguido
de uma reducdo abrupta na manha do diestro 2, devido a regressdo do corpo luteo (SMITH;
FREEMAN; NEILL, 1975). Ja o diestro 2, maior fase, possui uma duragao média de 55 a 57
horas e ¢ visualizado no esfregaco a predominancia de células inflamatorias. As fases de diestro
1 e 2 correspondem a fase secretora nos seres humanos, na qual a progesterona tem acao
predominante (AJAYI; AKHIGBE, 2020; CORA; KOOISTRA; TRAVLOS, 2015;
EKAMBARAM; KUMAR; JOSEPH, 2017; JOHNSON, 2018). Devido as similaridades no
perfil hormonal e alteragdes morfologicas uterinas e ovarianas que ocorrem ao longo do ciclo
reprodutivo de ratas e mulheres, a rata tem sido um dos modelos mais utilizados para estudos
relacionados as alteragdes do sistema reprodutivo de mulheres durante o ciclo menstrual

(AJAYT; AKHIGBE, 2020; CALIGIONI, 2010).

3.3 Hormonios sexuais

O ciclo estral da rata, semelhante ao que ¢ observado em mulheres, ¢ regulado por
hormonios que desempenham papeis importantes ndo somente para o ciclo reprodutivo, como
para a preparagdo do Utero para a implantagdo e gestacdo. Estes hormonios sdo produzidos e
regulados pelo eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal (HPG) (GOLDMAN et al., 2000). Os
esteroides sexuais, estrogeno e progesterona, produzidos principalmente pelos ovarios, sofrem
flutuagdes em sua concentragdo plasmatica em resposta aos estimulos hipotalamicos e
hipofisarios. Primeiramente, ocorre a liberacdo pulsatili do hormodnio liberador de

gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotdlamo, com consequente sintese e secre¢do pulsatil dos
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horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela hipofise. Estes, por sua vez,
atuam nos ovarios estimulando a sintese de estrogeno e progesterona. Estes hormdnios serdo
reguladores positivos ou negativos da secrecao das gonadotrofinas, a depender da concentragao

sérica dos mesmos (JOHNSON, 2018).

Estudos recentes tém aumentado a compreensdo sobre a via de controle do eixo HPG,
sendo que atualmente a kisspeptina € considerada o peptideo chave da reprodugdo, uma vez que
controla hierarquicamente a atividade dos neuronios GnRH (LEE; LEE; WANG, 2021).
Produzida no nucleo arqueado (ARC) e na area periventricular anteroventral (AVPV) do
hipotalamo, a kisspeptina (KP) ¢ um neuropeptideo secretado por neurénios denominados de
kiss1 na AVPV (CLARKSON et al., 2009) e de KNDy no ARC (LEHMAN; COOLEN;
GOODMAN, 2010). A denominagdao de KNDy se justifica pelo fato de os neurénios do ARC
também secretarem neurocinina B e dinorfina, que regulam positivamente ou negativamente a
secrecao de kisspeptina, respectivamente. Através desses nucleos hipotalamicos ela age
intermediando o feedback positivo e negativo dos esteroides sexuais sobre a secre¢do de GnRH

(SMITH, 2009).

Estudos demonstraram que os neurdnios que sintetizam KP n3o somente possuem
receptores para os esteroides sexuais, como modulam a secre¢do deles de acordo com as suas
concentragdes circulantes (SMITH et al., 2006). Assim, em ratas, altas concentragdes
plasmaticas de estradiol, como observado no proestro, aumenta a expressao de kisspeptina no
AVPYV, enquanto reduz a expressao no ARC, sendo essa modulacao responsavel pelo pico pré-
ovulatorio de LH. Por outro lado, baixa concentra¢do plasmatica de estradiol, como visto no
diestro, estimula a expressdo de kisspeptina no ARC, sendo esse nucleo hipotalamico
responsavel pela pulsatilidade do LH (CLARKSON et al., 2009; SMITH et al., 2006). De forma
semelhante, ovelhas ovariectomizadas apresentam aumento da expressao de kissl no ARC,

enquanto a administracdo de estradiol reduz a sua expressao (SMITH et al., 2007).

Com a secrecao das gonadotrofinas sob estimulo do GnRH, ocorre estimulo da
foliculogénese ovariana, principalmente pela acdo do FSH. As células da granulosa e da teca
presentes no foliculo ovariano secretam estrogeno progressivamente de acordo com o
desenvolvimento folicular (SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975). A concentragdao desse
esteroide aumenta no final do diestro, atingindo o pico na tarde do proestro (BUTCHER;
COLLINS; FUGO, 1974). Nesse mesmo periodo, ha maior secre¢ao pulsatil do FSH, além do
pico de LH, com consequente ovulacdo (BUTCHER; COLLINS; FUGO, 1974).
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Apds o rompimento folicular, o foliculo sofre luteinizagao e o corpo luteo formado sera
responsavel pela producdo de estrogeno e progesterona, sendo este tltimo o hormdnio chave
para manuten¢do da gestacdo (MURPHY, 2000). Caso ndo ocorra a gestacao, a concentragao
plasmatica de progesterona reduz apds 55 a 57 horas (SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975).
Porém, se houver gestacdo, ocorre o aumento plasmatico de prolactina (PRL), somado a outros
fatores mantém a funcionalidade do corpo luteo durante toda a gestagao (SMITH; FREEMAN;
NEILL, 1975). Dessa forma, como ocorre em outros mamiferos, o ciclo estral da rata pode ser
dividido numa fase pré-ovulatoria, caracterizada pelos altos niveis plasmaticos de estrogeno, e
pos-ovulatoria, com influéncia predominante da progesterona. Estas modificagdes no perfil
hormonal resultam em alteragcdes morfoldgicas e funcionais no trato reprodutivo das fémeas

(MURPHY, 2000).

3.4 Utero

O tutero ¢ um dos principais 6rgdos que formam o trato reprodutivo das fémeas, sendo
fundamental para a reproducao (SIKORA et al., 2021). Nele ocorre a implantagcdo embrionaria,
nutricdo e protecdo do concepto, além da manuten¢do da gestacdo. Ao final deste periodo,
também ¢ responsavel pela expulsdo do feto por meio das contragdes uterinas (KELLEHER;
DEMAYO; SPENCER, 2019; WATSON; CROSS, 2005). Macroscopicamente, o utero das
ratas, como a maioria dos mamiferos domésticos, ¢ bicornual (HAFEZ; HAFEZ, 2016;
RATAJCZAK; FAY; MUGLIA, 2010). Microscopicamente, ¢ dividido em trés camadas
principais: endométrio, miométrio e perimétrio (SIKORA et al., 2021).

O endométrio corresponde a mucosa uterina e ¢ a regido onde ocorrem as principais
alteragdes morfologicas durante o ciclo estral (SIKORA et al., 2021). Esta regido ¢ altamente
especializada e sofre diversas mudangas morfofisiologicas para a recep¢do do embrido e
implantagdo. O revestimento epitelial € simples colunar, com algumas células ciliadas e células
secretoras. O estroma ¢ rico em fibroblastos e abundante matriz extracelular que circundam
glandulas com epitélio semelhante ao do lumen uterino. As mudangas ciclicas endometriais sdo
divididas em fase proliferativa e fase secretora (SIKORA et al., 2021).

A fase proliferativa em mulheres corresponde as fases de proestro e estro nas ratas,
também conhecida como fase folicular ou estrogénica. Em resposta ao aumento dos niveis
plasmaticos de estrogeno, ocorre aumento da proliferagdo luminal e glandular, do nimero de
vasos sanguineos ¢ edema (AJAYI; AKHIGBE, 2020; SIKORA ef al., 2021; WESTWOOD,

2008). Logo apos a ovulagdo, tem inicio a fase secretora ou luteal, que tem agdo predominante
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da progesterona (BUTCHER; COLLINS; FUGO, 1974). Este periodo corresponde as fases de
metaestro e diestro e ¢ caracterizado pela hipertrofia glandular, aumento a atividade secretéria
glandular e modificagdes no epitélio luminal que sdo fundamentais para a implanta¢ao e

nutri¢ao inicial do embrido (PATEL et al., 2015; SIKORA et al., 2021).

Caso ocorra a copula e a concepgdo, o embrido serda implantado no endométrio e as
alteragdes uterinas responsivas a progesterona serao mais intensas. Ocorrera diferenciagao das
células estromais para a formacao da decidua. A decidua atua na fixagao do tecido placentario,
controla a invasdo trofoblastica e protege o feto do sistema imunoldgico materno. Além disso,
fornece fatores de crescimento e citocinas que auxiliam no remodelamento tecidual e vascular
no local da implantagdo, garantindo a nutri¢do e desenvolvimento adequado do embrido

(TEESALU; BLASI; TALARICO, 1996; ZHANG et al., 2014).

A camada miometrial € composta por células musculares lisas que sdo responsaveis pela
contracdo uterina no momento do parto (SIKORA et al., 2021). Durante a gestagdo, essas
células sofrem hiperplasia e hipertrofia em resposta ao aumento de estrdgeno e progesterona,
sendo que a sua contratilidade serd modulada pelos niveis plasmaticos e/ou teciduais de
ocitocina, prostaglandina e relaxina, além dos esteroides sexuais (KIRKLAND et al., 1981;

MALIK; ROH; ENGLAND, 2021).

O perimétrio ¢ a camada mais externa do utero e ¢ formado por vasos linfaticos,
capilares sanguineos, tecido conjuntivo frouxo e epitélio simples pavimentoso (mesotélio)

(SIKORA et al., 2021).

3.5 Tuba uterina

A tuba uterina realiza a comunicacdo entre os ovarios € o Utero e desempenha papel
crucial para a reprodugdo. Morfologicamente, pode ser dividida em trés segmentos: istmo,
ampola e infundibulo (HUNTER, 2005; LEE; SUGIMURA; KUDO, 1976). Estes trés
segmentos, semelhante ao utero, sdo formados pela mucosa, camada muscular e serosa

(SHIRLEY; REEDER, 1996).

O istmo, que ¢ o segmento em contato com o Utero, serve de reservatdrio para os
espermatozoides e apresenta menor didmetro luminal, mucosa menos pregueada e uma camada
muscular mais espessa (HUNTER, 2005). O segmento intermediario ¢ a ampola, local onde

ocorre a fecundacdo e caracterizado por uma mucosa com dobras longitudinais maiores



23

(SHIRLEY; REEDER, 1996). O terceiro segmento da tuba uterina e que estd em contato com
o ovario ¢ o infundibulo, que tem a principal fun¢do de captar os ovdcitos e transporta-los em
direcdao a ampola. Este segmento ¢ formado por dobras maiores da mucosa, também chamadas
de fimbrias, e por uma musculatura lisa mais delgada quando comparado aos outros segmentos

(LEE; SUGIMURA; KUDO, 1976).

A mucosa da tuba uterina ¢ a regido que mais sofre alteragdes morfoldgicas em resposta
aos hormonios sexuais, como também como resultado da funcdo de cada um dos segmentos
(LEE; SUGIMURA; KUDO, 1976; SHIRLEY; REEDER, 1996). Assim, a captacdo dos
gametas, a capacitagdo espermatica e fecundacdo, o transporte do 6vulo e do embrido e a
nutri¢ao inicial do embridao (ABE, 1996; SHIRLEY; REEDER, 1996) vao depender das células
ciliadas e secretoras que formam o seu epitélio (LEE; SUGIMURA; KUDO, 1976). Essas
células variam na sua proporg¢ao de acordo com o segmento e a fase do ciclo estral (ABE, 1996;
LEE; SUGIMURA; KUDO, 1976). Nas fimbrias do infundibulo tem o predominio de células
ciliadas e algumas células levemente apdcrinas. A propor¢do dessas células ¢ semelhante na
regido da ampola, além da presenca de células secretoras. A quantidade dessas células secretoras
aumenta durante o estro, tornam-se predominantes no metaestro e raras no diestro (SHIRLEY;
REEDER, 1996). No istmo existe um predominio de células secretoras, sendo que a quantidade
dessas células aumenta ao se aproximar do Utero, enquanto ocorre diminui¢do das células
ciliadas e levemente apdcrinas. Na transi¢do da tuba uterina para o Utero aparecem as células

juncionais (ABE, 1996; LEE; SUGIMURA; KUDO, 1976).

Uma vez que a mucosa da tuba uterina sofre modificagdes de acordo com os esteroides
sexuais circulantes, em mulheres, durante a fase folicular, o estradiol estimula a hipertrofia
epitelial, levando ao aumento da secrecdo celular e formagao de mais cilios na mucosa tubaria
(JACQUES DONNEZ et al., 1985). A progesterona, por outro lado, age negativamente sobre o
batimento ciliar (BYLANDER et al., 2013). Outro fator que influencia a atividade tubéria ¢ a
contragcdo da camada muscular, que em conjunto ao batimento ciliar atuam no transporte dos
gametas e embrides, além de proteger o organismo contra a passagem de microrganismos do
utero para a cavidade peritoneal. Essas contragdes sao também reguladas pelos esteroides
sexuais (AKISON et al., 2014; CRETOIU; LAURA SUCIU; POPESCU, 2010; OKADA et al.,
2003).

