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EFEITOS DA KISSPEPTINA NA EXPRESSAO TESTICULAR E
EPIDIDIMARIA DE MEDIADORES IMUNOLOGICOS, PROTEINAS
JUNCIONAIS E DE TRANSPORTE EM RATOS HIPOTIREOIDEQOS

RESUMO

A manutencdo de um ambiente tolerogénico no testiculo e epididimo é
fundamental para a formacdo e funcdo adequada dos espermatozoides. No
entanto, apesar do hipotireoidismo comprometer a morfologia gonadal e a
qualidade espermética e a kisspeptina (Kp) modular a esteroidogénese testicular
e melhorar a fungdo gonadal em ratos hipotireoideos, ndo ha informacdes sobre
os efeitos da hipofuncéo tireoidiana e da Kp no ambiente tolerogénico testicular
e epididimério. O objetivo deste estudo foi avaliar se o hipotireoidismo
compromete a expressao de fatores imunoldgicos, proteinas juncionais e de
transporte no testiculo e epididimo de ratos e o papel modulatério da Kp sobre
esses fatores. Foram utilizados ratos Wistar adultos e o hipotireoidismo foi
induzido com propiltiouracil (PTU) durante trés meses. O tratamento com
kisspeptina-10 (Kp10) foi realizado no ultimo més (CEUA 03/19). Avaliou-se a
expressdo testicular e/ou epididimaria de citocinas inflamatérias (116, IL-10,
TNFa), mediadores da via do inflamassoma NLRP3-piroptose (Nirp3, IL18, 1118,
Caspl, Gasdermina D) e de proteinas juncionais (Ocludina e Claudina 11) e de
funcao (Ar, Abp, Def28, Def49, Ptgds, Agpl). O hipotireoidismo em ratos reduziu
a expressao testicular de TNFa e Caspasel, enquanto aumentou 116 e IL10/1110
no testiculo e 116 e Tnfa no epididimo. O tratamento com Kp10, por outro lado,
restabeleceu a expressao testicular de TNFa e reduziu a expressao de 1118 e 116
no testiculo e epididimo, respectivamente. Em relacéo as proteinas juncionais, o
hipotireoidismo aumentou a imunomarcacao testicular e epididiméaria de
Claudina 11, enquanto Kp10 reduziu a expresséo de Claudina 11 e Ocludina no
testiculo e de Claudina 11 no epididimo. Além disso, a hipofuncéo tireoidiana
aumentou a expressao génica testicular de Ar e epididimaria de Ar, Abp, Def28,
Agpl e Ptgds, enquanto o tratamento com KplO0 restabeleceu a expressao de
Abp, Agpl e Ptgds no epididimo. Conclui-se que o hipotireoidismo em ratos
compromete o microambiente imunoldgico testicular e epididimario, além de
desregular a expressdo de proteinas juncionais e de funcdo no epitélio
epididiméario, enquanto o tratamento com KplO atenuou essas alteracoes,
sugerindo uma nova via terapéutica para a disfuncao testicular e epididimaria
causada pela hipofuncao tireoidiana.

Palavras chaves: Citocinas; Barreira hematotesticular, Barreira
hematoepididimaria; Kisspeptina; Tireoide; Rato
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EFFECTS OF KISSPEPTIN ON TESTICULAR AND EPIDIDYMAL
EXPRESSION OF IMMUNE MEDIATORS, JUNCTIONAL AND TRANSPORT
PROTEINS IN HYPOTHYROID RATS

ABSTRACT

Maintaining a tolerogenic environment in the testis and epididymis is essential for
proper sperm formation and function. However, although hypothyroidism
compromises gonadal morphology and sperm quality and kisspeptin (Kp)
modulates testicular steroidogenesis and improves gonadal function in
hypothyroid rats, there is no information on the effects of thyroid hypofunction
and Kp on the testicular and epididymal tolerogenic environment. The aim of this
study was to evaluate whether hypothyroidism compromises the expression of
immunological factors, junctional and transport proteins in the testis and
epididymis of rats and the modulatory role of Kp on these factors. Adult Wistar
rats were used and hypothyroidism was induced with propylthiouracil (PTU) for
three months. Treatment with kisspeptin-10 (Kp10) was performed in the last
month (CEUA 03/19). The testicular and/or epididymal expression of
inflammatory cytokines (116, I1L-10, TNFa), mediators of the NLRP3
inflammasome-pyroptosis pathway (NIrp3, /IL18, 1118, Caspl, GasderminD) and
junctional (Occludin and Claudin 11) and function (Ar, Abp, Def28, Def49, Ptgds,
Agpl, Agp9) proteins were evaluated. Hypothyroidism in rats reduced the
testicular expression of TNFa and Caspl, while it increased 116 and IL10/1110 in
the testis and 116 and Tnfa in the epididymis. Treatment with Kp10, on the other
hand, restored the testicular expression of TNFa and reduced the expression of
118 and 16 in the testis and epididymis, respectively. Regarding junctional
proteins, hypothyroidism increased testicular and epididymal immunostaining of
Claudin 11, while Kp10 reduced the expression of Claudin 11 and Occludin in the
testis and of Claudin 11 in the epididymis. Furthermore, thyroid hypofunction
increased testicular Ar and epididymal Ar, Abp, Def28, Agpl and Ptgds gene
expression, while Kp10 treatment restored the expression of Abp, Agpl and
Ptgds in the epididymis. It is concluded that hypothyroidism in rats compromises
the testicular and epididymal immune microenvironment, in addition to
deregulating the expression of junctional and function proteins in the epididymal
epithelium, while treatment with Kpl10 attenuated these changes, suggesting a
new therapeutic avenue for testicular and epididymal dysfunction caused by
thyroid hypofunction.

Keywords: Cytokines; Blood-testicular barrier; Blood-epididymal barrier;
Kisspeptin; Thyroid; Rat
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1. INTRODUCAO

A infertilidade masculina é uma condicdo patoldégica multifatorial
complexa com apresentacdes fenotipicas heterogéneas. Estima-se que 9-25%
dos casais no mundo sofrem por conta da infertilidade, sendo o fator macho o
responsavel por metade desses casos (DABBOUS; ATKIN, 2018a). Embora
muitas condi¢cdes estejam relacionadas com a infertilidade masculina, os
distarbios endocrinos sdo considerados como uma das principais causas de
infertiidade no macho, principalmente as disfungdes tiroidianas como o
hipotireoidismo (MAZZILLI et al., 2023a).

Os horménios tiroidianos (HTs) atuam no testiculo e epididimo através
dos seus receptores nucleares alfa e beta (TRa; TRB) (BUZZARD et al., 2000; DE
PAUL et al., 2008), como também indiretamente por meio de interacées com outros
hormdénios ou por influenciar a liberagcdo do horménio liberador de gonadotrofina
(GnRH) no eixo hipotalamico-pituitario-gonadal (HPG) (WAGNER; WAJNER;
MAIA, 2008). Portanto, a regulacdo normal dos HTs € importante para que se
tenha a funcionalidade das gbnadas durante o desenvolvimento dos mamiferos,
sendo que a funcao testicular e epididimaria € prejudicada em situacbes de
hipofuncéo tiroidiana (DEL RIO et al., 1999; PAIVA et al., 2024; ROMANO et al., 2017a;
SANTOS et al., 2023b)

No homem, a hipofuncéo tiroidiana € frequentemente associada ao
hipogonadismo (ALKHAYAL et al., 2023), a reducdo da testosterona sérica e ao
aumento do tempo de transito dos espermatozoides no epididimo (ROMANO et
al., 2017a). Além disso, modelos animais de hipotireoidismo apresentam atrasos
na maturacdo das células de Sertoli, comprometimento da funcdo e
diferenciacdo das células de Leydig (HARDY et al., 1993a; PATEL; KASHANIAN,
2016a) e atrofia do epitélio secretor do epididimo (DELRIO et al., 1999). No entanto,
ainda ndo ha informacfes sobre a influéncia do hipotireoidismo no sistema
tolerogénico do testiculo e epididimo, sistema chave para a ocorréncia adequada
da espermatogénese e protecdo dos espermatozoides contra o0 sistema
imunolégico (GREGORY; CYR, 2014; MITA; HINTON; DUFOUR, 2011).

O sistema tolerogénico testicular e epididimario € fundamental para a
reproducdo, uma vez que 0S espermatozoides sdo antigenos e podem

desencadear uma resposta autoimune do organismo. Para evitar essa resposta,
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0 sistema genital masculino desenvolveu mecanismos de prote¢cdo, como as
barreiras hemato-testiculares (HT) e hemato-epididimais (HE), que ajudam a
isolar os espermatozoides do sistema imunoldgico, preservando a integridade
dos gametas (MITA; HINTON; DUFOUR, 2011b). As barreiras HT e HE sé&o
formadas por juncgdes oclusivas, jungdes comunicantes, juncdes de adeséo e as
células de Sertoli (SCs) (MITA; HINTON; DUFOUR, 2011b), que juntas formam
um escudo anatbmico que regula o movimento de eletrdlitos, ions, agua,
nutrientes e hormoénios no compartimento adluminal dos tibulos seminiferos ou
no lumen do epididimo (CYR; DUFRESNE; GREGORY, 2018; DUTTA et al., 2022a). Além
disso, as barreiras sequestram moléculas autoantigénicas, evitando respostas
autoimunes especificas, e protegem as células germinativas de moléculas
citotéxicas (GREGORY; CYR, 2014c; MRUK; CHENG, 2015). Portanto,
disfuncbes que alteram a estrutura ou funcdo das barreiras HT e HE
inevitavelmente também afetam a formacédo e maturacdo do espermatozoide,
impactando a fertilidade masculina e a salde reprodutiva (DOMINGUEZ-SALAZAR et
al., 2020a; GE et al., 2022; HAVERFIELD et al., 2013; SONG et al., 2022; WU et al., 2019)

No entanto, o sistema tolerogénico também depende da funcionalidade
adequada de proteinas de transporte e do componente imunologico (MITA;
HINTON; DUFOUR, 2011a). O movimento dos espermatozoides no epididimo é
regulado principalmente pelo fluxo do fluido luminal, que cria um ambiente onde
0s espermatozoides encontram e absorvem ions, solutos organicos e
macromoléculas, que resulta na aquisicdo de motilidade e competéncia de
fertilizacdo (LEE; HINTON; HIRASHIMA, 2023). Para isso, as aquaporinas sao
canais de agua preferencialmente presentes no sistema reprodutor masculino,
sendo expressas tanto no testiculo quanto no epididimo (BROWN et al., 1995;
OBERSKA et al., 2024a). Além desses transportadores, a imunidade inata local
testicular e epididimaria sao vitais para a producéo e capacitacdo espermatica
adequada. Os testiculos, por meio de seus macroéfagos, linfocitos T, células
dendriticas e mastdcitos, langcam mé&o de mecanismos imunossupressores que
Ihes garantem um sitio imunossuprimido ideal para que ocorra a
espermatogénese (LI; WANG; HAN, 2012; KAUR et al.,, 2021). O mesmo
acontece com o ducto epididimario que possui células imunes residentes que

regulam as respostas imunes locais e sdo essenciais para 0 processo de
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maturacdo do espermatozoide (BATTISTONE et al., 2020; PLEUGER et al.,
2022).

Atualmente ja € bem documentado o papel chave da kisspeptina (Kp) e seu
receptor Kiss1R no controle do eixo HPG e da reproducdo masculina (CORTES et
al., 2015; FENG et al., 2019; HU et al., 2018a; SANTOS et al., 2021; TREVISAN et al., 2018),
nao somente pode regular a secrecao hipotalamica de GnRH (PINILLA et al., 2012),
como por estimular localmente a esteroidogénese testicular (HAN et al., 2020). Por
iIsso, pesquisas tem avaliado o potencial terapéutico da kisspeptina em
disfuncdes reprodutivas. Santos et al. (2023c) demonstraram recentemente que
a administracao de kisspeptina-10 em ratos com hipotireodismo crénico foi capaz
de reverter os altos niveis de prolactina, além de melhorar a morfologia gonadal
e a atividade e morfologia espermatica (SANTOS et al., 2023c). Além disso, o
tratamento com kisspeptina-10 melhorou o estado redox testicular e inibiu a
ocorréncia de apoptose causada pelo hipotireoidismo (SANTOS et al., 2024). No
entanto, até o momento, ndo ha informacdes sobre a influéncia da kisspeptina
no estabelecimento do sistema tolerogénico testicular e epididimario, em
especial na condicao de hipotireodismo. Assim, a hip6tese deste estudo € que o
tratamento com kisspeptina-10 regula positivamente as alteracdes causadas
pelo hipotireoidismo no ambiente tolerogénico testicular e epididimario em um

modelo experimental de rato.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do hipotireoidismo e da administracdo de kisspeptina-

10 no sistema tolerogénico testicular e epididimario de ratos.

