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EFEITOS DA KISSPEPTINA NA EXPRESSÃO TESTICULAR E 1 

EPIDIDIMÁRIA DE MEDIADORES IMUNOLÓGICOS, PROTEÍNAS 2 

JUNCIONAIS E DE TRANSPORTE EM RATOS HIPOTIREOIDEOS 3 

 4 

RESUMO 5 

 6 

A manutenção de um ambiente tolerogênico no testículo e epidídimo é 7 

fundamental para a formação e função adequada dos espermatozoides. No 8 

entanto, apesar do hipotireoidismo comprometer a morfologia gonadal e a 9 

qualidade espermática e a kisspeptina (Kp) modular a esteroidogênese testicular 10 

e melhorar a função gonadal em ratos hipotireoideos, não há informações sobre 11 

os efeitos da hipofunção tireoidiana e da Kp no ambiente tolerogênico testicular 12 

e epididimário. O objetivo deste estudo foi avaliar se o hipotireoidismo 13 

compromete a expressão de fatores imunológicos, proteínas juncionais e de 14 

transporte no testículo e epidídimo de ratos e o papel modulatório da Kp sobre 15 

esses fatores.  Foram utilizados ratos Wistar adultos e o hipotireoidismo foi 16 

induzido com propiltiouracil (PTU) durante três meses. O tratamento com 17 

kisspeptina-10 (Kp10) foi realizado no último mês (CEUA 03/19). Avaliou-se a 18 

expressão testicular e/ou epididimária de citocinas inflamatórias (Il6, IL-10, 19 

TNFα), mediadores da via do inflamassoma NLRP3-piroptose (Nlrp3, IL1β, Il18, 20 

Casp1, Gasdermina D) e de proteínas juncionais (Ocludina e Claudina 11) e de 21 

função (Ar, Abp, Def28, Def49, Ptgds, Aqp1). O hipotireoidismo em ratos reduziu 22 

a expressão testicular de TNFα e Caspase1, enquanto aumentou Il6 e IL10/Il10 23 

no testículo e Il6 e Tnfα no epidídimo. O tratamento com Kp10, por outro lado, 24 

restabeleceu a expressão testicular de TNFα e reduziu a expressão de Il18 e Il6 25 

no testículo e epidídimo, respectivamente. Em relação às proteínas juncionais, o 26 

hipotireoidismo aumentou a imunomarcação testicular e epididimária de 27 

Claudina 11, enquanto Kp10 reduziu a expressão de Claudina 11 e Ocludina no 28 

testículo e de Claudina 11 no epidídimo.  Além disso, a hipofunção tireoidiana 29 

aumentou a expressão gênica testicular de Ar e epididimária de Ar, Abp, Def28, 30 

Aqp1 e Ptgds, enquanto o tratamento com Kp10 restabeleceu a expressão de 31 

Abp, Aqp1 e Ptgds no epidídimo. Conclui-se que o hipotireoidismo em ratos 32 

compromete o microambiente imunológico testicular e epididimário, além de 33 

desregular a expressão de proteínas juncionais e de função no epitélio 34 

epididimário, enquanto o tratamento com Kp10 atenuou essas alterações, 35 

sugerindo uma nova via terapêutica para a disfunção testicular e epididimária 36 

causada pela hipofunção tireoidiana.  37 

 38 

Palavras chaves: Citocinas; Barreira hematotesticular, Barreira 39 

hematoepididimária; Kisspeptina; Tireoide; Rato 40 

 41 
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 1 

EFFECTS OF KISSPEPTIN ON TESTICULAR AND EPIDIDYMAL 2 

EXPRESSION OF IMMUNE MEDIATORS, JUNCTIONAL AND TRANSPORT 3 

PROTEINS IN HYPOTHYROID RATS 4 

 5 

 6 

ABSTRACT 7 

 8 

Maintaining a tolerogenic environment in the testis and epididymis is essential for 9 

proper sperm formation and function. However, although hypothyroidism 10 

compromises gonadal morphology and sperm quality and kisspeptin (Kp) 11 

modulates testicular steroidogenesis and improves gonadal function in 12 

hypothyroid rats, there is no information on the effects of thyroid hypofunction 13 

and Kp on the testicular and epididymal tolerogenic environment. The aim of this 14 

study was to evaluate whether hypothyroidism compromises the expression of 15 

immunological factors, junctional and transport proteins in the testis and 16 

epididymis of rats and the modulatory role of Kp on these factors. Adult Wistar 17 

rats were used and hypothyroidism was induced with propylthiouracil (PTU) for 18 

three months. Treatment with kisspeptin-10 (Kp10) was performed in the last 19 

month (CEUA 03/19). The testicular and/or epididymal expression of 20 

inflammatory cytokines (Il6, IL-10, TNFα), mediators of the NLRP3 21 

inflammasome-pyroptosis pathway (Nlrp3, IL1β, Il18, Casp1, GasderminD) and 22 

junctional (Occludin and Claudin 11) and function (Ar, Abp, Def28, Def49, Ptgds, 23 

Aqp1, Aqp9) proteins were evaluated. Hypothyroidism in rats reduced the 24 

testicular expression of TNFα and Casp1, while it increased Il6 and IL10/Il10 in 25 

the testis and Il6 and Tnfα in the epididymis. Treatment with Kp10, on the other 26 

hand, restored the testicular expression of TNFα and reduced the expression of 27 

Il18 and Il6 in the testis and epididymis, respectively. Regarding junctional 28 

proteins, hypothyroidism increased testicular and epididymal immunostaining of 29 

Claudin 11, while Kp10 reduced the expression of Claudin 11 and Occludin in the 30 

testis and of Claudin 11 in the epididymis. Furthermore, thyroid hypofunction 31 

increased testicular Ar and epididymal Ar, Abp, Def28, Aqp1 and Ptgds gene 32 

expression, while Kp10 treatment restored the expression of Abp, Aqp1 and 33 

Ptgds in the epididymis. It is concluded that hypothyroidism in rats compromises 34 

the testicular and epididymal immune microenvironment, in addition to 35 

deregulating the expression of junctional and function proteins in the epididymal 36 

epithelium, while treatment with Kp10 attenuated these changes, suggesting a 37 

new therapeutic avenue for testicular and epididymal dysfunction caused by 38 

thyroid hypofunction. 39 

Keywords: Cytokines; Blood-testicular barrier; Blood-epididymal barrier; 40 

Kisspeptin; Thyroid; Rat  41 
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1. INTRODUÇÃO  34 

A infertilidade masculina é uma condição patológica multifatorial 35 

complexa com apresentações fenotípicas heterogêneas. Estima-se que 9-25% 36 

dos casais no mundo sofrem por conta da infertilidade, sendo o fator macho o 37 

responsável por metade desses casos (DABBOUS; ATKIN, 2018a). Embora 38 

muitas condições estejam relacionadas com a infertilidade masculina, os 39 

distúrbios endócrinos são considerados como uma das principais causas de 40 

infertilidade no macho, principalmente as disfunções tiroidianas como o 41 

hipotireoidismo (MAZZILLI et al., 2023a).   42 

Os hormônios tiroidianos (HTs) atuam no testículo e epidídimo através 43 

dos seus receptores nucleares alfa e beta (TRα; TRβ) (BUZZARD et al., 2000; DE 44 

PAUL et al., 2008), como também indiretamente por meio de interações com outros 45 

hormônios ou por influenciar a liberação do hormônio liberador de gonadotrofina 46 

(GnRH) no eixo hipotalâmico-pituitário-gonadal (HPG) (WAGNER; WAJNER; 47 

MAIA, 2008). Portanto, a regulação normal dos HTs é importante para que se 48 

tenha a funcionalidade das gônadas durante o desenvolvimento dos mamíferos, 49 

sendo que a função testicular e epididimária é prejudicada em situações de 50 

hipofunção tiroidiana (DEL RIO et al., 1999; PAIVA et al., 2024; ROMANO et al., 2017a; 51 

SANTOS et al., 2023b)  52 

No homem, a hipofunção tiroidiana é frequentemente associada ao 53 

hipogonadismo (ALKHAYAL et al., 2023), à redução da testosterona sérica e ao 54 

aumento do tempo de trânsito dos espermatozoides no epidídimo (ROMANO et 55 

al., 2017a). Além disso, modelos animais de hipotireoidismo apresentam atrasos 56 

na maturação das células de Sertoli, comprometimento da função e 57 

diferenciação das células de Leydig (HARDY et al., 1993a; PATEL; KASHANIAN, 58 

2016a) e atrofia do epitélio secretor do epidídimo (DEL RIO et al., 1999). No entanto, 59 

ainda não há informações sobre a influência do hipotireoidismo no sistema 60 

tolerogênico do testículo e epidídimo, sistema chave para a ocorrência adequada 61 

da espermatogênese e proteção dos espermatozoides contra o sistema 62 

imunológico (GREGORY; CYR, 2014; MITA; HINTON; DUFOUR, 2011).  63 

O sistema tolerogênico testicular e epididimário é fundamental para a 64 

reprodução, uma vez que os espermatozoides são antígenos e podem 65 

desencadear uma resposta autoimune do organismo. Para evitar essa resposta, 66 
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o sistema genital masculino desenvolveu mecanismos de proteção, como as 67 

barreiras hemato-testiculares (HT) e hemato-epididimais (HE), que ajudam a 68 

isolar os espermatozoides do sistema imunológico, preservando a integridade 69 

dos gametas (MITA; HINTON; DUFOUR, 2011b). As barreiras HT e HE são 70 

formadas por junções oclusivas, junções comunicantes, junções de adesão e as 71 

células de Sertoli (SCs) (MITA; HINTON; DUFOUR, 2011b), que juntas formam 72 

um escudo anatômico que regula o movimento de eletrólitos, íons, água, 73 

nutrientes e hormônios no compartimento adluminal dos túbulos seminíferos ou 74 

no lúmen do epidídimo  (CYR; DUFRESNE; GREGORY, 2018; DUTTA et al., 2022a). Além 75 

disso, as barreiras sequestram moléculas autoantigênicas, evitando respostas 76 

autoimunes específicas, e protegem as células germinativas de moléculas 77 

citotóxicas (GREGORY; CYR, 2014c; MRUK; CHENG, 2015). Portanto, 78 

disfunções que alteram a estrutura ou função das barreiras HT e HE 79 

inevitavelmente também afetam a formação e maturação do espermatozoide, 80 

impactando a fertilidade masculina e a saúde reprodutiva (DOMÍNGUEZ-SALAZAR et 81 

al., 2020a; GE et al., 2022; HAVERFIELD et al., 2013; SONG et al., 2022; WU et al., 2019) 82 

No entanto, o sistema tolerogênico também depende da funcionalidade 83 

adequada de proteínas de transporte e do componente imunológico (MITA; 84 

HINTON; DUFOUR, 2011a). O movimento dos espermatozoides no epidídimo é 85 

regulado principalmente pelo fluxo do fluido luminal, que cria um ambiente onde 86 

os espermatozoides encontram e absorvem íons, solutos orgânicos e 87 

macromoléculas, que resulta na aquisição de motilidade e competência de 88 

fertilização (LEE; HINTON; HIRASHIMA, 2023). Para isso, as aquaporinas são 89 

canais de água preferencialmente presentes no sistema reprodutor masculino, 90 

sendo expressas tanto no testículo quanto no epidídimo (BROWN et al., 1995; 91 

OBERSKA et al., 2024a). Além desses transportadores, a imunidade inata local 92 

testicular e epididimária são vitais para a produção e capacitação espermática 93 

adequada. Os testículos, por meio de seus macrófagos, linfócitos T, células 94 

dendríticas e mastócitos, lançam mão de mecanismos imunossupressores que 95 

lhes garantem um sitio imunossuprimido ideal para que ocorra a 96 

espermatogênese (LI; WANG; HAN, 2012; KAUR et al., 2021). O mesmo 97 

acontece com o ducto epididimário que possui células imunes residentes que 98 

regulam as respostas imunes locais e são essenciais para o processo de  99 
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maturação do espermatozoide (BATTISTONE et al., 2020; PLEUGER et al., 100 

2022).  101 

Atualmente já é bem documentado o papel chave da kisspeptina (Kp) e seu 102 

receptor Kiss1R no controle do eixo HPG e da reprodução masculina  (CORTÉS et 103 

al., 2015; FENG et al., 2019; HU et al., 2018a; SANTOS et al., 2021; TREVISAN et al., 2018), 104 

não somente pode regular a secreção hipotalâmica de GnRH (PINILLA et al., 2012), 105 

como por estimular localmente a esteroidogênese testicular (HAN et al., 2020). Por 106 

isso, pesquisas tem avaliado o potencial terapêutico da kisspeptina em 107 

disfunções reprodutivas. Santos et al. (2023c) demonstraram recentemente que 108 

a administração de kisspeptina-10 em ratos com hipotireodismo crônico foi capaz 109 

de reverter os altos níveis de prolactina, além de melhorar a morfologia gonadal 110 

e a atividade e morfologia espermática (SANTOS et al., 2023c). Além disso, o 111 

tratamento com kisspeptina-10 melhorou o estado redox testicular e inibiu a 112 

ocorrência de apoptose causada pelo hipotireoidismo (SANTOS et al., 2024). No 113 

entanto, até o momento, não há informações sobre a influência da kisspeptina 114 

no estabelecimento do sistema tolerogênico testicular e epididimário, em 115 

especial na condição de hipotireodismo. Assim, a hipótese deste estudo é que o 116 

tratamento com kisspeptina-10 regula positivamente as alterações causadas 117 

pelo hipotireoidismo no ambiente tolerogênico testicular e epididimário em um 118 

modelo experimental de rato.   119 

  120 

 121 

 122 

 123 

 124 

 125 

 126 

 127 

 128 

 129 
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2. OBJETIVO GERAL 130 

Avaliar os efeitos do hipotireoidismo e da administração de kisspeptina-131 

10 no sistema tolerogênico testicular e epididimário de ratos.  132 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 133 

