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PAPEL MODULATORIOADE KISSPEPTINA NA HOMEOSTASE GLICEMICAE
EIXO PLACENTA-PANCREAS EM RATAS COM HIPOTIREOIDISMO
MATERNO: UMA AVALIACAO INTERGERACIONAL

RESUMO

A kisspeptina (Kp) modula a homeostase glicémica materna, placentaria e fetal. Além disso, a
reducdo da expressdo placentaria de Kp estd associada a disfuncdo placentéaria causada pelo
hipotireoidismo materno (HM), uma importante doenca gestacional que compromete a salde
materna, fetal e poés-natal. O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel modulador da
kisspeptina na homeostase glicémica e no eixo placenta-pancreas em ratas com HM, bem como
seu impacto na programacdo metabdlica glicémica da prole. Foram utilizadas ratas Wistar
adultas, distribuidas nos grupos controle, hipotireoidismo e hipotireoidismo tratado com
Kisspeptina-10 (Kp-10). O HM foi induzido por meio da administracdo diéria de propiltiouracil
(4 mg/kg/dia), e o tratamento com Kp-10 (8 pg/kg/dia) foi iniciado no 8° dia de gestacdo (DG)
(CEUA N° 026/22). No Capitulo 1, avaliou-se a homeostase glicémica das ratas gestantes por
meio do teste de tolerancia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e teste de tolerancia intraperitoneal
ainsulina (TTIPI), além da glicemia basal, insulina plasmética e perfil lipidico. Também foram
analisados parametros biométricos gestacionais, a morfologia e a expressdo placentéaria do
transportador de glicose Glutl/Glutl e de hormdnios placentérios (Plii, rPrl e Leptina), sistema
INSR/IGFL1/IGF1r (lgfl, IGF1r/Igflr, INSRB/Insr, Irsl) e a sinalizagio mTOR (AKT, p-
mTOR/mTor e Raptor) no 14° e 18° DG, além da contagem de ilhotas pancreéticas por area. O
HM aumentou a glicemia basal, reduziu a tolerancia a glicose e as concentracdes plasmaticas
de insulina e HDL. Além disso, diminuiu o ganho de massa corporal materna, o nimero de
fetos viaveis, a massa corporal fetal e placentaria, a area das zonas placentarias e a espessura
da barreira interhemal, além de aumentar o acimulo de glicogénio na zona juncional (ZJ). Aos
14 DG, o0 HM reduziu a imunomarcacdo de Glutl na zona de labirinto (ZL), aumentou INSR,
lgfl e AKT na placenta, além de reduzir p-mTOR/mTor. O tratamento materno com Kpl10
aumentou a imunomarcacdo de IGF1 na placenta, reestabeleceu a expressdo de AKT e p-
mTOR/mTor e reduziu 0 mMRNA de Raptor. Aos 18 DG, o0 HM aumentou a expressédo de Glutl
na placenta, enquanto reduziu p-mTOR. O tratamento materno com KplO reduziu a
imunomarcacao de Glutl na ZJ e aumentou a expressao de Glutl, Igfl e Igflr. Esses resultados
demonstram que o tratamento com Kp10 em ratas com HM melhora a sinalizacdo placentaria
de mTOR e a expressdo de mediadores do metabolismo glicémico. No Capitulo 2, avaliou-se
a homeostase glicémica nas ratas gestantes por meio dos TTIPG e TTIPI, além da glicemia
basal e da insulina plasmatica. Foram analisados parametros biométricos gestacionais, a
morfologia e a expressdo placentaria de transportador de glicose Glutl/Glutl e de hormonios
placentérios (Plii, rPRL/rPrl e Leptina), do sistema INSR/IGF1/IGF1r (IGF1/Igfl, IGF1r/Igflr,
INSRp/Insr, Irsl) e da sinalizagdo mTOR (AKT, p-mTOR/mTor e Raptor) aos 18° DG. A prole
F1 gestante descendente de ratas hipotireoideas apresentou reducdo da glicemia aleatoria, da
espessura da zona juncional e aumento da distribuicdo relativa de fetos com maior massa
corporal. Além disso, 0 HM aumentou a imunomarcacao de rPRL, IGF1 e mTOR na interface
materno-fetal da prole F1. A prole Kp10-F1, por outro lado, teve ganho de massa corporal mais
rapido durante a gestacdo, alem do aumento de T4 livre. O tratamento com Kp10 na geracéao
FO restabeleceu a glicemia aleatéria na prole F1 e a espessura da zona juncional, além de
melhorar a distribuicdo da massa fetal na geracdo F2. Também restabeleceu a imunomarcacéo
de IGF1, rPRL e mTOR na interface materno-fetal e aumentou a expressao placentaria de Plii.
Esses achados indicam que o HM compromete o desenvolvimento feto-placentério e a
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expressdo placentaria de reguladores da homeostase glicémica na prole F2, enquanto a
administracdo materna de KplO previne essas alteracdes feto-placentarias e aumenta a
expressdo placentéria de Plii. No Capitulo 3, avaliou-se a homeostase glicémica na prole F1
(machos e fémeas) de ratas hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kpl0 por meio do
TTIPG e TTIPI, além da glicemia basal e aleatoria, aos 30 e 60 dias pos-natal (PN). Os animais
foram expostos a dieta hiperlipidica (HFD, 60%) por seis semanas para avaliar o ganho de
massa corporal, a ingestdo alimentar, a homeostase glicémica (TTIPG e TTIPI), adiposidade e
morfologia de adipdcitos, perfil lipidico, enzimas hepaticas, massa hepéatica e expressdo
hepatica de Insr, Irs e mTor. Antes do desafio, 0 HM reduziu a sensibilidade a insulina aos 30
PN nos machos e aumentou aos 60 PN, enquanto nas fémeas aumentou a glicemia aleatdria e
reduziu a tolerancia a glicose e a sensibilidade & insulina aos 30 PN. O tratamento com Kp10
aumentou a tolerancia a glicose nos machos aos 60 PN, enquanto nas fémeas também aumentou
a toleréncia a glicose aos 30 PN. Apds exposicao a dieta HFD, nos machos, 0 HM aumentou a
concentracdo plasmatica de colesterol total e HDL e exacerbou o aumento de massa do tecido
adiposo retroperitoneal. Nas fémeas, 0 HM acelerou a intolerancia a glicose e desregulou a
sensibilidade a insulina, reduziu a expressdo hepatica de Insr, e acentuou o acumulo de tecido
adiposo retroperitoneal e marrom. O tratamento com Kpl10, por outro lado, apesar de nédo
prevenir as alteracdes glicémicas e metabolicas observadas nos machos, nas fémeas foi capaz
de reduzir a intolerancia a glicose e restabelecer a sensibilidade a insulina na prole fémea
decorrente da exposicdo a dieta HFD. Assim, o HM compromete a homeostase glicémica e
exacerba a disfuncdo metabdlica da prole exposta a dieta HFD de forma sexo-dependente, e 0
tratamento materno com Kpl0 melhora a tolerancia a glicose na prole fémea F1, inclusive
quando exposta a dieta HFD. Em conjunto, este estudo demonstrou que a disfuncéo placentéaria
decorrente do HM esté associada a desregulacdo da via mTOR nas placentas das geracdes F1 e
F2, 0 que pode impactar a programacdo metabdlica das geracfes subsequentes. O tratamento
materno com Kp-10 modulou a expresséo de sinalizadores da via mTOR e do metabolismo
materno e placentario, além de melhorar a tolerancia a glicose na prole fémea jovem, atenuando
a intolerancia apos a exposic¢do a dieta hiperlipidica. Esses achados sugerem que a Kp10 pode
ser uma ferramenta terapéutica promissora para doengas gestacionais, contribuindo para a
programacdo metabolica fetal e a protecdo contra o desenvolvimento de doencas cronicas na
vida adulta.

PALAVRAS-CHAVE: Dohad; Dieta Hiperlipidica; Kiss; Metabolismo; mTOR; Programagao

Do Desenvolvimento.



MODULATORY ROLE OF KISSPEPTIN IN GLYCEMIC HOMEOSTASIS AND
PLACENTA-PANCREAS AXIS IN RATS WITH MATERNAL HYPOTHYROIDISM:
AN INTERGENERATIONAL EVALUATION