2.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o ganho de massa corporal e os niveis plasmaticos de T4 livre e
testosterona em ratos machos com hipotireoidismo e tratados com Kp10;
Avaliar a expressdo génica de mediadores hormonais (Ar e Abp) no
testiculo e epididimo de ratos com hipotireoidismo e tratados com Kp10;

Avaliar a expressao génica e/ou proteica de mediadores da imunidade
inata (/l6; 1110, Tnfa, Defensinas, Prostaglandina-endoperéxido sintase
(Ptgds)) no testiculo e/ou epididimo de ratos com hipotireoidismo e
tratados com Kp10;

Avaliar a expressao génica e/ou proteica de mediadores da via do
inflamassoma (NiIrp3, 1116, 1118) e piroptose (Caspase 1, Gasdermina D)
no testiculo de ratos hipotireoideos e tratados com Kp10;

Avaliar a expressao proteica de proteinas juncionais (Ocludina,
Claudinall) no testiculo e epididimo de ratos hipotireoideos e tratados
com Kpl0;

Avaliar a expressdo génica de proteinas de transporte (Aquaporinas 1 e
9) no testiculo e/ou epididimo de ratos hipotireoideos e tratados com
Kp10.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Em humanos e animais, a producdo de espermatozoides capazes de
fertilizar o 6vulo requer mdaltiplos 6rgdos que juntos constituem o trato genital
masculino. Uma caracteristica comum desses 0rgaos, em especial os testiculos
e os epididimos, € a presenca de células somaticas especializadas que dao
suporte ao desenvolvimento e & maturacao dos gametas. Mas esse processo de
diferenciacéo celular cria desafios para o sistema imunoldgico desses 0rgaos,
pois esses espermatozoides diferenciados sdo imunogénicos e podem ativar
respostas autoimunes do organismo. No entanto, o sistema genital masculino
possui estratégias para evitar ataques imunolégicos a antigenos especificos dos
gametas, criando um ambiente imunologicamente regulado que permite a

producdo normal dos espermatozoides.

3.1.0rganizacéo estrutural e funcional do testiculo e epididimo

3.1.1. Testiculo

O testiculo dos mamiferos é responséavel pela producdo de gametas e
pela biossintese de androgenos. Funcionalmente e anatomicamente, o testiculo
€ separado em um compartimento espermatogénico avascular, os tubulos
seminiferos, e um compartimento enddécrino altamente vascularizado, o tecido
intersticial (LARA et al., 2018). No interior dos tubulos seminiferos ocorre a
espermatogénese, um processo de diferenciagdo das células germinativas
masculinas, cuidadosamente orquestrado, no qual as espermatogbnias se
diferenciam em espermatozoides. Uma série complexa de eventos moleculares,
que requer interacdes adequadas entre células de Sertoli, células germinativas,
células tubulares epiteliais e a integridade da barreira hemato-testicular (HT) é
necessaria para uma espermatogénese bem-sucedida (HESS; DE FRANCA,
2008a; WU et al., 2020).

O processo de diferenciacdo das células germinativas acontece de
forma ciclica, tendo seu inicio um pouco antes da puberdade devido ao crescente
aumento dos hormanios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), liberados
pelo eixo hipotalamico-hipofisario (O'DONNELL; STANTON; KRETSER, 2017).
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Esse processo pode ser dividido em trés etapas: i) proliferativa ou diferenciacao
espermatogonial, no qual ocorrem sucessivas divisdes mitéticas; ii) meibtica ou
espermatocitaria, envolvendo a duplicacdo de DNA, recombinacdo génica e
formacgéo de células haploides durante a Meiose | e Il; e iii) diferenciacido ou
espermiogénese, onde a espermatide redonda passa por mudancas
morfologicas, com formacéo do flagelo e a compactacdo do DNA (HESS; DE
FRANCA, 2009). Essa ultima etapa resulta na formacao dos espermatozoides,
que vao passar por um processo de maturagcédo no epididimo. A meiose l e ll, a
espermiogénese e a espermiagao ocorrem em um microambiente especializado
no compartimento apical do epitélio seminifero, apos a barreira HT, enquanto a
renovacao e diferenciacdo espermatogonial e a progressao do ciclo celular até
0 estagio de espermatocito pré-leptéteno ocorrem antes da barreira HT, no
compartimento basal do epitélio seminifero (CANNARELLA et al., 2020; HESS;
DE FRANCA, 2008a;).

A producdo dos gametas pelo epitélio seminifero ocorre em ciclos ou
ondas, que recebe o nome de “ciclo do epitélio seminifero”. O tempo do ciclo é
especifico da espécie, mas a funcdo é semelhante para todas, garantir a
espermatogénese nao sincronizada e continua (GRISWOLD, 2015). A
manutencdo adequada dessa espermatogénese vai depender de fatores
intrinsecos, como a atividade das células de Sertoli e a renovacdo e
diferenciacdo das células germinativas, e de fatores extrinsecos, como a
producao de testosterona pelas células de Leydig (HESS; DE FRANCA, 2008b).
As células de Leydig estdo localizadas no intersticio do testiculo, como também
macréfagos e linfocitos (células T e células natural killers (NKs)), que séo
importantes para a regulacédo imunoldgica do microambiente testicular (QU et al.,
2020; GU et al., 2022).

Embora a estrutura basica dos testiculos seja semelhante entre os
mamiferos, ha diversas variacbes observadas entre as espécies. Essas
variacdes incluem o indice gonadossomatico (relacdo entre massa testicular e
massa corporal), a porcentagem de area ocupada pelos tubulos seminiferos, a
proporcao de células de Leydig no parénquima testicular, o diametro dos tabulos,
a quantidade de células de Leydig e Sertoli, e a eficiéncia das células de Sertoli,

que impactam diretamente na eficiéncia espermatogénica (LARA et al., 2018).
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3.1.2. Epididimo

Apo6s a formagdo dos espermatozoides, a sua maturacao, incluindo a
aquisicdo de motilidade e a capacitacao para fertilizacdo, ocorre durante o seu
transito pelo epididimo. O epididimo € um o6rgao tubular situado préximo ao
testiculo e conecta o ducto eferente ao ducto deferente por meio dos vasos
eferentes (ROBAIRE; HINTON, 2015a). Em uma perspectiva funcional, o
epididimo desempenha varios papeis importantes, incluindo protecéo,
maturacdo e armazenamento dos espermatozoides (RINALDI et al., 2020a).
Além disso, diferente dos testiculos, o andrégeno mais ativo biologicamente no
epididimo é a diidrotestosterona (DHT), resultado da conversdo da testosterona
em DHT pelas células principais (ROBAIRE et al., 2007).

Anatomicamente, o epididimo é dividido em cabeca (e o segmento inicial,
exclusivo em roedores), corpo e cauda (WEIGEL MUNOZ et al., 2024). Cada regido
possui diferentes perfis de expressdo génica, garantindo diferentes funcdes
essenciais as diferentes etapas da maturacdo espermatica (DUBE et al., 2007;
ROBAIRE; HINTON, 2015b). A cabeca e o corpo realizam eventos de maturacao
precoce e tardia do espermatozoide, respectivamente, enquanto a regido da
cauda serve majoritariamente como um local de armazenamento para 0s
espermatozoides, que séo funcionalmente maduros (CORNWALL, 2009; NIE et al.,
2024).

O epididimo apresenta um epitélio pseudoestratificado composto por
varios tipos de células morfolégica e funcionalmente distintas (BRETON et al.,
2015), moduladas pela testosterona, e com alta atividade endocitica e secretora
(MITA; HINTON; DUFOUR, 2011c). A distribuigéo celular pode variar entre as
regides, sendo que algumas dessas células sdo encontradas em todo o
epididimo, enquanto outras est&o restritas a regiées especificas (BELLEANNEE;
THIMON; SULLIVAN, 2012; ROBAIRE; HINTON, 2015b).

As células principais do epididimo sédo células secretoras e absortivas
ativas, presentes em todo o ducto epididimario. Elas sdo responsaveis por
produzir a composi¢cao proteica no lumen do epididimo, além de desempenhar

papeis na modulacao do pH luminal e na sinalizag&o lumicrinal (RINALDI et al.,
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2020b). Além disso, produzem e liberam epididimossomos, um tipo de vesicula
membranosa que interage com o0s espermatozoides, transferindo proteinas
fundamentais para a maturacéo e capacitacao pés-testicular do espermatozoide
(PAUL et al., 2021; SULLIVAN; SAEZ, 2013). As células claras sao responsaveis por
fornecer o ambiente luminal 4cido em repouso, essencial para a maturacéo e
armazenamento dos espermatozoides na cauda do epididimo (PARK et al.,
2017). Elas sao encontradas em uma proporcéo crescente da regiao proximal
para a distal do epididimo e também participam da resposta imunoldgica,
secretando fatores pré e anti-inflamatorios (BATTISTONE et al., 2020c, 2024a).

As células basais, outro tipo celular encontrado no epididimo, estdo
localizadas principalmente na superficie basal do ducto epididimario. Essas
células secretam prostaglandinas e podem metabolizar espécies reativas de
oxigénio (ROS, reactive oxygen species). Ademais, apresentam projecoes
apicais importantes para a manutencao da integridade estrutural da barreira
hemato-epididimal (HE) (SHUM et al., 2008; MANDON; HERMO; CYR, 2015;
RINALDI et al., 2020a). Também estdo presentes no epitélio epididimario células
imunes primarias, as células halo, que sao consideradas mondcitos residentes,
e células dendriticas (JAMES et al., 2020).

3.2. Barreiras hemato-testicular (HT) e hemato-epididimaria (HE)

O testiculo e o epididimo séo considerados sitios imuno-privilegiados
devido as suas propriedades imunoldgicas e imunidade local efetiva. O privilégio
imunologico fornece um status especial a alguns locais no corpo, onde alo- e
auto-antigenos sédo tolerados (ZHAO et al., 2014a). Esse sistema especializado
confere protecdo as células germinativas, evitando que sofram ataques
autoimunes por células imunes gonadais (SANTACROCE et al., 2022a).

O sistema tolerogénico no testiculo e epididimo é estabelecido devido as
barreiras HT e HE, que desempenham a funcdo de restringir a entrada de
moléculas no compartimento adluminal do testiculo ou no limen do epididimo,
regulando o microambiente necessario para a formacdo, capacitacdo e
armazenamento dos espermatozoides (MITA; HINTON; DUFOUR, 2011d;
MIYASO; OGAWA; ITOH, 2022). Essas barreiras sdo compostas por seus
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elementos anatdmicos, fisioldgicos e imunoldgicos, que juntos criam barreiras de
competéncia maxima, dividindo o epitélio seminifero e lumen epididimario nos
compartimentos basal e apical (adluminal) (HAU; WRIGHT; CHERRINGTON, 2023;
KIM et al., 2022a). Quando essas barreiras se tornam funcionalmente danificadas,
0s autoantigenos das células germinativas testiculares vazam através das
barreiras HT e HE, ocasionando uma continua exposi¢cao de autoantigenos para
0 sistema imunoldgico. Isso resulta no estabelecimento de uma inflamacao
cronica e um distarbio espermatogénico prolongado (ITOH, 2017; ITOH et al.,
2005; NAITO; ITOH, 2008).

A barreira HT se estabelece entre as idades de 12-14 anos em testiculos
de humanos e em ratos nos dias 17-21 pos-parto (WANJARI;
GOPALAKRISHNAN, 2024). Essa barreira € formada pelas juncdes estreitas
(ocludinas/claudinas), jun¢des comunicantes (conexinas), juncdes semelhantes
a desmossomos e as células de Sertoli (SANTACROCE et al., 2022a). As juncdes
impedem que as células germinativas haploides entrem em contato com o
sangue. Por isso, as células de Sertoli sdo as responsaveis por fornecer glicose
e 4cidos graxos para as células germinativas (KAUR; THOMPSON; DUFOUR,
2014a). Além disso, as células de Sertoli secretam citocinas imunorreguladoras
da familia do fator de crescimento transformador beta (TGF[), especificamente
a ativina A, que é responsavel por direcionar o desenvolvimento de macréfagos
e células T para as respostas imunoldgicas tipo 2 (HEDGER; MEINHARDT, 2000;
RATO et al., 2012; YE et al., 2021a). Outro papel importante desempenhado pelas
células de Sertoli é a sua atividade fagocitaria. Por meio dos seus receptores
tirosina quinase (Axl, tyro3, Mer e gene 6 especifico de parada de crescimento
(GASG6)), elas identificam e fagocitam células germinativas apoptéticas e corpos
residuais, dando suporte ao processo de espermatogénese (NAKANISHI;
SHIRATSUCHI, 2004; TSOU et al., 2014).