• Avaliar o ganho de massa corporal e os níveis plasmáticos de T4 livre e 134 

testosterona em ratos machos com hipotireoidismo e tratados com Kp10;  135 

• Avaliar a expressão gênica de mediadores hormonais (Ar e Abp) no 136 

testículo e epidídimo de ratos com hipotireoidismo e tratados com Kp10;  137 

• Avaliar a expressão gênica e/ou proteica de mediadores da imunidade 138 

inata (Il6; Il10, Tnfα, Defensinas, Prostaglandina-endoperóxido sintase 139 

(Ptgds)) no testículo e/ou epidídimo de ratos com hipotireoidismo e 140 

tratados com Kp10;  141 

• Avaliar a expressão gênica e/ou proteica de mediadores da via do 142 

inflamassoma (Nlrp3, Il1β, Il18) e piroptose (Caspase 1, Gasdermina D) 143 

no testículo de ratos hipotireoideos e tratados com Kp10; 144 

• Avaliar a expressão proteica de proteínas juncionais (Ocludina, 145 

Claudina11) no testículo e epidídimo de ratos hipotireoideos e tratados 146 

com Kp10; 147 

• Avaliar a expressão gênica de proteínas de transporte (Aquaporinas 1 e 148 

9) no testículo e/ou epidídimo de ratos hipotireoideos e tratados com 149 

Kp10. 150 

 151 

 152 

 153 

 154 

 155 

 156 

 157 

 158 

 159 

 160 

 161 
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 162 

3. REVISÃO DE LITERATURA  163 

 164 

Em humanos e animais, a produção de espermatozoides capazes de 165 

fertilizar o óvulo requer múltiplos órgãos que juntos constituem o trato genital 166 

masculino. Uma característica comum desses órgãos, em especial os testículos 167 

e os epidídimos, é a presença de células somáticas especializadas que dão 168 

suporte ao desenvolvimento e à maturação dos gametas. Mas esse processo de 169 

diferenciação celular cria desafios para o sistema imunológico desses órgãos, 170 

pois esses espermatozoides diferenciados são imunogênicos e podem ativar 171 

respostas autoimunes do organismo. No entanto, o sistema genital masculino 172 

possui estratégias para evitar ataques imunológicos a antígenos específicos dos 173 

gametas, criando um ambiente imunologicamente regulado que permite a 174 

produção normal dos espermatozoides. 175 

 176 

3.1. Organização estrutural e funcional do testículo e epidídimo 177 

 178 

3.1.1. Testículo 179 

O testículo dos mamíferos é responsável pela produção de gametas e 180 

pela biossíntese de andrógenos. Funcionalmente e anatomicamente, o testículo 181 

é separado em um compartimento espermatogênico avascular, os túbulos 182 

seminíferos, e um compartimento endócrino altamente vascularizado, o tecido 183 

intersticial (LARA et al., 2018). No interior dos túbulos seminíferos ocorre a 184 

espermatogênese, um processo de diferenciação das células germinativas 185 

masculinas, cuidadosamente orquestrado, no qual as espermatogônias se 186 

diferenciam em espermatozoides. Uma série complexa de eventos moleculares, 187 

que requer interações adequadas entre células de Sertoli, células germinativas, 188 

células tubulares epiteliais e a integridade da barreira hemato-testicular (HT) é 189 

necessária para uma espermatogênese bem-sucedida (HESS; DE FRANCA, 190 

2008a; WU et al., 2020). 191 

O processo de diferenciação das células germinativas acontece de 192 

forma cíclica, tendo seu início um pouco antes da puberdade devido ao crescente 193 

aumento dos hormônios folículo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), liberados 194 

pelo eixo hipotalâmico-hipofísário (O’DONNELL; STANTON; KRETSER, 2017). 195 
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Esse processo pode ser dividido em três etapas: i) proliferativa ou diferenciação 196 

espermatogonial, no qual ocorrem sucessivas divisões mitóticas; ii) meiótica ou 197 

espermatocitária, envolvendo a duplicação de DNA, recombinação gênica e 198 

formação de células haploides durante a Meiose I e II; e iii) diferenciação ou 199 

espermiogênese, onde a espermátide redonda passa por mudanças 200 

morfológicas, com formação do flagelo e a compactação do DNA (HESS; DE 201 

FRANCA, 2009). Essa última etapa resulta na formação dos espermatozoides, 202 

que vão passar por um processo de maturação no epidídimo. A meiose I e II, a 203 

espermiogênese e a espermiação ocorrem em um microambiente especializado 204 

no compartimento apical do epitélio seminífero, após a barreira HT, enquanto a 205 

renovação e diferenciação espermatogonial e a progressão do ciclo celular até 206 

o estágio de espermatócito pré-leptóteno ocorrem antes da barreira HT, no 207 

compartimento basal do epitélio seminífero (CANNARELLA et al., 2020; HESS; 208 

DE FRANCA, 2008a;).  209 

A produção dos gametas pelo epitélio seminífero ocorre em ciclos ou 210 

ondas, que recebe o nome de “ciclo do epitélio seminífero”. O tempo do ciclo é 211 

específico da espécie, mas a função é semelhante para todas, garantir a 212 

espermatogênese não sincronizada e contínua (GRISWOLD, 2015). A 213 

manutenção adequada dessa espermatogênese vai depender de fatores 214 

intrínsecos, como a atividade das células de Sertoli e a renovação e 215 

diferenciação das células germinativas, e de fatores extrínsecos, como a 216 

produção de testosterona pelas células de Leydig (HESS; DE FRANCA, 2008b). 217 

As células de Leydig estão localizadas no interstício do testículo, como também 218 

macrófagos e linfócitos (células T e células natural killers (NKs)), que são 219 

importantes para a regulação imunológica do microambiente testicular (QU et al., 220 

2020; GU et al., 2022).  221 

Embora a estrutura básica dos testículos seja semelhante entre os 222 

mamíferos, há diversas variações observadas entre as espécies. Essas 223 

variações incluem o índice gonadossomático (relação entre massa testicular e 224 

massa corporal), a porcentagem de área ocupada pelos túbulos seminíferos, a 225 

proporção de células de Leydig no parênquima testicular, o diâmetro dos túbulos, 226 

a quantidade de células de Leydig e Sertoli, e a eficiência das células de Sertoli, 227 

que impactam diretamente na eficiência espermatogênica (LARA et al., 2018).  228 

 229 
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 230 

3.1.2. Epidídimo 231 

 232 

Após a formação dos espermatozoides, a sua maturação, incluindo a 233 

aquisição de motilidade e a capacitação para fertilização, ocorre durante o seu 234 

trânsito pelo epidídimo. O epidídimo é um órgão tubular situado próximo ao 235 

testículo e conecta o ducto eferente ao ducto deferente por meio dos vasos 236 

eferentes (ROBAIRE; HINTON, 2015a). Em uma perspectiva funcional, o 237 

epidídimo desempenha vários papeis importantes, incluindo proteção, 238 

maturação e armazenamento dos espermatozoides (RINALDI et al., 2020a). 239 

Além disso, diferente dos testículos, o andrógeno mais ativo biologicamente no 240 

epidídimo é a diidrotestosterona (DHT), resultado da conversão da testosterona 241 

em DHT pelas células principais (ROBAIRE et al., 2007).  242 

Anatomicamente, o epidídimo é dividido em cabeça (e o segmento inicial, 243 

exclusivo em roedores), corpo e cauda (WEIGEL MUÑOZ et al., 2024). Cada região 244 

possui diferentes perfis de expressão gênica, garantindo diferentes funções 245 

essenciais às diferentes etapas da maturação espermática (DUBÉ et al., 2007; 246 

ROBAIRE; HINTON, 2015b). A cabeça e o corpo realizam eventos de maturação 247 

precoce e tardia do espermatozoide, respectivamente, enquanto a região da 248 

cauda serve majoritariamente como um local de armazenamento para os 249 

espermatozoides, que são funcionalmente maduros (CORNWALL, 2009; NIE et al., 250 

2024).  251 

O epidídimo apresenta um epitélio pseudoestratificado composto por 252 

vários tipos de células morfológica e funcionalmente distintas (BRETON et al., 253 

2015), moduladas pela testosterona, e com alta atividade endocítica e secretora 254 

(MITA; HINTON; DUFOUR, 2011c). A distribuição celular pode variar entre as 255 

regiões, sendo que algumas dessas células são encontradas em todo o 256 

epidídimo, enquanto outras estão restritas a regiões especificas  (BELLEANNÉE; 257 

THIMON; SULLIVAN, 2012; ROBAIRE; HINTON, 2015b).  258 

As células principais do epidídimo são células secretoras e absortivas 259 

ativas, presentes em todo o ducto epididimário. Elas são responsáveis por 260 

produzir a composição proteica no lúmen do epidídimo, além de desempenhar 261 

papeis na modulação do pH luminal e na sinalização lumicrinal (RINALDI et al., 262 
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2020b). Além disso, produzem e liberam epididimossomos, um tipo de vesícula 263 

membranosa que interage com os espermatozoides, transferindo proteínas 264 

fundamentais para a maturação e capacitação pós-testicular do espermatozoide 265 

(PAUL et al., 2021; SULLIVAN; SAEZ, 2013). As células claras são responsáveis por 266 

fornecer o ambiente luminal ácido em repouso, essencial para a maturação e 267 

armazenamento dos espermatozoides na cauda do epidídimo (PARK et al., 268 

2017). Elas são encontradas em uma proporção crescente da região proximal 269 

para a distal do epidídimo e também participam da resposta imunológica, 270 

secretando fatores pró e anti-inflamatórios (BATTISTONE et al., 2020c, 2024a).  271 

As células basais, outro tipo celular encontrado no epidídimo, estão 272 

localizadas principalmente na superfície basal do ducto epididimário. Essas 273 

células secretam prostaglandinas e podem metabolizar espécies reativas de 274 

oxigênio (ROS, reactive oxygen species). Ademais, apresentam projeções 275 

apicais importantes para a manutenção da integridade estrutural da barreira 276 

hemato-epididimal (HE) (SHUM et al., 2008; MANDON; HERMO; CYR, 2015; 277 

RINALDI et al., 2020a). Também estão presentes no epitélio epididimário células 278 

imunes primárias, as células halo, que são consideradas monócitos residentes, 279 

e células dendríticas (JAMES et al., 2020). 280 

 281 

3.2. Barreiras hemato-testicular (HT) e hemato-epididimária (HE) 282 

 283 

              O testículo e o epidídimo são considerados sítios imuno-privilegiados 284 

devido às suas propriedades imunológicas e imunidade local efetiva. O privilégio 285 

imunológico fornece um status especial a alguns locais no corpo, onde alo- e 286 

auto-antígenos são tolerados (ZHAO et al., 2014a). Esse sistema especializado 287 

confere proteção as células germinativas, evitando que sofram ataques 288 

autoimunes por células imunes gonadais (SANTACROCE et al., 2022a).  289 

O sistema tolerogênico no testículo e epidídimo é estabelecido devido às 290 

barreiras HT e HE, que desempenham a função de restringir a entrada de 291 

moléculas no compartimento adluminal do testículo ou no lúmen do epidídimo, 292 

regulando o microambiente necessário para a formação, capacitação e 293 

armazenamento dos espermatozoides (MITA; HINTON; DUFOUR, 2011d; 294 

MIYASO; OGAWA; ITOH, 2022). Essas barreiras são compostas por seus 295 
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elementos anatômicos, fisiológicos e imunológicos, que juntos criam barreiras de 296 

competência máxima, dividindo o epitélio seminífero e lúmen epididimário nos 297 

compartimentos basal e apical (adluminal) (HAU; WRIGHT; CHERRINGTON, 2023; 298 

KIM et al., 2022a). Quando essas barreiras se tornam funcionalmente danificadas, 299 

os autoantígenos das células germinativas testiculares vazam através das 300 

barreiras HT e HE, ocasionando uma contínua exposição de autoantígenos para 301 

o sistema imunológico. Isso resulta no estabelecimento de uma inflamação 302 

crônica e um distúrbio espermatogênico prolongado (ITOH, 2017; ITOH et al., 303 

2005; NAITO; ITOH, 2008).   304 

 A barreira HT se estabelece entre as idades de 12-14 anos em testículos 305 

de humanos e em ratos nos dias 17-21 pós-parto (WANJARI; 306 

GOPALAKRISHNAN, 2024). Essa barreira é formada pelas junções estreitas 307 

(ocludinas/claudinas), junções comunicantes (conexinas), junções semelhantes 308 

a desmossomos e as células de Sertoli (SANTACROCE et al., 2022a). As junções 309 

impedem que as células germinativas haploides entrem em contato com o 310 

sangue. Por isso, as células de Sertoli são as responsáveis por fornecer glicose 311 

e ácidos graxos para as células germinativas (KAUR; THOMPSON; DUFOUR, 312 

2014a). Além disso, as células de Sertoli secretam citocinas imunorreguladoras 313 

da família do fator de crescimento transformador beta (TGFβ), especificamente 314 

a ativina A, que é responsável por direcionar o desenvolvimento de macrófagos 315 

e células T para as respostas imunológicas tipo 2 (HEDGER; MEINHARDT, 2000; 316 

RATO et al., 2012; YE et al., 2021a). Outro papel importante desempenhado pelas 317 

células de Sertoli é a sua atividade fagocitária. Por meio dos seus receptores 318 

tirosina quinase (Axl, tyro3, Mer e gene 6 específico de parada de crescimento 319 