ABSTRACT

Kisspeptin (Kp) modulates maternal, placental, and fetal glycemic homeostasis. Furthermore,
reduced placental Kp expression is associated with placental dysfunction caused by maternal
hypothyroidism (MH), an important gestational disease that compromises maternal, fetal, and
postnatal health. The aim of this study was to evaluate the modulatory role of kisspeptin on
glycemic homeostasis and the placenta-pancreas axis in rats with MH, as well as its impact on
the glycemic metabolic programming of the offspring. Adult Wistar rats were distributed into
control, hypothyroidism, and hypothyroidism treated with kisspeptin-10 (Kp-10) groups. MH
was induced by daily administration of propylthiouracil (4 mg/kg/day), and treatment with Kp-
10 (8 pg/kg/day) was initiated on gestational day (GD) 8 (CEUA No. 026/22). In Chapter 1,
the glycemic homeostasis of pregnant rats was evaluated using the intraperitoneal glucose
tolerance test (IPGT) and intraperitoneal insulin tolerance test (IPTT), in addition to basal
glycemia, plasma insulin and lipid profile. Gestational biometric parameters, morphology and
placental expression of the glucose transporter Glutl/Glutl and placental hormones (Plii, rPrl,
and Leptin), INSR/IGF1/IGF1r system (lgfl, IGF1r/lgfir, INSRp/Insr, Irsl) and mTOR
signaling (AKT, p-mTOR/mTor, and Raptor) on the 14th and 18th DG were also analyzed, in
addition to the pancreatic islet count per area. MH increased basal blood glucose, reduced
glucose tolerance, and plasma insulin and HDL concentrations. Furthermore, it decreased
maternal body mass gain, number of viable fetuses, placental and fetal body mass, placental
zone area, and interhemal barrier thickness, in addition to increasing glycogen accumulation in
the junctional zone (JZ). At 14 DG, MH reduced Glutl immunostaining in the labyrinth zone
(LZ), increased INSR, Igfl, and AKT in the placenta, and reduced p-mTOR/mTor. Maternal
treatment with Kp10 increased IGF1 immunostaining in the placenta, reestablished AKT and
p-mTOR/mTor expression, and reduced Raptor mRNA. At 18 DG, MH increased Glutl
expression in the placenta, while reducing p-mTOR. Maternal treatment with Kp10 reduced
Glutl immunostaining in the JZ and increased the expression of Glutl, Igfl, and Igflr. These
results demonstrate that Kp10 treatment in MH rats improves placental mTOR signaling and
the expression of mediators of glucose metabolism. In Chapter 2, glucose homeostasis was
evaluated in pregnant rats using TTIPG and TTIPI, in addition to basal glucose and plasma
insulin. Gestational biometric parameters, placental morphology and expression of glucose
transporter Glutl/Glutl and placental hormones (Plii, rPRL/rPrl and Leptin),
INSR/IGF1/IGF1r system (IGF1/Igfl, IGF1r/Igfir, INSRpB/Insr, Irsl) and mTOR signaling
(AKT, p-mTOR/mTor and Raptor) were analyzed at 18th DG. Pregnant F1 offspring of
hypothyroid rats showed reduced random blood glucose levels, reduced junctional zone
thickness and increased relative distribution of fetuses with higher body mass. Furthermore,
MH increased immunostaining of rPRL, IGF1 and mTOR at the maternal-fetal interface of F1
offspring. Kp10-F1 offspring, on the other hand, had faster body mass gain during gestation, in
addition to increased free T4. Kp10 treatment in the FO generation restored random glycemia
in the F1 offspring and junctional zone thickness, in addition to improving fetal mass
distribution in the F2 generation. It also restored immunostaining of IGF1, rPRL, and mTOR at
the maternal-fetal interface and increased placental Plii expression. These findings indicate that
MH compromises fetoplacental development and placental expression of regulators of
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glycemic homeostasis in F2 offspring, whereas maternal administration of Kp10 prevents these
fetoplacental alterations and increases placental Plii expression. In Chapter 3, glycemic
homeostasis was evaluated in the F1 offspring (males and females) of hypothyroid and
hypothyroid rats treated with Kp10 by means of TTIPG and TTIPI, in addition to basal and
random glycemia, at 30 and 60 postnatal days (PN). The animals were exposed to a high-fat
diet (HFD, 60%) for six weeks to evaluate body mass gain, food intake, glycemic homeostasis
(TTIPG and TTIPI), adiposity and adipocyte morphology, lipid profile, liver enzymes, liver
mass and hepatic expression of Insr, Irs and mTor. Before the challenge, MH reduced insulin
sensitivity at 30 PN in males and increased it at 60 PN, while in females it increased random
glycemia and reduced glucose tolerance and insulin sensitivity at 30 PN. Kpl0 treatment
increased glucose tolerance in males at 60 PN, while in females it also increased glucose
tolerance at 30 PN. After exposure to the HFD diet, in males, MH increased plasma
concentrations of HDL and total cholesterol and exacerbated the increase in retroperitoneal
adipose tissue mass. In females, MH accelerated glucose intolerance and dysregulated insulin
sensitivity, reduced hepatic Insr expression, and accentuated the accumulation of
retroperitoneal and brown adipose tissue. Kp10 treatment, on the other hand, although it did not
prevent the glycemic and metabolic changes observed in males, in females it was able to reduce
glucose intolerance and restore insulin sensitivity in female offspring resulting from exposure
to the HFD diet. Thus, MH compromises glycemic homeostasis and exacerbates metabolic
dysfunction in offspring exposed to a HFD diet in a sex-dependent manner, and maternal
treatment with Kpl10 improves glucose tolerance in F1 female offspring, including when
exposed to a HFD diet. Taken together, this study demonstrated that placental dysfunction
resulting from MH is associated with dysregulation of the mTOR pathway in the placentas of
the F1 and F2 generations, which may impact the metabolic programming of subsequent
generations. Maternal treatment with Kp-10 modulated the expression of mTOR pathway
signaling and maternal and placental metabolism, in addition to improving glucose tolerance in
young female offspring, attenuating intolerance after exposure to a high-fat diet. These findings
suggest that Kp10 may be a promising therapeutic tool for gestational diseases, contributing to
fetal metabolic programming and protection against the development of chronic diseases in
adulthood.

Key words: DOHaD; development programming; kiss; mTOR; high-fat diet; Metabolism.



LISTA DE TABELAS
CAPITULO 1
Tabela 1 - Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers paragRT-PCR
CAPITULO 2
Tabela 1 - Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers paragRT-PCR
CAPITULO 3

Tabela 1 - Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers paragRT-PCR



N

LISTA DE ILUSTRACOES
CAPITULO 1

Figura 1 Perfil metabdlico materno de ratas controle, hipotireoideas e hipotireoideas
tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Dosagem plasmética de T4 livre aos 18 DG. B)
Glicemia em jejum aos 16 DG. C) Glicemia aleatédria aos 18 DG. D) Insulina plasmatica
aleatoria aos 18 DG. E) Curva glicémica do teste de tolerancia a glicose aos 16 DG. F) Area
sob a curva do TTIPG. G) Curva glicémica do teste de tolerancia a insulina aos 16 DG. H) Area
sob a curva do TTIPI. 1) Fotomicrografia do pancreas com imunomarcacdo de insulina
(Streptavidina-biotina-peroxidase, Hematoxilina de harris, Barra = 20 um e 50 um; J) Massa
do péncreas relativa & massa corporal materna aos 14 e 18 DG. K) Numero de ilhotas de
Langerhans por mm?aos 14 e 18 DG. L) Triglicerideos aos 18 DG. M) Colesterol Total aos 18
DG. N) HDL aos 18 DG. O) LDL aos 18 DG (Anova de uma ou duas vias post hoc SNK;
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800x; Barra = 20um) F) Volume absoluto dos compartimentos da zona de labirinto aos 14 e 18
DG. G) Area de superficie da vasculatura da zona de labirinto aos 14 e 18 DG. H) Comprimento
total do capilar fetal aos 14 e 18 DG. 1) Area do capilar fetal aos 14 e 18 DG. J) Diametro do
capilar fetal aos 14 e 18 DG. K) Espessura da Membrana Intravascular aos 14 e 18 DG. L)
Capacidade de difusdo teodrica da membrana interhemal aos 14 e 18 DG. M) Capacidade de
difusdo especifica da membrana interhemal aos 14 e 18 DG. (MédiatSEM). As diferencas
significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, para Anova de uma via post hoc
SNK. #P < 0,05, para teste t de Student. DG = dias de gestacdo; DB = decidua basal; JZ= Zona
Juncional; LZ= Zona de labirinto; SpT= Espongiotrofoblasto; Gly= Células de glicogénio; TGC
= Células gigantes trofoblastica; PAS = Acido Periédico de Schiff; TB = trofoblasto; MBS =
Espaco Vascular Materno. Barra vermelha = Membrana intravascular. Barra= 50pum............ 60
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Figura 4 Avaliagdo da expressdao de Glutl e fatores hormonais em placentas de ratas
controle, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kpl10). A)
Fotomicrografias da imunomarcagéo de Glutl na placenta aos 14 DG (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de imunomarcagio em pixels
da expressdo de Glutl aos 14 DG. C) Expressdo génica de Glutl, Pl ii, rPrl e Leptina aos 14
DG. D) Fotomicrografias da imunomarcacéo de Glutl na placenta aos 18 DG (Estreptavidina-
biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). E) Area de imunomarcagio
em pixels da expressao de Glutl aos 18 DG. F) Expressao génica de Glutl, Pl ii rPrl e Leptina
aos 18 DG. (MediatSEM). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, **
P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001, para Anova de uma via post hoc SNK. DG = dias de
0EStACAOD. BAITa™ SOIUM.....cuiiiiiiitiiteite sttt b et bbb bbb bt ene s 62

Figura 5 Avaliagdo da expressdo do sistema INSR/IGF1/IGF1R em placentas de ratas
controle, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kpl10). A)
Fotomicrografias da imunomarcagao de INSRf na placenta aos 14 DG (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de imunomarcacéo em pixels
da expressdo de INSRB aos 14 DG. C) Fotomicrografias da imunomarcacdo de IGF1r na
placenta aos 14 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de
400x). D) Area de imunomarcagio em pixels da expressio de IGF1r aos 14 DG. E) Expresso
génica de Insr, Irsl, Igfl e Igflr aos 14 DG. F) Fotomicrografias da imunomarcacao de INSRf3
na placenta aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento
de 400x). G) Area de imunomarcagdo em pixels da expressio de INSRP aos 18 DG. H)
Fotomicrografias da imunomarcacao de IGF1r na placenta aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). |) Area de imunomarcacéo em pixels
da expresséo de IGF1r aos 18 DG. J) Expressao génica de Insr, Irsl, Igfl e Igflr aos 18 DG.
(Média£SEM). As diferencas significativas estao representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, ***
P <0.001, ****P <0,0001, para Anova de uma via post hoc SNK; # P < 0,05, para teste t de
Student. DG = dias de gestacdo. Barra= S0M.........cccueiiiiiiieiiiie e se et 64

Figura 6 Avaliacdo da sinalizacdo AKT/ mTOR em placentas de ratas controle,
hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Fotomicrografias
da imunomarcacdo de AKT na placenta aos 14 GD (Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de imunomarcacio em pixels da expresséo
de AKT aos 14 GD. C) Fotomicrografias da imunomarcacdo de p-mTOR na placenta aos 14
GD (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). D) Area
de imunomarcacdo em pixels da expressdo de p-mTOR aos 14 GD. E) Expressao génica de
mTor e Raptor aos 14 GD. F) Fotomicrografias da imunomarcacdo de AKT na placenta aos 18
GD (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). G) Area
de imunomarcacdo em pixels da expressdo de AKT aos 18 GD. H) Fotomicrografias da
imunomarcacdo de p-mTOR na placenta aos 18 GD (Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). I) Area de imunomarcagio em pixels da expresséo
de p-mTOR aos 18 GD. J) Expressao génica de mTor e Raptor aos 18 GD. (Anova de uma via
post hoc SNK; MédiatSEM). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05,
** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001. GD = dias de gestacdo. Barra=50pum..................... 67



CAPITULO 2

Figura 1 Avaliacdo da massa corporal, niveis de T4 livre e insulina e da homeostase
glickmica de ratas controle-F1, hipotireoideas-F1 e hipotireoideas tratadas com
Kisspeptina-10-F1 (Kp10-F1). A) Curva de ganho de massa corporal materna. B) Area sob a
curva do ganho de massa corporal materna. C) Dosagem plasmatica de T4 livre. D) Curva
glicémica do teste de tolerancia a glicose aos DG 16. E) Area sob a curva do TTIPG. F) Curva
glicémica do teste de tolerancia & insulina aos DG 16 DG. G) Area sob a curva do TTIPI. H)
Glicemia em jejum aos DG 16. 1) Glicemia aleatdria aos DG 18. J) Insulina plasmatica aleatoria
aos DG 18. (Anova de uma ou duas vias post hoc SNK; MédiatSEM). As diferengas
significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001,
exceto do A que * P <0,05 controle-F1 vs. Kp10-F1; ** P <0,01 controle-F1 vs. Kp10-F1; # P
<0,05 Hipotireoideo-F1 vs. Kpl10-F1. IPGTT = Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose;
IPITT = Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina; DG = dias de gestagao............c.ccceue.ve. 84