A secrecdo do epitélio tubdrio ¢ rica em fatores de crescimento, glicoproteinas,
eletrolitos entre outros, que variam de acordo com a fase estral (BRANES et al., 2005;

HUNTER, 1994, 2005). As caracteristicas da secrecdo em cada segmento da tuba, somado as
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diferengas morfoldgicas ao longo da tuba, contribuem para o desenvolvimento de ambientes
distintos, sendo vital para o desenvolvimento adequado das diversas fungdes (HUNTER, 1994;
LECHENE, 1976). E importante ressaltar que a presenca de espermatozoides ¢ outro fator que
provoca modificagdes na secrecdo tubaria (HUNTER, 1994, 2005). Ao tocarem no epitélio
tubular, ocorre o reconhecimento da presenga dos espermatozoides. Isso ativa mudangas no
conteudo da secregdo, alterando o teor de proteinas e o acréscimo de antioxidantes, para
assegurar melhor nutricdo e protecdo ao espermatozoide, além da sua capacitagdo

(ELLINGTON et al., 1993; LI; WINUTHAYANON, 2017; WINUTHAYANON et al., 2015).

A tuba uterina também ¢ responsavel pela protecdo contra o estresse oxidativo e
primeiro aporte nutricional ao embrido recém formado, além de fornecer o ambiente adequado
para seu desenvolvimento garantindo nao sé a temperatura e pH ideais, mas também fornecendo
fatores essenciais para a suas clivagens (HUNTER, 1994; LI; WINUTHAYANON, 2017).
Desse modo, fica evidente o papel crucial da tuba e dos fatores por ela produzidos para o

sucesso da reproducao.

3.6 Moduladores da funciao uterina e tubaria

O utero ¢ um 6rgao totalmente responsivo as alteragdes hormonais que ocorrem ao longo
do ciclo estral, principalmente em relagdo aos niveis plasmaticos de estrogeno e progesterona,
como visto anteriormente (MASSIMIANI et al., 2020). Essas modificagdes ocorrem com a
finalidade de tornar o utero receptivo ao embrido, permitindo a implantagdo embrionaria e o
estabelecimento da gestacio (KELLEHER; DEMAYO; SPENCER, 2019; MASSIMIANI et
al., 2020; SURVEYOR et al., 1995).

O estrogeno e a progesterona agem diretamente no Utero, por meio dos seus receptores
nucleares ERa, ERB e PR, modulando ndo somente a atividade celular como a expressao de
outros fatores que influenciam a funcdo uterina. O estradiol estimula a proliferacao das
diferentes células que compdem o endométrio uterino, tais como as células luminais,
glandulares e estromais, que ¢ essencial para a preparagao do utero para a implantagao (FINN;
MARTIN, 1970; GELFANT; MEYER; HANS, 1955; MASSIMIANI et al., 2020).
Camundongos nocautes para ERo, por exemplo, sdo inférteis e possuem endométrios
hipoplésicos (CHEN et al., 2009). O estradiol também regula a expressao de mucina 1, que €
comumente expressa no epitélio luminal como barreira de protecdo. No momento da

implantagdo, a expressdo de mucina 1 deve reduzir para permitir a implantacdo (AL-AZEMI et
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al., 2009; CHAUHAN et al., 2015; MESEGUER ef al., 2001; SURVEYOR et al., 1995). A
expressdo do fator inibitério de leucemia (LIF), outro importante fator no processo de
implantacao, também ¢ modulado positivamente pelo estrogeno. Redugao da expressao uterina

dessa citocina em ratas esta associada a falha na implantagao embrionaria (LIANG et al., 2014;

SHAN et al., 2019).

A progesterona, por outro lado, inibe a proliferacao celular induzida pelo estradiol (LI
et al., 2011). A progesterona induz a decidualizagdo durante a fase luteal, sendo esse processo
vital para a implantacdo e o estabelecimento e manutencdo da gestacdo (PATEL et al., 2015).
Semelhante ao que ocorre com o estradiol, a progesterona também regula e induz a expressao
de fatores essenciais para o sucesso da gesta¢do. Por meio da regulagdo positiva do gene Hand?2,
a progesterona suprime os fatores de crescimento fibroblastico (FGFs) (LI et al., 2011), fatores
estes que induzem a proliferagdo celular e sdo responsivos ao estimulo do estradiol.
Camundongos nocautes para Hand2? apresentam auséncia de implantacdo e continua

proliferag¢do das células endometriais (WETENDORF; DEMAYO, 2012).

A progesterona também regula fatores relacionados a implantagdo, fixacdo embrionaria
e diferenciacdo estromal, como a folistatina (FST). Este peptideo regula a expressao do fator de
crescimento transformador beta (TGFp), que estd relacionado a receptividade embriondria.
Camundongos nocautes para FST possuem respostas inadequadas aos esteroides sexuais. O
utero permanece no estado nao receptivo ao embrido, além de prejudicar a sinalizagdo das

proteinas morfogenéticas dsseas (BMPs) (FULLERTON et al., 2017).

As BMPs sao membros da super familia do TGFP. Estudos tem demonstrado a
importancia da BMP2 na decidualizagdo, uma vez que em camundongos nocautes para este
gene ha implantagdo, porém o estroma nao sofre a reagdo decidual (LEE et al., 2007; LI et al.,
2007). A BMP2 também induz a expressdo de WNT4, outro mediador da decidualizacdo que ¢
regulado positivamente pela progesterona (COOKE et al., 2012; Ll et al., 2007). O WNT4 atua
na diferenciacao celular e desenvolvimento uterino (FRANCO et al., 2011; LIANG et al.,
2014). A progesterona também regula positivamente a expressao de Indian hedgehog (1hh) e
Smo (Smoothened), receptor do Thh. Reducdo na expressdo de Smo resulta em falhas na
formag¢do das glandulas endometriais (FRANCO et al, 2010b, 2010a; KELLEHER;
DEMAYO; SPENCER, 2019; WETENDORF; DEMAYO, 2012).

Semelhante ao utero, a tuba uterina também ¢é responsiva aos esteroides sexuais, que

regulam diversos fatores que influenciam a funcao tubéria. Entre esses fatores estdo a proteina
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1 relacionada a Ras (RASDI), que modula o desenvolvimento da tuba uterina (JEONG et al.,
2018), e as aquaporinas (AQPs), que sdo transportadores de a4gua transmembrana importantes
para a formagdo do fluido tubario (BRANES et al., 2005). A endotelina-2, também responsiva
aos esteroides sexuais, estimula a contragdo muscular e o batimento ciliar, que junto ao fluido
sdo essenciais para o transporte de gametas ¢ do embrido (AL-ALEM et al., 2007; CRETOIU;
LAURA SUCIU; POPESCU, 2010; WIJAYAGUNAWARDANE et al., 2001). A fetuina-b,
também expressa na tuba uterina e responsiva ao estradiol, regula negativamente a ovastina,
mantendo a permeabilidade da zona pelticida para a penetragao do gameta (DIETZEL et al.,

2013).

3.7 Efeitos do hipotireoidismo no sistema reprodutivo da fémea

Os horménios tireoidianos (HTs) influenciam a fun¢do de todos os sistemas do
organismo, desde a vida intrauterina até o desenvolvimento pos-natal (SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2018). No sistema reprodutivo, sua acao pode ser direta por meio de receptores
nucleares especificos presentes no ovario, utero e tuba uterina (EVANS; FARWELL;
BRAVERMAN, 1983), como também indiretamente por meio da interagdo com outros
hormonios (CIDLOWSKI; MULDOON, 1975; HAPON et al., 2003; KIRKLAND et al., 1981)
e fatores de crescimento (OSORIO; RUIZ; ORTEGA, 1998; SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2015).

O hipotireoidismo pode ser adquirido em qualquer fase da vida e ¢ considerado como a
principal endocrinopatia que acomete os animais e humanos (SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2018). No sistema reprodutivo, distirbios na producao hormonal da tireoide
estdo entre as principais causas de irregularidade do ciclo menstrual/estral (DE OLIVEIRA et
al., 2022a), atraso da maturidade sexual ou puberdade precoce, aumento da frequéncia de
abortos, cistos ovarianos, partos prematuros (KRASSAS, 2000), baixo peso ao nascer e
comprometimento do desenvolvimento placentario (SANTOS et al., 2022; SERAKIDES et al.,
2012), além de efeitos deletérios na decidualizagdo (SOUZA et al., 2017).

A deficiéncia de HTs desencadeia um quadro de hiperprolactinemia que também esté
associada a problemas reprodutivos e de infertilidade (HAPON; GAMARRA-LUQUES;
JAHN, 2010; TOHEI et al., 2000). O excesso de prolactina interfere na ciclicidade por inibir a

expressao hipotalamica de kisspeptina e, consequentemente, a secrecao pulsatil de LH e FSH e
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também o pico pré-ovulatério de LH (ARAUJO-LOPES et al., 2014; GRATTAN et al., 2007).
Além disso, estudos recentes demonstraram que o hipotireoidismo reduz a expressao

hipotalamica de kisspeptina (DE OLIVEIRA et al., 2022a; TOMORI et al., 2017).

A deficiéncia de T3 e T4 causa redugdo do peso ovariano ¢ do numero de foliculos
secundarios, terciarios e corpos luteos (SILVA et al., 2004) e aumenta a atresia folicular por
causar estresse oxidativo no ovario (MENG et al., 2016). Além disso, afeta a atividade luteal,
com reducao da expressao de cicloxigenase 2 (COX-2), da proliferacdo de células luteais e
endoteliais e da apoptose luteal em animais gestantes e ndo gestantes (SILVA et al., 2013;
SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014a). A redu¢ao de COX-2 estd associada a diminuicao
de fatores luteoliticos como PGF2a, 20- alfa HSD e aumento de fatores luteotroficos como
PGE?2 e da prolactina circulante (HAPON et al., 2007). Desse modo, hé prolongamento da fase
luteal, aumentando ndo somente o tempo gestacional, bem como a duracdo da fase do diestro

em animais ndo gestantes (HAPON et al., 2003).

A produgdo e agdo do estradiol também ¢ afetada pelo hipotireoidismo (HAPON et al.,
2003). Isso ocorre devido ao aumento dos niveis plasmaticos de progesterona (DE OLIVEIRA
et al., 2022a) e prolactina que afetam negativamente a secrecao das gonadotrofinas (SILVA;
OCARINO; SERAKIDES, 2018) ¢ a sinalizagdo do estradiol nas células-alvo do sistema
reprodutivo (HATSUTA et al., 2004).

No tutero, os HTs agem modulando a resposta celular ao estrogeno (BARBANEL;
ASSENMACHER, 1982). Na deficiéncia dos HTs, as células ficam pouco responsivas,
prejudicando a taxa de proliferagdo epitelial, estromal e da musculatura uterina, reduzindo o
indice mitotico (KIRKLAND et al., 1981). Em ratas hipotireoideas ¢ observado também o
menor nimero de glandulas endometriais e redu¢do da espessura endometrial (SILVA ef al.,
2004), além de reducao da altura do epitélio luminal e do volume absoluto das células epiteliais
(INUWA; WILLIAMS, 2006). Em contrapartida, estudos de hipotireoidismo em chinchilas
demonstraram hiperplasia uterina com infiltracdo de células imunes, além de reducdo da
expressdo de PR ¢ ERa (RODRIGUEZ-CASTELAN et al., 2019). No miométrio, pesquisas ja
evidenciaram alteracdes na resposta contratil a oxitocina e acetilcolina em ratas ndo gestantes
(MEDEIROS; CALIXTO, 1989). No entanto, ndo somente o sistema reprodutivo da fémea ¢é
afetado pelo hipotireoidismo, como também o da sua prole, uma vez que filhotes fémeas de

ratas com hipotireoidismo apresentam redugdo do peso ovariano e uterino (PARK; LEE, 2021).
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Na tuba uterina, a deficiéncia de HTs em ratas causa redugdo significativa da altura e
numero das células do epitélio infundibular, reduzindo o tamanho das fimbrias (SILVA et al.,
2004). Essas alteragdes provavelmente podem comprometer a captagdo dos ovdcitos e,

consequentemente, o processo de fertilizacao (SILVA et al., 2004).

3.8 Kisspeptina e seu receptor Kisslr

A Kisspeptina (KP) ¢ um peptideo que realiza a sua agdo via receptor 54 acoplado a
proteina G (GPR54), que ¢ comumente conhecido como Kiss1R. A KP ¢ codificada pelo gene
Kiss1 (OHTAKI et al., 2001) e foi descoberta inicialmente como supressora de metastase.
Pouco tempo depois, foi descoberta a sua principal fun¢do na modulagdo da secregdo pulsatil
das gonadotrofinas (MESSAGER et al., 2005) e que a sua auséncia poderia resultar em
hipogonadismo hipogonadotréfico (DE ROUX et al., 2003).