(GAS6)), elas identificam e fagocitam células germinativas apoptóticas e corpos 320 

residuais, dando suporte ao processo de espermatogênese (NAKANISHI; 321 

SHIRATSUCHI, 2004; TSOU et al., 2014).  322 

           A dinâmica fisiológica da barreira HT é controlada pela rotatividade e 323 

interações entre as proteínas de junção (YAN et al., 2008). Estudos 324 

demonstraram que anormalidades no ambiente intracelular e danos a proteínas 325 

como conexina-43, claudina-5 e 11, ocludina e no complexo de junção da célula 326 

de Sertoli, são as principais causas da interrupção da barreira HT (GAO; MRUK; 327 

CHENG, 2015; WANG et al., 2013). 328 
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           Semelhante ao que acontece nos testículos, a barreira HE é um complexo 329 

juncional estreito entre as células epiteliais do epidídimo, que assim como a 330 

barreira HT, cria um local imuno-protegido dentro do lúmen epididimário 331 

necessário para a maturação dos espermatozoides (ROBAIRE; HINTON, 332 

2015b). O local anatômico da barreira HE foi descrito pela primeira vez como um 333 

complexo juncional estreito entre as células epiteliais adjacentes (FRIEND; 334 

GILULA, 1972). Em seguida, outros estudos forneceram evidências que a 335 

barreira HE é formada por uma rede de junções oclusivas entre as células 336 

principais, com a distribuição das redes firmes (tight) variando em número e 337 

complexidade ao longo de todo o epidídimo, sendo mais extensas na cabeça 338 

(caput) e menos extensas conforme se aproxima da cauda epididimária 339 

(GREGORY; CYR, 2014a; SUZUKI; NAGANO, 1978).  340 

Proteínas transmembranares dependentes de andrógenos, incluindo 341 

ocludina, claudinas e zonula occludens (ZO), cooperam para a formação das 342 

junções estreitas (CYR et al., 2007a; KIM et al., 2022b). As claudinas podem se 343 

co-localizar com as ocludinas. No entanto, mesmo na ausência das ocludinas, 344 

as claudinas são recrutadas para as junções estreitas, o que sugere seu 345 

protagonismo na formação dessas junções (CYR et al., 2007b; MARKOV; 346 

ASCHENBACH; AMASHEH, 2015). As interações entre as proteínas que 347 

compõem as junções estreitas controlam a natureza polarizada das células 348 

epiteliais do epidídimo e são essenciais para a regulação fisiológica, celular e 349 

molecular no órgão (KIM; BRETON, 2015). 350 

          A perda da função da barreira HE está associada a um aumento da 351 

porcentagem de espermatozoides estáticos na cauda do epidídimo, como 352 

também na influência negativa na motilidade e nos parâmetros de velocidade do 353 

espermatozoide (GREGORY; CYR, 2014b; KORAH et al., 2003). O mesmo acontece 354 

quando há uma perturbação ao sistema tolerogênico testicular, ocasionando 355 

comprometimento da função e estrutura do testículo que, por fim, leva ao 356 

comprometimento da espermatogênese e infertilidade masculina (GREGORY; 357 

CYR, 2014b; JACOBO et al., 2011; STANTON, 2016; YE et al., 2021a). 358 

 359 

3.2.1. Sistema de transporte nas barreiras HT e HE  360 

 361 
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              O sistema tolerogênico não é formado apenas por sua porção 362 

anatômica, mas também pelos seus componentes fisiológicos (MITA; HINTON; 363 

DUFOUR, 2011a). Enquanto a barreira anatômica restringe a passagem de 364 

moléculas para o lúmen, transportadores específicos localizados ao longo das 365 

membranas basolateral/apical das células de Sertoli e células epiteliais 366 

epididimárias regulam o movimento de moléculas para dentro ou fora do lúmen 367 

(SETCHELL, 2008). Logo, esse “portão” fisiológico, composto por 368 

transportadores e canais, é necessário para se criar um microambiente 369 

adequado para o desenvolvimento e maturação das células germinativas (ZHAO 370 

et al., 2020a).  371 

           Os espermatozoides desenvolvem motilidade e capacidade de fertilização 372 

à medida que passam pelo epidídimo e ductos excretores. Portanto, o fluido 373 

epididimário é peça importante para a maturação, concentração e 374 

armazenamento adequado dos espermatozoides (ZHAO et al., 2024). Esse 375 

fluido sofre mudanças em sua composição à medida que se move distalmente 376 

(KANNAN et al., 2020)e o transporte do mesmo através do epitélio dos ductos 377 

eferente e epididimário é necessário para atingir a concentração adequada de 378 

espermatozoides no ejaculado, fator importante para a fertilidade (PASTOR-SOLER 379 

et al., 2009). Os canais de água (aquaporinas, AQPs) são responsáveis pelo 380 

transporte de fluidos em uma ampla variedade de epitélios (OZU et al., 2022). 381 

Dentre as AQPs expressas no ducto epididimário (KANNAN et al., 2020), a AQP9 382 

é a mais presente no trato genital masculino, apresentando alta expressão na 383 

membrana apical e nos estereocílios das células principais ao logo do epidídimo 384 

(KANNAN et al., 2020; OBERSKA et al., 2024). 385 

 386 

3.3. Sistema imunológico testicular e epididimário 387 

 388 

3.3.1. Testículo 389 

 A estreita rede das células de Sertoli e seus complexos juncionais 390 

constituem o componente físico da barreira HT, restringindo a passagem de 391 

moléculas para o lúmen (WANJARI; GOPALAKRISHNAN, 2024). No entanto, o 392 

sistema tolerogênico do testículo é mais complexo que apenas a restrição de 393 

moléculas entre seus compartimentos. A capacidade imunoprotetora do espaço 394 
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fora do epitélio seminífero foi também demonstrado em estudos nos quais 395 

tecidos alogênicos transplantados para o interstício do testículo sobreviveram 396 

por um período prolongado  (BOBZIEN et al., 1983; KAUR; VADALA; DUFOUR, 397 

2017; SELAWRY; WHITTINGTO,N; FORSTER, 1988; SETCHELL, 1990). Esses 398 

achados sugerem que o testículo se adapta como um todo para a proteção das 399 

células germinativas e a manutenção das funções testiculares, possuindo duas 400 

características imunológicas: 1) órgão imunoprivilegiado, onde as células 401 

imunogênicas não induzem respostas inflamatórias deletérias sob condições 402 

fisiológicas, formado principalmente pela barreira das células de Sertoli;  2) 403 

mecanismos subjacentes ao privilegio imunológico testicular com a criação do 404 

seu próprio sistema de defesa inata local, imprescindível para as respostas 405 

contra infeções microbianas (CHEN; DENG; HAN, 2016).   406 

Os mecanismos de defesa local do testículo incluem uma reatividade 407 

baixa dos macrófagos residentes à inflamação, inibição de citocinas pró-408 

inflamatórias, citocinas anti-inflamatórias expressas por células imunes 409 

reguladoras e células somáticas, e supressão imune especifica de antígenos por 410 

células dendríticas e mastócitos quiescentes (DUAN et al., 2020; GONG et al., 411 

2021a). Estudos in vivo e in vitro demonstraram que células somáticas (Leydig, 412 

Sertoli ou peritubulares) e as células germinativas também são fontes de 413 

produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, como IL-1ß, IL-6, fator de necrose 414 

tumoral alfa (TNFα), TGFß e IL-10, em condições fisiológicas e induzida por 415 

lipopolissacarídeo (LPS) (DUTTA et al., 2022).  416 

Os linfócitos T são reguladores centrais da inflamação e desempenham 417 

um papel fundamental na imunidade do testículo, orquestrando células imunes 418 

a fim de manter um estado de tolerância fisiológica, mas também ativando 419 

respostas imunes quando sob ameaça (GONG et al., 2021b). As células Treg, um 420 

subconjunto de células T reguladoras, representam fisiologicamente 10-20% do 421 

total das células imunes em testículo de ratos (HEDGER, 1997; SANTACROCE 422 

et al., 2022b) e estão estrategicamente posicionadas nos linfonodos drenantes 423 

e interagindo com autoantígenos específicos do tecido (FIJAK; MEINHARDT, 424 

2006). Embora presentes em pequena quantidade nos testículos, (HEDGER, 425 

1997), as células Treg são responsáveis por prevenir a resposta imunológica 426 
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excessiva e a autoimunidade, suprimindo outras células T reativas 427 

(SANTACROCE et al., 2022b).  428 

Portanto, a coordenação entre a barreira HT e a resposta imunológica 429 

inata e adaptativa é crítica para suprimir a resposta imunológica no testículo. De 430 

forma geral, o ambiente do trato genital masculino tende a supressão ou 431 

regulação negativa da imunidade inata local, o que representa uma capacidade 432 

diminuída da expressão de citocinas pró-inflamatórias e expressão normal de 433 

citocinas imunoreguladoras, garantindo a manutenção da homeostase 434 

reprodutiva  (KAUR; THOMPSON; DUFOUR, 2014b; LI et al., 2024; PLEUGER 435 

et al., 2022a; QU et al., 2020b). No entanto, estudos já demonstraram que a 436 

testosterona também modula o sistema tolerogênico testicular, por meio dos 437 

seus receptores nas células imunes  (KOVATS, 2015; YE et al., 2021b). Em geral, os 438 

andrógenos estão mais relacionados com as atividades imunossupressoras (YE 439 

et al., 2021a). Estudos descreveram o aumento nos níveis séricos de citocinas 440 

inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, e o aumento do número de macrófagos 441 

circulantes, quando há uma deficiência androgênica em homens (TRAISH et al., 442 

2018). Também foi demonstrado distúrbios na tolerância imunológica testicular 443 

de camundongos que apresentavam baixa expressão dos receptores de 444 

andrógenos nas células de Sertoli (MENG et al., 2011).  445 

 446 

3.3.2. Epidídimo 447 

 448 

             No epidídimo, um equilíbrio finamente ajustado entre a tolerância ao 449 

espermatozoide antigênico e a ativação imunológica é necessário para manter a 450 

função epididimária, enquanto protege o espermatozoide contra patógenos 451 

estressores (HEDGER, 2011). Sabendo que a barreira HE é uma estrutura 452 

dinâmica e não impede totalmente as interações entre o sistema imunológico e 453 

as células germinativas, o epidídimo apresenta um arsenal de células que 454 

compõem a imunidade local. Essas células imunes residentes estrategicamente 455 

posicionadas funcionam como “catadoras” e “guardiões”, criando sítios de 456 

resposta imunológica distintos dentro das diferentes regiões epididimárias 457 

(PLEUGER et al., 2022b). Os fagócitos mononucleares, incluindo células 458 

dendríticas, monócitos, macrófagos e células linfocitárias B e T são 459 
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componentes desse aparato imunológico inato (KLEIN et al., 2020; WANG et al., 460 

2021). 461 

           Recentemente foi demonstrado que as células claras estão 462 

estrategicamente posicionadas para interagir com os fagócitos mononucleares e 463 

inspecionar a barreira HE, regulando o equilíbrio entre a inflamação e a 464 

tolerância imunológica no ambiente pós-testicular (BARRACHINA et al., 2023; 465 

BATTISTONE et al., 2020c, 2020d, 2024b). Uma caracterização transcriptômica das 466 

células claras em camundongos mostrou que essas células secretoras de 467 

prótons expressam, em condições fisiológicas, receptores de Il-17, Infγ e Tnf, 468 

além de quimiocinas que participam da resposta pró-inflamatória, assim como 469 

genes associados a resposta anti-inflamatória, como receptores de Il-4, Il-13 e 470 

mediadores envolvidos na manutenção tolerogênica (BATTISTONE et al., 2024b).  471 