Figura 2 Parametros reprodutivos de ratas controle-F1, hipotireoideas-F1 e
hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10-F1 (Kp10-F1). A) Numero de fetos viaveis aos
18 DG. B) Taxa de morte fetal aos 18 DG. C) Massa estimada de liquido amni6tico por feto
aos 18 DG. D) Massa da unidade Utero-placenta aos 18 DG. E) Espessura das camadas
placentérias aos 18 DG. F) Comprimento fetal aos 18 DG. G) Curva de distribuicdo da massa
corporal fetal aos 18 DG. H) Massa corporal fetal aos 18 DG. 1) Massa relativa dos 6rgaos fetais
aos 18 DG. J) Relagdo cérebro-figado aos 18 DG. (A, C-E: Anova de uma via post hoc SNK;
MédiaxSEM; B: Kruskal-Wallis post hoc Dunn’s; Plot de violino; F,H-J: Modelo linear misto
post hoc Bonferroni; MédiatSEM; G: Regressdo ndo-linear para Distribuicdo Gaussiana; Mean
= 1,419; 10th = 1,263; 90th=1,575). As diferencas significativas estdo representadas por * P
< 0,05, ** P <0,01. Nos gréficos F-J foi feita a sobreposicdo de graficos da médiatSEM
corrigidos pelo modelo linear misto, e a distribuicdo individual dos fetos, no Adobe Illustrator.
DG = dI8S U8 GESTAGAD. ... eeuvereeeeite sttt bbb bbb 86

Figura 3 Avaliacao de Glutl e fatores hormonais placentarios na interface materno-fetal
de ratas controle-F1, hipotireoideas-F1 e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10-F1
(Kp10-F1). A) Fotomicrografias da imunomarcagdo de Glutl aos 18 DG (Estreptavidina-
biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de imunomarcacéo
em pixels da expressédo de Glutl aos 18 DG. C) Fotomicrografias da imunomarcagéo de rPRL
aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). D)
Area de imunomarcacio em pixels da expressdo de rPRL aos 18 DG. E) Expressdo génica de
Glutl, Plii, rPrl e Leptina aos 18 DG. (Anova de uma via post hoc SNK; MédiatSEM). As
diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01. DG = dias de gestacéo.
o L = T T 0 U o SR TRTPR 88

Figura 4 Avaliagdo da via IGF1/IGF1r e da sinalizacdo insulinica na interface materno-
fetal de ratas controle-F1, hipotireoideas-F1 e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-
10-F1 (Kp10-F1). A) Fotomicrografias da imunomarcacéo de IGF1 aos 18 DG (Estreptavidina-
biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de imunomarcacio
em pixels da expressao de IGF1 aos 18 DG. C) Fotomicrografias da imunomarcacéo de IGF1r
aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). D)
Area de imunomarcacdo em pixels da expressdo de IGF1r aos 18 DG. E) Fotomicrografias da
imunomarca¢do de INSRP aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de
Harris; Aumento de 400x). F) Area de imunomarcagdo em pixels da expressio de INSRp aos
18 DG. G) Expresséo génica de 1gf1, Igflr, Insre Irsl aos 18 DG. (Anova de uma via post hoc
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SNK; MédiatSEM). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01,
*** P <0.001, ****P <0,0001. DG = dias de gestacdo. Barra =50 pM........ccccecvevveriierreinnnnnn 90

Figura 5 Avaliacdo da sinalizacio AKT/mTOR na interface materno-fetal de ratas
controle-F1, hipotireoideas-F1 e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10-F1 (Kp10-
F1). A) Fotomicrografias da imunomarcacdo de AKT aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de imunomarcacéo em pixels
da expressdo de AKT aos 18 DG. C) Fotomicrografias da imunomarcacdo de p-mTOR aos 18
DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). D) Area
de imunomarcacdo em pixels da expressdo de p-mTOR aos 18 DG. E) Expressao génica de
mTor e Raptor aos 18 DG. (Anova de uma via post hoc SNK; MédiatSEM). As diferencas
significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001.
DG =dias de gestagao. Barra = SOLM. .........coiiiiiiiiiieierese s 92

CAPITULO 3

Figura 1 Dados reprodutivos e de T4 livre de ratas controles, hipotireoideas e
hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Niveis plasmaticos de T4 livre. B)
NUmero de pari¢gdes. C) Comprimento do periodo gestacional. D) Tamanho de ninhada. E)
Proporcéo de filhotes machos e fémeas por grupo. F) Niveis plasmaticos de T4 livre na prole
aos 3 (neonatal) e 21 (jovem) PN. (A, D, F: Anova de uma via post hoc SNK; MédiatSEM; C:
Kruskal-Wallis post hoc Dunn’s; Plot de violino;). As diferencas significativas estdo
representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001.........cccceevverrrrrurrenn 107

Figura 2. Desenvolvimento pos-natal e homeostase glicémica da prole macho de ratas
controles, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Curva
de crescimento da prole. B) Glicemia em jejum aos 30 e 60 PN. C) Glicemia aleato6ria aos 30
e 60 PN. D) Curva glicémica do teste de tolerancia a glicose aos 30 PN. E) Area sob a curva do
TTIPG aos 30 PN. F) Curva glicémica do teste de tolerancia & glicose aos 60 PN. G) Area sob
acurvado TTIPG aos 60 PN. H) Curva glicémica do teste de tolerancia a insulina aos 30 PN.
1) Area sob a curva do TTIPI aos 30 PN. J) Curva glicémica do teste de tolerancia a insulina
aos 60 PN. K) Area sob a curva do TTIPI aos 60 PN. (A, D, F, H, J: Anova de duas vias post
hoc SNK; MédiatSEM; B, C, E, G, |, K: Anova de uma via post hoc SNK; MédiatSEM). As
diferencas significativas estéo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, excetodo A, D, F,He
J, que * P <0,05 controle-F1 vs. hipotireoideo-F1; ** P <0,01 controle-F1 vs. hipotireoideo-F1;
**** P <0,0001 controle-F1 vs. hipotireoideo-F1; # P <0,05 controle-F1 vs. Kp10-F1; ### P
<0,001 controle-F1 vs. Kp10-F1; ® P <0,05 hipotireoideo-F1 vs. Kpl0-F1. IPGTT = Teste de
tolerancia intraperitoneal a glicose; IPITT = Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina; PN
S HAS POSNALAL......eeieieeiccece e s 109

Figura 3 Desenvolvimento pos-natal e homeostase glicémica da prole fémea de ratas
controles, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Curva
de crescimento da prole. B) Glicemia em jejum aos 30 e 60 PN. C) Glicemia aleatoria aos 30
e 60 PN. D) Curva glicémica do teste de tolerancia a glicose aos 30 PN. E) Area sob a curva do
TTIPG aos 30 PN. F) Curva glicémica do teste de tolerancia & glicose aos 60 PN. G) Area sob
acurvado TTIPG aos 60 PN. H) Curva glicémica do teste de tolerancia a insulina aos 30 PN.
1) Area sob a curva do TTIPI aos 30 PN. J) Curva glicémica do teste de tolerancia & insulina
aos 60 PN. K) Area sob a curva do TTIPI aos 60 PN. (A, D, F, H, J: Anova de duas vias post
hoc SNK; MédiatSEM; B, C, E, G, I, K: Anova de uma via post hoc SNK; MédiatSEM). As



© 0 OO UThh WN -

diferengas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, exceto
do A, D, F, HeJ, que * P <0,05 controle-F1 vs. hipotireoideo-F1; ** P <0,01 controle-F1 vs.
hipotireoideo-F1; *** P <0,001 controle-F1 vs. hipotireoideo-F1; # P <0,05 controle-F1 vs.
Kpl0-F1; ## P <0,01 controle-F1 vs. Kp10-F1; ### P <0,001 controle-F1 vs. Kp10-F1; ® ® P
<0,01 hipotireoideo-F1 vs. Kp10-F1. IPGTT = Teste de toleréncia intraperitoneal a glicose;
IPITT = Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina; PN = dias pés-natal...............c..c........ 111

Figura 4 Ganho de massa corporal e homeostase glicémica da prole macho exposta a dieta
hiperlipidica de ratas controles, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-
10 (Kp10). A) Massa corporal antes da exposicao a dieta hiperlipidica. B) Curva de ganho de
massa corporal da prole durante exposicdo a dieta hiperlipidica. C) Média de ingestdo de
comida. D) Glicemia em jejum ap0s 4 e 6 semanas de HFD. E) Curva glicémica do IPGTT apds
4 semanas de HFD. F) Area sob a curva do TTIPG ap6s 4 semanas de HFD. G) Curva glicémica
do IPGTT apds 6 semanas de HFD. H) Area sob a curva do TTIPG ap6s 6 semanas de HFD. I)
Curva glicémica do IPITT ap6s 4 semanas de HFD. J) Area sob a curva do TTIPI apés 4
semanas de HFD. K) Curva glicémica do IPITT apds 6 semanas de HFD. L) Area sob a curva
do TTIPI ap6s 6 semanas de HFD. (A, C, E, G, I, K: Anova de uma via post hoc SNK; B, D, F,
H, J; Anova de duas vias post hoc SNK; MédiatSEM). MédiatSEM). As diferencas
significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, ****P <0,0001, exceto do C, E,
G, l e K, que * P <0,05 controle-F1 vs. controle-F1+HFD; ** P <0,01 controle-F1 vs. controle-
F1+HFD; *** P <0,001 controle-F1 vs. controle-F1+HFD; **** P <0,0001 controle-F1 vs.
controle-F1+HFD; ## P <0,01 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; ### P <0,001
controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD;  #### P <0,0001 controle-F1+HFD vs.
hipotireoideo-F1+HFD; ® P <0,05 controle vs. Kp10-F1+HFD; ® ® P <0,01 controle vs. Kp10-
F1+HFD; ® ® ® P <0,001 controle vs. Kp10-F1+HFD; ® ® ® ® P <0,0001 controle vs. Kp10-
F1+HFD; 6 P <0,05 controle-F1+HFD vs. Kpl0-F1+HFD. IPGTT = Teste de tolerdncia
intraperitoneal a glicose; IPITT = Teste de tolerdncia intraperitoneal & insulina; HFD = dieta
hipPerlipidiCa; W= SEMANAS. ........ciiiieiieeite ettt e e sre e baesaeenaesneenas 113