Além da agdo hipotalamica bem conhecida de KP, estimulando os neurénios GnRH,
estudos tem demonstrado em diferentes modelos animais que a KP pode também regular
perifericamente a fertilidade. J& foi demonstrada a presenga de KP e seu receptor em utero
(SANTOS et al., 2021; SCHAFER-SOMI et al., 2018), tuba uterina (GAYTAN et al., 2007),
placenta (HIDEN et al., 2007; TERAO et al., 2004; ZHANG et al., 2014) e ovario (CAO et al.,
2019; CEJUDO ROMAN et al., 2012; CIELESH et al., 2017; GAYTAN et al., 2014; GAYTAN
et al., 2009; LAOHARATCHATATHANIN et al., 2015b; SANTOS et al., 2021) tanto em
humanos (CEJUDO ROMAN et al., 2012) quanto em animais, como em roedores (DE
OLIVEIRA et al., 2022a), cies (SCHAFER-SOMI et al., 2018) e gatos (SANTOS et al., 2021).

Apesar de ter sido demonstrado que a sinalizacdo de kisspeptina e seu receptor em
tecidos periféricos ndo € essencial para a reproducao (KIRILOV et al., 2013), € sugerido o seu
papel modulatério nestes 6rgaos periféricos, garantindo melhor eficiéncia reprodutiva, pois
quando alterada resulta em efeitos deletérios. Sabe-se que a KP nos ovarios influencia o
desenvolvimento folicular, a matura¢do do odcito e a esteroidogénese luteal (SANTOS et al.,
2022; PENG et al., 2013). Fisiologicamente, em ratas, ha aumento de Kiss/ no ovario na fase
pré-ovulatéria (CASTELLANO et al., 2006), sendo que camundongos haplo-insuficientes ou
nocautes para Kiss/r no ovario e no odcito apresentam disfuncdo ovulatéria prematura
(GAYTAN et al.,2014; RUOHONEN et al., 2022). FERNANDOIS et al. (2016) demonstraram
que a administragdo intraovariana de KP reduz o numero de foliculos atrais, via regulagao

negativa do receptor de FSH, enquanto o uso de um antagonista (P234) aumentou esses
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foliculos, demonstrando o papel regulatério de KP sobre o desenvolvimento de foliculos pré-

antrais (BAARENDS et al., 1995; FERNANDOIS et al., 2016).

Em contrapartida, um estudo in vitro realizado por SAADELDIN et al., (2012)
evidenciou no complexo cumulus-odcito de suinos uma regulacdo positiva do FSH na
expressao génica de Kiss/R. Além disso, o tratamento in vitro com KP aumentou a maturagao
oocitaria e teve efeito pré apoptotico em blastocistos de suinos (SAADELDIN et al., 2012).
Efeitos semelhantes também foram observados em mulheres, onde o tratamento in vivo com
KP-54 aumentou a expressao de receptores para FSH, LH e estrogeno em células da granulosa,

além de genes de enzimas esteroidogénicas como Star e 3fHsd2 (OWENS et al., 2018).

Na tuba uterina de ratas, pesquisas ja evidenciaram que o sistema kisspeptinérgico ¢
expresso em todas as fases estrais, com pico de expressdo nas fases de proestro/estro. Isso
sugere que a menor expressao tubaria de KP em ratas em diestro pode prevenir a implantagao
ectopica neste 6rgdo (GAYTAN et al., 2007), uma vez que a expressio uterina de kisspeptina

¢ importante para a implantacdo embriondria em camundongos (SCHAEFER ef al., 2021).

Estudos tem demonstrado o papel da kisspeptina no processo de decidualizagao e
implantacdo embriondria, ndo somente em camundongos (SCHAEFER et al., 2021; CALDER
et al., 2014; ZHANG et al., 2014; ABDELKAREEM et al., 2023) como também em mulheres
(BABA et al., 2015), sendo que kisspeptina estimula a expressao de LIF pelas glandulas
endometriais, fator crucial para a implantacdo do embrido (ABDELKAREEM et al., 2023;
CALDER et al., 2014b; ZHANG et al., 2014). Por isso, a delecdo de Kiss/r no utero de
camundongos resulta em falhas na implantagdo embrionéria, redu¢do do tamanho da ninhada e
aumento da mortalidade neonatal (SCHAEFER et al., 2021). Além disso, Kisslr regula
negativamente a expressao uterina de ERa, de modo que falhas na expressao uterina de Kiss/r
causa hiperexpressdao do receptor de estrogeno e, consequentemente, altera a receptividade

endometrial (SCHAEFER et al., 2021).

Reducdo dos niveis plasmaticos de kisspeptina em mulheres estd associado ao maior
risco de abortos espontaneos (SHARMA et al., 2020), como também a menor expressao uterina
e placentaria (WU et al., 2014). Por outro lado, a kisspeptina tem sido utilizada como um fator
preditivo de endometriose, uma vez que ha aumento da concentracao sérica (AKAD, 2022) e
da expressao proteica uterina (TIMOLOGOU et al., 2016) em mulheres com endometriose.
Além disso, ratas hipotireoideas apresentam menor expressao hipotalamica (DE OLIVEIRA et

al., 2022a; TOMORI et al., 2017) e placentaria/decidual de kisspeptina e/ou do seu receptor
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(SANTOS et al., 2022), mas ndo hé estudos que tenham avaliado se o hipotireoidismo também

altera a expressao uterina e tubdria de kisspeptina e Kiss1R ao longo do ciclo estral.
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4 CAPITULOI

Hipotireoidismo afeta a expressao de Kisspeptina/Kisslr e de moduladores da

receptividade uterina em ratas ao longo do ciclo estral

4.1 Introducio

Os hormonios tireoidianos influenciam a fungao uterina, exercendo papel essencial para
a atividade reprodutiva normal (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018). Reducao dos seus
niveis plasmaticos afetam a morfologia endometrial, a implantacdo embriondria ¢ causa
infertilidade (DE OLIVEIRA et al., 2022b; SANTOS et al., 2022; SHAN et al., 2019; SOUZA
et al.,2017). Essas alteracdes ocorrem devido a redugdo da sinalizagao local por meio dos seus
receptores e/ou a alteragdes na secre¢do ou expressdo de outros fatores de crescimento e
mediadores hormonais, principalmente os esteroides sexuais (INUWA; WILLIAMS, 2006;
KIRKLAND et al., 1981; KOWALCZYK-ZIEBA ef al., 2021; RODRIGUEZ-CASTELAN et
al.,2019; SHAN et al., 2019).

Sabe-se que a morfofisiologia uterina ¢ regulada principalmente pelo estrégeno e
progesterona (MASSIMIANI et al., 2020). A variagdo ciclica no perfil plasmatico desses
hormdnios determinam as alteragdes uterinas que ocorrem ao longo do ciclo estral e que sdao
essenciais para o sucesso reprodutivo (FINN; MARTIN, 1970; LI ef al., 2011). Enquanto o
estrogeno estimula a proliferagdo endometrial € modula a expressdo de mucina 1 e do fator
inibidor da leucemia (LIF), fatores chaves durante a implantagdo embrionaria (CHAUHAN ef¢
al., 2015; FINN; MARTIN, 1970; GELFANT; MEYER; HANS, 1955; MASSIMIANI et al.,
2020; SHAN et al., 2019), a progesterona inibe a proliferacao celular induzida pelo estradiol
(LT et al., 2011), além de induzir a decidualizacdo por meio da regulacdo génica de Hand?2,
Bmp2, Wnt4 e Ihh, importantes para o estabelecimento e manutengdo da gestagdo (LI et al.,
2007; COOKE et al., 2012; WETENDORF; DEMAYO, 2012; PATEL et al.,, 2015;
FULLERTON et al., 2017). Contudo, estudos recentes tém demonstrado que a sinalizagdo local
de kisspeptina, outro peptideo chave da reproducgdo, também influencia a fisiologia uterina
pelos esteroides sexuais. Reducdo da expressao uterina do receptor de kisspeptina (Kisslr) em
camundongos causa hiperexpressao do receptor de estrogeno alfa (ERa) e altera a receptividade
endometrial (RUOHONEN et al., 2022), resultando em falhas na implantagdo embrionaria,
reducdo do tamanho da ninhada e aumento da mortalidade neonatal (SCHAEFER et al., 2021).



32

A kisspeptina é conhecida pelo seu papel em regular a secrecdo hipotaldmica do
hormdnio liberador de gonadotrofina (GnRH) (KOTANI et al., 2001) e, consequentemente, o
desenvolvimento puberal e o ciclo menstrual/estral (CLARKSON et al., 2009; HU et al., 2018,
2019). Reducao da expressao hipotalamica de kisspeptina foi observada em ratas com
hipotireodismo (DE OLIVEIRA et al., 2022a; TOMORI et al., 2017), como também foi
demonstrado na decidua e placenta desses animais (SANTOS et al., 2022). Contudo, ndo ha
informacdes se o hipotireoidismo também afeta a expressao uterina do sistema kiss1/kiss1R ao

longo do ciclo estral/menstrual.

De fato, foi demonstrado que a sinalizacao periférica de kisspeptina ndo ¢ essencial para
a reproducdo (KIRILOV et al., 2013), porém estudos tem demonstrado o seus efeitos
regulatorios nos tecidos periféricos como por exemplo em mulheres e camundongos fémeas,
kisspeptina apresenta maior expressao uterina durante o diestro (FAYAZI et al., 2015; BABA
et al., 2014), como também foi observado em gatas e cadelas (SCHAFER-SOMI et al., 2016;
SANTOS et al., 2021), sugerindo a participagdo da kisspeptina na decidualizagdo e implantacao
embrionaria (BABA et al., 2014). De fato, a reducao da sinalizagdo in vitro de kisspeptina
compromete a decidualizagdo de células estromais uterinas de camundongo (ZHANG et al.,
2014), sendo que camundongos nocautes para Kiss/ ou seu receptor apresentam falhas na
adenogénese e funcdo das glandulas uterinas (Ledn et al., 2016). Além disso, eles apresentam
reducdo da expressdo uterina de LIF, um fator importante para a receptividade embrionaria
(CALDER et al., 2014). Por outro lado, ratas com hipotireoidismo apresentam redugdo das
glandulas endometriais (DE OLIVEIRA et al., 2022), da expressao uterina de LIF e da taxa de
implantagdo (Shan et al., 2019), enquanto mulheres hipotireoideas também apresentam menor
decidualizacdo e expressdo uterina reduzida de HAND2, PRL e IGFBP-1 (KAKITA-
KOBAYASHI et al., 2020). No entanto, até 0 momento, nao se sabe se o hipotireoidismo afeta
a sinaliza¢do uterina dos esteroides sexuais ao longo do ciclo reprodutivo e se essas alteracdes

estdo associadas a mudangas na expressao local de Kiss e Kisslr.

Desse modo, o presente estudo avaliou o perfil de expressdo de kissl/ kisslr e a
sinalizagdo endometrial de estrégeno e progesterona no tutero de ratas hipotireoideas ao longo
do ciclo estral. Os achados demonstraram que o hipotireoidismo reduz a expressao uterina de
kiss1 e kisslr em ratas no diestro e estro, respectivamente, e que essas alteragdes estdo
associadas com mudangas na proliferacdo endometrial e na sinalizacdo hormonal pelo

estrégeno e progesterona.
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4.2 Material e Métodos

4.2.1 Manejo animal e inducdo do hipotireoidismo

Foram utilizadas 42 ratas Wistar fémeas provenientes do Laboratorio de Criacéo,
Manutengdo e Experimentacdo Animal (LaBlO) da Universidade Estadual de Santa Cruz
(UESC). Os animais foram mantidos em caixas plésticas (7 animais/caixa) com temperatura
(22 = 2 °C) e luminosidade (12:00 h claro / 12:00 h escuro) controladas, com agua e racéo ad
libitum. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UESC (Protocolo n° 028/22). Ap6s a visualizacdo de dois ciclos estrais
completos (proestro, estro, diestro), os animais foram separados, ao acaso, em dois grupos,
hipotireoideo e controle, sendo cada um com 21 animais. O hipotireodismo foi induzido pela
administracdo diaria, por sonda orogastrica, de 4 mg/Kg de 6-propyl-2-thiouracil (PTU), em 3
ml de agua destilada (DE OLIVEIRA et al., 2022). Os animais do grupo controle receberam
agua destilada como placebo. Os animais foram pesados a cada trés dias e citologias vaginais

foram realizadas diariamente.