A dinamica fisiologica da barreira HT é controlada pela rotatividade e
interacbes entre as proteinas de juncdo (YAN et al, 2008). Estudos
demonstraram que anormalidades no ambiente intracelular e danos a proteinas
como conexina-43, claudina-5 e 11, ocludina e no complexo de juncéo da célula
de Sertoli, séo as principais causas da interrupcao da barreira HT (GAO; MRUK;
CHENG, 2015; WANG et al., 2013).
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Semelhante ao que acontece nos testiculos, a barreira HE € um complexo
juncional estreito entre as células epiteliais do epididimo, que assim como a
barreira HT, cria um local imuno-protegido dentro do lumen epididimario
necessario para a maturacdo dos espermatozoides (ROBAIRE; HINTON,
2015b). O local anatémico da barreira HE foi descrito pela primeira vez como um
complexo juncional estreito entre as células epiteliais adjacentes (FRIEND;
GILULA, 1972). Em seguida, outros estudos forneceram evidéncias que a
barreira HE é formada por uma rede de junc¢des oclusivas entre as células
principais, com a distribuicdo das redes firmes (tight) variando em numero e
complexidade ao longo de todo o epididimo, sendo mais extensas na cabeca
(caput) e menos extensas conforme se aproxima da cauda epididimaria
(GREGORY; CYR, 2014a; SUZUKI; NAGANO, 1978).

Proteinas transmembranares dependentes de androgenos, incluindo
ocludina, claudinas e zonula occludens (ZO), cooperam para a formacdo das
juncdes estreitas (CYR et al., 2007a; KIM et al., 2022b). As claudinas podem se
co-localizar com as ocludinas. No entanto, mesmo na auséncia das ocludinas,
as claudinas sédo recrutadas para as juncOes estreitas, 0 que sugere seu
protagonismo na formacdo dessas juncdes (CYR et al., 2007b; MARKOV;
ASCHENBACH; AMASHEH, 2015). As interacdes entre as proteinas que
compdem as juncgdes estreitas controlam a natureza polarizada das células
epiteliais do epididimo e sdo essenciais para a regulacao fisioldgica, celular e
molecular no 6rgao (KIM; BRETON, 2015).

A perda da funcdo da barreira HE esta associada a um aumento da
porcentagem de espermatozoides estaticos na cauda do epididimo, como
também na influéncia negativa na motilidade e nos pardmetros de velocidade do
espermatozoide (GREGORY; CYR, 2014b; KORAH et al., 2003). O mesmo acontece
gquando ha uma perturbacdo ao sistema tolerogénico testicular, ocasionando
comprometimento da funcdo e estrutura do testiculo que, por fim, leva ao
comprometimento da espermatogénese e infertilidade masculina (GREGORY;
CYR, 2014b; JACOBO et al., 2011; STANTON, 2016; YE et al., 2021a).

3.2.1. Sistema de transporte nas barreiras HT e HE
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O sistema tolerogénico ndo é formado apenas por sua porcao
anatbmica, mas também pelos seus componentes fisiolégicos (MITA; HINTON;
DUFOUR, 2011a). Enquanto a barreira anatbmica restringe a passagem de
moléculas para o limen, transportadores especificos localizados ao longo das
membranas basolateral/apical das células de Sertoli e células epiteliais
epididimarias regulam o movimento de moléculas para dentro ou fora do limen
(SETCHELL, 2008). Logo, esse “portao” fisiolégico, composto por
transportadores e canais, € necessario para se criar um microambiente
adequado para o desenvolvimento e maturacéo das células germinativas (ZHAO
etal., 2020a).

Os espermatozoides desenvolvem motilidade e capacidade de fertilizacao
a medida que passam pelo epididimo e ductos excretores. Portanto, o fluido
epididimario €& peca importante para a maturacdo, concentracdo e
armazenamento adequado dos espermatozoides (ZHAO et al.,, 2024). Esse
fluido sofre mudancas em sua composi¢cdo a medida que se move distalmente
(KANNAN et al., 2020)e o transporte do mesmo através do epitélio dos ductos
eferente e epididiméario é necessario para atingir a concentracdo adequada de
espermatozoides no ejaculado, fator importante para a fertilidade (PASTOR-SOLER
et al., 2009). Os canais de agua (aquaporinas, AQPs) sédo responsaveis pelo
transporte de fluidos em uma ampla variedade de epitélios (OzZU et al., 2022).
Dentre as AQPs expressas no ducto epididimario (KANNAN et al., 2020), a AQP9
€ a mais presente no trato genital masculino, apresentando alta expressao na
membrana apical e nos estereocilios das células principais ao logo do epididimo
(KANNAN et al., 2020; OBERSKA et al., 2024).

3.3. Sistema imunoldgico testicular e epididimario

3.3.1.Testiculo

A estreita rede das células de Sertoli e seus complexos juncionais
constituem o componente fisico da barreira HT, restringindo a passagem de
moléculas para o lumen (WANJARI; GOPALAKRISHNAN, 2024). No entanto, o
sistema tolerogénico do testiculo € mais complexo que apenas a restricdo de

moléculas entre seus compartimentos. A capacidade imunoprotetora do espaco
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fora do epitélio seminifero foi também demonstrado em estudos nos quais
tecidos alogénicos transplantados para o intersticio do testiculo sobreviveram
por um periodo prolongado (BOBZIEN et al., 1983; KAUR; VADALA; DUFOUR,
2017; SELAWRY; WHITTINGTO,N; FORSTER, 1988; SETCHELL, 1990). Esses
achados sugerem que o testiculo se adapta como um todo para a protecdo das
células germinativas e a manutencéo das fungdes testiculares, possuindo duas
caracteristicas imunologicas: 1) 6rgdo imunoprivilegiado, onde as células
imunogénicas nao induzem respostas inflamatérias deletérias sob condi¢cdes
fisiologicas, formado principalmente pela barreira das células de Sertoli; 2)
mecanismos subjacentes ao privilegio imunoldgico testicular com a criagcado do
seu proprio sistema de defesa inata local, imprescindivel para as respostas
contra infe¢des microbianas (CHEN; DENG; HAN, 2016).

Os mecanismos de defesa local do testiculo incluem uma reatividade
baixa dos macréfagos residentes a inflamacédo, inibicdo de citocinas proé-
inflamatorias, citocinas anti-inflamatorias expressas por células imunes
reguladoras e células sométicas, e supressao imune especifica de antigenos por
células dendriticas e mastocitos quiescentes (DUAN et al., 2020; GONG et al.,
2021a). Estudos in vivo e in vitro demonstraram que células sométicas (Leydig,
Sertoli ou peritubulares) e as células germinativas também séo fontes de
producao de citocinas pro e anti-inflamatorias, como IL-113, IL-6, fator de necrose
tumoral alfa (TNFa), TGFR e IL-10, em condic@es fisiolégicas e induzida por
lipopolissacarideo (LPS) (DUTTA et al., 2022).

Os linfécitos T séo reguladores centrais da inflamacdo e desempenham
um papel fundamental na imunidade do testiculo, orquestrando células imunes
a fim de manter um estado de tolerancia fisiolégica, mas também ativando
respostas imunes quando sob ameaca (GONG et al., 2021b). As células Treg, um
subconjunto de células T reguladoras, representam fisiologicamente 10-20% do
total das células imunes em testiculo de ratos (HEDGER, 1997; SANTACROCE
et al., 2022b) e estdo estrategicamente posicionadas nos linfonodos drenantes
e interagindo com autoantigenos especificos do tecido (FIJAK; MEINHARDT,
2006). Embora presentes em pequena quantidade nos testiculos, (HEDGER,

1997), as células Treg sdo responsaveis por prevenir a resposta imunologica
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excessiva e a autoimunidade, suprimindo outras células T reativas
(SANTACROCE et al., 2022b).

Portanto, a coordenacao entre a barreira HT e a resposta imunologica
inata e adaptativa é critica para suprimir a resposta imunolégica no testiculo. De
forma geral, o ambiente do trato genital masculino tende a supressao ou
regulacéo negativa da imunidade inata local, o que representa uma capacidade
diminuida da expresséo de citocinas pro-inflamatérias e expressdo normal de
citocinas imunoreguladoras, garantindo a manutengdo da homeostase
reprodutiva (KAUR; THOMPSON; DUFOUR, 2014b; LI et al., 2024; PLEUGER
et al., 2022a; QU et al., 2020b). No entanto, estudos ja demonstraram que a
testosterona também modula o sistema tolerogénico testicular, por meio dos
seus receptores nas células imunes (KOVATS, 2015; YE et al., 2021b). Em geral, 0s
androgenos estdo mais relacionados com as atividades imunossupressoras (YE
et al., 2021a). Estudos descreveram o aumento nos niveis séricos de citocinas
inflamatorias, como IL-18 e TNF-a, e o aumento do niumero de macréfagos
circulantes, quando ha uma deficiéncia androgénica em homens (TRAISH et al.,
2018). Também foi demonstrado distlrbios na tolerancia imunologica testicular
de camundongos que apresentavam baixa expressdo dos receptores de

androgenos nas células de Sertoli (MENG et al., 2011).

3.3.2. Epididimo

No epididimo, um equilibrio finamente ajustado entre a tolerancia ao
espermatozoide antigénico e a ativacdo imunoldgica é necessario para manter a
funcdo epididiméaria, enquanto protege o espermatozoide contra patégenos
estressores (HEDGER, 2011). Sabendo que a barreira HE é uma estrutura
dindmica e néo impede totalmente as interacdes entre o sistema imunoldgico e
as células germinativas, o epididimo apresenta um arsenal de células que
compdem a imunidade local. Essas células imunes residentes estrategicamente
posicionadas funcionam como “catadoras” e “guardides”, criando sitios de
resposta imunoldgica distintos dentro das diferentes regibes epididimarias
(PLEUGER et al., 2022b). Os fagdcitos mononucleares, incluindo células

dendriticas, mondocitos, macrofagos e células linfocitarias B e T séo
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componentes desse aparato imunologico inato (KLEIN et al., 2020; WANG et al.,
2021).

Recentemente foi demonstrado que as células claras estédo
estrategicamente posicionadas para interagir com os fagocitos mononucleares e
inspecionar a barreira HE, regulando o equilibrio entre a inflamacdo e a
tolerancia imunoldgica no ambiente poés-testicular (BARRACHINA et al., 2023;
BATTISTONE et al., 2020c, 2020d, 2024b). Uma caracterizacéo transcriptomica das
células claras em camundongos mostrou que essas células secretoras de
prétons expressam, em condicdes fisioldgicas, receptores de 1I-17, Infy e Tnf,
além de quimiocinas que participam da resposta pro-inflamatoria, assim como
genes associados a resposta anti-inflamatdria, como receptores de Il-4, 1-13 e
mediadores envolvidos na manutencéo tolerogénica (BATTISTONE et al., 2024b).

Outro componente da imunidade inata local do epididimo sdo as B-
defensinas, uma importante subfamilia de peptideos de defesa do hospedeiro
(RIBEIRO et al., 2018a). As p-defensinas demonstraram exercer papeis
multifuncionais, participando tanto como moléculas efetoras e reguladoras,
quanto moduladoras do sistema imunolégico durante uma infeccao ou resposta
inflamatoria (RIBEIRO et al., 2016a). Essas proteinas podem ser secretadas
ativamente no limen epididimario, onde ndo apenas protegem 0s
espermatozoides, mas também desempenham um papel na sua maturacao e no
ganho de motilidade (ZHANG et al., 2024).

3.4. Inflamassoma NLRP3

O sistema imune inato € o principal mecanismo pelo qual a maioria dos
organismos responde imediatamente a infeccbes ou lesBes. Em diversas
condicdes patolégicas o complexo inflamassoma NLRP3 é ativado, atuando
como um receptor de sinalizacdo imune inata citosodlica que detecta padrbes
moleculares associadas a patogenos (PAMPSs) ou ao perigo (DAMPS) e medeia
um estado altamente inflamatério (BAI et al., 2020; BROZ; DIXIT, 2016; JO et
al., 2016).