Figura 5 Ganho de massa corporal e homeostase glicémica da prole fémea exposta a dieta
hiperlipidica de ratas controles, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-
10 (Kp10). A) Massa corporal antes da exposicao a dieta hiperlipidica. B) Curva de ganho de
massa corporal da prole durante exposicdo a dieta hiperlipidica. C) Média de ingestdo de
comida. D) Glicemia em jejum ap0s 4 e 6 semanas de HFD. E) Curva glicémicado IPGTT apds
4 semanas de HFD. F) Area sob a curva do TTIPG apés 4 semanas de HFD. G) Curva glicémica
do IPGTT apds 6 semanas de HFD. H) Area sob a curva do TTIPG ap6s 6 semanas de HFD. I)
Curva glicémica do IPITT ap6s 4 semanas de HFD. J) Area sob a curva do TTIPI apos 4
semanas de HFD. K) Curva glicémica do IPITT ap6s 6 semanas de HFD. L) Area sob a curva
do TTIPI ap6s 6 semanas de HFD. (A, C, E, G, I, K: Anova de uma via post hoc SNK; B, D, F,
H, J: Anova de duas vias post hoc SNK; MédiaxtSEM). MédiatSEM). As diferencas
significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, ***P <0,001, ****P <0,0001,
excetodo C, E, G, | e K, que * P <0,05 controle-F1 vs. controle-F1+HFD; ** P <0,01 controle-
F1 vs. controle-F1+HFD; *** P <0,001 controle-F1 vs. controle-F1+HFD; **** P <0,0001
controle-F1 vs. controle-F1+HFD; ## P <0,01 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD;
### P <0,001 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; #### P <0,0001 controle-F1+HFD
vs. hipotireoideo-F1+HFD; @ P <0,05 controle vs. Kpl0-F1+HFD; ® ® P <0,01 controle vs.
Kpl0-F1+HFD; ® ® ® P <0,001 controle vs. Kp10-F1+HFD; ® ® ® ® P <0,0001 controle vs.
Kpl10-F1+HFD; a P <0,05 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; o o a o P <0,0001
controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; & P <0,05 controle-F1+HFD vs. Kp10-F1+HFD;
0 8 6 & P <0,0001 controle-F1+HFD vs. Kp10-F1+HFD; y P <0,05 hipitireoideo-F1+HFD vs.
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Kp10-F1+HFD; y y P <0,01 hipitireoideo-F1+HFD vs. Kp10-F1+HFD; vy y y v P <0,0001
hipotireoideo-F1+HFD vs. Kpl0-F1+HFD. IPGTT = Teste de tolerancia intraperitoneal a
glicose; IPITT = Teste de toleréncia intraperitoneal a insulina; HFD = dieta hiperlipidica; W=
=] Lo TP PRSPPI 115

Figura 6 Avaliacdo hepatica, da adiposidade e da bioquimica plasmatica da prole macho
exposta a dieta hiperlipidica de ratas controles, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas
com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Concentracdo plasmatica de triglicerideos, Colesterol total,
HDL e LDL. B) Concentracdo plasmética de AST e ALT. C) Massa relativa do figado. D)
Expressdo génica de Insr, Irsl e mTor no figado. E) Massa relativa do tecido adiposo
retroperitoneal. F) Massa relativa do tecido adiposo inguinal. G) Massa relativa do tecido
adiposo marrom. H) Fotomicrografia de tecido adiposo brando. I) Média da area dos adipdcitos.
J) Distribuicéo relativa dos tamanhos dos adipdcitos. (A-1: Anova de uma via post hoc SNK, J:
Anova de duas vias post hoc SNK; MédiatSEM). As diferencas significativas estdo
representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, ***P <0,001, ****P <0,0001. HFD = dieta
hiperlipidica; W= semanas; BM= massa corporal; HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL
= lipoproteina de baixa densidade; AST = aspartato aminotransferase; ALT = alanina
aminotransferase.........c.ccoocvvvvveniiieneennn, 117

Figura 7 Avaliacdo hepética, da adiposidade e da bioquimica plasmatica da prole fémea
exposta a dieta hiperlipidica de ratas controles, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas
com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Concentracdo plasmatica de triglicerideos, Colesterol total,
HDL e LDL. B) Concentracdo plasmética de AST e ALT. C) Massa relativa do figado. D)
Expressdo génica de Insr, Irsl e mTor no figado. E) Massa relativa do tecido adiposo
retroperitoneal. F) Massa relativa do tecido adiposo inguinal. G) Massa relativa do tecido
adiposo marrom. H) Fotomicrografia de tecido adiposo brando. I) Média da area dos adipdcitos.
J) Distribuicdo relativa dos tamanhos dos adipécitos. (A-1: Anova de uma via post hoc SNK, J:
Anova de duas vias post hoc SNK; MédiatSEM). As diferencas significativas estdo
representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, ***P <0,001, ****P <0,0001. HFD = dieta
hiperlipidica; W= semanas; BM= massa corporal; HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL
= lipoproteina de baixa densidade; AST = aspartato aminotransferase; ALT = alanina
AMINOTTANSTEIASE. ... ettt bbbt r ettt nbe s be b e e reens 119



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AKT Proteina quinase B

ANOVA Anélise de Variancia

ALT Aspartato Amino Transferase

AST Alanina Amino Transferase

AUC Area Sob A Curva

cDNA DNA complementar

CHsOH Metanol

DG Dia Gestacional

DMG Diabetes Mellitus Gestacional

DNA Acido desoxirribonucleico

dNKs Células Natural Killers Deciduais

DNTs Doencas Nao Transmissiveis

DOHaD Hipdtese das Origens do Desenvolvimento de Saude e Doenca
PN Dia Pds-Natal

ERa Receptor de estrogénio alfa

EATPS Proteinas Transportadoras De Acidos Graxos Da Placenta
GLUT Transportador De Glicose

GnRH Hormonio Liberador De Gonadotrofina

GPR54 Receptor 54 Acoplado A Proteina Gq

H202

Peroxido De Hidrogénio



HCL

HDL

HFD

HM
HPG
IFNy
IGF1
IGF1r
IGFs
IL-4
IL-10
IL-15
IL-17
INS1
INSR
IP

IRS
KISS1
KISS1r
Kp10
Kp234

LaBIO

Acido Cloridrico

Lipoproteina de alta densidade
Dieta Hiperlipidica
Hipotireoidismo Materno

Hipotalamo-Hipofase-Gonadal

Interferon-Gama

Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
Receptor de IGF1

Fatores de crescimento semelhantes a insulina
Interleucina-4

Interleucina-10

Interleucina-15

Interleucina-17

Insulina

Receptor de insulina

Intraperitoneal

Substrato 1 do receptor de insulina
Kisspeptina

Receptor De Kisspeptina
Kisspeptina-10

Kisspeptina 234

Laboratorio de Criagdo, Manutencdo e Experimentacdo Animal



LDL
LGA

LIF

MRNA
MTOR
mMTORC1
NBT/BCIP
Nf-xB
NLRP3
PAS

PBS
PI3K

PL
p-mTOR

PTU

gRT-PCR

RAPTOR

RCIU
rPRL

SEM

SGA

SNK

Lipoproteina de baixa densidade

Large For Gestational Age

Fator Inibitorio De Leucemia

Acido ribonucleico mensageiro

Alvo de rapamicina em mammiferos

Mtor Complexo 1

Azul nitro tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato/
Fator Nuclear-Kb

NIr Family Pyrin Domain Containing 3

Acido Periddico De Schiff

Solugéo De Fosfato Tamponada

Fosfoinositideo 3-quinase

Lactogénios Placentérios

mTOR fosforilado

6-Propyl-2-Thiouracil

Reacdo em cadeia da polimerase de transcri¢do reversa quantitativa
Proteina reguladora associada ao mTOR

Restri¢cdo De Crescimento Fetal Intrauterino

Receptor de prolactina

Erro Padrdo Da Média

Small For Gestational Age

Student-Newman-Keuls



T4

TBS-T

TGF-B

TIMPs

Treg
TSC2
TSH
TTIPG
TTIPI

UESC

VEGF

Tiroxina

Solucdo Tris-Salina Tamponada Com Twee-20

Fator De Crescimento Transformador Beta
Inibidores Teciduais De Metaloproteinases

Linfocitos T Regulatorios

Complexo 2 da esclerose tuberosa

Hormonio tireoestimulante

Teste De Tolerancia Intraperitoneal A Glicose
Teste De Tolerancia Intraperitoneal A Insulina
Univeridade Estadual de Santa Cruz

Fator De Crescimento Endotelial Vascular

Qui-Quadrado



O©oO~NO O & W N -

SUMARIO

LINTRODUGAOQ ..ottt 26
2.0BJETIVO GERAL ........ooiiiiiii ettt bbb ne e 30
3.0BJETIVOS ESPECIFICOS...........ccccoovvieieiieieeeseeseseesesiesesiesssessessenss s 30
4.REVISAO DE LITERATURA .........cocooiviiiiiieeeee e es e en st 32
4.1. Programacio do desenvolvimento fetal .......................ccooiiiiiii 32
4.1.1. Papel da placenta na programagdo do desenvolvimento fetal ..............cccceeneee 32
4.2. Papel da Kisspeptina na gestacAo..............cccceeovuiiiiiiiiiiii i 36
4.2.1.  Celulas trofODIASTICAS. ... ccouuiiiieiiieiieeriee ettt nee 37
4.2.2. Implantagdo € decidualiZagao .........ccivuvieiiiiiiiiiiiiiiie e 37
4.2.3.  Modulag@o IMUNOIOZICA .....c.ueeiviiiriiiiiitieii i 38
4.2.4. HOMEOSIASE GIICEMICA .eiivvriiiiieiiiie ittt 39
4.2.5. Doengas gestacionais em humanos e modelos experimentais ........................... 39
4.3. HipotireoidiSmo MATEINO .............cooiiiiiiiiiiiiie e 40
4.4. [Efeitos da kisspeptina em doencas gestacionais e na programacio intrauterina
42
S.CAPITULO 1.t 44
5.0. INTRODUCGAO.........c.ccomiiieereeseeeeeteee et en st ss st en s s sn et 46
5.2.  MATERIAL E METODOS .........coovviiiiiriiriinnisssssssssssssesssssssssssssss s 47
Animais 47
Delineamento exXperimental.............cocuuviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 48
Testes de tolerdncia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e tolerdncia intraperitoneal a
INSULIIA (TTIPI). ...oooovviiiiii ittt ettt s nnae e e 48
Necropsia e coleta de MAterial .................cccoooiioiiiiiiiiiii s 49
ANGLISE ROFMONAL. ... bbb nrae e 49
ANGLIS@ BIOQUIMICA ... 50
Avaliagdo histomorfométrica da placenta..................ccccoccevoiiiiiiiiiiiiciiiiiies e 50
TMURO-RISTOQUIMMICA ... 51
GRTEPCR ...ttt ettt b ettt be e r e 52
ANGLISE @SIALISTICA ...ttt nnb e e 54
5.3, RESULTADOS ... .ottt ettt ne e 54
O tratamento materno com Kpl0 ndo influenciou a disfungdo glicémica e redug¢do da
insulina plasmdtica e HDL causadas pelo hipotireoidismo em ratas gestantes. ............. 54
O tratamento materno com Kp10 ndo reverte comprometimento da morfologia placentaria
causada pelo hipotireoidiSmo em FALAS ...............ccocoueiiiiiiiiiiieieese e 58
O tratamento materno com Kpl0 melhora a desregulagdo em Glutl placentdria causada
pelo hipOtireOidiSIMO €M FALAS ............ccucicuiiieiiii ettt 61
O hipotireoidismo materno aumenta a expressdo placentdria de INSRf em ratas, enquanto
Kp10 regula positivamente a expressao de IGFI/IGFIT. ...........cccccccoociiiiiiiiiiniiiiicnn, 63
O tratamento materno com Kpl0 reverteu a desregulacdao placentaria de AKT/mTOR
causada pelo hipotireoidismo em ratas aos 14 DG...........cccccccouveiooiiiiiiiiiiiiieiiieie 65
5.4, DISCUSSAQ......coiiiiiiiiiiieie e 68
6.CAPITULO 2: ... s 73
(i3 TR 0 N 200) 01 67N 0 J TR 75
6.2. MATERIAL E METODOS ..........coooiiiiiiieieeeee et ees s ees s 76