4.2.2 Eutanésia e coleta de material

A eutanasia foi realizada com o uso da guilhotina entre 0 14° e 16° dia do inicio do
tratamento com PTU ou agua nas fases de proestro (7 animais/grupo), estro (7 animais/grupo)
ou diestro 1 (7 animais/grupo). O sangue foi colhido em tubos com heparina para obtencao de
plasma e armazenado a -20°C para posteriores dosagens hormonais e de T4 livre para
confirmagdo da inducdo da disfuncdo tireoidiana. Os animais em diestro e estro foram
eutanasiados as 10:00 horas, enquanto os animais em proestro foram eutanasiados as 18:00
horas, periodo que corresponde ao pico de LH (CASTELLANO et al., 2006).

Na necropsia foi coletado o ttero e fragmentos do terco médio de cada corno uterino
foram coletados em criotubos com Trizol, congelados em nitrogénio liquido e estocados a -
80°C para avaliacdo da expressao génica. O restante dos cornos uterinos foi fixado em
paraformaldeido 4% por 20 horas e processados pela técnica de inclusdo em parafina. Secc¢des
histologicas de 4 um foram feitas no terco médio do corno uterino e corados com Hematoxilina
e Eosina (HE) para posteriores avaliacdes histomorfométricas. Para a imuno-histoquimica

foram utilizadas laminas polarizadas silanizadas (StarFrost Polycat, Germany).

4.2.3 Analise hormonal
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O sangue obtido durante as eutanasias foi centrifugado a 3000 rpm por 20 min e o
plasma obtido foi armazenado a -20°C. O plasma foi utilizado para a dosagem de Ez, P4, LH e
T4 livre. A dosagem de T4 Livre foi realizada por ensaio imunoenzimatico (ELISA) seguindo
as instrugdes do fabricante (T4 Livre, IMMULITE, Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Malvern, PA, EUA; Sensibilidade: 0,04 pg/dl (OLIVEIRA et al., 2022). Os niveis de LH foram
avaliados por ELISA ultrassensivel, conforme descrito anteriormente (SILVA et al., 2020). Os
niveis plasmaticos de E2 e P4 foram avaliados usando o kit DRG (E2 Elisa, EIA-2693, DRG
Instruments GmbH, Hamburgo, Alemanha) e kit de progesterona de rato (P4 Elisa, RTCOO8R,
Biovendor Research and Diagnostics Products, Brno, Republica Tcheca), respectivamente,
seguindo as instrugdes do fabricante. Para cada ELISA todas as amostras foram analisadas em

um Unico ensaio.

4.2.4 Analise histomorfométrica

As laminas de Utero coradas com HE foram fotografadas com uma camera digital Spot
Color Insight (SPOTTM, Sterling Heights, Michigan, USA). Foram realizadas quatro medidas
da espessura do endométrio e do miométrio, em pontos equidistantes, com auxilio do software
ImageJ® (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, USA). Também foi determinado
0 numero de glandulas endometriais presente em toda a sec¢do histoldgica (DE OLIVEIRA et
al., 2022b; SILVA et al., 2004).

4.2.5 Imuno-histoquimica

Secgdes histologicas do utero foram submetidas a andlise imuno-histoquimica
utilizando os anticorpos anti-PR (sc-130071; Santa Cruz Biotechnology. CA, USA), anti-ERa
(6f11; Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), anti-KISS-1 (sc-101246; Santa Cruz
Biotechnology. CA, USA), anti-KISS1R (HPA071913, Sigma-Aldrich, Missouri, USA), e anti-
MCM2/CDC-47 (sc-373702; Santa Cruz Biotechnology. CA, USA).

Foi utilizada a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase (NOVOLINK-POLYMER-
DETECTION-SYSTEMS, Leica Biosystems Inc., Buffalo Grove, IL, USA). A recuperacao
antigénica foi realizada por 20 minutos usando uma solucao de 4cido citrico (0,54 mol/L; pH
6; 98°C). As laminas foram incubadas em camara imida por 42 horas com o anticorpo primario.
A incubagdo nas etapas de bloqueio de peroxidase endogena, soro bloqueio e estreptavidina
peroxidase foram realizadas por 30 minutos em cada etapa. A incubagdo com o anticorpo

secundario foi realizada por 45 min e a diaminobenzidina (DAB) (DAB substrate system, Lab
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Vision Corp., Fremont, CA. EUA) foi utilizada como cromé6geno. Por fim, os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Harris. O controle negativo foi obtido pela substituicao do
anticorpo primario por solucdo de fosfato tamponada (PBS) (SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2014b).

Foi realizada uma avalia¢do descritiva e quantitativa da expressdo imuno-histoquimica
de Kissl, Kisslr, ERa, PR e CDC47 no utero. Para a avaliagdo quantitativa foram utilizadas 6
seccoes histoldgicas/grupo. Para determinar a area de imunomarcagdo, imagens foram
fotografadas com um microscopio Olympus BX-40 ¢ a camera digital Spot Color Insight
(SPOTTM, Sterling Heights, Michigan, USA) e foi utilizado o software WCIF ImageJ® (Media
Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, USA). Color deconvolution ¢ thresholding das
imagens foram realizadas. Os dados foram arquivados, analisados e expressos como area de
imunomarca¢do em pixels (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014b). Também foi realizada
a avaliagdo da porcentagem de células imunomarcadas para ERa, PR ¢ CDC47 no endométrio,
considerando 100 células do epitélio luminal, 100 células do epitélio glandular superficial, 100

células do epitélio glandular profundo e 500 células do estroma endometrial.

4.2.6 qPCR em tempo real

A extracdo do RNA total foi feita pelo uso do Trizol (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Technologies, Carlsbad, CA, USA). Foi utilizado 1ug de RNA para as
reacOes de transcri¢do reversa utilizando o kit comercial GoTaq® qPCR and RT-qPCR Systems
(A6010, PROMEGA). Os transcritos dos genes alvo foram quantificados pela qPCR utilizando
SYBR Green no equipamento Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System. Para as
reacdes, foi utilizado 1,5 pL de cDNA, 100 nM de cada iniciador e 12,5 pL. do reagente GoTaq®
gPCR Master Mix, 2X em um volume final de 20 pL de reacdo. Como controle negativo
utilizou-se o mix de amplificagdo de DNA, no qual a amostra de cDNA foi substituida por agua.

As amplifica¢des foram realizadas nas seguintes condi¢des: ativagdo enzimatica a 95 °C
por 2 min, 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 s e anelamento/extensdo a 60 °C por 60 s.
Para avaliar a linearidade e a eficiéncia da amplificacdo da qPCR, curvas padrdes de todos os
transcritos foram geradas utilizando dilui¢des seriadas do cDNA, além da avalia¢dao da curva
de melting dos produtos da amplificagdo. Os iniciadores para Kiss!, Kisslr, Hand2, Wnt4,
Bmp2, Mucl, Lif, Esrl, PR, Smo foram delineados com base na sequéncia do mRNA Rattus
norvegicus. A expressio génica foi calculada pelo método 2"24°T, onde os resultados obtidos

para cada grupo foram comparados quantitativamente apos a normalizacdo baseada na
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expressao de Rpl7 ou Gapdh de Rattus norvegicus (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014b;
WINUTHAYANON et al., 2015).

Tabela 2. Lista de genes e iniciadores para RT-PCR em tempo real, no Utero.

Gene

Iniciadores

N° de acesso

KisslIr

Kiss1

Hand?2

Wnt4

Bmp?2

Mucl

Lif

Esrl

Pgr

Smo

Rpl7

Gapdh

F: CAACCTGCTGGCCCTATACC
R: TGCAGGGCGCCATCAGT

F: GAGCCACTGGCAAAAATGGC
R:ATTAACGAGTTCCTGGGGTCC
F: GAGGACGGACACGTTACTCG
R: TGGGTTCTTGGGCGCTTATT
F:TTGTATACGCCATCTCTTCAGCA
R: CACAGCCACACTTCTCCAGAT
F: TGCTTCTTAGACGGACTGCG
R: GGGGAAGCAGCAACACTAGA
F: TGTTTCTACCCCTTTCCCGC

R: CTGCGGACTTTTAGGCTTGC
F: CAGGGATTGTGCCCCTACTG
R: GGTGGCATTTACAGGGGTGA
F: GCCACTCGATCATTCGAGCA
R: CCTGCTGGTTCAAAAGCGTC
F: CTTCCCAGACTGCACCTACC
R: AGGCTGGAATTCGCCGTAAA
F: CTGACTGGCGGAACTCCAAT
R: GCCCACAAAGAAACACGCAT
F: TATGTGCCCGCAGAACCAAA
R: TTGAAGATCTGCCGGAGACG
F: ACAGCCGCATCTTCTTGTGC
R: GCCTCACCCCATTTGATGTT

NM_023992.2

NM_181692.1

NM_022696.2

NM_053402.2

NM 017178.2

NM 001398538.1

NM 022196.3

NM 012689.1

NM_022847.2

NM_012807.2

NM_001100534.1

NM_017008.4

4.2.7 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média £ SEM. Realizou-se o teste ¢ de Student ndo-

pareado para comparacdes entre dois grupos, utilizando o software GraphPad Prism 8.0.2®. As

andlises foram consideradas significativas quando p < 0,05.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1997589038
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=402692545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1939872567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2168696657
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2311270537
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=6978814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1994647768
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=2313939746
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=198278504
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4.2 Resultados

4.3.1 O hipotireoidismo altera a ciclicidade e o perfil plasmatico de LH e dos hormonios sexuais

de ratas ao longo do ciclo estral

A indugdo do hipotireoidismo pela administracdo de PTU foi confirmada por meio da
reducdo significativa dos niveis de T4 livre nos animais hipotireoideos em relagdo ao grupo
controle (Figura 1A). Os animais foram pesados no inicio do experimento e no dia da eutanasia
e o ganho de peso foi avaliado (Figura 1 B), mas ndo houve diferenca significativa entre o peso
inicial e final entre os grupos. O hipotireoidismo alterou a ciclicidade dos animais, aumentando
significativamente o numero de dias em diestro quando comparado ao controle (Figura 1 C;

#£%P < 0,001).

Para avaliar se a alteracdo da ciclicidade observada no hipotireoidismo estava associada
a alteragdes nos hormonios reprodutivos, foram avaliadas as concentragdes plasmaticas de LH,
E> e P4. Os animais hipotireoideos apresentaram uma reducdo na concentracdo plasmatica de
LH no proestro comparado ao controle (Figura 1 D; **P < 0,01), como também foi observado
no E; (Figura 1 E; **P <0,01). Em relagdo a P4, houve uma redugdo significativa nos animais
hipotireoideos em estro (Figura 1 F; *** P <0,001) e uma tendéncia de reducdo no proestro (P
= 0,054) comparado ao controle. Por outro lado, os animais hipotireoideos em diestro
apresentaram um aumento na concentra¢ao plasmatica de P4 em relagdo ao controle (Figura 1

F; * P <0,05).
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Figura 1. Confirmacao do hipotireoidismo e avaliacdo do peso corporal, ciclicidade e hormonios
reprodutivos de ratas hipotireoideas durante o ciclo estral. A) Dosagem plasmatica de T4 livre; B)
Peso corporal; C) Quantificagdo das fases do ciclo estral; D) Concentragdo plasmatica de LH; E)
Concentragdo plasmatica de Estradiol (E:); F) Concentracdo plasmatica de Progesterona (Ps). As
diferencas significativas foram determinadas por teste t de Student,, **P < 0,01, ***P < (0,001, ****P <
0,0001.

4.3.2 O hipotireoidismo altera a atividade proliferativa uterina de ratas ao longo do ciclo estral

Uma vez que o hipotireoidismo causou alteragdes na ciclicidade e no perfil hormonal
dos esteroides sexuais das ratas, avaliamos também a morfologia uterina dos animais
hipotireoideos ao longo do ciclo estral. Na avaliacio macroscépica do ttero, ndo foram
observadas diferencas significativas no peso uterino entre os grupos nas trés fases do ciclo
(Figura 2A). Ja em relacdao a microscopia, o hipotireoidismo causou um aumento na espessura
endometrial no diestro comparado ao controle (Figura 2B-C; *P < 0,05), enquanto reduziu o

nimero de glandulas endometriais/sec¢do uterina no proestro e estro (Figura 2D; P < 0,05).

Considerando essa alteragdo na espessura endometrial ¢ no nimero de glandulas
endometriais, foi realizada também a analise da atividade proliferativa no epitélio luminal e
glandular e das células estromais por meio da imunomarcag¢dao de CDC47 (Figura 2D). Houve
reducdo significativa durante o proestro (Figura 2E; *P<0,05) e diestro (Figura 2E; **P <0,01).