A ativacdo desse complexo tem sido descrita em condi¢des patologicas

como sindrome metabdlica, doencas inflamatérias cronicas e doencas
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autoimunes (PROCHNICKI; LATZ, 2017a; TRAN et al., 2012; VANDANMAGSAR
etal., 2011). Além da producao exacerbada de citocinas inflamatorias, a ativacdo
do inflamassoma-NLRP3 pode levar a piroptose, uma forma de morte celular
associada a inflamacao mediada pela clivagem da Gasdermina D através da
Caspase 1 (BAl et al., 2020; JO et al., 2016). A funcdo da caspase-1 ativada € a
ativacdo proteolitica das citocinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-18 e da
gasdermina D (GSDMD). A gasdermina D se liga aos lipidios de membrana e
forma poros na membrana celular, promovendo a saida das citocinas pro-
inflamatorias, tumefacéo e morte celular (DE NARDO; LATZ, 2011; DING et al.,
2016; PROCHNICKI; LATZ, 2017b).

Um estudo realizado por Walenta et al. (2018) demonstrou a expressao
do NLRP3 em células de Sertoli e células peritubulares nos testiculos de
roedores e primatas, inclusive com expressdo antes do inicio da puberdade
(WALENTA et al.,, 2018). A ativacdo do inflamassoma NLRP3 em células de
Sertoli estd associada a ativacdo de caspase- 1 e producdo de IL-1B em
condi¢cdes fisioldgicas, sendo este processo controlado pela autofagia
(HAYRABEDYAN et al., 2016).

O inflamassoma NLRP3-piroptose € um importante maquinario da
resposta inata, garantindo uma resposta pro-inflamatéria robusta, e servindo
como sentinela para respostas a danos no hospedeiro (MATTEUCCI et al.,
2019). Acontece gue a desregulacdo ou hiperativacdo do sistema pode resultar
em danos celulares importantes. A superexpressao desses fatores se relaciona
com a desintegracédo do epitélio dos tibulos seminiferos e apoptose das células
germinativas, levando a interrupgdes na espermatogénese (RAMEZANIKHAH et
al., 2020). Nesse contexto, Hajipour et al. (2018) demonstraram a regulacao
positiva dos componentes do inflamassoma NLRP3 em um modelo experimental
de varicocele, que foi diminuida ap6s a administracdo de resveratrol, um
composto com propriedades anti-inflamatérias (HAJIPOUR et al., 2018). No
entanto, at¢é o momento, ndo ha informacdes sobre a expressdo da via
inflamassoma NLRP3-piroptose no trato genital de ratos machos com
hipotireoidismo, inclusive sobre o estabelecimento do ambiente tolerogénico

testicular e epididimario.

3.5. Hipotireoidismo em machos
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Os hormonios tireoidianos, triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), modulam as
funcdes reprodutivas por diversas vias, de modo que reducédo dos seus niveis
plasmaticos resultam em baixas concentra¢cdes do GnRH, das gonadotrofinas,
dos andrégenos (testosterona e DHT) e da globulina transportadora de
andrégeno (SHBG) (MARAN; ARULDHAS, 2002; FRANCOIS XAVIER et al.,
2019; ALAHMAR; DUTTA; SENGUPTA, 2019). Tanto a testosterona quanto a
DHT promovem a espermatogénese e estimulam varias fungdes necessérias
para a producgdo ideal dos espermatozoides (FUSCO et al., 2021). Portanto, a
homeostase dos horménios tiroidianos é fundamental para a reproducéo,
participando desde o desenvolvimento gonadal e puberdade até a capacitacao
e qualidade espermética (DAl et al., 2024; SULLIVAN; MIEUSSET, 2016;
WAGNER; WAJNER; MAIA, 2008b).

Nos machos, o hipotireoidismo atrasa a puberdade, causa disfuncéo erétil
(MEEKER; GODFREY-BAILEY; HAUSER, 2007; SENGUPTA et al., 2021) e
reduz a massa testicular (SANTOS et al.,, 2023c). A hipofuncao tireoidiana
também esta relacionada com mudancas na morfologia dos érgaos do trato
genital masculino de ratos, levando a deterioracdo da arquitetura testicular,
diminuicdo do diametro dos tubulos seminiferos, degeneracdo do epitélio
seminifero e atrofia do epitélio epididimal (DEL RIO et al., 2001; IBRAHIM et al.,
2021; SANTOS et al., 2023c). Essas alteracbes morfologicas estdo associadas
com a reducdo de alguns tipos de células da linhagem espermatica, como
espermatogobnias e espermatocitos (ALHEALY; ALQAZZAZ; AL-NUAIMY, 2021;
EL-SHAER et al., 2024), além da diminuicdo da atividade funcional das células
de Leydig e Sertoli (DUTTA; SENGUPTA; MUHAMAD, 2019; EL-SHAER et al.,
2024; SIMORANGKIR; WREFORD; DE KRETSER, 1997). Recentemente,
Santos et al. (2024) demonstraram em seu estudo que o hipotireoidismo em ratos
causa estresse oxidativo e desregula a via de resposta a proteinas mal-
enoveladas (UPR, unfolded protein response) no testiculo, e que o tratamento
com kisspeptina-10, um peptideo chave da reproducéo, melhorou o estado redox
testicular. Além disso, a condicdo de hipotireoidismo em ratos reduziu a
expressao testicular de kisspeptina e seu receptor KisslR (SANTOS et al.,
2023b, 2024).
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3.6. Kisspeptina

A kisspeptina foi descoberta pela primeira vez em 1996 como um inibidor
de metastase em linhagens de células de melanoma (LEE et al.,, 1996).
Posteriormente, foi postulado seu papel no controle central da reprodugéo, tanto
em humanos como em animais (LEHMAN; COOLEN; GOODMAN, 2010;
SEMINARA et al., 2003). Em roedores, 0os neurbnios de kisspeptina séo
encontrados principalmente no nucleo periventricular anteroventral (AVPV) e no
nucleo arqueado (ARC) (CLARKSON et al., 2009; KAUFFMAN et al., 2007). Em
humanos e primatas, 0 mMRNA da kisspeptina € expresso predominantemente
dentro do nucleo infundibular (equivalente ao ARC dos roedores) (ROMETO et
al., 2007).

A kisspeptina € um peptideo chave para a aquisicdo e manutencdo da
fertilidade, uma vez que por meio do seu receptor Kiss1R regula a atividade dos
neurénios GnRH hipotalamicos, participando como um mensageiro-chave no
eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal (WOLFE; HUSSAIN, 2018; XIE et al., 2022a).
Navarro et al. (2005a; 2005b) demonstraram o efeito estimulatério desse
peptideo na secrecdo de LH (NAVARRO et al.,, 2005) e FSH pela hipdfise
(NAVARRO et al., 2005a) e, consequentemente, a producdo e liberacdo de
esteroides sexuais pelas gonadas (XIE et al., 2022b).

No entanto, além da sua acdo central, o sistema kisspeptina/Kiss1R
apresenta acado em tecidos periféricos, incluindo placenta (SANTOS et al., 2022),
ovarios (HU et al., 2018b), figado(SONG et al., 2014) e pancreas (LOOSEN et
al., 2019). A kisspeptina e seu receptor também sdo expressos no testiculo do
homem e de diferentes espécies, modulando o processo de espermatogénese,
o estabelecimento das células somaticas e germinativas e as funcdes dos
espermatozoides (FENG et al., 2018; HSU et al., 2014; SHARMA et al., 2020a;
Santos et al., 2023c).

Santos et al. (2023c) demonstraram a expressao de kisspeptina e Kiss1R
nas células intersticiais de ratos (SANTOS et al.,, 2023c). Em camundongos,
kisspeptina foi identificada em células de Leydig (WANG et al., 2015b), em
células germinativas primordiais (ANJUM et al., 2012) e no epitélio epididimario.
No epididimo, ela apresentou forte expressdo nas células principais, fraca

expressdo nas ceélulas basais e auséncia de expressao nas células musculares
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(HSU et al., 2014b; MELE et al., 2022a). J4 Kiss1R foi encontrado tanto na
cabeca quanto na cauda epididimaria de camundongos, com expressao
detectavel em células musculares ao redor dos tubulos epididimarios (MELE et
al., 2022b). Em macaco Rhesus, kisspeptina foi também expressa em células de
Leydig, além de espermatoécitos e espermatides redondas, enquanto seu
receptor Kiss1R foi observado dentro do tubulo seminifero, em espermatogonias,
espermatocitos e células de Sertoli (IRFAN et al., 2016; TARIQ et al., 2013). Em
hamster, a expresséo de kisspeptina foi moderada nas células de Leydig e fraca
no epitélio seminifero (PARK et al., 2022). O sistema KISS/KISS1R também foi
detectado em espermatozoides de humanos (PINTO et al., 2012) e
camundongos (HSU et al., 2014b).

Até o momento, estudos tém sugerido a participacao de kisspeptina e seu
receptor na esteroidogénese testicular, com o aumento do pulso de LH e a
sintese de testosterona apds a administracdo de kisspeptina em primatas néo
humanos (IRFAN et al., 2014), e aumento da producéo in vitro de testosterona
pelas células de Leydig de caprinos, quando incubadas com kisspeptina-54
(HAN et al., 2020). Além disso, a administracao de kisspeptina aumentou o nivel
de calcio nos espermatozoides da cauda do epididimo, e o antagonista da
kisspeptina reduziu as taxas de fertilizacdo dos espermatozoides in vitro (HSU
et al., 2014b). Esses dados sugerem fortemente que o0 sistema
kisspeptina/Kiss1R pode regular a fertilizacdo e a reproducédo de mamiferos.

Considerando os efeitos centrais e periféricos da kisspeptina, novas
pesquisas vém sendo realizadas considerando o seu potencial para tratar
subfertilidade e outros disturbios associados a reproducao (AQUINO et al., 2019;
CHAN et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2022; DHILLO et al., 2007; JAYASENA
et al., 2014; SANTOS et al.,, 2023a; YOUNG et al., 2012). Em um modelo
experimental de hipotireoidismo, Santos et al. (2023c) observaram que o
tratamento com kisspeptina-10 reverteu os altos niveis de prolactina, além de
melhorar a funcdo gonadal e atividade espermatica (SANTOS et al., 2023c) Em
outro estudo do mesmo grupo, foi observado que a administracao de kisspeptina-
10 foi capaz de melhorar o estado redox testicular e inibir a ocorréncia de
apoptose causada pelo hipotireoidismo (Santos et al., 2024). No entanto, ainda
S0 escassos 0s estudos que avaliam o potencial terapéutico da kisspeptina no

trato genital masculino, ndo havendo informac¢des sobre o papel regulatério da
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kisspeptina no sistema tolerogénico testicular e epididimario de ratos com

hipofuncao tiroidiana.

4. CAPITULO 1

Tratamento com kisspeptina-10 atenua a desregulacéao testicular e
epididimaria de mediadores imunoldgicos, juncionais e de transporte

causada pelo hipotireodismo em ratos

Kisspeptin-10 treatment attenuates testicular and epididymal
dysregulation of immune, junctional, and transport mediators caused by

hypothyroidism in rats

4.1. INTRODUCAO

A reproducdo € um processo complexo que requer uma estreita
colaboracgéo entre os sistemas enddcrino e imunolégico. 9-25% dos casais no
mundo sofrem por conta da infertilidade, sendo o fator macho o responséavel por
metade desses casos (DABBOUS; ATKIN, 2018). Além disso, os disturbios
endocrinos sédo considerados as principais causas de infertilidade no macho,
principalmente as disfungdes tiroidianas como o hipotireoidismo (MAZZILLI et
al., 2023b; WAGNER; WAINER; MAIA, 2008).

Os hormonios tireoidianos atuam no testiculo e epididimo através dos
seus receptores nucleares alfa e beta (TRa; TRpB), e influenciam as células de
Sertoli, as células de Leydig e a espermatogénese através da regulacdo da
transcricdo génica, sintese proteica, proliferacdo e diferenciagdo celular
(CONDORELLI et al., 2019; FUMEL et al., 2015). Pacientes com hipotireoidismo
apresentam atrasos na maturacao das células de Sertoli, comprometimento da
funcdo e diferenciacdo das células de Leydig (HARDY et al, 1993b; PATEL,
KASHANIAN, 2016b), atraso da puberdade, disfuncdo eréctil e reducdo da
gametogénese e da massa testicular (BAHAR et al., 2011; EL-KASHLAN et al.,
2015; ROMANO et al., 2017b; WANG et al., 2015a). Além disso, a hipofungéo

tireoidiana reduz as concentragcdes plasméaticas dos horménios liberador de
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gonadotrofinas (GnRH), foliculo estimulante (FSH), Iluteinizante (LH) e
testosterona (WAGNER; WAJNER; MAIA, 2008), além de causar
hiperprolactinemia, outra importante causa de infertilidade em homens (FRANCOIS
XAVIER et al., 2019). Contudo, ainda ndo ha informacdes sobre o sistema
tolerogénico testicular e epididimario em individuos com hipotireoidismo.