           Outro componente da imunidade inata local do epidídimo são as β-472 

defensinas, uma importante subfamília de peptídeos de defesa do hospedeiro 473 

(RIBEIRO et al., 2018a). As β-defensinas demonstraram exercer papeis 474 

multifuncionais, participando tanto como moléculas efetoras e reguladoras, 475 

quanto moduladoras do sistema imunológico durante uma infecção ou resposta 476 

inflamatória (RIBEIRO et al., 2016a).  Essas proteínas podem ser secretadas 477 

ativamente no lúmen epididimário, onde não apenas protegem os 478 

espermatozoides, mas também desempenham um papel na sua maturação e no 479 

ganho de motilidade (ZHANG et al., 2024). 480 

 481 

3.4. Inflamassoma NLRP3 482 

 483 

           O sistema imune inato é o principal mecanismo pelo qual a maioria dos 484 

organismos responde imediatamente a infecções ou lesões. Em diversas 485 

condições patológicas o complexo inflamassoma NLRP3 é ativado, atuando 486 

como um receptor de sinalização imune inata citosólica que detecta padrões 487 

moleculares associadas a patógenos (PAMPs) ou ao perigo (DAMPs) e medeia 488 

um estado altamente inflamatório (BAI et al., 2020; BROZ; DIXIT, 2016; JO et 489 

al., 2016).  490 

           A ativação desse complexo tem sido descrita em condições patológicas 491 

como síndrome metabólica, doenças inflamatórias crônicas e doenças 492 
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autoimunes (PRÓCHNICKI; LATZ, 2017a; TRAN et al., 2012; VANDANMAGSAR 493 

et al., 2011). Além da produção exacerbada de citocinas inflamatórias, a ativação 494 

do inflamassoma-NLRP3 pode levar à piroptose, uma forma de morte celular 495 

associada à inflamação mediada pela clivagem da Gasdermina D através da 496 

Caspase 1 (BAI et al., 2020; JO et al., 2016). A função da caspase-1 ativada é a 497 

ativação proteolítica das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-18 e da 498 

gasdermina D (GSDMD). A gasdermina D se liga aos lipídios de membrana e 499 

forma poros na membrana celular, promovendo a saída das citocinas pro-500 

inflamatórias, tumefação e morte celular (DE NARDO; LATZ, 2011; DING et al., 501 

2016; PRÓCHNICKI; LATZ, 2017b).  502 

Um estudo realizado por Walenta et al. (2018) demonstrou a expressão 503 

do NLRP3 em células de Sertoli e células peritubulares nos testículos de 504 

roedores e primatas, inclusive com expressão antes do início da puberdade  505 

(WALENTA et al., 2018). A ativação do inflamassoma NLRP3 em células de 506 

Sertoli está associada a ativação de caspase- 1 e produção de IL-1β em 507 

condições fisiológicas, sendo este processo controlado pela autofagia 508 

(HAYRABEDYAN et al., 2016).  509 

           O inflamassoma NLRP3-piroptose é um importante maquinário da 510 

resposta inata, garantindo uma resposta pró-inflamatória robusta, e servindo 511 

como sentinela para respostas a danos no hospedeiro (MATTEUCCI et al., 512 

2019). Acontece que a desregulação ou hiperativação do sistema pode resultar 513 

em danos celulares importantes.  A superexpressão desses fatores se relaciona 514 

com a desintegração do epitélio dos túbulos seminíferos e apoptose das células 515 

germinativas, levando a interrupções na espermatogênese (RAMEZANIKHAH et 516 

al., 2020). Nesse contexto, Hajipour et al. (2018) demonstraram a regulação 517 

positiva dos componentes do inflamassoma NLRP3 em um modelo experimental 518 

de varicocele, que foi diminuída após a administração de resveratrol, um 519 

composto com propriedades anti-inflamatórias (HAJIPOUR et al., 2018). No 520 

entanto, até o momento, não há informações sobre a expressão da via 521 

inflamassoma NLRP3-piroptose no trato genital de ratos machos com 522 

hipotireoidismo, inclusive sobre o estabelecimento do ambiente tolerogênico 523 

testicular e epididimário. 524 

 525 

3.5. Hipotireoidismo em machos 526 
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 527 

          Os hormônios tireoidianos, triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), modulam as 528 

funções reprodutivas por diversas vias, de modo que redução dos seus níveis 529 

plasmáticos resultam em baixas concentrações do GnRH, das gonadotrofinas, 530 

dos andrógenos (testosterona e DHT) e da globulina transportadora de 531 

andrógeno (SHBG)  (MARAN; ARULDHAS, 2002; FRANÇOIS XAVIER et al., 532 

2019; ALAHMAR; DUTTA; SENGUPTA, 2019). Tanto a testosterona quanto a 533 

DHT promovem a espermatogênese e estimulam várias funções necessárias 534 

para a produção ideal dos espermatozoides (FUSCO et al., 2021). Portanto, a 535 

homeostase dos hormônios tiroidianos é fundamental para a reprodução, 536 

participando desde o desenvolvimento gonadal e puberdade até a capacitação 537 

e qualidade espermática  (DAI et al., 2024; SULLIVAN; MIEUSSET, 2016; 538 

WAGNER; WAJNER; MAIA, 2008b). 539 

Nos machos, o hipotireoidismo atrasa a puberdade, causa disfunção erétil  540 

(MEEKER; GODFREY-BAILEY; HAUSER, 2007; SENGUPTA et al., 2021) e 541 

reduz a massa testicular (SANTOS et al., 2023c). A hipofunção tireoidiana 542 

também está relacionada com mudanças na morfologia dos órgãos do trato 543 

genital masculino de ratos, levando a deterioração da arquitetura testicular, 544 

diminuição do diâmetro dos túbulos seminíferos, degeneração do epitélio 545 

seminífero e atrofia do epitélio epididimal (DEL RIO et al., 2001; IBRAHIM et al., 546 

2021; SANTOS et al., 2023c). Essas alterações morfológicas estão associadas 547 

com a redução de alguns tipos de células da linhagem espermática, como 548 

espermatogônias e espermatócitos  (ALHEALY; ALQAZZAZ; AL-NUAIMY, 2021; 549 

EL-SHAER et al., 2024), além da diminuição da atividade funcional das células 550 

de Leydig e Sertoli (DUTTA; SENGUPTA; MUHAMAD, 2019; EL-SHAER et al., 551 

2024; SIMORANGKIR; WREFORD; DE KRETSER, 1997). Recentemente, 552 

Santos et al. (2024) demonstraram em seu estudo que o hipotireoidismo em ratos 553 

causa estresse oxidativo e desregula a via de resposta a proteínas mal-554 

enoveladas (UPR, unfolded protein response) no testículo, e que o tratamento 555 

com kisspeptina-10, um peptídeo chave da reprodução, melhorou o estado redox 556 

testicular. Além disso, a condição de hipotireoidismo em ratos reduziu a 557 

expressão testicular de kisspeptina e seu receptor Kiss1R (SANTOS et al., 558 

2023b, 2024). 559 

 560 
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3.6. Kisspeptina 561 

 562 

A kisspeptina foi descoberta pela primeira vez em 1996 como um inibidor 563 

de metástase em linhagens de células de melanoma (LEE et al., 1996). 564 

Posteriormente, foi postulado seu papel no controle central da reprodução, tanto 565 

em humanos como em animais (LEHMAN; COOLEN; GOODMAN, 2010; 566 

SEMINARA et al., 2003). Em roedores, os neurônios de kisspeptina são 567 

encontrados principalmente no núcleo periventricular anteroventral (AVPV) e no 568 

núcleo arqueado (ARC) (CLARKSON et al., 2009; KAUFFMAN et al., 2007). Em 569 

humanos e primatas, o mRNA da kisspeptina é expresso predominantemente 570 

dentro do núcleo infundibular (equivalente ao ARC dos roedores) (ROMETO et 571 

al., 2007).  572 

A kisspeptina é um peptídeo chave para a aquisição e manutenção da 573 

fertilidade, uma vez que por meio do seu receptor Kiss1R regula a atividade dos 574 

neurônios GnRH hipotalâmicos, participando como um mensageiro-chave no 575 

eixo hipotálamo-hipófise-gonadal (WOLFE; HUSSAIN, 2018; XIE et al., 2022a). 576 

Navarro et al. (2005a; 2005b) demonstraram o efeito estimulatório desse 577 

peptídeo na secreção de LH (NAVARRO et al., 2005) e FSH pela hipófise 578 

(NAVARRO et al., 2005a) e, consequentemente, a produção e liberação de 579 

esteroides sexuais pelas gônadas (XIE et al., 2022b). 580 

No entanto, além da sua ação central, o sistema kisspeptina/Kiss1R 581 

apresenta ação em tecidos periféricos, incluindo placenta (SANTOS et al., 2022), 582 

ovários (HU et al., 2018b), fígado(SONG et al., 2014) e pâncreas (LOOSEN et 583 

al., 2019). A kisspeptina e seu receptor também são expressos no testículo do 584 

homem e de diferentes espécies, modulando o processo de espermatogênese, 585 

o estabelecimento das células somáticas e germinativas e as funções dos 586 

espermatozoides  (FENG et al., 2018; HSU et al., 2014; SHARMA et al., 2020a; 587 

Santos et al., 2023c). 588 

 Santos et al. (2023c) demonstraram a expressão de kisspeptina e Kiss1R 589 

nas células intersticiais de ratos (SANTOS et al., 2023c). Em camundongos, 590 

kisspeptina foi identificada em células de Leydig (WANG et al., 2015b), em 591 

células germinativas primordiais (ANJUM et al., 2012) e no epitélio epididimário. 592 

No epidídimo, ela apresentou forte expressão nas células principais, fraca 593 

expressão nas células basais e ausência de expressão nas células musculares  594 
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(HSU et al., 2014b; MELE et al., 2022a). Já Kiss1R foi encontrado tanto na 595 

cabeça quanto na cauda epididimária de camundongos, com expressão 596 

detectável em células musculares ao redor dos túbulos epididimários (MELE et 597 

al., 2022b). Em macaco Rhesus, kisspeptina foi também expressa em células de 598 

Leydig, além de espermatócitos e espermátides redondas, enquanto seu 599 

receptor Kiss1R foi observado dentro do túbulo seminífero, em espermatogônias, 600 

espermatócitos e células de Sertoli (IRFAN et al., 2016; TARIQ et al., 2013). Em 601 

hamster, a expressão de kisspeptina foi moderada nas células de Leydig e fraca 602 

no epitélio seminífero (PARK et al., 2022). O sistema KISS/KISS1R também foi 603 

detectado em espermatozoides de humanos (PINTO et al., 2012) e 604 

camundongos (HSU et al., 2014b). 605 

Até o momento, estudos têm sugerido a participação de kisspeptina e seu 606 

receptor na esteroidogênese testicular, com o aumento do pulso de LH e a 607 

síntese de testosterona após a administração de kisspeptina em primatas não 608 

humanos (IRFAN et al., 2014), e aumento da produção in vitro de testosterona 609 

pelas células de Leydig de caprinos, quando incubadas com kisspeptina-54 610 

(HAN et al., 2020). Além disso, a administração de kisspeptina aumentou o nível 611 

de cálcio nos espermatozoides da cauda do epidídimo, e o antagonista da 612 

kisspeptina reduziu as taxas de fertilização dos espermatozoides in vitro (HSU 613 

et al., 2014b). Esses dados sugerem fortemente que o sistema 614 

kisspeptina/Kiss1R pode regular a fertilização e a reprodução de mamíferos.  615 

 Considerando os efeitos centrais e periféricos da kisspeptina, novas 616 

pesquisas vêm sendo realizadas considerando o seu potencial para tratar 617 

subfertilidade e outros distúrbios associados a reprodução (AQUINO et al., 2019; 618 

CHAN et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2022; DHILLO et al., 2007; JAYASENA 619 

et al., 2014; SANTOS et al., 2023a; YOUNG et al., 2012). Em um modelo 620 

experimental de hipotireoidismo, Santos et al. (2023c) observaram que o 621 

tratamento com kisspeptina-10 reverteu os altos níveis de prolactina, além de 622 

melhorar a função gonadal e atividade espermática (SANTOS et al., 2023c) Em 623 

outro estudo do mesmo grupo, foi observado que a administração de kisspeptina-624 

10 foi capaz de melhorar o estado redox testicular e inibir a ocorrência de 625 

apoptose causada pelo hipotireoidismo (Santos et al., 2024).  No entanto, ainda 626 

são escassos os estudos que avaliam o potencial terapêutico da kisspeptina no 627 

trato genital masculino, não havendo informações sobre o papel regulatório da 628 
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kisspeptina no sistema tolerogênico testicular e epididimário de ratos com 629 

hipofunção tiroidiana.  630 

 631 

4. CAPÍTULO 1 632 

 633 

Tratamento com kisspeptina-10 atenua a desregulação testicular e 634 

epididimária de mediadores imunológicos, juncionais e de transporte 635 

causada pelo hipotireodismo em ratos 636 

Kisspeptin-10 treatment attenuates testicular and epididymal 637 

dysregulation of immune, junctional, and transport mediators caused by 638 

hypothyroidism in rats 639 

 640 

4.1. INTRODUÇÃO 641 

 642 

A reprodução é um processo complexo que requer uma estreita 643 

colaboração entre os sistemas endócrino e imunológico. 9-25% dos casais no 644 

mundo sofrem por conta da infertilidade, sendo o fator macho o responsável por 645 

metade desses casos (DABBOUS; ATKIN, 2018). Além disso, os distúrbios 646 

endócrinos são considerados as principais causas de infertilidade no macho, 647 

principalmente as disfunções tiroidianas como o hipotireoidismo (MAZZILLI et 648 

al., 2023b; WAGNER; WAJNER; MAIA, 2008).  649 

            Os hormônios tireoidianos atuam no testículo e epidídimo através dos 650 

seus receptores nucleares alfa e beta (TRα; TRβ), e influenciam as células de 651 

Sertoli, as células de Leydig e a espermatogênese através da regulação da 652 

transcrição gênica, síntese proteica, proliferação e diferenciação celular 653 

(CONDORELLI et al., 2019; FUMEL et al., 2015). Pacientes com hipotireoidismo 654 

apresentam atrasos na maturação das células de Sertoli, comprometimento da 655 

função e diferenciação das células de Leydig (HARDY et al., 1993b; PATEL; 656 

KASHANIAN, 2016b), atraso da puberdade, disfunção eréctil e redução da 657 

gametogênese e da massa testicular (BAHAR et al., 2011; EL-KASHLAN et al., 658 

2015; ROMANO et al., 2017b; WANG et al., 2015a). Além disso, a hipofunção 659 

tireoidiana reduz as concentrações plasmáticas dos hormônios liberador de 660 
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gonadotrofinas (GnRH), folículo estimulante (FSH), luteinizante (LH) e 661 

testosterona (WAGNER; WAJNER; MAIA, 2008), além de causar 662 

hiperprolactinemia, outra importante causa de infertilidade em homens (FRANÇOIS 663 