Animais 76
Delineamento experimental.................cccuoouiiiuiiiiiiie i 76



OO ~NO O WNPE

NNNRPPRPRRRERERRERERE
NFRPOWOWWO~NOOUMWNEREO

WWWWWWNDNNDNDDNDNDN
OORrRWNPFPOOONO O W

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

Testes de tolerancia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e tolerdncia intraperitoneal a

INSULIIA (TTIPL). ....oooovviiiiii ittt nnr e 77
Necropsia e coleta de MALEriQl ..................ccocoiiiiiiiiiiiiiiiei s 77
ANGLIS@ ROFMONAL............ccoiiiiiiiie e 79
Avaliagdo histomorfométrica da placenta.................cccocouuveeciioiiiieiiiiiiiicie e 79
Avaliagdo do desenvolvimento fetal ...............cccccooiviiiiiiiiiiiiiiiiii e 79
TMUNO-RISEOQUITIICA ...t 79
GRTEPCR ...ttt bbbt ettt b ettt et 80
ANGLISE @STALISTICA ...ttt ettt ebe et e abe e te e nne e 81
6.3. RESULTADOS ...ttt sttt nbe et 82
O tratamento materno com Kpl0O em ratas hipotireoideas acelerou o ganho de massa
corporal materna e aumentou a concentragdo de T4 livre da geragdo F1 gestante. ...... 82
O tratamento materno com Kp 10 em ratas hipotireoideas melhora o desenvolvimento feto-
placentdrio da eragao F2 ............coooiiiiiiiiiiii it 85
O tratamento materno com Kp10 em ratas hipotireoideas previne o aumento da expressao
de rPRL na interface materno-fetal da geragao FI .............ccccocvviiiiiiiiiiiieniieiienen, 87
O tratamento materno com Kp10 em ratas hipotireoideas previne o aumento da expressao
de IGF'] na interface materno-fetal da gerag@o F1I .............cccccccocviiiiiiiiiiiiniciinn, 88
O tratamento materno com Kp10 em ratas hipotireoideas previne o aumento da expressao
de mTOR na interface materno-fetal da geragao F1 .............ccccoccviiiiiiiiiiiiiiniciinn, 91
6.4, DISCUSSAQ........coiiiiiririiintitie s 93
ToCAPITULO 3:...cioii s 98
28 T 10 210 01 67N 0 J T 100
7.2.  MATERIAIS E METODOS............cooitiiiieiiesiieeeseeesesese e sesses st 102
Animais 102
Indugdo do hipotireoidismo e tratamento com Kisspeptina-10 (Kp10) ...........c.ccc...... 102
Delineamento exXperimental..............cocuuiiiuiiiiiiiie i 102
Testes de tolerdncia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e tolerdncia intraperitoneal a
INSULTIA (TTIPI). .....ooocvvie ittt e bbb e nbre e e e e e nnees 103
Coleta de sangue e Dosagem de insuling € T4 [iVre............ccccocociiiiiiiiiiiiiiicinie e 104
Necropsia e coleta de MAterial ....................cccoouvviiiiiiiiiiiiiiiei e 104
ANALISE BIOGUIMICA ...t 104
Histomorfometria do tecido adipoSo Dranco................c.ccccooeveiiciiiiiiiiiiieii e 105
71 O SR 105
ANGLISE STALISTICA ...ttt ne e 106
7.3, RESULTADOS ... .ottt sttt st sneesnbeesneas 106

O tratamento materno com Kpl0 ndo afeta o aumento do periodo gestacional e a
diminui¢do da massa corporal e dos niveis de T4 livre nos neonatos causados pelo

hipotireoidiSTO MALETNO @M FALAS ..........cuueieiieieiiee ettt 106
O tratamento materno com Kp10 melhora a tolerdncia a glicose na prole macho de ratas
hipotireoideas, mas ndo afeta a resisténcia a insulina alterada ...................c.c.ccoceen... 107
O tratamento materno com Kp10 reverte a intolerdncia a glicose na prole fémea de ratas
hipotireoideas, mas ndo melhora a maior resisténcia a inSuling...................cccccocoe.... 109
O hipotireoidismo materno acelera o ganho de massa corporal da prole macho exposta a
dieta hiperlipIdiCa. ..............c.ccovuiiiiiiiiiiiiii 111
O tratamento materno com Kpl0 retarda e reduz a intolerdncia a glicose decorrente da
exposicdo a dieta hiperlipidica em prole fémea de ratas hipotireoideas ....................... 113

O tratamento materno com Kp10 ndo é capaz de bloquear o aumento exacerbado de tecido
adiposo inguinal causado pelo hipotireoidismo materno na prole macho exposta a dieta
RIDEFIIDIAICA ... s 116



~NOo ok wWwN PR

O tratamento materno com Kp 10 ndo é capaz de bloquear o aumento exacerbado de tecido
adiposo retroperitoneal e marrom causado pelo hipotireoidismo materno na prole fémea

exposta a dieta hiperlipidica ...............c.cccooviiiiiiiiiiiiii e 118
T4 DISCUSSAOQ. ..ottt 120
REFERENCIAS ......ccooooiiiiiiiiieiier e 124
APENDICE A - CONTROLES NEGATIVO DO CAPITULO 1.......cc.ccoovevvverninnn, 139



10

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

26

1. INTRODUCAO

De acordo com a Hipotese das Origens do Desenvolvimento de Saude e Doenca
(Developmental Origins of Health and Disease hypothesis — DOHaD), perturbacfes no
ambiente intrauterino afetam a fisiologia fetal e podem predispor a prole a doengas cronicas na
vida adulta como obesidade, diabetes e hipertensdo, devido a alteracbes nos mecanismos
regulatérios homeostaticos do feto. Por isso, o metabolismo materno e placentario adequados
sdo determinantes para a programacao metabolica fetal e a satude pos-natal (BARKER et al.,
1990; BURTON et al., 2010).

O hipotireoidismo materno € um importante distlrbio cardiometabodlico que
compromete a gestacdo e o ambiente intrauterino, podendo acarretar diversos problemas a
salde da mée, do feto e na vida adulta da prole (BAGHERIPUOR et al., 2015; KEMKEM et
al., 2020; KURLAK et al., 2013; LIU et al., 2019; SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018;
TAPIA-MARTINEZ et al., 2019). Mulheres com hipotireoidismo, além de apresentarem
disfuncdo na interface materno-fetal, apresentam histérico de abortos recorrentes e
complicacdes durante o periodo pré-natal, como pré-eclampsia, descolamento de placenta,
parto prematuro, restrigéo de crescimento intrauterino (RCI1U) e maior risco de diabetes mellitus
gestacional (DMG) (BIONDI; KAHALY; ROBERTSON, 2019; GONG; LIU; LIU, 2016;
SHRESTHA; TRIPATHI; DONGOL, 2019; SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018; WANG
et al., 2021b). Além disso, o hipotireoidismo materno altera a programacdo metabdlica fetal,
uma vez que aumenta o risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 na vida adulta
(BAGHERIPUOR et al., 2015; KEMKEM et al., 2020; LIU et al., 2019; TAPIA-MARTINEZ
etal., 2019).

O desenvolvimento adequado do feto e sua programacdo intrauterina dependem da
funcdo adequada da placenta, 6rgdo chave na gestacdo, uma vez que horménios placentarios
como progesterona, estrogénio, lactogénio placentario (PL), prolactina, leptina e cortisol sdo
fundamentais para as adaptacGes metabdlicas maternas. Essas adaptacdes sdo necessarias para
acomodar as necessidades do feto, preparar para a lactagdo subsequente e cuidar do recém-
nascido (NEWBERN; FREEMARK, 2011). Para isso, 0 estabelecimento adequado do eixo
placenta-pancreas é necessario para permitir a maior liberacdo de insulina e processos
adaptativos das cé€lulas B pancreaticas, visando compensar a resisténcia a insulina periférica
estabelecida ao longo da gestacdo e fornecer ao feto 0s nutrientes necessarios para o seu
desenvolvimento (FOWDEN et al., 2008; NEWBERN; FREEMARK, 2011; SZLAPINSKI,
HILL, 2020). No entanto, estudos recentes sugerem que a kisspeptina pode ser o0 hormonio
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regulador chave do eixo placenta-péancreas e, consequentemente, do metabolismo materno
(BOWE et al., 2019; MUSA; MATIILA; LEVITT, 2021; SZLAPINSKI; HILL, 2020;
VELASCO et al., 2019).

A Kisspeptina, codificada pelo gene Kissl, é conhecida pelo seu papel chave na
regulacdo da fertilidade, uma vez que estimula a liberacdo hipotalamica do hormonio liberador
de gonadotrofina (GnRH) através do seu receptor KisslR e, consequentemente, a funcéo
gonadal (DE ROUX et al., 2003; SEMINARA et al., 2003). Além de sua expressao central, 0
sistema Kiss1/Kiss1R é expresso em outros érgéos e tecidos como no ovario (CASTELLANO
etal., 2006), testiculo (DUDEK et al., 2016), coracdo (MAGUIRE et al., 2011) e tecido adiposo
(DUDEK et al., 2016). No entanto, estudos sugerem a placenta como a principal fonte da
Kisspeptina sisttmica durante a gestacdo (HORIKOSHI et al., 2003), uma vez que 0s niveis
plasmaticos e urinarios de kisspeptina em mulheres estdo intensamente aumentados no terco
final da gestacdo, com queda abrupta apds o parto (HORIKOSHI et al., 2003; JAYASENA et
al., 2015). Por isso, o0 uso da kisspeptina como biomarcador sérico tem sido sugerido como um
indicador do sucesso gestacional (MUSA et al., 2021), uma vez que doencas gestacionais
cardiometabdlicas como pré-eclampsia, obesidade e DMG estdo associadas a alteracGes nos
niveis plasmaéticos e/ou placentérios de kisspeptina (CETKOVIC et al., 2012; KAPUSTIN et
al., 2020; KOLODZIEJSKI et al., 2018; LOGIE et al., 2012). Além disso, estudo recente do
nosso grupo de pesquisa demonstrou que a restricdo de crescimento fetal causada pelo
hipotireoidismo em ratas esta associada a uma reducdo da expressao do sistema Kiss1/Kiss1R
na interface materno-fetal (SANTOS et al., 2022b), sendo gque o tratamento com kisspeptina foi
capaz de melhorar o ambiente intrauterino e o desenvolvimento fetal em ratas hipotireoideas
(SANTOS et al., 2022c, 2023a). Por isso, uma hipotese deste estudo é que a kisspeptina pode
ser um hormonio chave que controla o metabolismo materno e placentario e o crescimento fetal.