A espermatogénese é um processo de diferenciacdo celular coordenado
e controlado pelo eixo hipotalamo-pituitario-gonadal (HPG) (HERMANN et al.,
2018). Considerando o desafio que a espermatogénese representa ao sistema
imunologico, e com a finalidade de proteger as células germinativas testiculares
de respostas imunes prejudiciais, 0 sistema reprodutor desenvolve um sistema
tolerogénico por meio das barreiras hemato-testicular e hemato-epididimaria (YE
et al., 2021b). Essas barreiras, formadas por jungbes oclusivas, juncdes
comunicantes, juncdes de adeséao e as células de Sertoli (SCs), funcionam como
um escudo anatémico restringindo a entrada de moléculas no compartimento
adluminal do testiculo ou no limen do epididimo (MITA; HINTON; DUFOUR,
2011; ROBAIRE; HINTON, 2015; SANTACROCE et al., 2022).

Mas a protecdo imunoldgica testicular e epididiméaria ndo € formada
apenas por sua por¢ao anatdbmica, como também pelo estabelecimento de um
ambiente imunotolerante e pelas proteinas de transporte, em especial as
aguaporinas (MITA; HINTON; DUFOUR, 2011b), que sao vitais para a producéo
e maturacdo adequada dos espermatozoides (ZHAO et al.,, 2020b, 2014).
Enquanto as aquaporinas sdo canais de agua que regulam moléculas para
dentro e fora do lumen testicular e epididimario, células da imunidade inata como
macrofagos, linfécitos T, células dendriticas e mastocitos estdo presentes no
testiculo e epididimo estabelecendo um sitio imunossuprimido ideal para que
ocorra a espermatogénese e maturacdo espermatica (BATTISTONE et al., 2020;
KAUR et al., 2021; LI; WANG; HAN, 2012). Além disso, as células imunes
testiculares ndo somente mantém o meio tolerogénico, como protegem a
espermatogénese da invasao de patdogenos, controlando dessa forma processos
infecciosos e o desenvolvimento de inflamacéao (LI; WANG; HAN, 2012)

Recentes estudos tém demonstrado o papel da kisspeptina, peptideo
chave da reproducdo, em controlar processos inflamatorios devido a sua acéo

antioxidante e imunomoduladora, sugerindo o seu uso no tratamento de
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disfuncdes reprodutivas uma vez que também estimula o eixo gonadal. Neste
sentido, Santos et al. (2023c, 2024) demonstraram em ratos com hipotireoidismo
gue o tratamento com kisspeptina melhorou a morfologia gonadal e a atividade
e morfologia espermética, além de melhorar o estado redox testicular e inibir a
ocorréncia de apoptose. No entanto, ndo ha informacgdes sobre a influéncia de
kisspeptina no estabelecimento do sistema tolerogénico testicular e epididimario,

em especial na condicao de hipotireodismo.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos com dois meses de
idade obtidos do Laboratério de Criacdo, Manutencdo e Experimentacdo Animal
da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). Os animais foram alojados em
caixas plasticas (6 animais/caixa) e a temperatura (22 + 2 °C), luminosidade
(1200 h claro / 1200 h escuro) e fluxo de ar foram controlados. A 4gua e racao
comercial foram de livre acesso. O protocolo experimental foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UESC (n° 03/19).

4.2.2. Delineamento experimental

Os ratos foram divididos aleatoriamente nos grupos controle (n = 8),
hipotireoideo (n = 8) e hipotireoideo tratado com Kp10 (n = 8). O hipotireoidismo
foi induzido durante trés meses pela administragéo de 6-propyl-2-thiouracil (PTU;
4 mg/Kg/dia; Cat. No. P3755, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) em 3 mL de agua
destilada, enquanto o controle recebeu 0 mesmo volume de agua (SANTOS et al.,
2023c, 2024). Apos dois meses de tratamento com PTU, oito animais comecaram
a receber diariamente Kisspeptina-10 (Kp10; 12 ug/Kg/dia; Cat. No. 4243, Tocris
Bioscience, Bristol, UK), formando o terceiro grupo de estudo. Os animais foram
pesados semanalmente. Apos trés meses do inicio do experimento, todos os
animais foram eutanasiados entre 10:00 - 11:00 h por decapitacdo. O sangue foi

coletado para dosagem de tiroxina (T4) livre e testosterona, enquanto o testiculo
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e todo o epididimo direito foram coletados para processamento e analises imuno-
histoquimicas (IHQ). Amostras do testiculo e cauda do epididimo esquerdo foram
colhidas em TRizol, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer -80 °C para avaliagdo génica pela reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (RT-gPCR).

4.2.3. Processamento histoldgico do testiculo e epididimo

As amostras de testiculo e epididimo foram fixadas em paraformaldeido 4%
por 24 horas, desidratadas em solucdo gradual de alcool 70% até alcool
absoluto, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes de 4 ym foram
feitos em micrétomo automatico e coletados em laminas silanizadas (StarFrost

Polycat, Germany) para a IHQ.

4.2.4. Dosagem de T4 livre e testosterona

O sangue foi coletado em tubos com heparina e centrifugado a 3.000 rpm
por 20 min a 4 °C. O plasma foi armazenado a —20 °C até o momento da analise
hormonal. A avaliacdo de T4 livre foi realizada por ELISA seguindo as
recomendacdes do fabricante (IMMULITE, Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Malvern, PA, EUA), enquanto a dosagem de testosterona foi
realizada utilizando o kit DRG International, Inc (REF.: EIA-1559) conforme

instrugdes do fabricante.

4.2.5. Imuno-histoquimica (IHQ)

Na IHQ dos testiculos e epididimo, os anticorpos utilizados foram: anti-
110 (sc-365858, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-TNFa (sc-52746,
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-Gasdermin D (sc-376318, Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA), anti-Ocludina (sc-133256, Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA) e anti-Claudina 11 (sc-271232, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).
(ST-PIERRE et al., 2003; SU et al., 2020a; XIAO et al., 2023) (Tabela 1).
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Foi utilizado o método indireto da estreptavidina-biotina-peroxidase pelo
sistema de deteccdo Dako (EnVision™ FLEX+, Mouse, High pH, (Link))
seguindo protocolo de llie et al. (2017) e adaptacdes de Santos et al. (2023c). A
recuperacédo do epitopo foi feita por calor em solucao de &cido citrico (0,54 mol/L;
98°C; pH 6,0) por 20 minutos, enquanto o bloqueio de peroxidase endogena foi
realizada pela incubacé&o por 30 min em solucéo de peroxido de hidrogénio (3 %;
H202) em metanol (CH3OH). Os cortes foram mantidos por mais 30 min em
solucéo de soro de bloqueio (Ultra vision Block, Lab Vision Corp., Fremont, CA.
USA). A incubacgédo dos tecidos com o anticorpo primario foi feita por 42 horas.
Apoés a incubacdao, foi adicionada aos cortes uma solucdo de estabilizacdo de
proteinas (EnVision™ FLEX +, Mouse (LINKER)), seguido do anticorpo
secundario conjugado com estreptatividina peroxidase (EnVision™ FLEX/HRP)
por 30 min. O cromogeno usado foi a 3’3 diaminobenzidina (EnVision™ FLEX
DAB+ Chromogen), diluido em solucdo tampao com H202 (EnVision™ FLEX
Substrate Buffer; 1:50). As sec¢des foram contracoradas com hematoxilina de
Harris e o controle negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo primério por
solucéo salina tamponada com Tris + Tween 20 (0,05%) (TBS-T; pH 7,6). Entre
todas as etapas, os cortes foram lavados com TBS-T.

Avaliagbes descritivas e quantitativas da imunomarcacao de 1110, TNFaq,
Gasdermina D, Ocludina e Claudina 11 foram realizadas no testiculo e epididimo
(cabeca e cauda). Foi determinada a area de imunomarcacdo utilizando o
software WCIF ImageJ® (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD,
USA) em fotomicrografias aleatérias feitas em 10-15 regides do testiculo e
epididimo. As fotos foram obtidas em microscépio Leica DM 2500 utilizando a
camera digital Leica DFC 295 (Leica Microsytems, Germany). Para a analise,
color deconvolution e thresholding das imagens foram realizadas. Os dados de
cada tecido foram arquivados, analisados e expressos como area de
imunomarcacéo em pixels. Para aqueles anticorpos em que houve marcagéo em
somente alguns tubulos (IL-10, Gasdermina D e Ocludina), foi também
contabilizada a porcentagem de tdbulos marcados na seccao histologica.
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Tabela 1. Anticorpos primarios e tempos de revelagao utilizados na imuno-histoquimica

do testiculo e epididimo.

Anticorpo Espécie/Clone Diluicéo _Tempo qe Tempo 96
incubacao revelacéo
Testiculo
Anti-TNFa Camundongo/Monoclonal 1:50 42 horas 5 minutos
Anti-IL-6 Camundongo/Monoclonal 1:100 42 horas 2 minutos
Anti-IL-10 Camundongo/Monoclonal 1:6000 42 horas 4 minutos
Anti-GasderminaD Camundongo/Monoclonal 1:200 42 horas 1 minuto
Anti-Olcudina Camundongo/Monoclonal 1:200 42 horas 40 segundos
Anti-Claudina-11 Camundongo/Monoclonal 1:100 42 horas 1 minuto
Epididimo
Anti-Claudina-11 Camundongo/Monoclonal 1:100 42 horas 5 minutos

4.2.6. RT-gPCR em tempo real

Para a técnica de gRT-PCR, a extracdo do RNA total do testiculo e da
cauda do epididimo foi feita pelo uso do Trizol de acordo com as instru¢cdes do
fabricante (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A analise da
concentracéo e da qualidade do RNA de cada tecido foi feita utilizando nanodrop
2000 Spectrophotometer (Thermo scientific). Os transcritos dos genes alvo
referentes a Ar, Abp, 110, 116, Tnf, II1B, 1118, Nirp3, GarderminaD, Defensina49,
Defensina28, Prostanglandina D2 sintase (Ptgds), Aquaporinal e Aquaporina9
foram quantificados pela gPCR utilizando SYBR Green no equipamento Applied
Biosystems® 7500 Real-Time PCR System. Os iniciadores utilizados estdo
descritos na Tabela 2. Para cada reacéo utilizou-se 1,5 yL de cDNA, 100 nM de
cada iniciador e 12,5 uL do reagente GoTaq® qPCR Master Mix, 2X em um
volume final de 20 pL. O controle negativo foi obtido pela substituicdo da amostra
de cDNA por 4gua livre de DNAse e RNAse. As condi¢des de amplificacdo foram:
ativacdo enzimatica a 95 °C por 2 min, 40 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 15
s e anelamento/extensdo a 60 °C por 60 segundos. A linearidade e a eficiéncia
da amplificacdo da gPCR foram avaliadas através de curvas padrdoes dos
transcritos geradas utilizando diluicdes seriadas do cDNA, além da avaliacdo da
curva de melting dos produtos da amplificacéo. A expressdo génica foi calculada
pelo método 222CT onde os resultados obtidos para cada grupo foram
comparados quantitativamente apds a normalizacado baseada na expresséo de

Gapdh (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) para testiculo e Ppia
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(peptidylprolyl isomerase A) para epididimo de Rattus norvegicus (PIHLAJAMAA
etal., 2014).

Tabela 2: Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para qRT-PCR.