XAVIER et al., 2019). Contudo, ainda não há informações sobre o sistema 664 

tolerogênico testicular e epididimário em indivíduos com hipotireoidismo.  665 

           A espermatogênese é um processo de diferenciação celular coordenado 666 

e controlado pelo eixo hipotálamo-pituitário-gonadal (HPG) (HERMANN et al., 667 

2018). Considerando o desafio que a espermatogênese representa ao sistema 668 

imunológico, e com a finalidade de proteger as células germinativas testiculares 669 

de respostas imunes prejudiciais, o sistema reprodutor desenvolve um sistema 670 

tolerogênico por meio das barreiras hemato-testicular e hemato-epididimária (YE 671 

et al., 2021b). Essas barreiras, formadas por junções oclusivas, junções 672 

comunicantes, junções de adesão e as células de Sertoli (SCs), funcionam como 673 

um escudo anatômico restringindo a entrada de moléculas no compartimento 674 

adluminal do testículo ou no lúmen do epidídimo (MITA; HINTON; DUFOUR, 675 

2011; ROBAIRE; HINTON, 2015; SANTACROCE et al., 2022).  676 

           Mas a proteção imunológica testicular e epididimária não é formada 677 

apenas por sua porção anatômica, como também pelo estabelecimento de um 678 

ambiente imunotolerante e pelas proteínas de transporte, em especial as 679 

aquaporinas (MITA; HINTON; DUFOUR, 2011b), que são vitais para a produção 680 

e maturação adequada dos espermatozoides (ZHAO et al., 2020b, 2014). 681 

Enquanto as aquaporinas são canais de água que regulam moléculas para 682 

dentro e fora do lúmen testicular e epididimário, células da imunidade inata como 683 

macrófagos, linfócitos T, células dendríticas e mastócitos estão presentes no 684 

testículo e epidídimo estabelecendo um sitio imunossuprimido ideal para que 685 

ocorra a espermatogênese e maturação espermática (BATTISTONE et al., 2020; 686 

KAUR et al., 2021; LI; WANG; HAN, 2012). Além disso, as células imunes 687 

testiculares não somente mantêm o meio tolerogênico, como protegem a 688 

espermatogênese da invasão de patógenos, controlando dessa forma processos 689 

infecciosos e o desenvolvimento de inflamação (LI; WANG; HAN, 2012)  690 

 Recentes estudos têm demonstrado o papel da kisspeptina, peptídeo 691 

chave da reprodução, em controlar processos inflamatórios devido a sua ação 692 

antioxidante e imunomoduladora, sugerindo o seu uso no tratamento de 693 
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disfunções reprodutivas uma vez que também estimula o eixo gonadal. Neste 694 

sentido, Santos et al. (2023c, 2024) demonstraram em ratos com hipotireoidismo 695 

que o tratamento com kisspeptina melhorou a morfologia gonadal e a atividade 696 

e morfologia espermática, além de melhorar o estado redox testicular e inibir a 697 

ocorrência de apoptose. No entanto, não há informações sobre a influência de 698 

kisspeptina no estabelecimento do sistema tolerogênico testicular e epididimário, 699 

em especial na condição de hipotireodismo.  700 

 701 

4.2. MATERIAL E METODOS  702 

 703 

4.2.1. Animais  704 

 705 

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos com dois meses de 706 

idade obtidos do Laboratório de Criação, Manutenção e Experimentação Animal 707 

da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). Os animais foram alojados em 708 

caixas plásticas (6 animais/caixa) e a temperatura (22 ± 2 ºC), luminosidade 709 

(1200 h claro / 1200 h escuro) e fluxo de ar foram controlados. A água e ração 710 

comercial foram de livre acesso. O protocolo experimental foi aprovado pela 711 

Comissão de Ética no Uso de Animais da UESC (nº 03/19).  712 

 713 

4.2.2. Delineamento experimental 714 

 715 

Os ratos foram divididos aleatoriamente nos grupos controle (n = 8), 716 

hipotireoideo (n = 8) e hipotireoideo tratado com Kp10 (n = 8). O hipotireoidismo 717 

foi induzido durante três meses pela administração de 6-propyl-2-thiouracil (PTU; 718 

4 mg/Kg/dia; Cat. No. P3755, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) em 3 mL de água 719 

destilada, enquanto o controle recebeu o mesmo volume de água (SANTOS et al., 720 

2023c, 2024). Após dois meses de tratamento com PTU, oito animais começaram 721 

a receber diariamente Kisspeptina-10 (Kp10; 12 μg/Kg/dia; Cat. No. 4243, Tocris 722 

Bioscience, Bristol, UK), formando o terceiro grupo de estudo. Os animais foram 723 

pesados semanalmente. Após três meses do início do experimento, todos os 724 

animais foram eutanasiados entre 10:00 - 11:00 h por decapitação. O sangue foi 725 

coletado para dosagem de tiroxina (T4) livre e testosterona, enquanto o testículo 726 
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e todo o epidídimo direito foram coletados para processamento e análises imuno-727 

histoquímicas (IHQ). Amostras do testículo e cauda do epidídimo esquerdo foram 728 

colhidas em TRizol, imediatamente congeladas em nitrogênio líquido e 729 

armazenadas em freezer -80 ºC para avaliação gênica pela reação em cadeia 730 

da polimerase em tempo real (RT-qPCR). 731 

 732 

 733 

4.2.3. Processamento histológico do testículo e epidídimo 734 

 735 

As amostras de testículo e epidídimo foram fixadas em paraformaldeido 4% 736 

por 24 horas, desidratadas em solução gradual de álcool 70% até álcool 737 

absoluto, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina. Cortes de 4 μm foram 738 

feitos em micrótomo automático e coletados em lâminas silanizadas (StarFrost 739 

Polycat, Germany) para a IHQ.  740 

 741 

4.2.4. Dosagem de T4 livre e testosterona  742 

 743 

O sangue foi coletado em tubos com heparina e centrifugado a 3.000 rpm 744 

por 20 min a 4 °C. O plasma foi armazenado a –20 °C até o momento da análise 745 

hormonal. A avaliação de T4 livre foi realizada por ELISA seguindo as 746 

recomendações do fabricante (IMMULITE, Siemens Medical Solutions 747 

Diagnostics, Malvern, PA, EUA), enquanto a dosagem de testosterona foi 748 

realizada utilizando o kit DRG International, Inc (REF.: EIA-1559) conforme 749 

instruções do fabricante. 750 

 751 

4.2.5. Imuno-histoquímica (IHQ) 752 

 753 

 Na IHQ dos testículos e epidídimo, os anticorpos utilizados foram: anti-754 

Il10 (sc-365858, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-TNFα (sc-52746, 755 

Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-Gasdermin D (sc-376318, Santa Cruz 756 

Biotechnology, CA, USA), anti-Ocludina (sc-133256, Santa Cruz Biotechnology, 757 

CA, USA) e anti-Claudina 11 (sc-271232, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).  758 

(ST-PIERRE et al., 2003; SU et al., 2020a; XIAO et al., 2023) (Tabela 1).    759 



37 
 

 Foi utilizado o método indireto da estreptavidina-biotina-peroxidase pelo 760 

sistema de detecção Dako (EnVision™ FLEX+, Mouse, High pH, (Link)) 761 

seguindo protocolo de Ilie et al. (2017) e adaptações de Santos et al. (2023c). A 762 

recuperação do epítopo foi feita por calor em solução de ácido cítrico (0,54 mol/L; 763 

98°C; pH 6,0) por 20 minutos, enquanto o bloqueio de peroxidase endógena foi 764 

realizada pela incubação por 30 min em solução de peróxido de hidrogênio (3 %; 765 

H2O2) em metanol (CH3OH). Os cortes foram mantidos por mais 30 min em 766 

solução de soro de bloqueio (Ultra vision Block, Lab Vision Corp., Fremont, CA. 767 

USA). A incubação dos tecidos com o anticorpo primário foi feita por 42 horas. 768 

Após a incubação, foi adicionada aos cortes uma solução de estabilização de 769 

proteínas (EnVision™ FLEX +, Mouse (LINKER)), seguido do anticorpo 770 

secundário conjugado com estreptatividina peroxidase (EnVision™ FLEX/HRP) 771 

por 30 min. O cromógeno usado foi a 3’3 diaminobenzidina (EnVision™ FLEX 772 

DAB+ Chromogen), diluído em solução tampão com H2O2 (EnVision™ FLEX 773 

Substrate Buffer; 1:50). As secções foram contracoradas com hematoxilina de 774 

Harris e o controle negativo foi obtido pela substituição do anticorpo primário por 775 

solução salina tamponada com Tris + Tween 20 (0,05%) (TBS-T; pH 7,6). Entre 776 

todas as etapas, os cortes foram lavados com TBS-T.  777 

Avaliações descritivas e quantitativas da imunomarcação de Il10, TNFα, 778 

Gasdermina D, Ocludina e Claudina 11 foram realizadas no testículo e epidídimo 779 

(cabeça e cauda). Foi determinada a área de imunomarcação utilizando o 780 

software WCIF ImageJ® (Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, 781 

USA) em fotomicrografias aleatórias feitas em 10-15 regiões do testículo e 782 

epidídimo. As fotos foram obtidas em microscópio Leica DM 2500 utilizando a 783 

câmera digital Leica DFC 295 (Leica Microsytems, Germany). Para a análise, 784 

color deconvolution e thresholding das imagens foram realizadas. Os dados de 785 

cada tecido foram arquivados, analisados e expressos como área de 786 

imunomarcação em pixels. Para aqueles anticorpos em que houve marcação em 787 

somente alguns túbulos (IL-10, Gasdermina D e Ocludina), foi também 788 

contabilizada a porcentagem de túbulos marcados na secção histológica. 789 

 790 

 791 

 792 

 793 
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Tabela 1. Anticorpos primários e tempos de revelação utilizados na imuno-histoquímica 794 

do testículo e epidídimo. 795 

 796 

Anticorpo Espécie/Clone Diluição 
Tempo de 
incubação 

Tempo de 
revelação 

Testículo 

Anti-TNFα 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 

Epidídimo 

Anti-Claudina-11 Camundongo/Monoclonal 1:100 42 horas 5 minutos 

 797 

4.2.6. RT-qPCR em tempo real 798 

 799 

 Para a técnica de qRT-PCR, a extração do RNA total do testículo e da 800 

cauda do epidídimo foi feita pelo uso do Trizol de acordo com as instruções do 801 

fabricante (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A análise da 802 

concentração e da qualidade do RNA de cada tecido foi feita utilizando nanodrop 803 

2000 Spectrophotometer (Thermo scientific). Os transcritos dos genes alvo 804 

referentes a Ar, Abp, Il10, Il6, Tnf, Il1β, Il18, Nlrp3, GarderminaD, Defensina49, 805 

Defensina28, Prostanglandina D2 sintase (Ptgds), Aquaporina1 e Aquaporina9 806 

foram quantificados pela qPCR utilizando SYBR Green no equipamento Applied 807 

Biosystems® 7500 Real-Time PCR System. Os iniciadores utilizados estão 808 

descritos na Tabela 2. Para cada reação utilizou-se 1,5 μL de cDNA, 100 nM de 809 

cada iniciador e 12,5 μL do reagente GoTaq® qPCR Master Mix, 2X em um 810 

volume final de 20 μL. O controle negativo foi obtido pela substituição da amostra 811 

de cDNA por água livre de DNAse e RNAse. As condições de amplificação foram: 812 

ativação enzimática a 95 ºC por 2 min, 40 ciclos de desnaturação a 95 ºC por 15 813 

s e anelamento/extensão a 60 ºC por 60 segundos. A linearidade e a eficiência 814 

da amplificação da qPCR foram avaliadas através de curvas padrões dos 815 

transcritos geradas utilizando diluições seriadas do cDNA, além da avaliação da 816 

curva de melting dos produtos da amplificação. A expressão gênica foi calculada 817 

pelo método 2-ΔΔCT, onde os resultados obtidos para cada grupo foram 818 

comparados quantitativamente após a normalização baseada na expressão de 819 

Gapdh (gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase) para testículo e Ppia 820 
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(peptidylprolyl isomerase A) para epidídimo de Rattus norvegicus (PIHLAJAMAA 821 

et al., 2014).  822 

 823 

Tabela 2: Lista de genes e sequência de nucleotídeos dos primers para qRT-PCR.  824 