Interessantemente, houve reducao significativa da porcentagem de células imunomarcadas nas
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células estromais (Figura F; **P < (0,01) no proestro enquanto no diestro uma redugdo no

epitélio glandular (Figura H; **P < 0,01) dos animais hipotireoideos comparado ao controle.
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Figura 2. Morfologia uterina e atividade proliferativa endometrial de ratas hipotireoideas durante
o ciclo estral. A) Peso uterino; B) Espessura do endométrio; C) Numero de glandulas endometriais. D)
Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de CDC47 no utero (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um); E) Area de imunomarcagéo em pixels da expressio
de CDC47 no ttero. F-H) Porcentagem de células imunomarcadas para CDC47 no proestro (F), estro
(G) e diestro (H). As diferencas significativas foram determinadas por teste t de Student*P < 0,05, **P
<0,01. EL= epitélio luminal; EG= epitélio glandular; CE= células estromais

4.3.3 O hipotireoidismo altera a expressao uterina de ERa e PR em ratas ao longo do ciclo estral

Uma vez que a atividade proliferativa uterina ¢ modulada pela sinaliza¢ao dos esteroides
sexuais (FINN; MARTIN, 1970), avaliamos a imunomarca¢do endometrial e expressdo génica
uterina de ERo e PR. Observou-se marcacdo de ERa em todas as fases estrais nos
compartimentos endometriais (epitélio luminal, glandular e estroma). No proestro, a
imunomarcacao foi mais intensa, destacando-se forte marca¢ao nuclear e variagao de moderada

a forte no citoplasma das células epiteliais luminais e glandulares. O hipotireoidismo causou
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uma intensa redu¢do da imunomarcacdo endometrial, tanto a nivel nuclear quanto
citoplasmatico, em todo o endométrio (epitélio glandular e luminal e células estromais) no
proestro comparado ao controle (Figura 3A-B e 3E; ****P<(,0001; ** P <0,01; *P<0,05). No
diestro, a marcagao foi moderada, com destaque para as glandulas, apresentando marcagao tanto
no nucleo quanto no citoplasma. No grupo hipotireoideo, houve também uma reducdo da
imunomarca¢do endometrial no diestro, principalmente nas células do epitélio luminal no
diestro (Figura 3A-D e E; **P <0,01). Por outro lado, no estro, apesar da marcagao fraca em
todo o endométrio, com reducao da imunomarcagao citoplasmatica que passou a variar fraca a
ausente, sendo as glandulas o ponto com maior marca¢do, os animais hipotireoideos
apresentaram um aumento na imunomarca¢ao endometrial comparado ao controle (Figura E;
*#p <0,01). Na avaliagdo dos transcritos génicos, semelhante a imunomarcagdo, houve reducao
da expressdo de Era nos animais hipotireoideos em diestro em relagdo ao controle (Figura 3F;
*#% P <0,001), enquanto ndo houve alteragdo significativa nas fases de proestro e estro (P >

0,05).

Em relagdo ao PR, o hipotireoidismo aumentou a imunomarcag¢ao endometrial em todas
as fases do ciclo comparado ao controle (Figura 4A e E; ***P <0,001; *P < 0,05), com maior
porcentagem de células imunomarcadas no epitélio luminal e células estromais no proestro
(Figura 4B; **P < 0,01) e no epitélio glandular do diestro (Figura 4D; *P < 0,05). Na analise
da expressdo génica de Pgr, semelhante ao Era, também foi observada uma redu¢ao uterina nos
animais hipotireoideos em diestro em relagdao ao controle (Figura 2F; *P < 0,05), enquanto nas

outras fases nao houve diferenca entre os grupos (P > 0,05).



41

A Controle Hipotireoideo B oot
s AR By 2 o BN R Ty ARl 150+ loesye mm Controle
r ' ;'7""'“ AT R 8 - . =1 Hipo
o : '\- 7. " s A2 \ ‘»‘ § =
S B 4 S 100 oo
ot . - © )
% . : £
12}
©
e % 50
A o
X
0_
EG EL CE
C 150 Estro
(72}
©
el
" @
N g o
T . ©
A . £
3 Y %]
. : @
& ) ’ 8
o - )
i o
s D EG EL  GCE
g ."f:.' Diestro
1@& ‘ 150
i f‘* A 8
Lo 8
g 100+ -
e 0° 8 —
» 0©
o -
3 50
(&) &
X
0

E 50+ 4
[h'd ]
w G 40 KEEx g
O O ©
g X 30 2

~ 30+ o
T » *k
8 o B
T X 204 @ »
£ & ok 8

E 1
8 @ 104 b 2
=z !

0-
Proestro  Estro Diestro Proestro  Estro Diestro

Figura 3. Expressio de ERa no utero de ratas hipotireoideas durante o ciclo estral. A)
Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de ERo (Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um). B-D) Porcentagem de células imunomarcadas para ERa no
epitélio luminal e glandular e estroma nas fases de proestro (B), estro (C) e diestro (D). E) Area de
imunomarcagdo em pixels da expressdo endometrial de ERa. F) Expressdo génica relativa do Era. As
diferengas significativas foram determinadas por teste t de Student *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001,
***k*P <0,0001. EL= epitélio luminal; EG= epitélio glandular; CE= células estromais.
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Figura 4. Expressio de PR no ttero de ratas hipotireoideas durante o ciclo estral. A)
Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de PR (Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um). B-D) Porcentagem de células imunomarcadas para PR no
epitélio luminal e glandular e estroma nas fases de proestro (B), estro (C) e diestro (D). E) Area de
imunomarcagdo em pixels da expressdao endometrial de PR. F) Expressdo génica relativa do Pgr. As
diferengas significativas foram determinadas por teste t de Student, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P <0,001.
EL= epitélio luminal; EG= epitélio glandular; CE= células estromais

4.3.4 O hipotireoidismo reduz a expressdo génica uterina de Lif, Bmp2, Wnt4 ¢ Hand 2, em

ratas ao longo do ciclo estral

Pelo fato do hipotireodismo ter alterado a expressdo uterina de ERa e PR, buscamos

avaliar se havia alteracao na expressao génica de mediadores importantes para a fungdo uterina
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e que sdo responsivos ao E> e Ps. Para isso, inicialmente avaliamos a expressao de Muc! e Lif,
que sdo responsivos ao E» (PAWAR et al., 2015; SURVEYOR et al., 1995). Em relagdo a Mucl,
nao houve diferenca significativa entre os grupos hipotireoideo e controle ao longo do ciclo
estral (Figura 5A). No entanto, redugdo da expressao génica uterina de Lif foi observada nos
animais hipotireoideos em diestro comparado ao controle (Figura 5B; *P < 0,05). J4 em relagao
aos genes responsivos a P4, houve uma redugdo significativa de Bmp2 (***P < 0,001), Wnt4
(***P<0,001) e Hand2 (**P <0,01) nas ratas hipotireoideas em diestro comparado ao controle
(Figura 5C-E), como também no estro para Hand2 (**P < 0,01). Nao houve diferenga

significativa para Smo entre os grupos ao longo do ciclo estral (Figura 5F; P > 0,05).
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Figura 5. Expressao génica de Mucl, Lif, Bmp2, Wnt4, Hand2, Smo no utero de ratas
hipotireoideas durante o ciclo estral. A) Expressdo génica relativa de Mucl no utero. B) Expressao
génica relativa de Lif no utero. C) Expressdo génica relativa de Bmp2 no utero. D) Expressdo génica
relativa de Wnt4 no utero. E) Expressao génica relativa de Hand?2 no utero. F) Expressdo génica relativa
de Smo no utero. As diferencas significativas foram determinadas por teste t de Student, *P < 0,05, **P
< 0,01, ***P < 0,001.

4.3.5 O hipotireoidismo reduz a expressao uterina de Kiss/ e KissIr em ratas durante o ciclo

estral

Uma vez que o hipotireoidismo alterou a sinalizagao uterina dos esteroides sexuais, foi
avaliada também a expressdo proteica e génica de Kiss/ e seu receptor Kiss/R, pois estudos
demonstraram que kisspeptina regula a expressio de ERo no utero de camundongos

(SCHAEFER et al., 2021). A imunomarcacao de Kiss1 no utero foi citoplasmatica, discreta e
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ocorreu em todas as fases do ciclo estral (Figura 5 A). Foi observada marcagao fraca a moderada
no epitélio luminal e glandular, principalmente no proestro e estro, como também no estroma,
evidenciado mais no diestro (Figura 6A). A analise da drea de imunomarcagdo demonstrou que
houve reducgao significativa de Kissl no endométrio dos animais hipotireoideos em diestro
comparado ao controle (Figura 6C; ***P < (,001), enquanto nas outras fases do ciclo ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos (P > 0,05). A analise dos transcritos génicos

de KissI nao apresentou diferenca significativa entre os grupos durante o ciclo estral (Figura 5

D).

A imunomarcagdo de KisslR, semelhante a Kissl, foi citoplasmatica, discreta, no
epitélio luminal e glandular e nas células estromais, independente da fase do ciclo estral (Figura
6B). Na andlise da area de imunomarca¢do nao houve diferenca significativa entre os grupos
(Figura 6C; P > 0,05). Contudo, na avaliagdo da expressdo do mRNA de Kiss/r, uma redugao
significativa foi observada nos animais hipotireoideos em proestro comparado ao controle

(Figura 6F; **P < 0,01), enquanto ndo teve diferenca nas outras fases do ciclo estral (P> 0,05).
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Figura 6. Expressdo génica de Kiss! e KissIR no titero de ratas hipotireoideas durante o ciclo
estral. A-B) Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de Kissl (A) e KissIR (B)
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um). C e E) Area de
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imunomarcagdo em pixels da expressdo endometrial de Kiss1 (C) e Kiss1R (E). D e F) Expressao génica
relativa do Kiss! (D) e KissIr (F). As diferencas significativas foram determinadas por teste t de Student,
**P < 0,01, ***P <0,001.

4.4 Discussao

O presente estudo demonstrou que o hipotireoidismo em ratas desregula a sinalizacao
uterina de E> e P4 ao longo do ciclo estral, com alteracdo na modulagdo de genes (Lif, Bmp2,
Wnt4, Hand2) que sdo responsivos a esses hormonios e vitais para a funcao uterina adequada.
Além disso, essas alteracdes estavam associadas com uma redugdo da expressdo proteica e
génica uterina de Kiss1 e Kiss/r, respectivamente no diestro e proestro, respectivamente, além

de alteragdes na ciclicidade e no perfil hormonal de E», P4 ¢ LH.

As ratas hipotireoideas permaneceram mais dias na fase de diestro, além de terem
apresentado aumento de P4 durante o diestro e reducdo de LH e E; na tarde do proestro. Esses
achados estdo de acordo com DE OLIVEIRA et al. (2022a) e HATSUTA et al., (2004) que
também observaram em ratas com hipotireoidismo maior permanéncia no diestro ¢ aumento
nos niveis de P4, alteragdes que sdo resultantes do retardo na regressao luteal e aumento de
enzimas esteroidogénicas no corpo luteo (MATTHEL et al., 1995; HAPON et al., 2007; DE
OLIVEIRA et al., 2022a). HAPON et al. (2003), por sua vez, relatou a redugdo dos niveis de
E> e LH em ratas virgens hipotireoideas, semelhante ao nosso estudo, contudo niao observou o
aumento de P4. Sabe-se que o hipotireoidismo compromete a secrecdo de FSH (HATSUTA et
al., 2004), como também o pico de LH (MATTHEIJ et al., 1995), afetando a ovulagdo e o
desenvolvimento folicular (DE OLIVEIRA et al., 2022a). Essas altera¢des podem ser a causa
da redug@o observada nos niveis de E;, como também da P4, nas fases de proestro e estro,

respectivamente.

O hipotireodismo nas ratas também reduziu o nimero de glandulas endometriais durante
o0 proestro e estro, que provavelmente ¢ resultante da reducdo plasmatica do E:. Esses achados
corroboram com estudos anteriores que também identificaram uma diminui¢ao no niimero de
glandulas uterinas em ratas hipotireoideas durante o diestro (DE OLIVEIRA et al., 2022b;
SILVA et al., 2004). A menor quantidade dessas glandulas, observada no presente estudo nas
fases de proestro e estro, foi acompanhada de uma reducdo na atividade proliferativa
endometrial no proestro, em especial de c€lulas estromais e do epitélio glandular, evidenciada
pela menor imunomarcagdo de CDC47 na fase de proestro e diestro. KIRKLAND et al. (1981)
também demonstrou no utero de ratas hipotireoideas uma diminui¢do na taxa proliferativa das

células epiteliais, estromais e musculares. Além disso, estudos prévios com ratas hipotireoideas
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observaram redugdo na taxa proliferativa em outros o6rgdos como na placenta (SILVA;
OCARINO; SERAKIDES, 2014b), corpo luteo (SILVA et al., 2013; SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2014a) e células da granulosa (SILVA et al., 2004).