Gene Iniciadores N° Acesso
Ar F: CAGGGACCACGTTTTACCCA NM_012502.2
R: TTTCCGGAGACGACACGATG
Abp F: CGACTGCTTCTGTTGCTA NM_012650.2
R: CAATGTGTCTCAGGGTCCGT
116 F: GACTTCCAGCCAGTTGCCTT NM_053595.2
R: AAGTCTCCTCTCCGGACTTGT
1110 F: GGCCATTCCATCCGGGGTGA NM_012854.2
R: AAGGCAGCCCTCAGCTCTCG
1118 F: ACCACTTTGGCAGACTTCACT NM_019165.1
R: ACACAGGCGGGTTTCTTTTG
1118 F: GCACAGTTCCCCAACTGGTA NM_031512.2
R: TGTCCCGACCATTGCTGTTT
Nlrp3 F: CTCTGCATGCCGTATCTGGT NM_001191642.1
R: GTCCTGAGCCATGGAAGCAA
Caspasel F: ACAAAGAAGGTGGCGCATTT NM_012762.2
R: GTGCTGCAGATAATGAGGGC
Tnfa F: AGCCCGTAGCCCACGTCGTA NM_012675.3
R: CGGTGTGGGTGAGGAGCACG
Def28 F: ACCTTAGCTGTGCTTGTGGT XM_063285210.1
R: CCATGCCGTAAAAGCACGTT
Def49 F: CTCAAGAAAGGCAAATGCAGACA NM_001037527.2
R: CACGCACAAATATGCAGCAGT
Aqgpl F: GTGTGGGTCACATCAGTGGT NM_012778.2
R: CCACACACTGGGCGATGATA
Aqp9 F: TAGGAAGTCCCCACAGTTGC XM_039082099.2
R: TGGCCATGGGTTTTTCCTCA
Gapdh F: ACAGCCGCATCTTCTTGTGC NM_017008.4
R: GCCTCACCCCATTTGATGTT
Ppia F: TCTGCACTGCCAAGACTGAG XM_039108606.2

R: TGGTCTTGCCATTCCTGGAC

4.2.7. Analise estatistica

Os dados séo apresentados como média * erro padrao da média (SEM) e
foram analisados quanto a normalidade dos residuos pelos testes de Shapiro-
Wilk, D'Agostino & Pearson e Kolmogorov-Smirnov com P > 0,05. Para os dados
paramétricos foi realizada analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste
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Student-Newman-Keuls (SNK) para comparacdo entre trés grupos
experimentais, ou teste t de Student para comparacao entre dois grupos, usando
o programa GraphPad Prism® 8.0.2. Para todas as analises, as diferencas foram

consideradas significativas quando P < 0.05.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Confirmacdo do hipotireoidismo, niveis de testosterona e expressao
testicular e epididiméaria de Ar e Abp em ratos hipotireoideos e tratados

com kisspeptina-10.

Os animais hipotireoideos tratados ou ndo com Kp10 apresentaram menor
massa corporal apos a sexta semana de tratamento com PTU comparado ao
controle (Figura 1A), assim como reducdo dos niveis plasméaticos de T4 livre
(Figura 1B; ***P < 0,0001), confirmando a indugao do hipotireoidismo.

Uma vez que a hipofuncéo tireoidiana altera o eixo hipotalamico-hipofisario-
gonadal (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018), foram avaliados nos animais
0s niveis plasmaticos de testosterona e a expressao génica testicular do receptor
de andrégeno (Ar) e da proteina ligadora de andrégenos (Abp), mediadores
hormonais chaves da funcéo reprodutiva do macho (JAROW et al., 2005; SMITH;
WALKER, 2014). Os animais hipotireoideos apresentaram reducdo dos niveis
plasmaticos de testosterona em relacéo ao controle (Figura 1C; P < 0,01), e 0
tratamento com KplO reverteu essa alteracdo (Figura 1C; P < 0,05), néo
apresentando diferenca significativa comparado ao controle (P > 0,05). Por outro
lado, a expressao génica de Ar aumentou no grupo hipotireoideo, tanto no
testiculo (P < 0,05) quanto no epididimo (Figura 1D; P < 0,01), enquanto o
tratamento com Kpl0 reduziu a expressdo génica de Ar no epididimo dos
animais hipotireoideos (P < 0,01), igualando ao controle (Figura 1D; P > 0,05).
N&o houve diferenca significativa da expressao do mRNA de Abp no testiculo (P
> 0,05). No entanto, no epididimo, houve aumento da expressdo de Abp nos
animais hipotireoideos (Figura 1E; P < 0,01), e o tratamento com Kpl0 nédo

alterou essa maior expresséao (P < 0,05).
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Figura 1. Massa corporal, niveis de testosterona e T4 livre e expressao testicular e
epididimaria de Ar e Abp em ratos hipotireoideos e tratados com kisspeptina-10. Massa
corporal dos ratos Controle, Hipo e Hipo + Kp10 durante todo o periodo experimental (média +
SEM; n=8-16). B) Niveis de T4 livre (ng/dL) (média = SEM; n=6-7). C) Testosterona sérica (média
+ SEM; n=6-7). D) Expressao génica relativa de Ar no testiculo e epididimo (média + SEM; n=6).
E) Expresséo génica relativa de Abp no testiculo e epididimo (média + SEM; n=6). Diferencas
significativas da ANOVA seguido de SNK sé&o representadas por “*”, enquanto as diferencas
encontradas no teste-t de Student sédo representadas por “#’. */#P < 0.05, *P < 0.01, ***P <

0.001, ****p<0.0001.

4.3.2. O hipotireoidismo em ratos desregula a expresséo testicular de citocinas
inflamatorias e o tratamento com kisspeptina-10 restabelece a expresséo
de Tnfa.

Considerando que o estabelecimento do ambiente tolerogénico testicular &
fundamental para a progressao da espermatogénese (FERREIRO et al., 2023; FIJAK;
BHUSHAN; MEINHARDT, 2017), avaliou-se a expresséao testicular das principais
citocinas inflamatérias (Tnfa, 116 e 1110) nos ratos hipotireoideos, e se a Kpl0
poderia modular a expressao dessas citocinas. A imunomarcacdo de Tnfa foi
citoplasmatica e/ou nuclear nas células intersticiais e do epitélio seminifero,

principalmente em espermatogonias, espermatocitos e espermatides redondas
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(Figura 2A-C). No entanto, a expressao foi reduzida intensamente nos animais
hipotireoideos em relacdo ao controle, particularmente no epitélio seminifero,
sendo que o tratamento com KplO reverteu essa alteracdo, como confirmado
pela andlise da &rea de imunomarcacéo (Figura 2G; P < 0,05).

Interessantemente, a imunomarcagdo de IL-10, uma citocina anti-
inflamatoria, foi restrita ao intersticio e aos tubulos no estagio VI-VIII, com forte
marcacdo em espermatides alongadas e espermatozoides (Figura 2D-F). Os
animais hipotireoideos apresentaram maior porcentagem de tudbulos
imunomarcados quando comparados ao controle (Figura. 2H; P < 0,01), e o
tratamento com Kpl0 néo alterou essa maior expressao.

Em relacdo a analise dos transcritos génicos, semelhante ao observado na
imuno-histoquimica, houve aumento do mRNA de 1110 nos animais
hipotireoideos (Figura 2I; P < 0,05), enquanto o tratamento com KplO néo
apresentou diferencas significativas em relacdo aos grupos controle e
hipotireoideo (Figura 2I; P > 0,05). Semelhante a 1110, os animais hipotireoideos
também apresentaram maior expressao testicular de 116 comparado ao controle
(Figura 2I; P < 0,05), e o tratamento com Kp10 ndo afetou essa maior expresséo
(P < 0,01). Nao houve amplificacdo de transcritos para Tnfa nos testiculos dos
animais. Em conjunto, esses dados sugerem que a hipofuncéo tireoidiana

desregula a expresséao de citocinas inflamatdrias no testiculo de ratos.
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hipotireoidismo e tratados com Kpl0. A-C) Fotomicrografias da expressdo imuno-
histoquimica da Tnfa no testiculo de ratos dos grupos controle (A), hipo (B) e hipo + Kp10 (C)
(Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina \\de Harris; Barra = 100 um). D-F)
Fotomicrografias da expressao imuno-histoquimica de 1110 no testiculo de ratos dos grupos
controle (D), hipo (E) e hipo + Kpl10 (F) (Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de
Harris; Barra = 50 pm). G) Area de imunomarcac&o em pixel da expressao de Tnfa no testiculo
(média £ SEM; n=6-8). H) Porcentagem de tabulos seminiferos positivos para 110 (média £
SEM; n=6-8). |) Expressdo génica relativa de 116 e 1110 no testiculo (média + SEM; n=6).
Diferengas significativas da ANOVA seguido de SNK sao representadas por “*”, enquanto as
diferencas encontradas no teste-t de Student séo representadas por “#”. */#P < 0,05, **P <
0,01.
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4.3.3. O hipotireoidismo favorece um microambiente pro-inflamatério no

epididimo de ratos.

Tendo em vista que o hipotireoidismo alterou a expressao testicular de
citocinas inflamatérias nos animais, e que um ambiente tolerogénico epididimério
adequado também € necessario para a maturacdo e armazenamento dos
espermatozoides (BARRACHINA et al., 2022; BATTISTONE et al., 2020b; PLEUGER et
al., 2022c), avaliamos a expressao epididimaria de Tnfa, /I6 e 1110, como também
de B-defensinas (Def28 e Def49), nos animais. A andlise dos transcritos génicos
na cauda epididimaria demonstrou que, diferente da expressdo proteica no
testiculo, a expressdo de Tnfa aumentou nos animais hipotireoideos quando
comparada ao controle (Figura 3A; P < 0,05), enquanto o tratamento com Kp10
nao apresentou diferencas significativas em relacdo aos grupos controle e
hipotireoideo (P > 0,05). Ja a expresséao de 116, semelhante a do Tnfa, também
teve aumento nos animais hipotireoideos quando comparado ao controle (Figura
3A; P < 0,05), enquanto o grupo tratado com Kpl0 apresentou uma tendéncia
de reducéao (P = 0,05) em relacéo ao grupo hipotireoideo, igualando ao controle
(Figura 3A; P > 0,05). Por outro lado, na avaliagdo da expresséo de 1110, n&o
houve diferencas significativas entre os grupos (Figura 3A; P > 0,05).

Em relacédo as B-defensinas, houve aumento da expressdo de Def28 nos
animais hipotireoideos comparados ao controle (Figura 3B; P < 0,01), enquanto
o tratamento com Kp10 atenuou essa expressao, pois ndo apresentou diferenca
significativa em relagcdo ao controle (Figura 3B; P > 0,05). Nao foi observada
diferenca significativa na expressdo de Def49 entre os grupos (Figura 3B; P >
0,05).
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979 Figura 3. Expressdo de mediadores imunoldégicos no epididimo de ratos com
980 hipotireoidismo e tratados com Kp10. Expressédo génica relativa de Tnfa, 116 e 1110 (A) e Def28
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983

984 4.3.4. O hipotireoidismo e tratamento com kisspeptina-10 regulam

985 negativamente a expressdo de Caspasel e 1118, respectivamente, no
986 testiculo de ratos.

987

988 Uma vez que a ativacdo do inflamassoma NIrp3 e da piroptose também

989 estdo envolvidos na desregulacédo imune de disfungdes testiculares (FANG et
990 al., 2021; MINUTOLI et al., 2016; SU et al., 2020b), avaliou-se a expresséo de
991  Nirp3, 1118, II1B, caspase1 e Gasdermina D no testiculo dos animais. O
992  hipotireoidismo reduziu a expressdao do mRNA de Caspasel em relacdo ao
993  controle (Figura 4A; P < 0,05), e o tratamento com Kp10 n&o alterou essa menor
994  expressao. Por outro lado, o tratamento com Kp10 reduziu a expresséao de 1118
995 comparado ao controle (P < 0,05), enquanto o grupo hipotireocideo nao
996 apresentou diferenca significativa comparado ao controle (Figura 4A; P > 0,05).
997 Na&o foram observadas diferencas significativas na expressao de NIrp3 e //13
998 entre os grupos (Figura 4A; P > 0,05).

999 Em relagdo a imunomarcacdo de GasderminaD, um biomarcador de
1000 piroptose (ORNING; LIEN; FITZGERALD, 2019), curiosamente observamos
1001 forte expressdo em espermatides redondas de tubulos no estagio V ou VI,
1002  independente do grupo experimental (Figura 4B). No entanto, a porcentagem de

1003  tubulos marcados nao diferiu entre os grupos (Figura 4C; P > 0,05).



1004
1005
1006
1007
1008
1009
1010
1011

1012
1013
1014
1015
1016
1017
1018
1019
1020

46

I
A . .. Controle
: S Hipo
A ¥ .'5 o B Hipo + Kp10
5 290 AN 80-
c AT .
é ..390 Y \ § e l
@ 0O ¢ 60—
o @ O o
D £2
© v g =
O - S % 8_ 40
s . a0
P Nar? T O
, A © 3 20
[ - =
Controle negativo . -:';" % o’ & R 0
3
#
© I #
Z o
-+
(0]
8 5 2-
O C
- ®©
o C *
w O —
[72]
RS,
O o 14
a w
x N
O [ I_T_l Sl

T
Nirp3 Caspase1 111b 18

Figura 4. Expressdo de mediadores do inflamassoma (NIrp3, 118, 1118) e piroptose (Caspl
e Gasdermina D) no testiculo de ratos hipotireoideos e tratados com Kpl0. A)
Fotomicrografia da expressdo imuno-histoquimica da Gasdermina D no tubulo seminifero
(Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Barra = 100 pm). B) Porcentagem de
tubulos positivos para Gasdermina D (média + SEM; n= 6-7). C) Expressdo génica relativa de
NIrp3, Caspasel, /I118 e 1l18 (média + SEM; n= 6-7). As diferencas significativas foram
encontradas por ANOVA seguido de SNK ou teste-t de Student. */#P < 0,05.