 825 

 826 

 827 

 828 

 829 

 830 

 831 

 832 

 833 

 834 

 835 

 836 

 837 

 838 

 839 

 840 

 841 

 842 

 843 

 844 

 845 

 846 

 847 

4.2.7. Análise estatística 848 

 849 

Os dados são apresentados como média ± erro padrão da média (SEM) e 850 

foram analisados quanto à normalidade dos resíduos pelos testes de Shapiro-851 

Wilk, D'Agostino & Pearson e Kolmogorov-Smirnov com P > 0,05. Para os dados 852 

paramétricos foi realizada análise de variância (ANOVA), seguido pelo teste 853 

Gene Iniciadores Nº Acesso 

Ar 
 

F: CAGGGACCACGTTTTACCCA 
R: TTTCCGGAGACGACACGATG 

NM_012502.2 
 

Abp F: CGACTGCTTCTGTTGCTA 
R: CAATGTGTCTCAGGGTCCGT 

NM_012650.2 
 

Il6 F: GACTTCCAGCCAGTTGCCTT 
R: AAGTCTCCTCTCCGGACTTGT 

NM_053595.2 

Il10 F: GGCCATTCCATCCGGGGTGA 
R: AAGGCAGCCCTCAGCTCTCG 

NM_012854.2 

Il18 F: ACCACTTTGGCAGACTTCACT 
R: ACACAGGCGGGTTTCTTTTG 

NM_019165.1 

Il1β F: GCACAGTTCCCCAACTGGTA 
R: TGTCCCGACCATTGCTGTTT 

NM_031512.2 

Nlrp3 F: CTCTGCATGCCGTATCTGGT 
R: GTCCTGAGCCATGGAAGCAA 

NM_001191642.1 

Caspase1 F: ACAAAGAAGGTGGCGCATTT 
R: GTGCTGCAGATAATGAGGGC 

NM_012762.2 

Tnfα F: AGCCCGTAGCCCACGTCGTA 
R: CGGTGTGGGTGAGGAGCACG 

NM_012675.3 

Def28 F: ACCTTAGCTGTGCTTGTGGT 
R:  CCATGCCGTAAAAGCACGTT 

XM_063285210.1 

Def49 F: CTCAAGAAAGGCAAATGCAGACA 
R: CACGCACAAATATGCAGCAGT 

NM_001037527.2 

Aqp1 F: GTGTGGGTCACATCAGTGGT 
R:  CCACACACTGGGCGATGATA 

NM_012778.2 

Aqp9 F: TAGGAAGTCCCCACAGTTGC 
R: TGGCCATGGGTTTTTCCTCA 

XM_039082099.2 

Gapdh F: ACAGCCGCATCTTCTTGTGC 
R: GCCTCACCCCATTTGATGTT 

NM_017008.4 

Ppia F: TCTGCACTGCCAAGACTGAG 
R: TGGTCTTGCCATTCCTGGAC 

XM_039108606.2 
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Student-Newman-Keuls (SNK) para comparação entre três grupos 854 

experimentais, ou teste t de Student para comparação entre dois grupos, usando 855 

o programa GraphPad Prism® 8.0.2. Para todas as análises, as diferenças foram 856 

consideradas significativas quando P < 0.05. 857 

 858 

4.3. RESULTADOS 859 

 860 

4.3.1. Confirmação do hipotireoidismo, níveis de testosterona e expressão 861 

testicular e epididimária de Ar e Abp em ratos hipotireoideos e tratados 862 

com kisspeptina-10. 863 

 864 

Os animais hipotireoideos tratados ou não com Kp10 apresentaram menor 865 

massa corporal após a sexta semana de tratamento com PTU comparado ao 866 

controle (Figura 1A), assim como redução dos níveis plasmáticos de T4 livre 867 

(Figura 1B; ****P < 0,0001), confirmando a indução do hipotireoidismo.  868 

Uma vez que a hipofunção tireoidiana altera o eixo hipotalâmico-hipofisário-869 

gonadal (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018), foram avaliados nos animais 870 

os níveis plasmáticos de testosterona e a expressão gênica testicular do receptor 871 

de andrógeno (Ar) e da proteína ligadora de andrógenos (Abp), mediadores 872 

hormonais chaves da função reprodutiva do macho  (JAROW et al., 2005; SMITH; 873 

WALKER, 2014). Os animais hipotireoideos apresentaram redução dos níveis 874 

plasmáticos de testosterona em relação ao controle (Figura 1C; P < 0,01), e o 875 

tratamento com Kp10 reverteu essa alteração (Figura 1C; P < 0,05), não 876 

apresentando diferença significativa comparado ao controle (P > 0,05). Por outro 877 

lado, a expressão gênica de Ar aumentou no grupo hipotireoideo, tanto no 878 

testículo (P < 0,05) quanto no epidídimo (Figura 1D; P < 0,01), enquanto o 879 

tratamento com Kp10 reduziu a expressão gênica de Ar no epidídimo dos 880 

animais hipotireoideos (P < 0,01), igualando ao controle (Figura 1D; P > 0,05). 881 

Não houve diferença significativa da expressão do mRNA de Abp no testículo (P 882 

> 0,05). No entanto, no epidídimo, houve aumento da expressão de Abp nos 883 

animais hipotireoideos (Figura 1E; P < 0,01), e o tratamento com Kp10 não 884 

alterou essa maior expressão (P < 0,05).  885 
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Figura 1. Massa corporal, níveis de testosterona e T4 livre e expressão testicular e 886 

epididimária de Ar e Abp em ratos hipotireoideos e tratados com kisspeptina-10. Massa 887 

corporal dos ratos Controle, Hipo e Hipo + Kp10 durante todo o período experimental (média ± 888 

SEM; n=8-16). B) Níveis de T4 livre (ng/dL) (média ± SEM; n= 6-7). C) Testosterona sérica (média 889 

± SEM; n= 6-7). D) Expressão gênica relativa de Ar no testículo e epidídimo (média ± SEM; n=6). 890 

E) Expressão gênica relativa de Abp no testículo e epidídimo (média ± SEM; n=6). Diferenças 891 

significativas da ANOVA seguido de SNK são representadas por “*”, enquanto as diferenças 892 

encontradas no teste-t de Student são representadas por “#”. */#P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 893 

0.001, ****p<0.0001. 894 

 895 

4.3.2. O hipotireoidismo em ratos desregula a expressão testicular de citocinas 896 

inflamatórias e o tratamento com kisspeptina-10 restabelece a expressão 897 

de Tnfα. 898 

 899 

Considerando que o estabelecimento do ambiente tolerogênico testicular é 900 

fundamental para a progressão da espermatogênese  (FERREIRO et al., 2023; FIJAK; 901 

BHUSHAN; MEINHARDT, 2017), avaliou-se a expressão testicular das principais 902 

citocinas inflamatórias (Tnfα, Il6 e Il10) nos ratos hipotireoideos, e se a Kp10 903 

poderia modular a expressão dessas citocinas. A imunomarcação de Tnfα foi 904 

citoplasmática e/ou nuclear nas células intersticiais e do epitélio seminífero, 905 

principalmente em espermatogônias, espermatócitos e espermátides redondas 906 



42 
 

(Figura 2A-C). No entanto, a expressão foi reduzida intensamente nos animais 907 

hipotireoideos em relação ao controle, particularmente no epitélio seminífero, 908 

sendo que o tratamento com Kp10 reverteu essa alteração, como confirmado 909 

pela análise da área de imunomarcação (Figura 2G; P < 0,05).  910 

Interessantemente, a imunomarcação de IL-10, uma citocina anti-911 

inflamatória, foi restrita ao interstício e aos túbulos no estágio VI-VIII, com forte 912 

marcação em espermátides alongadas e espermatozoides (Figura 2D-F). Os 913 

animais hipotireoideos apresentaram maior porcentagem de túbulos 914 

imunomarcados quando comparados ao controle (Figura. 2H; P < 0,01), e o 915 

tratamento com Kp10 não alterou essa maior expressão.  916 

Em relação a análise dos transcritos gênicos, semelhante ao observado na 917 

imuno-histoquímica, houve aumento do mRNA de Il10 nos animais 918 

hipotireoideos (Figura 2I; P < 0,05), enquanto o tratamento com Kp10 não 919 

apresentou diferenças significativas em relação aos grupos controle e 920 

hipotireoideo (Figura 2I; P > 0,05). Semelhante à Il10, os animais hipotireoideos 921 

também apresentaram maior expressão testicular de Il6 comparado ao controle 922 

(Figura 2I; P < 0,05), e o tratamento com Kp10 não afetou essa maior expressão 923 

(P < 0,01). Não houve amplificação de transcritos para Tnfα nos testículos dos 924 

animais. Em conjunto, esses dados sugerem que a hipofunção tireoidiana 925 

desregula a expressão de citocinas inflamatórias no testículo de ratos.     926 
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 927 
Figura 2. Expressão de citocinas inflamatórias no testículo de ratos com 928 

hipotireoidismo e tratados com Kp10. A-C) Fotomicrografias da expressão imuno-929 

histoquímica da Tnfα no testículo de ratos dos grupos controle (A), hipo (B) e hipo + Kp10 (C) 930 

(Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina \\de Harris; Barra = 100 µm). D-F) 931 

Fotomicrografias da expressão imuno-histoquímica de Il10 no testículo de ratos dos grupos 932 

controle (D), hipo (E) e hipo + Kp10 (F) (Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de 933 

Harris; Barra = 50 µm). G) Área de imunomarcação em pixel da expressão de Tnfα no testículo 934 

(média ± SEM; n=6-8). H) Porcentagem de túbulos seminíferos positivos para Il10 (média ± 935 

SEM; n=6-8). I) Expressão gênica relativa de Il6 e Il10 no testículo (média ± SEM; n=6). 936 

Diferenças significativas da ANOVA seguido de SNK são representadas por “*”, enquanto as 937 

diferenças encontradas no teste-t de Student são representadas por “#”. */#P < 0,05, **P < 938 

0,01.  939 

 940 

 941 

 942 

 943 

 944 
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4.3.3. O hipotireoidismo favorece um microambiente pró-inflamatório no 945 

epidídimo de ratos. 946 

 947 

Tendo em vista que o hipotireoidismo alterou a expressão testicular de 948 

citocinas inflamatórias nos animais, e que um ambiente tolerogênico epididimário 949 

adequado também é necessário para a maturação e armazenamento dos 950 

espermatozoides (BARRACHINA et al., 2022; BATTISTONE et al., 2020b; PLEUGER et 951 

al., 2022c), avaliamos a expressão epididimária de Tnfα, Il6 e Il10, como também 952 

de β-defensinas (Def28 e Def49), nos animais. A análise dos transcritos gênicos 953 

na cauda epididimária demonstrou que, diferente da expressão proteica no 954 

testículo, a expressão de Tnfα aumentou nos animais hipotireoideos quando 955 

comparada ao controle (Figura 3A; P < 0,05), enquanto o tratamento com Kp10 956 

não apresentou diferenças significativas em relação aos grupos controle e 957 

hipotireoideo (P > 0,05). Já a expressão de Il6, semelhante à do Tnfα, também 958 

teve aumento nos animais hipotireoideos quando comparado ao controle (Figura 959 

3A; P < 0,05), enquanto o grupo tratado com Kp10 apresentou uma tendência 960 

de redução (P = 0,05) em relação ao grupo hipotireoideo, igualando ao controle 961 

(Figura 3A; P > 0,05). Por outro lado, na avaliação da expressão de Il10, não 962 

houve diferenças significativas entre os grupos (Figura 3A; P > 0,05). 963 

Em relação às β-defensinas, houve aumento da expressão de Def28 nos 964 

animais hipotireoideos comparados ao controle (Figura 3B; P < 0,01), enquanto 965 

o tratamento com Kp10 atenuou essa expressão, pois não apresentou diferença 966 

significativa em relação ao controle (Figura 3B; P > 0,05). Não foi observada 967 

diferença significativa na expressão de Def49 entre os grupos (Figura 3B; P > 968 

0,05).  969 

 970 

 971 

 972 

 973 

 974 

 975 

 976 

 977 
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 978 

Figura 3. Expressão de mediadores imunológicos no epidídimo de ratos com 979 

hipotireoidismo e tratados com Kp10. Expressão gênica relativa de Tnfα, Il6 e Il10 (A) e Def28 980 

e Def49 (B) no epidídimo de ratos dos grupos controle, hipo e hipo + Kp10 (média ± SEM; n= 6-981 

7). Diferenças significativas encontradas no teste-t de Student. #P < 0,05, ##P < 0,01).   982 

 983 

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

negativamente a expressão de Caspase1 e Il18, respectivamente, no 985 

testículo de ratos. 986 

 987 

Uma vez que a ativação do inflamassoma Nlrp3 e da piroptose também 988 

estão envolvidos na desregulação imune de disfunções testiculares (FANG et 989 

al., 2021; MINUTOLI et al., 2016; SU et al., 2020b), avaliou-se a expressão de 990 

Nlrp3, Il18, Il1β, caspase1 e Gasdermina D no testículo dos animais. O 991 

hipotireoidismo reduziu a expressão do mRNA de Caspase1 em relação ao 992 

controle (Figura 4A; P < 0,05), e o tratamento com Kp10 não alterou essa menor 993 

expressão. Por outro lado, o tratamento com Kp10 reduziu a expressão de Il18 994 

comparado ao controle (P < 0,05), enquanto o grupo hipotireoideo não 995 

apresentou diferença significativa comparado ao controle (Figura 4A; P > 0,05). 996 

Não foram observadas diferenças significativas na expressão de Nlrp3 e Il1β 997 

entre os grupos (Figura 4A; P > 0,05).  998 

Em relação a imunomarcação de GasderminaD, um biomarcador de 999 

piroptose (ORNING; LIEN; FITZGERALD, 2019), curiosamente observamos 1000 

forte expressão em espermátides redondas de túbulos no estágio V ou VI, 1001 

independente do grupo experimental (Figura 4B). No entanto, a porcentagem de 1002 

túbulos marcados não diferiu entre os grupos (Figura 4C; P > 0,05).  1003 
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1004 

Figura 4. Expressão de mediadores do inflamassoma (Nlrp3, Il1β, Il18) e piroptose (Casp1 1005 

e Gasdermina D) no testículo de ratos hipotireoideos e tratados com Kp10. A) 1006 

Fotomicrografia da expressão imuno-histoquímica da Gasdermina D no túbulo seminífero 1007 

(Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Barra = 100 µm). B) Porcentagem de 1008 

túbulos positivos para Gasdermina D (média ± SEM; n= 6-7). C) Expressão gênica relativa de 1009 