Estudos também ja demonstraram que a kisspeptina é capaz de modular a liberacéo de
insulina e estimular a adaptacdo das células B pancreaticas durante a gestacdo (BOWE et al.,
2019; HAUGE-EVANS et al., 2006; 1ZZI-ENGBEAYA et al., 2018; MUSA; MATIILA;
LEVITT, 2021; SCHWETZ; REISSAUS; PISTON, 2014; SONG et al., 2014; SZLAPINSKI;
HILL, 2020; TOLSON et al., 2014; VELASCO et al., 2019; VIKMAN; AHREN, 2009;
WAHAB; RIAZ; SHAHAB, 2011), sugerindo que a reducédo na producéo de kisspeptina pela
placenta pode resultar em comprometimento no metabolismo glicémico materno e fetal, e ser
um fator para o desenvolvimento de diabetes gestacional (BOWE et al., 2019; 1ZZI-
ENGBEAYA; HILL; BOWE, 2019; SZLAPINSKI; HILL, 2020). Assim, considerando que o
hipotireoidismo materno compromete a homeostase glicémica materna (KENT; ATLURI,
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CUFFE, 2022) e da prole (BAGHERIPUOR et al., 2015; KEMKEM et al., 2020; LIU et al.,
2019; TAPIA-MARTINEZ et al., 2019) e reduz a expressdo placentaria de kisspeptina
(SANTOS et al., 2022b), outra hipotese deste estudo é de que o tratamento com kisspeptina em
ratas gestantes hipotireoideas pode ndo somente melhorar a tolerancia glicémica materna, como
também a toleréncia glicémica da prole.

Uma das principais vias reguladoras da liberacdo de insulina e proliferacdo das células
[ pancreaticas ¢ a sinalizacao IRS/PI3K/AKT/mTOR, que atua como um sensor nas células
placentarias quando expostas ao oxigénio e nutrientes (AKHAPHONG et al., 2021;
BALCAZAR et al., 2009; BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; YOON, 2017). Desse
modo, considerando que a administracdo exdgena de kisspeptina estimula a ativacdo de mTOR
em células epiteliais mamarias bovinas (CAO et al., 2021) e aumenta a expressdo de IRS-1 e
PI3K em linhagem de células GT1-7 (YUAN et al., 2021), outra hipdtese deste estudo é que a
Kisspeptina estimula a ativacéo da via de sinalizacdo IRS/PI3K/AKT/mTOR na placenta. Até o
momento ndo ha estudos que tenham avaliado o papel da kisspeptina na expressdo de mTOR
placentario, inclusive em doencas gestacionais.

Estudos ja mostraram que falhas na sinalizacdo IRS/PISK/AKT/mTOR acarreta
alteracbes morfofisiolégicas na placenta, estando associada a restricdo de crescimento
intrauterino, obesidade, diabetes gestacional e pré-eclampsia (AKHAPHONG et al., 2021;
BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; TSAI et al., 2021). No entanto, ainda €
desconhecido se a alteracdo dessa via de sinalizacdo estd envolvida na disfuncdo placentaria
causada pelo hipotireoidismo materno. Além disso, falhas na sinalizacdo placentaria de mTOR
também esté associada a doencas cronicas na prole (BURTON; FOWDEN; THORNBURG,
2016). Um estudo recente demonstrou que a prole de camundongos nocautes para mTOR na
placenta e submetida a dieta hiperlipidica desenvolveu obesidade, resisténcia a insulina e falha
na resposta compensadora das células B pancreéticas. Por outro lado, a prole de nocautes para
TSC2 placentério, inibidor de mTOR, apresentou resisténcia ao desenvolvimento de obesidade
e melhora na tolerancia a glicose em resposta a dieta hiperlipidica, sugerindo que 0 mTOR
complexo 1 (mTORC1) placentério serve como um elo mecanistico entre a funcao placentéria
e a programacéo da obesidade e da resisténcia a insulina na prole adulta (AKHAPHONG et al.,
2021). Com isso, outra hipdtese deste estudo é que o hipotireoidismo materno compromete a
sinalizagdo de mTORC1 placentéario afetando ndo somente o metabolismo placentario como a
programacdo metabolica fetal, enquanto a kisspeptina é capaz de reverter essa alteracao.

Este estudo permitiu uma melhor compreensdo do papel modulatério da kisspeptina nas

alteracbes metabolicas glicémicas e placentarias causadas pelo hipotireoidismo materno,
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inclusive em relacdo a programacao metabdlica fetal. Além disso, sugeriu a kisspeptina como
estratégia terapéutica em uma doenca metabdlica gestacional com restri¢do de crescimento fetal

e seu efeito protetor contra disfuncdo metabdlica na prole em idade adulta.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel modulatoério de kisspeptina na homeostase glicémica e eixo placenta-
pancreas em ratas com hipotireoidismo materno e seu impacto na programacéo

metabolica glicémica da prole.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
CAPITULO 1:

Avaliar o efeito de kisspeptina na homeostase energética materna em ratas com
hipotireoidismo materno;

Avaliar o efeito de kisspeptina na expressao génica e/ou proteica de mediadores da
homeostase glicémica (INSR, IRS-1, IGF1R, IGF1, AKT, mTORC1, RAPTOR,
GLUT1) na placenta de ratas hipotireoideas;

Avaliar o efeito de kisspeptina na expressédo génica e/ou proteica de mediadores do eixo
placenta-pancreas (rPRL, PL-11 e Leptina) na placenta de ratas hipotireoideas;

Avaliar o efeito de kisspeptina na quantidade (imunomarcagdo de INS1) de ilhotas
pancreaticas em ratas gestantes hipotireoideas;

CAPITULO 2:

Avaliar a homeostase glicémica materna na geracdo F1 gestante provenientes de ratas
com hipotireoidismo materno e tratadas com kisspeptina;

Avaliar o desenvolvimento feto-placentario da prole de fémeas F1 provenientes de ratas
com hipotireoidismo materno e tratadas com kisspeptina;

Avaliar o efeito de kisspeptina na expressao génica e/ou proteica de mediadores da
homeostase glicémica (INSR, IRS-1, IGF1R, IGF1, AKT, mTORC1, RAPTOR,
GLUT1) na interface materno-fetal da prole de fémeas F1 gestante provenientes de ratas
com hipotireoidismo materno e tratadas com kisspeptina;

Avaliar o efeito de kisspeptina na expressao génica e/ou proteica de mediadores do eixo
placenta-pancreas (rPRL, PL-1I e Leptina) na interface materno-fetal da prole de fémeas

F1 provenientes de ratas com hipotireoidismo materno e tratadas com kisspeptina;

CAPITULO 3:

Avaliar o efeito da administracdo materna de Kisspeptina na homeostase energética
antes e apos exposicdo a dieta hiperlipidica na prole (machos e fémeas) de ratas
hipotireoideas;

Avaliar o efeito da administracdo materna de kisspeptina na adiposidade da prole
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148 (machos e fémeas) de ratas hipotireoideas apds exposicao a dieta hiperlipidica;

149 e Auvaliar o efeito da administracdo materna de kisspeptina na funcéo hepatica da prole
150 (machos e fémeas) de ratas hipotireoideas apds exposicao a dieta hiperlipidica;

151 e Auvaliar o efeito da administracdo materna de kisspeptina na expressdo génica hepatica
152 de mediadores da homeostase glicémica (Insr, Irs-1 e mTor) da prole (machos e

153 fémeas) de ratas hipotireoideas apds exposicdo a dieta hiperlipidica;

154

155
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Programacédo do desenvolvimento fetal

Doencas ndo transmissiveis (DNTSs) séo responsaveis por 74% das mortes no mundo
(WHO, 2022). De acordo com a Hipdtese das Origens do Desenvolvimento de Satde e Doenca
(Developmental Origins of Health and Disease hypothesis — DOHaD), alteragcbes em pontos-
chaves do desenvolvimento resultante de uma combinacdo multifatorial de influéncias
ambientais, metabdlicas e comportamentais, comprometem o adequado funcionamento da
placenta. Estas alteracdes estdo associadas ao desenvolvimento de doencgas gestacionais e falhas
na programagdo do desenvolvimento, aumentando o risco de doencgas cronicas durante a vida
adulta. Por isso, o metabolismo materno e placentario sdo fatores determinantes para a
programacdo metabdlica fetal e a saude pos-natal (GLUCKMAN; HANSON, 2004; KRAMER
etal., 2023; REN; JIN; ZHU, 2023; SAAVEDRA et al., 2023).

Fatores externos ao ambiente intrauterino, associados principalmente ao ambiente,
metabolismo e estilo de vida materno, sdo um dos principais moduladores da programacao
metabolica fetal (KRAMER et al., 2023; NAPSO et al., 2018). Embora ainda existam muitas
lacunas a serem preenchidas no estudo da influéncia materna sobre a programacgéo do
desenvolvimento, propde-se que perturbacdes ambientais, comportamentais e/ou no estilo de
vida materno sao sinalizadores para alteracdes no epigenoma materno e fetal. Essas alteragdes
modificam a expressdo génica de hormonios, fatores de crescimento e demais proteinas que
coordenam o perfeito funcionamento do ambiente placentario, comprometendo assim a
programacéo do desenvolvimento fetal (CHAVATTE-PALMER; COUTURIER-TARRADE,;
ROUSSEAU-RALLIARD, 2023; CHRISTOFOROU; SFERRUZZI-PERRI, 2020;
HOFFMAN et al., 2021; KRAMER et al., 2023; SAAVEDRA et al., 2023; YAO; LOPEZ-
TELLO; SFERRUZZI-PERRI, 2021).

Assim, a compreensdo do mecanismo pelos quais essas moléculas atuam ndo s6 permite
melhor entendimento da patofisiologia das doencas gestacionais, como também serve para o
mapeamento de alvos para potenciais ferramentas terapéuticas para doengas gestacionais e que
aumentem a resisténcia fetal ao desenvolvimento de doengas crénicas (HOFFMAN et al., 2021;
KRAMER et al., 2023).