Contudo, a redugdo na atividade proliferativa uterina observada no presente estudo foi
acompanhada ndo somente da reducao do E plasmatico, como também da redu¢do da expressao
proteica e génica uterina de ERa e aumento da imunomarcagao endometrial de PR. Sabe-se que
0 E2 estimula a proliferagao endometrial por meio do seu receptor ERa (FISHMAN et al., 1996;
SHAN et al., 2019; MASSIMIANI et al., 2020), enquanto a P4 inibe a proliferagcdo celular
induzida pelo estradiol (LI et al., 2011; TAS et al., 2013). Condizente com nossos resultados,
BARBANEL; ASSENMACHER, (1982) observaram no hipotireoidismo neonatal reducao de
ERa no utero, como também na hipofise e hipotdlamo, enquanto um estudo em camundongos
mostrou que o tratamento com P4 durante a janela neonatal inibiu a adenogénese uterina
(COOKE et al., 2012). Mas ¢ importante ressaltar que houve um aumento na imunomarcagao
endometrial de ERa nas ratas hipotireoideas em estro. Esse resultado condiz com o observado
por RODRIGUEZ-CASTELAN et al. (2019) em coelhas hipotireoideas, que também

descreveram hiperplasia uterina nesses animais.

No entanto, de modo interessante, o grupo hipotireoideo exibiu um aumento da
espessura endometrial no diestro. Esse resultado ndo condiz com o observado por INUWA;
WILLIAMS (2006) ¢ DE OLIVEIRA et al. (2022a) que relataram reducao da espessura
endometrial em ratas hipotireoideas. Contudo, esses estudos prévios foram realizados com
hipotireoidismo cronico, seis semanas (INUWA; WILLIAMS, 2006) e trés meses (DE
OLIVEIRA et al. (2022a) de indug@o com metimazole e propiltiouracil, respectivamente. Além
disso, esse aumento do endométrio pode estar associado ao maior tempo no diestro e do edema
local, causados pelo aumento da P4 plasmatica observado nesses animais (GRUNERT;

TCHERNITCHIN, 1982; LIUNGKVIST, 1975).

Estudos anteriores demonstraram que a expressio de ERa no tutero ¢
predominantemente nuclear, marcando as células do epitélio luminal, glandular e estromais
(COOKE et al., 1997; HIROI et al., 1999), semelhante ao nosso estudo. Contudo, na fase de
proestro e diestro, verificamos que teve uma redugcdo acentuada da imunomarcagdo
citoplasmatica de ERa nas ratas hipotireoideas. A expressdao citoplasmatica de ERa esta
envolvida na ativacao de vias de sinaliza¢do como a fosfatidilinositol-3-quinase (MORIYAMA
etal.,2020; RAZANDI et al., 1999), sugerindo que essa sinalizagdo esteja reduzida nos animais

hipotireoideos. De fato, a sinalizagdo estrogénica estava reduzida no Utero desses animais, uma
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vez que teve reducdo da expressao génica do Lif no diestro, um gene responsivo ao Ex (PAWAR
et al., 2015; SHEN; LEDER, 1992) e que desempenha um papel essencial na implanta¢ao
(STEWART et al., 1992; CALDER et al., 2014). SHAN et al. (2019) também demonstraram
redugdo da expressao uterina de LIF e seu receptor na janela de implantagao de ratas com
hipotireoidismo. Além disso, camundongos tratados com progestagenos (levonorgestrel)
(MATSUO et al., 2020) e com reducao de glandulas endometriais (FILANT; SPENCER, 2013)
apresentam reducgdo significativa da expressao génica uterina de Lif, o que corrobora com os
achados do presente estudo, uma vez que as ratas hipotireoideas apresentavam ndo somente
aumento dos niveis plasmaticos de P4 como também da imunomarcagdo endometrial de PR.
Corroborando com nossos resultados, HAN et al. (2005) demonstraram em camundongos que
apos seis horas de administragdo de P4 houve um aumento da expressao de PR em todos os

compartimentos endometriais (epitélio luminal e glandular e células estromais).

Contudo, de maneira interessante, apesar dos altos niveis de P4 plasmatica e aumento da
expressdo proteica uterina de PR, o hipotireoidismo reduziu a expressao génica de Pr no diestro,
sugerindo uma falha na sinalizacdo uterina pela P4 e que pode ser resultado do feedback
negativo da P4 no seu proprio receptor (VERHAGE et al., 1983). No presente estudo houve
reducdo significativa nos animais hipotireoideos em diestro de genes responsivos a P4 e que sdo
mediadores da receptividade uterina. As ratas hipotireoideas apresentaram reducdo da
expressdo génica de Bmp2, Wnt4 e Hand?2, inclusive com reducio de Hand?2 no estro. A BMP2
¢ necessaria para a decidualizacao (LEE ef al., 2007) e regula a expressao de Wnt4, que por sua
vez esta relacionado a diferenciacao celular durante a rea¢do decidual (FRANCO et al., 2011;
LI et al., 2007). J& o Hand2 suprime fatores de crescimento fibroblasticos (FGFs) induzidos
pelo estrogeno (LI et al, 2011). Em concordancia com nossos resultados, KAKITA-
KOBAYASHI et al. (2020) observaram o aumento de Hand2 em culturas de células estromais

uterinas humanas apds o tratamento com levotiroxina (T4).

Uma vez que estudos em camundongos demonstraram que a sinalizagdo estrogénica
uterina ¢ também influenciada pela atividade do receptor de Kiss1 (Kisslr) (SCHAEFER et al.,
2021), e a kisspeptina ¢ um fator importante para a implantacdo embrionaria e o processo de
decidualizacao (BABA et al., 2015; SCHAEFER et al., 2021; ZHANG et al., 2014), também
avaliamos a expressao proteica e génica de Kiss1 e Kiss1r no ttero das ratas. Interessantemente,
o hipotireoidismo reduziu a imunomarcacdo de Kissl nas ratas em diestro, principalmente no
estroma, e reduziu a expressdao génica de Kiss/r no proestro. Reducdo da expressao de

kisspeptina também foi relatado no hipotdlamo (DE OLIVEIRA et al., 2022b; TOMORI et al.,
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2017), na placenta e decidua de ratas hipotireoideas (SANTOS et al., 2022). Redugdo da
expressdo uterina de kisspeptina estd associada a falhas na implantagdo embrionaria e
aborto(CALDER et al., 2014a; PARK et al., 2012; WU et al., 2014), inclusive com reducao da

expressdo uterina de LIF (CALDER et al., 2014a), corroborando os resultados deste estudo.

Curiosamente, SCHAEFER et al. (2021) demonstraram que animais nocautes para
Kiss Ir no utero apresentam hiperexpressao do receptor de estrogeno, sendo que no nosso estudo
as ratas hipotireoideas apresentaram reducao da expressao génica de Kiss/r no proestro. Talvez
essa reducdo observada no proestro esteja associada a maior expressdo proteica de ERa
observada nesses animais no estro, uma vez que o ciclo estral da rata é muito curto e ficam em
proestro somente por 14 horas (AJAYI; AKHIGBE, 2020). Um estudo em gatas demonstrou
que a expressdo génica e proteica uterina de KissIR ocorre principalmente no proestro/estro,
principalmente no epitélio luminal e glandular (SANTOS et al., 2022), sendo que camundongos
com ablagdo global para Kiss/ ou Kisslr apresentam supressdo do crescimento uterino e da
formagao glandular (LEON et al., 2016), o que corrobora também para a redugio das glandulas

endometriais observadas nos animais deste estudo.

Este estudo demonstrou que as alteragdes na ciclicidade e morfologia uterina de ratas
com hipotireoidismo estdo associadas com desregulagdo da sinalizagdo uterina de E» e P4 ao
longo do ciclo estral, além da redugao da expressao uterina de Kiss1 e Kiss/r. Essas alteracdes

provavelmente estdo envolvidas nas disfun¢des reprodutivas causadas pelo hipotireoidismo.

4.5 Conclusao

Os resultados desta pesquisa revelaram que as alteragdes morfofisioldgicas observadas
no utero de ratas com hipotireoidismo estdo associadas nao apenas a desregulacdo plasmatica
nos niveis dos esteroides sexuais, mas também a uma irregularidade na sinalizacao uterina dos
receptores destes esteroides, assim como de genes que orquestram as agdes uterinas. Além disto,
observou-se que a expressdo de kisspeptina quanto do seu receptor, assim como no hipotadlamo

encontra-se desregulada no ttero de animais hipotireoideos.
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5 CAPITULOII

Hipotireodismo desregula a expressao de receptores dos esteroides sexuais e de

moduladores da funcio tubaria em ratas em proestro

5.1 Introducio

Disfungoes na tuba uterina sdo importantes causas de infertilidade feminina (AL SUBHI
et al., 2013), uma vez que € o 6rgao responsavel pelo transporte e suporte nutricional dos
gametas no periodo que antecede a fertilizacdo, assegurando sua viabilidade (HARPER, 1973;
HUNTER, 1994; LI; WINUTHAYANON, 2017), como também do proprio embrido nos
primeiros estagios da clivagem (HUNTER, 1994; WINUTHAYANON et al., 2015). Contudo,
o papel das alteragdes tubarias nas disfungdes reprodutivas causadas por doengas metabolicas
¢ pobremente conhecido (ATTAR, 2004; LAVY; DECHERNEY, 1987), principalmente na
condi¢do do hipotireoidismo (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018).

A hipofuncao tireoidiana € uma das principais endocrinopatias que afetam a fertilidade
feminina, pois causa atraso do inicio da puberdade, anovulagdo, cistos ovarianos, irregularidade
menstrual (POPPE; GLINOER, 2003), aumento da frequéncia de abortos espontianeos e
nascimento de neonatos prematuros de baixo peso e com anomalias congénitas (KRASSAS,
2000; SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018). GEVA et al. (1997) reportaram aumento de
anticorpos anti-tireoidianos em mulheres com oclusdo tubaria, enquanto outro estudo
demonstrou aumento da prevaléncia de hipotireoidismo subclinico em mulheres com disturbios
na tuba uterina (ABALOVICH et al., 2007). Mittag et al. (2007) também demonstraram em
ratas hipotireoideas a ocorréncia de hidrossalpinge, embora os mecanismos dessa alteragao

nesta disfun¢do enddcrina sejam desconhecidos.

Sabe-se que a morfologia do epitélio tubario e o material liberado pelas células
secretoras sofrem modificagdes nos diferentes segmentos da tuba uterina (LEE; SUGIMURA;
KUDO, 1976), sendo essas alteragdes resultantes principalmente das variagdes ciclicas dos
esteroides sexuais, principalmente do estrogeno e da progesterona (OKADA et al., 2003). O
estrogeno estimula a secrecdo celular e a motilidade tubaria (CRETOIU; LAURA SUCIU;
POPESCU, 2010; JACQUES DONNEZ et al., 1985; OKADA et al., 2003). Winuthayanon et
al. (2015) demonstrou que a delecdo do receptor de estrogeno alfa (ERa) em oviduto de

camundongos, estava relacionado a problemas na fertilizagdo, resultantes da redugdo da
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concentragdo de quimiocinas no fluido tubario que sugestivamente reduziu a migragao
espermatica, além do aumento da atividade de proteases que levavam a degradagdo da zona

pelucida e lise embrionaria.

Ja o excesso de progesterona esta relacionado a redug¢ao do batimento ciliar das células
tubarias em humanos e roedores, enquanto o uso de um antagonista do receptor de progesterona,
a mifepristona ( RU486) em camundongos causou também prejuizos no transporte de gametas
(BYLANDER et al., 2013; ZHAO et al., 2015) e na motilidade ovidutal (CRETOIU; LAURA
SUCIU; POPESCU, 2010). O estrogeno e a progesterona também regulam a expressdo de
moduladores da fun¢do tubaria como endotelina-3(AKISON et al, 2014), proteina 1
relacionada a Ras (JEONG et al., 2018), aquaporina-5 (BRANES et al., 2005), cicloxigenase-
2 (COX-2)(PEREZ MARTINEZ et al., 2006), sendo que alteragdes na expressdo destes
moduladores podem comprometer o sucesso reprodutivo (AL-ALEM et al., 2007; BRANES et
al., 2005; JEONG et al., 2018).

Estudos com ratas hipotireoideas demonstraram redug¢do dos niveis plasmaticos de
estrogeno e progesterona no proestro e estro, respectivamente (dados nao publicados), enquanto
ha um aumento de progesterona no diestro (DE OLIVEIRA et al., 2022a). Além disso, ratas
hipotireoideas em diestro apresentam reducdo na altura das vilosidades do infundibulo, e no
nimero e tamanho das células que revestem as vilosidades, reduzindo significativamente a
altura epitelial desse segmento (OLIVEIRA et al, 2005). Alteracdes semelhantes foram
também demonstradas por (ANAYA-HERNANDEZ et al., 2015) em coelhas hipotireoideas,
além de alteragdes no contetido do fluido tubario (MENDEZ-TEPEPA et al., 2020). Contudo,
os mecanismos pelos quais o hipotireoidismo causa essas alteragdes sdo desconhecidos. Vale
ressaltar que essas alteragdes na morfologia e secre¢do tubdria podem comprometer a
fertilizagdo e nutri¢do embriondria, podendo estar relacionada a infertilidade observada em

quadros de hipotireoidismo (DE OLIVEIRA et al., 2022a).