Nlrp3, Caspase1, Il1β e Il18 (média ± SEM; n= 6-7). As diferenças significativas foram 1010 

encontradas por ANOVA seguido de SNK ou teste-t de Student. */#P < 0,05.  1011 

 1012 

4.3.5. O tratamento com Kp10 diminui a maior expressão testicular e 1013 

epididimária de proteínas juncionais causada pelo hipotireoidismo em 1014 

ratos. 1015 

 1016 

Pelo fato do ambiente tolerogênico testicular e epididimário também 1017 

depender da manutenção das barreiras HT e HE  (OH et al., 2016), avaliou-se a 1018 

expressão das proteínas juncionais Claudina-11 e Ocludina no testículo e 1019 

epidídimo dos ratos. Interessantemente, observamos imunomarcação testicular 1020 
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de Ocludina em espermátides redondas e alongadas nos túbulos seminíferos em 1021 

estágios VI-VII, além da membrana basal (Figura 5 A-C). Embora o grupo 1022 

hipotireoideo tenha apresentado maior média de área imunomarcada comparada 1023 

ao controle, não houve diferença significativa entre os grupos (Figura 5 O; P > 1024 

0,05). O tratamento com Kp10, por outro lado, reduziu a expressão de Ocludina 1025 

nos animais comparado ao grupo hipotireoideo (P < 0,05), enquanto não teve 1026 

diferença em relação ao controle (P > 0,05) Não houve diferença significativa na 1027 

porcentagem de túbulos imunomarcados para Ocludina entre os grupos (Figura 1028 

5P; P > 0,05).  1029 

Já a imunomarcação testicular de Claudina-11 foi citoplasmática, 1030 

heterogênea, presente em interstício, membrana basal e dentro do 1031 

compartimento basal do túbulo seminífero (espermatogônias, espermatócitos e 1032 

células de Sertoli) (Figura 5 D-F). A área de imunomarcação de Claudina-11 foi 1033 

maior nos animais hipotireoideos comparados ao controle (P < 0,05), enquanto 1034 

o tratamento com Kp10 foi capaz de reduzir essa maior expressão (P < 0,01), 1035 

igualando ao controle (Figura 5O; P > 0,05).  1036 

Em relação a imunomarcação epididimária de Claudina 11, tanto na 1037 

cabeça quanto na cauda, a expressão foi citoplasmática e de membrana, 1038 

heterogênea (Figura 5G-L), com aumento da área de expressão na cauda 1039 

epididimária do grupo hipotireoideo comparado ao controle (Figura 5Q; P < 0,05), 1040 

enquanto o tratamento com Kp10 reverteu essa maior expressão (P < 0,05), 1041 

igualando ao controle (P > 0,05). Não houve diferença significativa de Claudina 1042 

11 na região da cabeça entre os grupos (P > 0,05). 1043 

 1044 

 1045 

 1046 

 1047 
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 1048 

Figura 5. Expressão de proteínas juncionais em testículo e epidídimo de ratos com hipotireoidismo 1049 

e tratados com Kp10. A-C) Fotomicrografias da expressão imuno-histoquímica da Ocludina no testículo 1050 

de ratos dos grupos controle (A), hipo (B) e hipo+Kp10 (C) (Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina 1051 

de Harris; Barra = 100 µm). D-F) Fotomicrografias da expressão imuno-histoquímica de Claudina-11 no 1052 

testículo de ratos dos grupos controle (D), hipo (E) e hipo+Kp10 (F) (Streptavidina-biotina-peroxidase; 1053 

Hematoxilina de Harris; Barra = 100 µm). G-I) Fotomicrografias da expressão imuno-histoquímica de 1054 

Claudina-11 no caput epididimário de ratos dos grupos controle (G), hipo (H) e Hipo+Kp10 (I) 1055 

(Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Barra = 100 µm). J-L) Fotomicrografias da 1056 

expressão imuno-histoquímica de Claudina-11 na cauda epididimária de ratos dos grupos controle (J), hipo 1057 

(K) e hipo+Kp10 (L) (Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Barra = 100 µm). M-N) 1058 

Controle negativo (Streptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Barra = 100 µm). O) Área de 1059 

imunomarcação em pixel da expressão de Ocludina e Claudina-11 no testículo (média ± SEM; n=4). P) 1060 

Porcentagem de túbulos seminíferos positivos para Ocludina (média ± SEM; n=4). Q) Área de 1061 

imunomarcação em pixel da expressão de Claudina-11 no epidídimo (média ± SEM; n=4). Diferenças 1062 

significativas obtidas da ANOVA seguido de SNK ou teste-t de Student.  */#P < 0,05, **P < 0,01.   1063 

 1064 

 1065 
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4.3.6. O tratamento com Kp10 reverte a maior expressão gênica epididimária de 1066 

Aqua1 e Ptgds causada pelo hipotireoidismo em ratos. 1067 

  1068 

Uma vez que a expressão de aquaporinas e da prostaglandina D sintase 1069 

também é essencial para a produção e maturação espermática adequada, 1070 

fazendo parte das barreiras HT e HE (CAVARIANI et al., 2019; HOXHA; 1071 

BARBONETTI; ZAPPACOSTA, 2023), avaliou-se a expressão de Aqp1, Aqp9 e 1072 

Ptgds no testículo e epidídimo dos animais. Em relação às aquaporinas, não 1073 

houve diferença significativa na expressão testicular de Aqp1 entre os grupos 1074 

(Figura 6A; P > 0,05), enquanto não houve amplificação para Aqp9 nesse tecido. 1075 

Por outro lado, o hipotireoidismo aumentou a expressão gênica de Aqp1 no 1076 

epidídimo dos animais quando comparado ao controle (Figura 6A; P < 0,05), e o 1077 

tratamento com Kp10 reverteu essa maior expressão (P < 0,01), igualando ao 1078 

controle (Figura 6A; P > 0,05). Não foi observada diferença significativa na 1079 

expressão epididimária de Aqp9 entre os grupos (Figura 6A; P > 0,05). 1080 

Semelhante à expressão de Aqp1, os animais hipotireoideos também 1081 

apresentaram maior expressão epididimária de transcritos para Ptgds 1082 

comparado ao controle (P < 0,01), e o tratamento com Kp10 reduziu a sua 1083 

expressão (P < 0,01), igualando ao controle (Figura 6B; P > 0,05).  1084 

 1085 

 1086 

Figura 6. Expressão gênica de Aquaporinas e Prostaglandina D sintase (Ptgds) em testículo e 1087 

epidídimo de ratos hipotireoideos e tratados com Kp10. A-B) Expressão relativa de Aqua1 e 1088 

Aqua9 em testículo e epidídimo (A) e de Ptgds (B) em epidídimo (média ± SEM; n= 6-8). As diferenças 1089 

significativas foram determinadas por ANOVA seguido de SNK. **P < 0,01.   1090 
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4.4. DISCUSSÃO  1091 

 1092 

O presente estudo demonstrou que a hipofunção tireoidiana em ratos 1093 

desregula a imunologia testicular e promove um ambiente pró-inflamatório no 1094 

epidídimo, além de aumentar a expressão de proteínas juncionais (Claudina 11 1095 

e/ou Ocludina) e de transporte (Aqua1 e Ptgds) associadas às barreiras HT e 1096 

HE. O tratamento diário com Kp10, por outro lado, reverteu ou atenuou essas 1097 

alterações (Figura 7), sugerindo outras vias pelas quais a kisspeptina melhora a 1098 

disfunção testicular e epididimária causada pela hipofunção tireoidiana.  1099 

O hipotireoidismo induzido pela administração de PTU, uma droga que 1100 

bloqueia a tireoperoxidase (YOSHIHARA et al., 2019), foi confirmado pela menor 1101 

massa corporal dos animais após 6 semanas de tratamento e pela redução dos 1102 

níveis plasmáticos de T4 livre. Essa condição causou redução dos níveis 1103 

plasmáticos de testosterona, como também já foi demonstrado em estudos 1104 

prévios  (JAROW et al., 2005; KUMAR et al., 1990; SANTOS et al., 2023c). Por 1105 

outro lado, houve um aumento da expressão gênica de Ar no testículo e 1106 

epidídimo dos animais hipotireoideos, como também de Abp no epidídimo, que 1107 

pode ser uma resposta compensatória dos baixos níveis de testosterona. O AR 1108 

e a ABP são essenciais para a sinalização e função androgênica (CHRISTIN-1109 

MAITRE; YOUNG, 2022), pois ambos regulam a biodisponibilidade da 1110 

testosterona (BURNSTEIN, 2005; LAURENT; VANDERSCHUEREN, 2014; 1111 

MURASHIMA et al., 2015; O’HARA; SMITH, 2015). Aumento da expressão de 1112 

Ar já foi observado no testículo de ratos hipotireoideos  (SANTOS et al., 2023c) 1113 

e no epidídimo de ratos castrados (QUARMBY et al., 1990), diferente de ABP, 1114 

cuja concentração estava reduzida no epidídimo de ratos adultos com 1115 

hipotireoidismo congênito (KALA et al., 2002). É plausível que essa diferença na 1116 

ABP epididimária observada no presente estudo em relação ao trabalho de KALA 1117 

et al. (2002) seja reflexo das diferenças nas idades dos animais e do tempo de 1118 

indução do hipotireoidismo, uma vez que esses fatores influenciam as alterações 1119 

causadas pela hipofunção tireoidiana no sistema genital do macho (AICELES; 1120 

GOMBAR; DA FONTE RAMOS, 2017; ANELLI et al., 2024). O tratamento diário 1121 

com Kp10, por outro lado, foi capaz de aumentar os níveis plasmáticos de 1122 

testosterona, além de restabelecer a expressão gênica de Ar no epidídimo dos 1123 

ratos hipotireoideos. Esses dados corroboram com o estudo de Santos et al. 1124 
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(2023) que demonstrou melhora dos níveis de testosterona e da função gonadal 1125 

em ratos com hipotireoidismo após administração de Kp10 (SANTOS et al., 1126 

2023c). 1127 

Em relação ao sistema imunológico no testículo dos animais, o 1128 

hipotireoidismo aumentou a expressão de Il6 e IL-10, citocinas inflamatórias que 1129 

também estão aumentadas em outras disfunções testiculares causadas por 1130 

orquite (ZHU et al., 2022), torção (ARABACI TAMER et al., 2018), varicocele (JIA 1131 

et al., 2024) e obesidade (FAN et al., 2018).  A inflamação crônica é característica 1132 

de doenças metabólicas, como a obesidade e o hipotireoidismo, pois ocorre 1133 

alteração no fenótipo dos macrófagos testiculares (PONTE et al., 2018), 1134 

resultando em secreção aumentada de citocinas inflamatórias (LAINEZ; COSS, 1135 

2019), aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) e falhas na 1136 

espermatogênese (BARATI; NIKZAD; KARIMIAN, 2020). Embora outros estudos 1137 

tenham demonstrado o efeito de Kp10 em reduzir a expressão de citocinas 1138 

inflamatórias no baço e útero de camundongos (YANG et al., 2024), o tratamento 1139 

diário no presente estudo não foi capaz de alterar a maior expressão testicular 1140 

de Il6 e IL-10 causada pelo hipotireoidismo. Uma vez que IL-10 é uma citocina 1141 

anti-inflamatória, o seu aumento nos animais hipotireoideos, especialmente nos 1142 

túbulos no estágio VI-VIII do ciclo do epitélio seminífero, pode ser uma resposta 1143 

compensatória referente ao aumento de Il6, uma vez que IL-10  é necessária 1144 

para manter o ambiente testicular imunossuprimido (WINNALL; MUIR; 1145 

HEDGER, 2011), e outros estudos já demonstraram o seu aumento em resposta 1146 

a processos inflamatórios testiculares (ERTÜRK et al., 2022; JEON et al., 2024; 1147 

VOSS et al., 2018).  1148 

Contudo, interessantemente, o tratamento com Kp10 restabeleceu a 1149 

imunomarcação testicular de TNFα, que estava reduzida nos animais 1150 

hipotireoideos. Apesar do TNFα, uma citocina pró-inflamatória, estar geralmente 1151 

associada a processos inflamatórios testiculares  (FAN et al., 2018; HASSANI-1152 

BAFRANI et al., 2019; MICHELI et al., 2019; POLAT et al., 2020), disfunções 1153 

endócrinas podem estar associadas à redução testicular dessa citocina, como 1154 

observado por Abarukwu et al. (2024) em camundongos tratados com atrazina, 1155 

um desregulador endócrino (ABARIKWU et al., 2024). TNFα é produzido por 1156 

espermátides redondas, espermatócitos e macrófagos testiculares, enquanto 1157 

populações de células de Sertoli e Leydig expressam o mRNA de seu receptor, 1158 
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Tnfr1  (DE et al., 1993), sugerindo que esta citocina apresenta papeis fisiológicos 1159 

na regulação da espermatogênese. De fato, Pentikäinen et al. (2001) 1160 

demonstraram in vitro que o Tnfα inibe a apoptose de células germinativas 1161 

regulando negativamente a expressão de Fas ligante, um indutor de apoptose 1162 

testicular (PENTIKÄINEN et al., 2001). Em nosso estudo, tivemos redução 1163 

acentuada da imunoexpressão de Tnfα no epitélio seminífero dos animais 1164 

hipotireoideos, sendo que ratos com hipotireoidismo apresentam aumento da 1165 

apoptose testicular e o tratamento com Kp10 é capaz de inibir essa apoptose 1166 

(SANTOS et al., 2024). SUH et al. (2008), utilizando camundongos knockout no 1167 

testículo para Tnfα, demonstraram redução da esteroidogênese e 1168 

espermatogênese, sugerindo outro papel fisiológico desta citocina(SUH et al., 1169 