4.1.1. Papel da placenta na programacéo do desenvolvimento fetal
A placenta é o elo entre a mae e o feto e o principal 6rgao regulador do ambiente

intrauterino, desempenhando um papel fundamental na resposta as mudancgas ambientais. Ela
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possui alta plasticidade em resposta a insultos, visando a manutengdo da nutrigéo e crescimento
fetal. No entanto, quando o limiar adaptativo da placenta é ultrapassado devido a mudangas
ambientais, exposicao a substancias quimicas, alteracdes psicossociais e estilo de vida materno,
pode ocorrer comprometimento da funcdo placentaria. Isso afeta a atividade enddcrina e as
trocas de nutrientes, comprometendo o crescimento e o desenvolvimento fetal, bem como a
programacdo metabolica fetal (FOWDEN et al.,, 2008; LAPEHN; PAQUETTE, 2022;
SFERRUZZI-PERRI; LOPEZ-TELLO; SALAZAR-PETRES, 2022; SHAO et al., 2022).

A interacdo das células trofoblésticas com a fisiologia materna, mediada pela interface
materno-fetal, resulta em um controle placentario do desenvolvimento intrauterino,
principalmente por meio de suas fun¢des enddcrinas e de transporte de nutrientes. Desta forma,
falhas na diferenciacdo e funcdo placentaria estdo associadas ao surgimento de doencas
gestacionais e ao comprometimento do desenvolvimento e crescimento fetal (FOWDEN et al.,
2008; HOFFMAN et al., 2021; SHAO et al., 2022).

a) Placenta e o Transporte de nutrientes

Durante o desenvolvimento embrionario, a placenta, um érgdo metabolicamente ativo,
demanda um drastico aumento no metabolismo energético materno para promover o
crescimento feto-placentéario de maneira adequada. Essa maior necessidade energética é uma
resposta a manutencdo do transporte ativo de nutrientes e a sintese proteica, 0 que resulta em
maior consumo de oxigénio e outros nutrientes. Dito isso, 0 estabelecimento da rede vascular
placentaria e a manutencdo do fluxo sanguineo na interface materno fetal sdo fundamentais para
esse processo (BRETT etal., 2014; BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; REYNOLDS
et al., 2023; SHAO et al., 2022).

Para garantir o fluxo sanguineo placentario adequado é essencial o remodelamento
vascular, onde o endotélio vascular temporariamente cede lugar as células trofoblasticas,
resultando em um ldmen dilatado e aumento do fluxo sanguineo (SOARES et al., 2014;
WHITLEY; CARTWRIGHT, 2010). Além disso, o aumento da superficie de contato da
placenta devido a invasdo trofoblastica e expansdo das microvilosidades, é crucial para
assegurar o trafego eficiente de nutrientes entre mae e feto (SHAO et al., 2022). Dessa forma,
doengas gestacionais, principalmente pré-eclampsia, que cursam com falha na migragéo
trofoblastica e consequente remodelamento vascular ineficiente, resultam em hipdxia
placentéaria e comprometimento do fluxo de nutrientes para o feto, podendo levar a restricao de
crescimento fetal intrauterino (RCIU) (APLIN et al., 2020; BURTON et al., 2019).
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O fluxo sanguineo placentéario adequado permite o transito de nutrientes entre mae e
feto. A placenta realiza a entrega de macromoléculas ao feto enquanto devolve detrito a corrente
sanguinea materna. Esse processo é mediado por uma série de transportadores transmembrana,
principalmente os transportadores de glicose (GLUTs 1,2,4,8,9,10 e 12) e aminoacidos
(Sistema A, Sistema B e Sistema L), enquanto o transporte de lipideos ocorre por meio de
lipoproteinas e proteinas transportadoras de acidos graxos da placenta (FATPS) e a translocase
de &cidos graxos (CD36) (BRETT et al., 2014; SHAO et al., 2022).

O suprimento de nutrientes maternos para as demandas fetais esta intimamente ligado
ao status nutricional da mae, com a via de sinalizagdo mTOR desempenhando um papel crucial.
Esta via capta as flutuagBes de nutrientes, como glicose, aminoécidos e oxigénio, e regula o
crescimento fetal e placentario (BRETT et al., 2014; BURTON; FOWDEN; THORNBURG,
2016). As vias de sinalizacdo placentaria de mTOR coordenam a plasticidade placentéria,
regulando o ambiente nutricional, a diferenciacdo trofoblastica e 0 metabolismo celular. Em
resposta a estressores, essa via ativa mecanismos adaptativos que visam a manutencdo da
funcdo placentéria e o crescimento fetal (HOFFMAN et al., 2021; SHAO et al., 2022).

Disfunces placentérias, que levam a redugdo do transporte de nutrientes para o feto,
resultam na diminuicdo da atividade do mTOR, o que, por sua vez, esta associada a redugéo do
peso fetal (BEETCH; ALEJANDRO, 2021). Além disso, estudos sugerem uma relacdo direta
entre a desregulacdo da via mTOR e a programacdo metabdlica da prole. Camundongos
knockout para mTOR placentario mostram reducéo tanto no peso fetal quanto placentério, além
de maior sensibilidade a inducdo de obesidade por dieta hiperlipidica e disfuncdo metabdlica.
Em contraste, a deplecdo de TSC2, bloqueador natural de mTOR, ndo resulta em alteracdes no
peso fetal ou placentario e protegeu a prole contra o desenvolvimento de obesidade por dieta
hiperlipidica (AKHAPHONG et al., 2021).

Dessa forma, o transporte placentario de nutrientes pode ser comprometido por
alterac6es na morfologia da placenta, no fluxo sanguineo, na expressdo dos transportadores
transmembrana e/ou na via de sinalizacdo de mTOR, o que leva a um maior risco de doencas
crénicas na vida adulta (BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; HOFFMAN et al., 2021;
WINTERHAGER; GELLHAUS, 2017).

b) Funcéo Enddcrina placentaria
Durante a gestacdo, o corpo da mae sofre adaptacdes cardiorrespiratdrias, imunes e

metabdlicas que resultam em altera¢Ges funcionais e morfolégicas nos 6rgaos maternos. Essas
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alteracbes permitem o suprimento adequado de gases, nutrientes e metabolitos para o feto,
necessarios para o seu crescimento e desenvolvimento, além de possibilitar a lactacdo e cuidado
materno com o recém-nascido (FOWDEN et al., 2008; NEWBERN; FREEMARK, 2011).
Essas adaptacGes sdo moduladas pela acdo dos horménios placentarios e dentre eles estdo: a
familia dos hormdnios do crescimento e prolactinas (prolactina, lactogénios placentarios e
hormonio do crescimento), horménios esteroides (estrdgeno e progesterona) e peptideos
(serotonina, melatonina, oxitocina e kisspeptina). Alteracdes nesses horménios estdo associadas
a diversas complicacdes gestacionais e 0 desenvolvimento de doencas crénicas na vida pés-
natal da prole (KRAMER et al., 2023; NAPSO et al., 2018; SZLAPINSKI; HILL, 2020).

A familia das prolactinas e lactogénios placentarios atuam principalmente na regulacao
materna do metabolismo da glicose, causando um aumento na massa de células B-pancreéticas,
nos niveis plasmaticos de glicose e na resisténcia a insulina, visando prover maior aporte de
glicose ao feto. Alem disso, esses hormonios estdo associados ao desenvolvimento da glandula
mamaria e lactacdo, bem como mudancas no comportamento materno direcionados para o
cuidado, amamentacdo e protecdo da prole (NAPSO et al., 2018). Semelhantemente, 0s
horménios esteroides, estrdgeno e progesterona, que durante a gestacdo sdo secretados
majoritariamente pela placenta, também atuam na regulagdo do metabolismo glicémico e de
lipideos, regulagdo da apoptose em células B-pancreaticas, e regulacdo do apetite materno e do
sistema cardiovascular materno (NAPSO et al., 2018; NEWBERN; FREEMARK, 2011,
SZLAPINSKI; HILL, 2020).

Estudos demonstraram que peptideos como melatonina e seu precursor serotonina, sdo
sintetizados pela placenta e que também atuam na regulacdo do metabolismo e comportamento
materno. Estudos sugerem que a melatonina seja um importante regulador do comportamento
materno, visto que sua deficiéncia em camundongos knockout para enzima triptofano
hidroxilase 2, resultou em comportamento agressivo, diminuicdo da protecdo do filhote e
aumento do canibalismo. No entanto, os estudos sobre a suplementacdo de melatonina na
gestacdo e seu impacto na saude materna, fetal e pds-natal ainda néo séo conclusivos (ANGOA-
PEREZ et al., 2014; NAPSO et al., 2018; SZLAPINSKI; HILL, 2020).

A oxitocina é outro importante peptideo associado principalmente ao processo de parto,
uma vez que estimula as contragdes uterinas. No entanto, ela também é importante para o
estabelecimento do elo afetivo entre a mae e o filho, bem como estimular a habilidade materna
pos-natal (NAPSO et al., 2018). Outro hormdnio neuroativo produzido pela placenta é a
Kisspeptina, que tem sido atualmente considerada um biomarcador de sucesso gestacional e

crescimento fetal. Pesquisas ja& mostraram que a Kisspeptina influencia os processos de
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implantacdo e placentagdo, como também o metabolismo glicémico materno e o eixo placenta-
pancreas (BOWE et al., 2019; HU et al., 2019; IZZI-ENGBEAYA et al., 2018; MARK et al.,
2013; MUSA; MATIJILA; LEVITT, 2021; SZLAPINSKI; HILL, 2020; TSOUTSOUKI et al.,
2022).

4.2. Papel da kisspeptina na gestacéo

A Kisspeptina € um peptideo codificado pelo gene KISS1, que atua via o receptor 54
acoplado a proteina Gq (GPR54), também conhecido como KISS1R, codificado pelo gene
KISS1R, que juntos possuem papeis cruciais em varios processos fisioldgicos (KOTANI et al.,
2001; NAVARRO, 2020; OHTAKI et al., 2001). Inicialmente descrito como gene supressor de
metastase tumoral (LEE et al., 1996; OHTAKI et al., 2001), a kisspeptina ganhou destaque por
sua atividade reguladora no eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadal, sendo considerada o
neuropeptideo chave da reprodugdo (DE ROUX et al., 2003; ROA; TENA-SEMPERE, 2007;
SEMINARA et al., 2003). No entanto, outras funcionalidades da kisspeptina vém sendo
exploradas. Estudos tem sugerido e demonstrado a sua participacdo em diversas etapas da
gestacdo, como na implantacdo e decidualizacdo, além da regulacdo da homeostase glicémica
materna (BOWE et al., 2019; REYNOLDS et al., 2009; SZYDELKO-GORZKOWICZ et al.,
2022; TSOUTSOUKI et al., 2022) e do equilibrio energético (HUDSON; KAUFFMAN, 2021;
IZZI-ENGBEAYA; HILL; BOWE, 2019; NAVARRO, 2020).