No entanto, a tuba uterina também expressa kisspeptina (GAYTAN et al., 2007; HSU
et al., 2014), principalmente no proestro/estro, sugerindo a sua participacdo no processo de
fertilizacdo (HSU er al., 2014). A kisspeptina ¢ considerada um peptideo chave para a
reproducdo, pois sua expressdo central estimula a secrecdo do hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH) (DE ROUX et al., 2003; OHTAKI et al., 2001), enquanto sua expressao
periférica ¢ importante para implantacdo embriondria e funcao placentaria (SCHAEFER et al.,
2021). Estudos recentes em ratas tém demonstrado que o hipotireoidismo reduz a expressao de

kisspeptina no hipotdlamo (DE OLIVEIRA et al., 2022b), na placenta (SANTOS et al., 2022)
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e no utero na fase de implantacdo (dados ndo publicados), embora ndo tenha estudos sobre a

sua expressdo na tuba uterina.

Desse modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de expressao de kiss1/ kisslr e
dos receptores de esteroides sexuais na tuba uterina de ratas hipotireoideas ao longo do ciclo
estral, como também a expressdo de mediadores envolvidos no transporte, secre¢cdo e fungdo
tubaria. Os achados demonstraram que o hipotireoidismo desregula a expressao de ERa e Pr na
tuba uterina de ratas em proestro, € que essas alteragdes podem estar associadas ao aumento da

expressao génica de reguladores da fung¢do tubaria, incluindo Kiss/r.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Manejo animal e inducédo do hipotireoidismo

Ratas Wistar adultas oriundas do Laboratério de Criacdo, Manutencdo e
Experimentagdo Animal (LaBlO) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) foram
selecionadas ap0s a visualizacao de dois ciclos estrais completos. Os animais foram mantidos
em caixas plasticas (7 animais/caixa) com temperatura (22 + 2 °C) e luminosidade (12:00 h
claro / 12:00 h escuro) controladas, com agua e racdo ad libitum. As ratas foram separadas, ao
acaso, em dois grupos, hipotireoideo (n=21) e controle (n=21). O hipotireoidismo foi induzido
com administracdo diaria de 4 mg/Kg de 6-propyl-2-thiouracil (PTU), diluidos em 3 ml de agua
destilada, via sonda orogastrica (DE OLIVEIRA et al., 2022). Os animais do grupo controle
receberam agua destilada como placebo. O peso dos animais foi avaliado a cada trés dias e
citologias vaginais diarias foram realizadas. Os procedimentos experimentais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UESC (Protocolo n° 028/22).

5.2.2 Eutanésia e coleta de material

Com o uso de guilhotina, os animais foram eutanasiados entre 0 14° e 16° dia do inicio
do tratamento com PTU ou agua nas fases de proestro (7 animais/grupo), estro (7
animais/grupo) ou diestro 1 (7 animais/grupo). As eutanasias foram realizadas as 10:00 horas,
nos animais em diestro e estro, enquanto os animais em proestro foram eutanasiados as 18:00
horas, periodo que corresponde ao pico de LH (CASTELLANO et al., 2006). Nas eutanasias
foram coletados o sangue e as tubas uterinas. O sangue foi colocado em tubos falcons com
heparina, centrifugado para obtencdo do plasma, que foi armazenado a -20°C para dosagens

hormonais e de T4 livre para confirmagéo da inducédo da disfuncéo tireoidiana.
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Uma das tubas uterinas foi colocada em criotubos com Trizol, congelada em nitrogénio
liquido e armazenada a -80°C para avaliacao da expressao génica. A outra tuba uterina foi fixada
em paraformaldeido 4% durante 20 horas e posteriormente foi processada pela técnica de
inclusdo em parafina. Foram feitos cortes histologicas de 4 um em laminas polarizadas
silanizadas (StarFrost Polycat, Germany) para imuno-histoquimica, e em laminas histologicas

para coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e realizagdo da histomorfometria.

5.2.3 Analise hormonal

O plasma foi obtido apds centrifugacio do sangue a 3000 rpm por 20 min e armazenado
a -20°C para dosagem de E2, P4, LH e T4 livre. Os niveis plasmaticos de E2 ¢ P4 foram
avaliados usando o kit DRG (E2 Elisa, EIA-2693, DRG Instruments GmbH, Hamburgo,
Alemanha) e kit de progesterona de rato (P4 Elisa, RTCOO8R, Biovendor Research and
Diagnostics Products, Brno, Republica Tcheca), respectivamente, seguindo as instrugdes do
fabricante. Os niveis de LH foram avaliados por ELISA ultrassensivel, conforme descrito
anteriormente (SILVA et al., 2020) . A dosagem de T4 Livre foi realizada por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) seguindo as instru¢des do fabricante (T4 Livre, IMMULITE,
Siemens Medical Solutions Diagnostics, Malvern, PA, EUA; Sensibilidade: 0,04 pg/dl (DE
OLIVEIRA et al., 2022a). Para cada ELISA todas as amostras foram analisadas em um unico

ensaio.

5.2.4 Imuno-histoquimica

Secgdes histologicas da tuba uterina foram submetidas a anéalise imuno-histoquimica
utilizando os anticorpos anti-PR (sc-130071; Santa Cruz Biotechnology. CA, USA), anti-ERa
(6f11; Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), anti-KISS-1 (sc-101246; Santa Cruz
Biotechnology. CA, USA), anti-KISS1R (HPA071913, Sigma-Aldrich, Missouri, USA), e anti-
MCM2/CDC-47 (sc-373702; Santa Cruz Biotechnology. CA, USA).

Foi utilizada a técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase (NOVOLINK-POLYMER-
DETECTION-SYSTEMS, Leica Biosystems Inc., Buffalo Grove, IL, USA). A recuperacao
antigénica foi realizada por 20 minutos usando uma solucao de 4cido citrico (0,54 mol/L; pH
6; 98°C). As laminas foram incubadas por 42 horas com o anticorpo primario em camara umida
e nas etapas de bloqueio de peroxidase enddgena, soro bloqueio e estreptavidina peroxidasepor
por 30 minutos em cada etapa. A incubacdo com o anticorpo secundario foi realizada por 45

min. O cromogeno utilizado foi a diaminobenzidina (DAB) (DAB substrate system, Lab Vision
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Corp., Fremont, CA. EUA). Por fim, os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris.
O controle negativo foi obtido pela substituicao do anticorpo primario por solugdo de fosfato
tamponada (PBS) (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014b).

Foi realizada uma avaliacao descritiva da expressao imuno-histoquimica de Kissl e
Kisslr e uma avaliacdo quantitativa da expressao de ERa, PR e CDC-47 na tuba uterina. Para
as avaliagdes foram utilizadas 6 secgdes histologicas/grupo, sendo que para ERa, PR e CDC-
47 foi avaliada a porcentagem de células imunomarcadas, considerando 100 células do epitélio

luminal e 100 células da musculatura lisa.

5.2.5 qPCR tempo real

Foi utilizado o Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
Technologies, Carlsbad, CA, USA) para a extragdo do RNA total. Para as reag¢des de transcri¢ao
reversa foi utilizado 1pug de RNA e o kit comercial GoTaq® qPCR and RT-qPCR Systems
(A6010, PROMEGA). Os transcritos dos genes alvo foram quantificados pela qPCR utilizando
SYBR Green no equipamento Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System. Para as
reacdes, foi utilizado 1,5 pLL de cDNA, 100 nM de cada iniciador e 12,5 uL. do reagente GoTaq®
gPCR Master Mix, 2X em um volume final de 20 uL. de reagdo. Como controle negativo
utilizou-se o mix de amplificagdo de DNA, no qual a amostra de cDNA foi substituida por dgua.

As amplifica¢des foram realizadas nas seguintes condi¢des: ativagdo enzimatica a 95 °C
por 2 min, 40 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 15 s e anelamento/extensdo a 60 °C por 60 s.
Para avaliar a linearidade e a eficiéncia da amplificagdo da qPCR, curvas padrdes de todos os
transcritos foram geradas utilizando dilui¢des seriadas do cDNA, além da avaliagdo da curva
de melting dos produtos da amplificagdo. Os iniciadores para Kissl, Kisslry, Et-1, Amigo2,
Rasdl, Aqp5, Fetub, Esrl, PR e Gapdh foram delineados com base na sequéncia do mRNA

244CT “onde os resultados

Rattus norvegicus. A expressao génica foi calculada pelo método
obtidos para cada grupo foram comparados quantitativamente ap6s a normaliza¢do baseada na
expressdao de Gapdh de Rattus norvegicus (HIRATE et al., 2016; HSU et al., 2014; SILVA;

OCARINO; SERAKIDES, 2014b).
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Tabela 2. Lista de genes e iniciadores para g°PCR em tempo real na tuba uterina.

Gene Iniciadores N° de acesso

Kisslr F: CAACCTGCTGGCCCTATACC NM 023992.2
R: TGCAGGGCGCCATCAGT

Kiss1 F: GAGCCACTGGCAAAAATGGC NM _181692.1
R: ATTAACGAGTTCCTGGGGTCC

Ednl F: TTTGAAGACCGCGCTGAGAT NM 012548.2
R: TGCAAAACGAAGAGGACGGT

Amigo?2 F: CGGCTGGCTAAGTATTTCCGT NM_182816.3
R: AGGGTGCATTCTGCCTTAACT

Rasdl F: TGCAGCCCTCTACCTTCTCT XM_008767871.3
R: TCGCTTGGGCACATCTTCTT

Agp5s F: CCACCCTCATCTTCGTCTTCTTT NM_012779.2
R: GAGATTTGCAGAATGGTGGGCA

Fetub F: CCTCAGGACCTGGTACTTCAA NM_053348.2
R: CAAGATTGGCTTGAGCCGTTT

Esrl F: GCCACTCGATCATTCGAGCA NM_012689.1
R: CCTGCTGGTTCAAAAGCGTC

Pgr F: CTTCCCAGACTGCACCTACC NM_022847.2
R: AGGCTGGAATTCGCCGTAAA

Gapdh F: ACAGCCGCATCTTCTTGTGC NM _017008.4

R: GCCTCACCCCATTTGATGTT

5.2.6 Analise estatistica
Os dados foram apresentados como média = SEM. Realizou-se o teste # de Student ndo-
pareado para comparagdes entre dois grupos, utilizando o software GraphPad Prism 8.0.2®. As

analises foram consideradas significativas quando p < 0,05.

5.3 Resultados

5.3.1 O hipotireoidismo altera o perfil plasmatico de LH, E> e P4 em ratas ao longo do ciclo

estral

A confirmacdo da indugdo do hipotireoidismo pela administragdo de PTU foi
estabelecida por meio da dosagem de T4 livre, mostrando uma redugdo significativa em seus
niveis plasmaticos em comparacao ao grupo controle (Tabela 1). A partir desse ponto, buscou-
se investigar os niveis hormonais, analisando os valores de LH, E> e Ps. Observou-se nos
animais hipotireoideos uma redu¢do nos niveis plasmaticos de LH na tarde do proestro em
relacdo ao controle (Tabela 1). Em rela¢do a dosagem de E», o hipotireoidismo causou também

uma redugdo da concentracao no proestro em relacao ao controle (Tabela 1). Na dosagem de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=292658816
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1937905902
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1958660806
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1937905325
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=828747420
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=6978814
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1994647768
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P4, houve uma diminui¢do nos niveis durante o estro nos animais hipotireoideos € um aumento

durante o diestro em comparagdo com o controle (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracao plasmatica de tiroxina (Ts) livre, esteroides sexuais e hormonio
luteinizante (LH) nos grupos controle e hipotireoideo nas fases do ciclo estral.

Controle  Hipotireoideo Controle Hipotireoideo Controle Hipotireoideo

Parametro Proestro Proestro Estro Estro Diestro Diestro
T4 Livre (ug/dl)  2,34+0,14  0,42+0,064%= 2,35+0,53 0,23+0,024%° 1,80+0,02 0,15+0,02¢cce
Estrégeno

(ng/dI) 230,6+£26,01 60,64+11,14%  41,38+14,27 63,94+7,78 37,82+9,90 46,85+13,93
Progesterona

(ng/dI) 49,52+2,79  30,18+6,187 7,66+1,39 1,550,590 19,31+2,68 41,76+6,69°

LH (ng/dl) 13,46 £143  4,02+1,76% 0,57+0,12 1,55+0,59 0,53+0,12 0,60+0,086

Legenda: a=Vs Controle proestro, aaa= p <0,0001, aaa= p <0,001, aa= p <0,01. b=Vs Controle estro,
bbb= p<0,001, bb= p <0,01. C=Vs Controle diestro, cccc= p <0,0001, c= p <0,05.