4.3.5. O tratamento com KplO diminui a maior expressdo testicular e

epididiméaria de proteinas juncionais causada pelo hipotireoidismo em
ratos.

Pelo fato do ambiente tolerogénico testicular e epididimario também
depender da manutencédo das barreiras HT e HE (OH et al., 2016), avaliou-se a
expressdo das proteinas juncionais Claudina-11 e Ocludina no testiculo e

epididimo dos ratos. Interessantemente, observamos imunomarcacao testicular
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de Ocludina em espermatides redondas e alongadas nos tubulos seminiferos em
estagios VI-VII, aléem da membrana basal (Figura 5 A-C). Embora o grupo
hipotireoideo tenha apresentado maior média de area imunomarcada comparada
ao controle, ndo houve diferenga significativa entre os grupos (Figura 5 O; P >
0,05). O tratamento com Kp10, por outro lado, reduziu a expressdo de Ocludina
nos animais comparado ao grupo hipotireoideo (P < 0,05), enquanto n&o teve
diferenca em relacéo ao controle (P > 0,05) Nao houve diferenca significativa na
porcentagem de tubulos imunomarcados para Ocludina entre os grupos (Figura
5P; P > 0,05).

J4 a imunomarcacdo testicular de Claudina-11 foi citoplasmatica,
heterogénea, presente em intersticio, membrana basal e dentro do
compartimento basal do tubulo seminifero (espermatogénias, espermatocitos e
células de Sertoli) (Figura 5 D-F). A area de imunomarcacao de Claudina-11 foi
maior nos animais hipotireoideos comparados ao controle (P < 0,05), enquanto
o tratamento com Kp10 foi capaz de reduzir essa maior expressao (P < 0,01),
igualando ao controle (Figura 50; P > 0,05).

Em relacdo a imunomarcacdo epididiméria de Claudina 11, tanto na
cabeca quanto na cauda, a expressdo foi citoplasmatica e de membrana,
heterogénea (Figura 5G-L), com aumento da area de expressdo na cauda
epididimaria do grupo hipotireoideo comparado ao controle (Figura 5Q; P < 0,05),
enquanto o tratamento com KplO reverteu essa maior expressédo (P < 0,05),
igualando ao controle (P > 0,05). Nao houve diferenca significativa de Claudina

11 na regido da cabeca entre os grupos (P > 0,05).
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Figura 5. Expresséo de proteinas juncionais em testiculo e epididimo de ratos com hipotireoidismo
e tratados com Kp10. A-C) Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica da Ocludina no testiculo
de ratos dos grupos controle (A), hipo (B) e hipo+Kp10 (C) (Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina
de Harris; Barra = 100 um). D-F) Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de Claudina-11 no
testiculo de ratos dos grupos controle (D), hipo (E) e hipo+Kpl10 (F) (Streptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris; Barra = 100 um). G-l) Fotomicrografias da expressdo imuno-histoquimica de
Claudina-11 no caput epididimario de ratos dos grupos controle (G), hipo (H) e Hipo+Kpl0 (I)
(Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Barra = 100 pm). J-L) Fotomicrografias da
expressdo imuno-histoquimica de Claudina-11 na cauda epididimaria de ratos dos grupos controle (J), hipo
(K) e hipo+Kp10 (L) (Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Barra = 100 um). M-N)
Controle negativo (Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Barra = 100 um). O) Area de
imunomarcacdo em pixel da expressdo de Ocludina e Claudina-11 no testiculo (média + SEM; n=4). P)
Porcentagem de tubulos seminiferos positivos para Ocludina (média + SEM; n=4). Q) Area de
imunomarcacgdo em pixel da expressdo de Claudina-11 no epididimo (média + SEM; n=4). Diferencas
significativas obtidas da ANOVA seguido de SNK ou teste-t de Student. */#P < 0,05, **P < 0,01.
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4.3.6. O tratamento com Kpl10 reverte a maior expressao génica epididimaria de

Aqual e Ptgds causada pelo hipotireoidismo em ratos.

Uma vez que a expressao de aquaporinas e da prostaglandina D sintase
também ¢é essencial para a producdo e maturacdo esperméatica adequada,
fazendo parte das barreiras HT e HE (CAVARIANI et al., 2019; HOXHA,;
BARBONETTI; ZAPPACOSTA, 2023), avaliou-se a expresséo de Agpl, Agp9 e
Ptgds no testiculo e epididimo dos animais. Em relacdo as aquaporinas, nao
houve diferenca significativa na expressao testicular de Agpl entre os grupos
(Figura 6A; P > 0,05), enquanto ndo houve amplificacao para Agp9 nesse tecido.
Por outro lado, o hipotireoidismo aumentou a expressao génica de Agpl no
epididimo dos animais quando comparado ao controle (Figura 6A; P <0,05), e 0
tratamento com Kpl10 reverteu essa maior expressao (P < 0,01), igualando ao
controle (Figura 6A; P > 0,05). Nao foi observada diferenca significativa na
expressdo epididimaria de Agp9 entre os grupos (Figura 6A; P > 0,05).
Semelhante a expressdao de Aqgpl, os animais hipotireoideos também
apresentaram maior expressao epididimaria de transcritos para Ptgds
comparado ao controle (P < 0,01), e o tratamento com Kpl0 reduziu a sua

expressao (P < 0,01), igualando ao controle (Figura 6B; P > 0,05).
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Figura 6. Expresséo génica de Aquaporinas e Prostaglandina D sintase (Ptgds) em testiculo e
epididimo de ratos hipotireoideos e tratados com Kpl0. A-B) Expresséo relativa de Aqual e

Aqua9 em testiculo e epididimo (A) e de Ptgds (B) em epididimo (média + SEM; n= 6-8). As diferencas

significativas foram determinadas por ANOVA seguido de SNK. **P < 0,01.
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4.4. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a hipofuncéo tireoidiana em ratos
desregula a imunologia testicular e promove um ambiente pré-inflamatério no
epididimo, além de aumentar a expressao de proteinas juncionais (Claudina 11
e/ou Ocludina) e de transporte (Aqual e Ptgds) associadas as barreiras HT e
HE. O tratamento diario com Kpl0, por outro lado, reverteu ou atenuou essas
alteracOes (Figura 7), sugerindo outras vias pelas quais a kisspeptina melhora a
disfuncao testicular e epididimaria causada pela hipofuncéo tireoidiana.

O hipotireoidismo induzido pela administracdo de PTU, uma droga que
blogueia a tireoperoxidase (YOSHIHARA et al., 2019), foi confirmado pela menor
massa corporal dos animais apds 6 semanas de tratamento e pela reducédo dos
niveis plasmaticos de T4 livre. Essa condicdo causou reducdo dos niveis
plasmaticos de testosterona, como também ja foi demonstrado em estudos
prévios (JAROW et al., 2005; KUMAR et al., 1990; SANTOS et al., 2023c). Por
outro lado, houve um aumento da expressao génica de Ar no testiculo e
epididimo dos animais hipotireoideos, como também de Abp no epididimo, que
pode ser uma resposta compensatéria dos baixos niveis de testosterona. O AR
e a ABP séo essenciais para a sinalizagéo e funcéo androgénica (CHRISTIN-
MAITRE; YOUNG, 2022), pois ambos regulam a biodisponibilidade da
testosterona (BURNSTEIN, 2005; LAURENT; VANDERSCHUEREN, 2014;
MURASHIMA et al., 2015; O'HARA; SMITH, 2015). Aumento da expressao de
Ar ja foi observado no testiculo de ratos hipotireoideos (SANTOS et al., 2023c)
e no epididimo de ratos castrados (QUARMBY et al., 1990), diferente de ABP,
cuja concentracdo estava reduzida no epididimo de ratos adultos com
hipotireoidismo congénito (KALA et al., 2002). E plausivel que essa diferenca na
ABP epididimaria observada no presente estudo em relacao ao trabalho de KALA
et al. (2002) seja reflexo das diferencas nas idades dos animais e do tempo de
inducao do hipotireoidismo, uma vez que esses fatores influenciam as alteracdes
causadas pela hipofuncéo tireoidiana no sistema genital do macho (AICELES;
GOMBAR; DA FONTE RAMOS, 2017; ANELLI et al., 2024). O tratamento diario
com KplO, por outro lado, foi capaz de aumentar os niveis plasmaticos de
testosterona, além de restabelecer a expressdo génica de Ar no epididimo dos

ratos hipotireoideos. Esses dados corroboram com o estudo de Santos et al.
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(2023) que demonstrou melhora dos niveis de testosterona e da fungédo gonadal
em ratos com hipotireoidismo apd6s administracdo de Kpl0 (SANTOS et al.,
2023c).

Em relacdo ao sistema imunologico no testiculo dos animais, o
hipotireoidismo aumentou a expressao de 116 e IL-10, citocinas inflamatoérias que
também estdo aumentadas em outras disfuncfes testiculares causadas por
orquite (ZHU et al., 2022), torcdo (ARABACI TAMER et al., 2018), varicocele (JIA
etal., 2024) e obesidade (FAN et al., 2018). Ainflamagé&o crbnica é caracteristica
de doencas metabdlicas, como a obesidade e o hipotireoidismo, pois ocorre
alteracdo no fendtipo dos macréfagos testiculares (PONTE et al., 2018),
resultando em secrecdo aumentada de citocinas inflamatoérias (LAINEZ; COSS,
2019), aumento nos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e falhas na
espermatogénese (BARATI; NIKZAD; KARIMIAN, 2020). Embora outros estudos
tenham demonstrado o efeito de Kpl0 em reduzir a expressdo de citocinas
inflamatdrias no baco e Gtero de camundongos (YANG et al., 2024), o tratamento
diario no presente estudo nao foi capaz de alterar a maior expressao testicular
de 116 e IL-10 causada pelo hipotireoidismo. Uma vez que IL-10 € uma citocina
anti-inflamatéria, o seu aumento nos animais hipotireoideos, especialmente nos
tubulos no estagio VI-VIII do ciclo do epitélio seminifero, pode ser uma resposta
compensatoria referente ao aumento de 116, uma vez que IL-10 € necessaria
para manter o ambiente testicular imunossuprimido (WINNALL;, MUIR;
HEDGER, 2011), e outros estudos ja demonstraram o seu aumento em resposta
a processos inflamatorios testiculares (ERTURK et al., 2022; JEON et al., 2024;
VOSS et al., 2018).

Contudo, interessantemente, o tratamento com KplO restabeleceu a
imunomarcacao testicular de TNFa, que estava reduzida nos animais
hipotireoideos. Apesar do TNFa, uma citocina pré-inflamatéria, estar geralmente
associada a processos inflamatorios testiculares (FAN et al., 2018; HASSANI-
BAFRANI et al., 2019; MICHELI et al., 2019; POLAT et al., 2020), disfun¢cdes
enddcrinas podem estar associadas a reducdo testicular dessa citocina, como
observado por Abarukwu et al. (2024) em camundongos tratados com atrazina,
um desregulador endocrino (ABARIKWU et al., 2024). TNFa é produzido por
espermatides redondas, espermatocitos e macréfagos testiculares, enquanto

populactes de células de Sertoli e Leydig expressam o0 mRNA de seu receptor,
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Tnfrl (DE etal., 1993), sugerindo que esta citocina apresenta papeis fisiologicos
na regulacdo da espermatogénese. De fato, Pentikdinen et al. (2001)
demonstraram in vitro que o Tnfa inibe a apoptose de células germinativas
regulando negativamente a expressao de Fas ligante, um indutor de apoptose
testicular (PENTIKAINEN et al., 2001). Em nosso estudo, tivemos reduc&o
acentuada da imunoexpressdao de Tnfa no epitélio seminifero dos animais
hipotireoideos, sendo que ratos com hipotireoidismo apresentam aumento da
apoptose testicular e o tratamento com Kpl0 é capaz de inibir essa apoptose
(SANTOS et al., 2024). SUH et al. (2008), utilizando camundongos knockout no
testiculo para Tnfa, demonstraram reducdo da esteroidogénese e
espermatogénese, sugerindo outro papel fisioldgico desta citocina(SUH et al.,
2008). Ratos hipotireoideos apresentam reducdo da expresséo testicular de
enzimas esteroidogénicas, Star e Cypllal, enquanto o tratamento com Kpl0
nesses animais melhora a espermatogénese e a expressao de Nr5al, um fator
de transcricAo que regula a esteroidogénese (SANTOS et al., 2023c),
corroborando com os resultados de Tnfa do presente estudo.