2008). Ratos hipotireoideos apresentam redução da expressão testicular de 1170 

enzimas esteroidogênicas, Star e Cyp11a1, enquanto o tratamento com Kp10 1171 

nesses animais melhora a espermatogênese e a expressão de Nr5a1, um fator 1172 

de transcrição que regula a esteroidogênese (SANTOS et al., 2023c), 1173 

corroborando com os resultados de Tnfα do presente estudo.  1174 

Semelhante ao observado no testículo, o hipotireodismo também 1175 

aumentou a expressão epididimária de Il6, sendo que o tratamento com Kp10 1176 

reduziu a sua expressão. O mesmo foi observado para Tnfα, que estava 1177 

aumentado no epidídimo dos animais hipotireoideos. Esses dados sugerem que 1178 

o hipotireoidismo causou um ambiente pró-inflamatório no epidídimo, enquanto 1179 

Kp10 atenuou essa alteração. Resultados semelhantes foram também 1180 

observados em homens e camundongos obesos que apresentam aumento dos 1181 

níveis de TNFα e IL6 no epidídimo (FAN et al., 2018), como também foi 1182 

observado por Pleuger et al. (2022) em modelo experimental de epididimite  1183 

(PLEUGER et al., 2022d).  1184 

Além das citocinas inflamatórias, também avaliamos no epidídimo a 1185 

expressão de β-defensinas, um importante peptídeo com propriedades 1186 

antimicrobianas, e que tem sido associado a maturação e capacidade de 1187 

fertilização do espermatozoide ao longo do ducto epididimário (RIBEIRO et al., 1188 

2016, 2018; ZHAO et al., 2011). Em nosso estudo, o hipotireoidismo aumentou 1189 

a expressão de Def28, enquanto o tratamento com Kp10 não reverteu essa maior 1190 

expressão. O papel exato das β-defensinas no epidídimo ainda é incerto (PATIL 1191 

et al., 2005; HU et al., 2014). No entanto, Biswas et al. (2011) observaram 1192 
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aumento nos níveis de mRNA de isoformas de β-defensinas na cauda 1193 

epididimária de ratos tratados com lipopolissacarídeo (LPS) e sugeriram que o 1194 

aumento observado nas citocinas Il6 e Tnfα seria responsável pela regulação 1195 

positiva das β-defensinas (BISWAS; YENUGU, 2011). Isso corrobora com os 1196 

resultados do presente estudo, uma vez que teve aumento de Tnfα e Il6 no 1197 

epidídimo dos animais hipotireoideos. No entanto, mais estudos são necessários 1198 

para compreender o aumento epididimário de Def28 causado pelo 1199 

hipotireoidismo e seus efeitos na fertilidade do macho.  1200 

Considerando que alterações na imunologia testicular também podem 1201 

estar associadas a ativação da via do inflamassoma NLRP3, como observado 1202 

por Fan et al. (2018) na condição obesogênica e em modelos de varicocele 1203 

(HAJIPOUR et al., 2018) e orquite (SU et al., 2020c), avaliamos mediadores 1204 

dessa via no presente trabalho, uma vez que estudos já demonstraram ativação 1205 

do inflamassoma NLRP3 na interface materno-fetal (SANTOS et al., 2023a) e 1206 

coração (SAHIN et al., 2019a) de ratos hipotireoideos. No entanto, os animais 1207 

hipotireoideos não tiveram alterações na expressão de Nlrp3, Il1β e Il18, 1208 

enquanto o tratamento com Kp10 reduziu a expressão testicular de Il18.  1209 

O NLRP3 é considerado um sensor global de dano celular (LI et al., 1210 

2020) e inicia uma resposta inflamatória por meio da ativação de Caspase1, 1211 

responsável por clivar as citocinas IL1β e IL18 em suas formas ativas, além de 1212 

poder ativar a proteína GasderminaD, que causa piroptose (BORTOLUCI; 1213 

MEDZHITOV, 2010). A menor expressão de Il18 observada nos animais tratados 1214 

com Kp10 sugere que esse peptídeo pode modular a via do inflamassoma no 1215 

testículo, uma vez que estudos já demonstraram in vitro e in vivo o papel 1216 

imunorregulatório da Kp10 (LI et al., 2021; YANG et al., 2024), enquanto 1217 

SANTOS et al. (2023) demonstraram o bloqueio da via inflamassoma NLRP3 na 1218 

interface materno-fetal de ratas hipotireoideas após o tratamento com Kp10 1219 

(SANTOS et al., 2023a). No entanto, o presente estudo carece da análise 1220 

proteica dos mediadores dessa via para uma análise mais completa da mesma. 1221 

Além disso, os animais hipotireoideos apresentaram redução da expressão 1222 

testicular de Caspase1, diferente de outros estudos que demonstraram aumento 1223 

dessa citocina na condição de hipotireodismo (SAHIN et al., 2019b; SANTOS et 1224 

al., 2023a), reforçando a necessidade de mais pesquisas nesta área.  1225 
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Curiosamente, apesar de não ter diferença entre os grupos, todos os 1226 

animais apresentaram imunomarcação de GasderminaD no epitélio seminífero 1227 

e que foi restrita a espermátides redondas dos túbulos em estágio V-VI. A 1228 

GasderminaD é conhecida como uma executora da piroptose, pois é 1229 

responsável pela formação de poros na membrana celular e a lise da célula (SHI 1230 

et al., 2015). Dessa forma, a imunomarcação dessa proteína nas espermátides 1231 

redondas, independente do grupo, sugere a participação na mesma no processo 1232 

de espermiogênese, embora mais estudos sejam necessários para confirmar 1233 

essa hipótese.   1234 

Uma vez que a desregulação de citocinas e β-defensinas estão 1235 

associadas a alterações na permeabilidade das barreiras HT e HE, resultando 1236 

na morte das células germinativas (PÉREZ et al., 2012b; ZHANG et al., 2014), 1237 

também avaliamos a expressão de proteínas juncionais, como Claudina-11 e 1238 

Ocludina, e de aquaporinas, proteínas importantes na regulação do 1239 

microambiente local e transporte de água, necessários para o desenvolvimento 1240 

de espermatozoides funcionais (GREGORY; CYR, 2014c; MITA; HINTON; 1241 

DUFOUR, 2011b). A hipofunção tireoidiana aumentou a imunomarcação de 1242 

Claudina11 no testículo e na cauda do epidídimo, como também a expressão 1243 

gênica epididimária de Aqua1, sendo que o tratamento com Kp10 foi capaz de 1244 

não somente restabelecer a expressão de Aqua1 e a imunomarcação testicular 1245 

e epididimária de Claudina-11, como também de reduzir a expressão testicular 1246 

de Ocludina.  1247 

As Claudinas e Ocludinas são importantes para o estabelecimento das 1248 

junções estreitas e falhas na barreira HT geralmente estão associadas a perda 1249 

ou diminuição dessas proteínas (KATO et al., 2020; MCCABE et al., 2016; PAN 1250 

et al., 2018; PÉREZ et al., 2012a). No entanto, o aumento na expressão testicular 1251 

de Claudina11 e/ou Ocludina já foi observado em disfunções reprodutivas. Oh et 1252 

al. (2016b) descreveram o aumento da expressão de Claudina11 e desregulação 1253 

de Ocludina em modelo de varicocele em ratos, como também foi observado na 1254 

expressão testicular de Claudina11 em cães criptorquídicos (JHUN et al., 2022) 1255 

e em modelo de estresse oxidativo testicular em camundongos (ZHANG et al., 1256 

2013). Além disso, aumento de Ocludina testicular e desarranjo na sua 1257 

expressão epitelial foi observada em coelhos com hiperlipidemia (MORGAN et 1258 
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al., 2014a), sendo que hiperlipidemia é observada em indivíduos com 1259 

hipotireoidismo (SU et al., 2022).  1260 

A expressão testicular de Ocludina em ratos é específica de estágio, não 1261 

estando presente apenas no estágio VIII, e sua localização é principalmente na 1262 

base do túbulo seminífero, estruturando a barreira HT (LI et al., 2006; MORROW 1263 

et al., 2010). Curiosamente, em nosso estudo, observamos a expressão dessa 1264 

proteína também em espermátides redondas/alongadas, sugerindo outro papel 1265 

fisiológico na espermatogênese, especialmente na espermiogênese. No entanto, 1266 

mais estudos são necessários para confirmar essa hipótese. 1267 

O aumento de Claudina11 observado nos animais hipotireoideos pode 1268 

ser um mecanismo adaptativo do epitélio germinativo em resposta a hipofunção 1269 

tiroidiana, buscando evitar comprometimento da barreira HT, uma vez que as 1270 

células de Sertoli  sintetizam e inserem mais proteínas juncionais no 1271 

compartimento basal proporcionando maior rigidez para a barreira (MORGAN et 1272 

al., 2014). Por outro lado, essa maior expressão pode influenciar negativamente 1273 

a dinâmica da barreira HT, modificando sua permeabilidade e dificultando a 1274 

passagem de espermatócitos pré-leptótenos/leptótenos através dela, retardando 1275 

a espermatogênese. Esse mecanismo pode contribuir para a maior quantidade 1276 

de células testiculares apoptóticas e espermatozoides com defeitos patológicos 1277 

encontrados em ratos hipotireoideos (SANTOS et al., 2024). 1278 

Já no epidídimo, o aumento observado na expressão de Claudina11 nos 1279 

animais hipotireoideos difere do que foi observado em outras condições 1280 

patológicas epididimárias em que houve redução da sua expressão, como em 1281 

modelos murinos de disfunção epididimária e espermática causada por restrição 1282 

de sono (DOMÍNGUEZ-SALAZAR et al., 2020) e infecção pelo Zika vírus 1283 

(SHENG et al., 2021). Talvez este aumento observado na expressão 1284 

epididimária de Claudina11 seja um mecanismo compensatório para a maior 1285 

expressão de Aqua1 observada nestes animais, no intuito de conter a maior 1286 

reabsorção de líquido do lúmen epididimário, uma vez que as aquaporinas são 1287 

as principais proteínas transportadores de água no ducto epididimário 1288 

(SCHIMMING et al., 2017). Estudos anteriores corroboram com nossos 1289 

resultados pois demonstraram aumento de aquaporinas nos rins de ratos (CHEN 1290 

et al., 2005; YEUM et al., 2002) e coelhos (MULDER et al., 2003) hipotireoideos. 1291 

Mais recentemente, também verificamos aumento de Aqua5 na tuba uterina de 1292 
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ratas com hipotireoidismo (dados não publicados). Em conjunto, nossos dados 1293 

sugerem uma desregulação e permeabilidade osmótica aumentada no ducto 1294 

epididimário de ratos causada pela hipofunção tireoidiana, que pode favorecer a 1295 

menor qualidade espermática observada nesses animais (SANTOS et al., 1296 

2023c). Além disso, a redução da expressão epididimária de Aqua1 e Claudina-1297 

11 causada pela Kp10, se igualando ao controle, sugere que a Kp10 aumenta a 1298 

qualidade espermática de ratos hipotireoideos (SANTOS et al., 2023c) por 1299 

regular o transporte de fluidos na barreira HE. 1300 

Semelhante ao observado para Aqua1, o hipotireoidismo também 1301 

aumentou a expressão gênica epididimária de prostaglandina D2 sintase 1302 

(Ptgds), enquanto o tratamento com Kp10 restabeleceu a sua expressão. A 1303 

PTGDS é uma das principais proteínas secretórias epididimárias em várias 1304 

espécies de animais e está envolvida no catabolismo do ácido araquidônico  1305 

(FOUCHÉCOURT et al., 2002; LIU et al., 2022). Além disso, estudos sugerem 1306 

que ela esteja envolvida no transporte de ácido retinoico e hormônios esteroides 1307 

no fluido epididimário (FOUCHÉCOURT et al., 2002; LEONE; HAQ; SASO, 1308 

2002), influenciando a maturação espermática. Dessa forma, o aumento 1309 

observado nos animais hipotireoideos pode ser um efeito compensatório da 1310 

redução da testosterona plasmática, visando aumentar a concentração de 1311 

testosterona intratubular. Interessantemente, camundongos knockout para 1312 

Ocludina apresentam redução acentuada da imunomarcação epididimária de 1313 

PTGDS, sugerindo a sua participação na infertilidade e degeneração epitelial 1314 

epididimária apresentada por esses animais (LIU et al., 2022). Este estudo 1315 

corrobora com o presente trabalho, pois os animais hipotireoideos tratados com 1316 

Kp10 apresentaram redução da Ocludina testicular concomitante à redução da 1317 

Ptgds epididimária. Desse modo, em conjunto, esses dados sugerem que o 1318 

tratamento com Kp10 atenua as alterações na barreira HE causadas pelo 1319 

hipotireodismo. 1320 

Os achados deste estudo demonstraram que a hipofunção tireoidiana 1321 

em ratos compromete o microambiente imunológico testicular e epididimário, 1322 

além de desregular a expressão de proteínas juncionais e de transporte no 1323 

testículo e/ou epidídimo, enquanto o tratamento com Kp10 atenuou essas 1324 

alterações. Este é o primeiro estudo que caracterizou o perfil de mediadores 1325 

imunológicos e de proteínas de barreira no trato genital de ratos machos 1326 
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hipotireoideos e demonstrou o potencial terapêutico da Kp10 em regular o 1327 

ambiente tolerogênico testicular e epididimário. 1328 

 1329 

 1330 

 1331 

Figura 7. Efeitos do hipotireoidismo e tratamento com kisspeptina-10 na expressão 1332 
testicular e epididimária de mediadores imunológicos, proteínas juncionais e de 1333 
transporte em ratos machos adultos. Fonte: Arquivo pessoal. 1334 
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