5.3.2 O hipotireoidismo reduz a expressao citoplasmatica de ERa na tuba uterina de ratas em

proestro e aumenta a expressao génica de Pgr

Considerando que o hipotireoidismo causou alteragdes nos niveis dos esteroides sexuais
e estudos prévios demonstraram que esses hormoénios influenciam diversas fungdes tubdarias
(BYLANDER et al., 2013; WINUTHAYANON et al., 2015), avaliamos a expressao proteica
e génica de ERa e PR na tuba uterina dos animais. Ambos os marcadores revelaram uma
imunomarcagdo que variava de fraca a moderada, presente em células epiteliais, estromais e
musculares em todas as fases estrais avaliadas. Embora nao tenha sido observada diferenca
significativa na porcentagem de células imunomarcadas para ERa no epitélio luminal e nem na
expressao génica de Era entre os grupos (Figura 7B-C), o hipotireoidismo causou uma redugao
intensa na marcagao citoplasmatica de ERa no proestro comparado ao controle, enquanto do
estro teve um discreto aumento na expressao citoplasmatica nos animais hipotireoideos (Figura
7A). Em relagdo a expressao de PR, também ndo foi observada diferenca significativa na
porcentagem de células epiteliais entre os grupos (Figura 7D-E). Contudo, na analise dos
transcritos génicos de Pgr, o hipotireoidismo causou um aumento na tuba uterina no proestro
comparado ao controle (Figura 7F; P < 0,01), enquanto ndo teve diferenga significativa nas

outras fases do ciclo (P > 0,05).
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Figura 7. Expressido de ERa e PR na tuba uterina de ratas hipotireoideas durante o ciclo estral.
A) Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de ERa (Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um). B) Porcentagem de células marcadas para Ero no epitélio do
infundibulo/ampola da tuba uterina. C) Expressdo génica relativa do Era. D) Fotomicrografias da
expressdo imuno-histoquimica de PR (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar
= 50 um). E) Porcentagem de células marcadas para PR no epitélio do infundibulo/ampola da tuba
uterina. F) Expressao génica relativa do Pr. As diferencas significativas foram determinadas por teste t
de Student, **P < 0,01.

5.3.3 O hipotireoidismo aumenta a expressao génica de Et-1, Amigo2, Aqp5, Rasdl e Fetub

na tuba uterina de ratas em proestro

Uma vez que o hipotireoidismo desregulou a expressdo tubaria de ERa e Pr nas ratas
em proestro, foi avaliada a expressao tubaria de genes responsivos a P4+ € ao E> e que estdo
envolvidos na funcionalidade da tuba uterina. Interessantemente, hipotireoidismo aumentou
acentuadamente a expressdo dos transcritos génicos de Et-1 (Figura 8A; ****P < (0,0001),
Amigo?2 (Figura 8A; *P < 0,05), Agp5(Figura 8A; ****P < 0,0001), Rasdl (Figura 8A; **P <

0,01) e Fetub (Figura 8A; *P < 0,05) na fase de proestro quando comparado ao controle. Para
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Agp35, também foi observada uma tendéncia de aumento no estro nos animais hipotireoideos
comparado ao controle (Figura 8C; P = 0,054). Nas outras fases do ciclo estral ndo foram

observadas diferenga significativa entre os grupos (Figura 8A-E; P > 0,05).
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Figura 8. Expressio génica de Et-1, Amigo2, Aqp5, Rasdl e Fetub na tuba uterina de ratas
hipotireoideas durante o ciclo estral. A) Expressdo génica relativa de E#-/; B) Expressdo génica
relativa de Amigo2; C) Expressdo génica relativa de Agp5; D) Expressdo génica relativa de Rasd!; E)
Expressdo génica relativa de Fetub. As diferencas significativas foram determinadas por teste t de
Student, *P < 0,05; **P < 0,01; ****P <0,0001.

5.3.4 O hipotireoidismo altera a expressao génica de Kiss/r na tuba uterina de ratas ao longo

do ciclo estral

Considerando que o sistema kiss/kiss1r é expresso na tuba uterina (GAYTAN et al.,
2007) e estudos demonstraram que a sua expressdo no utero ¢ também influenciada pelos
esteroides sexuais (ZHANG et al., 2014; SCHAEFER et al., 2021), avaliamos a expressao
génica e proteica de Kiss e Kisslr na tuba uterina dos animais. A imunomarcagao de Kissl
(Figura 9 A), independente da fase do ciclo e do grupo experimental, foi discreta, citoplasmatica
e principalmente na por¢do apical do epitélio, com raras células estromais e musculares
marcadas. Observou-se ainda a marca¢ao em endotélio vascular. Ja aimunomarcagao de Kiss1R
ocorreu somente no endotélio dos vasos sanguineos, ndo sendo observada em células epiteliais,
estromais ou musculares. Na avaliagdo dos transcritos génicos tanto de Kiss/ (Figura 9B), ndo

foi observada diferenca significativa entre os grupos em nenhuma das fases estrais. Ja em
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relacdo a Kisslr, semelhante aos genes responsivos a P4 e ao E», foi observada um aumento
significativo no proestro nos animais hipotireoideos comparado ao controle (Figura 9C; P <

0,05), enquanto nas outras fases do ciclo ndo foi observada diferenca significativa (P > 0,05).
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Figura 9. Expressdo de Kissl e Kisslr na tuba uterina de ratas hipotireoideas durante o ciclo
estral. A) Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de Kissl (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Bar = 50 um). B) Expressdo génica relativa de Kiss/; C)
Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de Kissl(Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris; Bar = 50 pum). D) Expressdao génica relativa de Kisslr As diferencas
significativas foram determinadas por teste t de Student, *P < 0,05.

5.4 Discussao

Sabe-se que os esteroides sexuais desempenham intimeras funcdes na tuba uterina
(BYLANDER et al., 2013; CROXATTO; ORTIZ, 1975; WINUTHAYANON et al., 2015) e
estudos sugerem que a sinalizacdo destes hormodnios pode estar prejudicada em
endocrinopatias, como o hipotireodismo (HAPON et al., 2003; MATTHEL et al., 1995). No

entanto, ainda nao ha informagdes a respeito da fungdo tubéria nessa doenga. Este estudo
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demonstrou pela primeira vez que o hipotireoidismo altera a sinalizagdo estrogénica e
progesteronica na tuba uterina de ratas, particularmente no proestro, e essa alteragdo esta
associada a mudangas na expressao génica de moduladores da fungdo tubaria (Et-1, Amigo2,

Aqgp5, Rasdl, Fetub), como também de Kiss/r.

O hipotireoidismo em ratas reduziu os niveis plasmaticos de E> e LH durante o proestro,
enquanto aumentou os niveis de P4 no diestro. Estes resultados estdo de acordo com estudos
prévios que demonstraram alteragdes nos niveis de LH (HATSUTA et al., 2004), E> e P4
(KOWALCZYK-ZIEBA et al., 2021) em ratas com hipotireoidismo. Sugere-se que essas
alteracdes sejam resultantes do quadro de hiperprolactinemia observadas nesses animais
(TOHEI et al., 2000; DE OLIVEIRA et al., 2022), uma vez que a prolactina ¢ um hormonio
luteotrépico, estimulando a sintese luteal de progesterona (SMITH; FREEMAN; NEILL,
1975), enquanto em niveis suprafisioldgicos inibe a secre¢cdo de LH (GRATTAN et al., 2007).

Os resultados deste estudo demonstraram imunomarcacdao de ERa ¢ PR nas células
epiteliais luminais, estromais ¢ musculares do infundibulo e ampola de ratas, sendo que o
hipotireodismo causou uma intensa redu¢do da marcagdo citoplasmatica epitelial de ERa no
proestro, enquanto na mesma fase do ciclo teve aumento da expressao génica tubaria de Pr.
Esse perfil de expressdo foi semelhante ao observado por Queiroz et al. (2024; dados ndo
publicados) no tutero de animais hipotireoideos. Essa expressdo citoplasmatica epitelial
reduzida de ERa nas ratas hipotireoideas em proestro sugere reducao da sinalizagao estrogénica
e, consequentemente, reducao da ativagao de vias citoplasmaticas moduladas pelo E2, como a
do fosfatidilinositol-3-quinase (MORIYAMA et al., 2020; RAZANDI et al., 1999). Por outro
lado, 0 aumento da expressdo génica de Pgr na mesma fase do ciclo pode ser reflexo da reducao
dos niveis plasmaticos de P4 observado nesses animais no proestro e estro, uma vez que P4

regula negativamente a expressao de seus receptores (TIBBETTS et al., 1998).

Interessantemente, a maior expressao génica tubaria de Pr causada pelo hipotireoidismo
no proestro foi acompanhada do aumento da expressao de transcritos reguladores da fungao
tubaria, como Et-1, Amigo2, Agp5, Rasdl e Fetub, e que sao regulados pelos esteroides sexuais.
Amigo?2 esta associado a adesividade celular e formagdo de matriz extracelular, sendo que
células trofoblésticas humanas com deficiéncia neste gene apresentam redugdo da capacidade
invasiva e da formacao de vasos (Y1 ef al., 2021). J4 a endotelina 1 (Et-1) estimula a contragao
da tuba uterina ao estimular a secrecdo de PGE2 e PGF2 pelas células epiteliais tubdrias
(WIJAYAGUNAWARDANE et al., 2001). Rasd 1, por sua vez, esta envolvido na proliferagdo
e diferenciacdo celular (JEONG et al., 2018; KIM et al., 2017), sendo que no utero ele ¢
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expressdo principalmente no proestro (KIM et al., 2017) e redu¢do da sua expressdo foi
observada no endométrio de mulheres com falha de implantagao recorrente (CHOI et al., 2016).
Ja a glicoproteina Fetuina B (Fetub) retarda o endurecimento da zona pelucida do odcito por
inibir a a¢do da ovastina (DIETZEL et al., 2013). Curiosamente, mulheres com tireoidite
autoimune apresentam baixos niveis de Fetuin-b plasméatica (ZHANG et al., 2022), ao contrario

do que foi observado na expressdo génica tubaria em nosso estudo.

A aquaporina 5 (4gpJ5) € necessaria para a producao de fluido luminal (SCHAEFER et
al., 2021), bem como na contracdo tubaria (DE OLIVEIRA et al., 2020; SERES-BOKOR et
al., 2021). Estudos prévios indicaram que o tratamento com progesterona ou a combinagao de
progesterona e estrogeno aumenta a expressdo de Agqp5 no utero de ratas (LINDSAY;
MURPHY, 2006), corroborando os resultados do presente estudo, uma vez que teve aumento
da expressdo génica de Pr. E plausivel que o aumento tubario de Agp5 observado nos animais
do presente estudo esteja envolvido na ocorréncia de hidrossalpinge em ratas hipotireoideas
descrito por Mittag et al. (2007), uma vez que essa doenga ¢ caracterizada pelo aciimulo de
liquido no interior da tuba uterina e isso pode comprometer a taxa de fertilizagao e,
consequentemente, a taxa implantacional (CHIEN et al., 2002), como ja foi observado em
mulheres (ZEYNELOGLU; ARICI; OLIVE, 1998). Vale ressaltar que o aumento da sinaliza¢ao
progesteronica devido ao aumento de Pr também pode comprometer o transporte do dvulo, pois
a P4 bloqueia o seu transporte na tuba uterina (FUENTEALBA; NIETO; CROXATTO., 1988).
Um estudo usando o antagonista do receptor de progesterona (RU486) em ratas demonstrou
que os embrides chegavam onze horas mais cedo no utero (FUENTEALBA; NIETO;
CROXATTO., 1987). Assim, podemos sugerir que a maior expressao génica tubaria de Pr nas
ratas hipotireoideas pode também estar envolvida na menor taxa de implantacdo observada
nessa endocrinopatia (SHAN ez al., 2019), uma vez que pode ter retardado o transporte do 6vulo

e/ou embrido.

Nossos resultados demonstraram que a expressao tubdria de Kiss/r também aumentou
nas ratas hipotireoideas na fase de proestro. E plausivel que este aumento esteja associado a
redugdo da expressao citoplasmatica de ERa observada nesses animais, pois SCHAEFER et al.
(2021) demonstraram uma regulacdo negativa entre Kiss1R e ERa. Camundongos nocautes
pra Kisslr apresentam hiperexpressdo ¢ maior atividade transcricional de ERa no utero
(SCHAEFER etal. (2021). Além disso, embora o hipotireodismo ndo tenha alterado a expresséo
génica e proteica de Kiss1, nos resultados de expressao génica estdo de acordo com GAYTAN
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et al. (2007) que também demonstraram em ratas maior expressao génica tubaria de Kiss1 no
proestro.

Os resultados deste estudo demonstraram que o hipotireoidismo altera a sinalizacdo de
ERa e PR na tuba uterina de ratas em proestro, com aumento da expressdo de moduladores da
funcdo tubéria nessa fase do ciclo, inclusive de Kisslr. Essas alteracdes podem afetar a
fertilizacdo e devem estar envolvidas na reducdo da taxa de implantacdo observada em ratas

com hipotireodismo.
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