Semelhante ao observado no testiculo, o hipotireodismo também
aumentou a expressao epididimaria de 116, sendo que o tratamento com Kpl10
reduziu a sua expressdo. O mesmo foi observado para Tnfa, que estava
aumentado no epididimo dos animais hipotireoideos. Esses dados sugerem que
o hipotireoidismo causou um ambiente pré-inflamatério no epididimo, enquanto
KplO0 atenuou essa alteracdo. Resultados semelhantes foram também
observados em homens e camundongos obesos que apresentam aumento dos
niveis de TNFa e IL6 no epididimo (FAN et al.,, 2018), como também foi
observado por Pleuger et al. (2022) em modelo experimental de epididimite
(PLEUGER et al., 2022d).

Além das citocinas inflamatérias, também avaliamos no epididimo a
expressdo de [-defensinas, um importante peptideo com propriedades
antimicrobianas, e que tem sido associado a maturacdo e capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide ao longo do ducto epididimario (RIBEIRO et al.,
2016, 2018; ZHAO et al., 2011). Em nosso estudo, o hipotireoidismo aumentou
a expressao de Def28, enquanto o tratamento com Kp10 n&o reverteu essa maior
expressado. O papel exato das B-defensinas no epididimo ainda é incerto (PATIL
et al., 2005; HU et al.,, 2014). No entanto, Biswas et al. (2011) observaram
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aumento nos niveis de mRNA de isoformas de [(-defensinas na cauda
epididiméria de ratos tratados com lipopolissacarideo (LPS) e sugeriram que o
aumento observado nas citocinas 116 e Tnfa seria responsavel pela regulacéo
positiva das B-defensinas (BISWAS; YENUGU, 2011). Isso corrobora com 0s
resultados do presente estudo, uma vez que teve aumento de Tnfa e 116 no
epididimo dos animais hipotireoideos. No entanto, mais estudos sao necessarios
para compreender o0 aumento epididimario de Def28 causado pelo
hipotireoidismo e seus efeitos na fertilidade do macho.

Considerando que alteracdes na imunologia testicular também podem
estar associadas a ativacdo da via do inflamassoma NLRP3, como observado
por Fan et al. (2018) na condicdo obesogénica e em modelos de varicocele
(HAJIPOUR et al., 2018) e orquite (SU et al., 2020c), avaliamos mediadores
dessa via no presente trabalho, uma vez que estudos ja demonstraram ativagao
do inflamassoma NLRP3 na interface materno-fetal (SANTOS et al., 2023a) e
coracao (SAHIN et al., 2019a) de ratos hipotireoideos. No entanto, os animais
hipotireoideos né&o tiveram alteracfes na expressdo de NIrp3, /118 e 1118,
enguanto o tratamento com Kp10 reduziu a expressao testicular de 1118.

O NLRP3 é considerado um sensor global de dano celular (LI et al.,
2020) e inicia uma resposta inflamatéria por meio da ativacdo de Caspasel,
responsavel por clivar as citocinas IL1p3 e IL18 em suas formas ativas, além de
poder ativar a proteina GasderminaD, que causa piroptose (BORTOLUCI;
MEDZHITOV, 2010). A menor expressao de 1118 observada nos animais tratados
com Kpl0 sugere que esse peptideo pode modular a via do inflamassoma no
testiculo, uma vez que estudos ja& demonstraram in vitro e in vivo o papel
imunorregulatorio da Kpl0 (LI et al.,, 2021; YANG et al.,, 2024), enquanto
SANTOS et al. (2023) demonstraram o bloqueio da via inflamassoma NLRP3 na
interface materno-fetal de ratas hipotireoideas ap6s o tratamento com KplO
(SANTOS et al., 2023a). No entanto, o presente estudo carece da analise
proteica dos mediadores dessa via para uma analise mais completa da mesma.
Além disso, os animais hipotireoideos apresentaram reducdo da expresséo
testicular de Caspasel, diferente de outros estudos que demonstraram aumento
dessa citocina na condi¢ao de hipotireodismo (SAHIN et al., 2019b; SANTOS et
al., 2023a), reforcando a necessidade de mais pesquisas nesta area.
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Curiosamente, apesar de nao ter diferenca entre os grupos, todos os
animais apresentaram imunomarcacdo de GasderminaD no epitélio seminifero
e que foi restrita a espermatides redondas dos tubulos em estagio V-VI. A
GasderminaD € conhecida como uma executora da piroptose, pois €
responsavel pela formagéo de poros na membrana celular e a lise da célula (SHI
et al., 2015). Dessa forma, a imunomarcacéo dessa proteina nas espermatides
redondas, independente do grupo, sugere a participacdo na mesma no processo
de espermiogénese, embora mais estudos sejam necessarios para confirmar
essa hipotese.

Uma vez que a desregulacdo de citocinas e B-defensinas estédo
associadas a alteracdes na permeabilidade das barreiras HT e HE, resultando
na morte das células germinativas (PEREZ et al., 2012b; ZHANG et al., 2014),
também avaliamos a expressao de proteinas juncionais, como Claudina-11 e
Ocludina, e de aquaporinas, proteinas importantes na regulacdo do
microambiente local e transporte de 4gua, necessarios para o desenvolvimento
de espermatozoides funcionais (GREGORY; CYR, 2014c; MITA; HINTON;
DUFOUR, 2011b). A hipofungéo tireoidiana aumentou a imunomarcagao de
Claudinall no testiculo e na cauda do epididimo, como também a expressao
génica epididimaria de Aqual, sendo que o tratamento com Kpl0 foi capaz de
nao somente restabelecer a expressdo de Aqual e a imunomarcacao testicular
e epididimaria de Claudina-11, como também de reduzir a expressao testicular
de Ocludina.

As Claudinas e Ocludinas sédo importantes para o estabelecimento das
juncdes estreitas e falhas na barreira HT geralmente estdo associadas a perda
ou diminuicdo dessas proteinas (KATO et al., 2020; MCCABE et al., 2016; PAN
etal., 2018; PEREZ et al., 2012a). No entanto, 0 aumento na expressao testicular
de Claudinall e/ou Ocludina ja foi observado em disfunc¢des reprodutivas. Oh et
al. (2016b) descreveram o aumento da expresséao de Claudinall e desregulacéo
de Ocludina em modelo de varicocele em ratos, como também foi observado na
expressao testicular de Claudinall em caes criptorquidicos (JHUN et al., 2022)
e em modelo de estresse oxidativo testicular em camundongos (ZHANG et al.,
2013). Além disso, aumento de Ocludina testicular e desarranjo na sua

expressao epitelial foi observada em coelhos com hiperlipidemia (MORGAN et
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al., 2014a), sendo que hiperlipidemia & observada em individuos com
hipotireoidismo (SU et al., 2022).

A expressao testicular de Ocludina em ratos € especifica de estagio, ndo
estando presente apenas no estagio VIlI, e sua localizagéo € principalmente na
base do tubulo seminifero, estruturando a barreira HT (LI et al., 2006; MORROW
et al., 2010). Curiosamente, em nosso estudo, observamos a expressao dessa
proteina também em espermatides redondas/alongadas, sugerindo outro papel
fisiologico na espermatogénese, especialmente na espermiogénese. No entanto,
mais estudos sdo necessarios para confirmar essa hipoétese.

O aumento de Claudinall observado nos animais hipotireoideos pode
ser um mecanismo adaptativo do epitélio germinativo em resposta a hipofuncéo
tiroidiana, buscando evitar comprometimento da barreira HT, uma vez que as
células de Sertoli sintetizam e inserem mais proteinas juncionais no
compartimento basal proporcionando maior rigidez para a barreira (MORGAN et
al., 2014). Por outro lado, essa maior expressao pode influenciar negativamente
a dindmica da barreira HT, modificando sua permeabilidade e dificultando a
passagem de espermatdcitos pré-leptétenos/leptdtenos através dela, retardando
a espermatogénese. Esse mecanismo pode contribuir para a maior quantidade
de células testiculares apoptéticas e espermatozoides com defeitos patoldgicos
encontrados em ratos hipotireoideos (SANTOS et al., 2024).

Ja no epididimo, o aumento observado na expresséo de Claudinall nos
animais hipotireoideos difere do que foi observado em outras condicfes
patolégicas epididimarias em que houve reducdo da sua expressdo, como em
modelos murinos de disfuncdo epididimaria e espermética causada por restricdo
de sono (DOMINGUEZ-SALAZAR et al., 2020) e infeccdo pelo Zika virus
(SHENG et al.,, 2021). Talvez este aumento observado na expressdo
epididiméaria de Claudinall seja um mecanismo compensatdrio para a maior
expressdo de Agqual observada nestes animais, no intuito de conter a maior
reabsorcéo de liquido do limen epididimario, uma vez que as aquaporinas sao
as principais proteinas transportadores de agua no ducto epididimario
(SCHIMMING et al.,, 2017). Estudos anteriores corroboram com nossos
resultados pois demonstraram aumento de aquaporinas nos rins de ratos (CHEN
et al., 2005; YEUM et al., 2002) e coelhos (MULDER et al., 2003) hipotireoideos.

Mais recentemente, também verificamos aumento de Aqua5b na tuba uterina de
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ratas com hipotireoidismo (dados néo publicados). Em conjunto, nossos dados
sugerem uma desregulacdo e permeabilidade osmotica aumentada no ducto
epididimario de ratos causada pela hipofunc¢éo tireoidiana, que pode favorecer a
menor qualidade espermatica observada nesses animais (SANTOS et al.,
2023c). Além disso, a reducao da expressao epididiméaria de Aqual e Claudina-
11 causada pela Kp10, se igualando ao controle, sugere que a Kp10 aumenta a
qualidade espermatica de ratos hipotireoideos (SANTOS et al., 2023c) por
regular o transporte de fluidos na barreira HE.

Semelhante ao observado para Aqual, o hipotireoidismo também
aumentou a expressdo génica epididimaria de prostaglandina D2 sintase
(Ptgds), enquanto o tratamento com KplO restabeleceu a sua expressao. A
PTGDS € uma das principais proteinas secretérias epididimarias em varias
espécies de animais e estd envolvida no catabolismo do acido araquidénico
(FOUCHECOURT et al., 2002; LIU et al., 2022). Além disso, estudos sugerem
gue ela esteja envolvida no transporte de acido retinoico e hormonios esteroides
no fluido epididimario (FOUCHECOURT et al., 2002; LEONE; HAQ; SASO,
2002), influenciando a maturacdo espermatica. Dessa forma, o aumento
observado nos animais hipotireoideos pode ser um efeito compensatério da
reducdo da testosterona plasmatica, visando aumentar a concentracdo de
testosterona intratubular. Interessantemente, camundongos knockout para
Ocludina apresentam reducdo acentuada da imunomarcacao epididiméria de
PTGDS, sugerindo a sua participacdo na infertilidade e degeneracao epitelial
epididiméaria apresentada por esses animais (LIU et al., 2022). Este estudo
corrobora com o presente trabalho, pois os animais hipotireoideos tratados com
Kp10 apresentaram reducgdo da Ocludina testicular concomitante a reducgdo da
Ptgds epididimaria. Desse modo, em conjunto, esses dados sugerem que 0
tratamento com KplO atenua as alteragbes na barreira HE causadas pelo
hipotireodismo.

Os achados deste estudo demonstraram que a hipofungao tireoidiana
em ratos compromete o microambiente imunologico testicular e epididimario,
além de desregular a expressdo de proteinas juncionais e de transporte no
testiculo e/ou epididimo, enquanto o tratamento com KplO atenuou essas
alteracOes. Este € o primeiro estudo que caracterizou o perfil de mediadores

imunologicos e de proteinas de barreira no trato genital de ratos machos
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hipotireoideos e demonstrou o potencial terapéutico da Kpl0 em regular o

ambiente tolerogénico testicular e epididimario.

Testiculo Epididimo
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Figura 7. Efeitos do hipotireoidismo e tratamento com kisspeptina-10 na expressao
testicular e epididimaria de mediadores imunolégicos, proteinas juncionais e de
transporte em ratos machos adultos. Fonte: Arquivo pessoal.
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