O sistema Kisspeptina/Kiss1R é expresso em diversos 6rgdos como coracao, tecido
adiposo, pancreas, figado, intestino delgado, testiculo, ovério, linfonodo e vasos sanguineos
(KOTANI et al., 2001; OHTAKI et al., 2001; REYNOLDS et al., 2009). Contudo, sugere-se
gue a placenta seja a principal fonte da kisspeptina sistémica em mulheres gestantes, uma vez
que os genes KISS1 e KISS1R sdo altamente expressos no tecido placentario (OHTAKI et al.,
2001) e durante a gestacao os niveis de kisspeptina no plasma e urina aumentam drasticamente,
cerca de 7000 e 200 vezes, respectivamente, quando comparado ao estado ndo gestacional,
reduzindo abruptamente apds o parto (HORIKOSHI et al., 2003; JAYASENA et al., 2015). Por
isso, devido a esse aumento fisioldgico acentuado da kisspeptina ao longo da gestacéo e reducéo
da sua concentragédo plasmatica ser associada a RCIU, ela tem sido considerada um biomarcador
do sucesso gestacional (SZYDELKO-GORZKOWICZ et al., 2022; TSOUTSOUKI et al.,
2022).
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4.2.1. Células trofobléasticas

Na placenta de mulheres e ratas, o sistema Kissl/KisslR €& expresso no
sinciciotrofoblasto, e células gigantes trofoblasticas e espongiotrofoblastos, respectivamente.
Essas celulas apresentam alta atividade enddcrina e séo responsaveis pela secrecdo da maioria
dos horménios placentérios e fatores de crescimento que modulam o metabolismo materno e
desenvolvimento placentéario, bem como o crescimento e desenvolvimento fetal (BILBAN et
al., 2004; HORIKOSHI et al., 2003; SANTOS et al., 2022b; SILVA; SERAKIDES, 2016;
TERAO et al., 2004). Por isso, sugere-se que a kisspeptina tenha um papel-chave na regulagédo
do metabolismo e desenvolvimento placentario (SANTOS et al., 2022b).

Os primeiros estudos a avaliar o papel da kisspeptina na gestacdo demonstraram a sua
capacidade em reduzir a migracdo e invasao in vitro de células trofoblasticas, modulando
negativamente a expressao de metaloproteinases e fator de crescimento endotelial vascular A
(VEGF-A), aléem de aumentar a expressdo dos inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMPs) (BILBAN et al., 2004; FRANCIS et al., 2014), sugerindo um papel regulador na

migracdo e invasao trofoblastica.

4.2.2. Implantacdo e decidualizacéo

Estudos tem demonstrado o papel da kisspeptina no processo de decidualizacdo e
implantacdo embrionaria, ndo somente em camundongos (SCHAEFER et al., 2021; CALDER
etal.,, 2014; ZHANG et al., 2014; ABDELKAREEM et al., 2023) como também em mulheres
(BABA et al., 2015), sendo que kisspeptina estimula a expressao do fator inibitério de leucemia
(LIF) pelas glandulas endometriais, fator crucial para a implantacio do embrido
(ABDELKAREEM et al., 2023; CALDER et al., 2014; ZHANG et al., 2014). Por isso, a
delecdo de Kisslr no utero de camundongos resulta em falhas na implantacdo embrionéria,
reducdo do tamanho da ninhada e aumento da mortalidade neonatal (SCHAEFER et al., 2021),
sendo que animais knockout para Kissl continuam a apresentar infertilidade mesmo com
reposicéo de gonadotrofinas (CALDER et al., 2014). Além disso, Kisslr regula negativamente
a expressdo uterina de ERa, de modo que falhas na expressdo uterina de Kisslr causa
hiperexpressdo do receptor de estrogeno e, consequentemente, altera a receptividade
endometrial (SCHAEFER et al., 2021).

Estudos in vitro com células estromais deciduais de humanos demonstraram que a

kisspeptina reduz a sua migracao e invasao, enquanto a administracdo de um antagonista do seu
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receptor, Kp234, estimulou a sua migracdo e invasdo (WU et al., 2019). Isso sugere que esse
peptideo pode regular a migracdo dessas células durante a decidualizagdo. Além disso, reducéo
da sinalizacdo in vitro de kisspeptina compromete a decidualizacdo de células estromais
uterinas de camundongo (ZHANG et al., 2014), sendo que camundongos knockout para Kiss1l
Ou seu receptor, mas com restauracdo genética da sinalizacdo de kisspeptina nos neurénios

GnRH, apresentam falhas na adenogénese e funcéo das glandulas uterinas (LEON et al., 2016).

4.2.3. Modulagdo imunoldgica

Estudos também sugerem que a Kisspeptina tem capacidade de modular a atividade das
células natural killers deciduais (dNKs) e a tolerancia imunoldgica durante a gestacdo
(GORBUNOVA,; SHIRSHEV, 2020). As células dNKs pertencem ao sistema imune materno e
podem ser diferenciadas a partir de células progenitoras hematopoiéticas sob estimulo de
interleucina-15 (IL-15). No entanto, apresentam funcdes e fenotipo distintos das células NKs
circulantes (WANG et al., 2021a). Na interface materno-fetal, as células dNKs se acumulam na
decidua, mantendo relacdo proxima com as artérias espiraladas. Elas auxiliam no
estabelecimento do fendtipo pseudoendotelial do trofoblasto invasivo, além de ajudar na
degradacdo da tunica média das artérias por mecanismos ainda pouco conhecidos. Todo esse
processo permite o remodelamento vascular uterino pelos trofoblastos invasivos e,
consequentemente, maior fluxo sanguineo para a interface materno-fetal e para o embrido/feto
em desenvolvimento, tornando as células dNKs fundamentais para manutencdo da gestacao
(SHARMA; GODBOLE; MODI, 2016; SOARES et al., 2014).

Dessa forma, estudos in vitro demonstraram que Kkisspeptina estimula a diferenciacéo
das NKs tipo 1 isoladas do sangue periférico de mulheres ndo-gestantes em células NKs tipo 3,
suprimindo a expressdo de interleucina-4 (IL-4), interleucina -10 (IL-10) e interferon-gama
(IFNy) e aumentando a producdo do fator de crescimento transformador beta (TGF-B), um
facilitador da transformagdo das células NKs periféricas em células NKs deciduais
(SHIRSHEV et al., 2015). Também foi demonstrado in vitro que Kkisspeptina em células
mononucleares do sangue periférico de mulheres higidas favorece a formacéo de linfocitos T
regulatorios (Treg) em detrimento dos linfécitos T17, com aumento da produgédo de 1L-10 e
reducdo de interleucina -17 (IL-17), sugerindo que a kisspeptina possa contribuir para a
formagdo da tolerancia imunoldgica na interface materno-fetal durante a gestacéo
(GORBUNOVA; SHIRSHEV, 2014).
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4.2.4. Homeostase glicémica

Estudos mais recentes demonstraram o papel da kisspeptina na regulagdo da homeostase
glicémica gestacional. O blogueio farmacoldgico de kisspeptina usando Kp234 ou delecédo de
Kisslr em camundongos gestantes resultou em comprometimento da tolerancia a glicose,
acompanhado de reducdo da secrecdo de insulina sob estimulo da glicose, além de reduzir a
proliferacdo de células  pancreaticas (BOWE et al., 2019), importante mecanismo adaptativo
gestacional para manutencdo da homeostase glicémica durante a gestacdo (SZLAPINSKI;
HILL, 2020). O mesmo estudo verificou correlacdo positiva entre altos niveis plasmaticos de
Kisspeptina e 0 aumento da secrecdo de insulina sob estimulo da glicose, e demonstrou reducao
dos niveis plasmaticos de kisspeptina em mulheres com Diabetes mellitus gestacional (DMG)
(BOWE et al., 2019).

4.2.5. Doengas gestacionais em humanos e modelos experimentais

Além dos papeis sugeridos da kisspeptina no estabelecimento e manutencdo da
gestacdo, estudos também tém atribuido a kisspeptina como potencial biomarcador sérico de
sucesso gestacional (HU et al., 2019; SULLIVAN-PYKE et al., 2018; TSOUTSOUKI et al.,
2022), uma vez que redugdo dos niveis plasmaticos de kisspeptina tem sido associada a
ocorréncia de pré-eclampsia (ADALI et al., 2012; ARMSTRONG et al., 2009; CETKOVIC et
al., 2012; IBANOGLU et al., 2022; MATJILA et al., 2016; ZIYARAA; HAMDAN; MOUSA,
2016), com reducdes mais expressivas em quadros severos (ZIYARAA; HAMDAN; MOUSA,
2016) ou quando acompanhado de outra doenga gestacional como obesidade (LOGIE et al.,
2012). Além disso, doencas cardiometabdlicas gestacionais como obesidade (LOGIE et al.,
2012) e DMG (BOWE et al., 2019; CETKOVIC et al., 2012), e complicacdes fetais como
nascimento de neonatos com baixo peso para a idade gestacional (SGA — Small for Gestational
Age) (SMETS et al., 2008) e/ou com RCIU (ARMSTRONG et al., 2009), também estéo

associadas com reducdo dos niveis plasmaticos de kisspeptina.

Em casos de pre-eclampsia (CARTWRIGHT; WILLIAMS, 2012; KAPUSTIN et al.,
2020; MATIJILA et al., 2016; ZHANG et al., 2011) e DMG (KAPUSTIN et al., 2020), foi
observado também alteragdes na expressao génica e/ou proteica do sistema Kiss1/Kisslr em
placentas a termo. No entanto, ndo esta claro ainda a influéncia da expressdo génica e/ou

proteica placentaria de Kiss1/Kisslr na kisspeptina circulante.
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Curiosamente, estudos em placentas knockout para Kissl ou Grp54 em camundongos
demonstraram auséncia de alteracfes no peso fetal e placentario (HERREBOUDT et al., 2015;
PANTING et al., 2024). Contudo, em modelo murino de aborto espontaneo, foi demonstrado
reducdo da expressdao génica e proteica placentaria de Kisspeptina, e que o bloqueio
farmacoldgico de Kiss1R resultou em alteracdes semelhantes ao modelo de aborto espontaneo
recorrente. O tratamento com kisspeptina-10 (Kp10), por outro lado, foi capaz de reduzir a taxa
de reabsorcdo embrionaria (YANG et al., 2024; ZHANG et al., 2023). Estudos também
demonstraram reducdo da expressdo placentaria de Kissl e Kisslr/Kisslr em modelo
experimental de hipotireoidismo materno (SANTOS et al., 2022b), e que o tratamento materno
com Kpl0 foi capaz de melhorar o ambiente intrauterino e a RCIU (SANTOS et al., 2022c,
2023a). Assim, em conjunto, esses estudos sugerem que apesar da kisspeptina placentaria ndo
ser vital para a ocorréncia da gestacdo em camundongos, a sua modulagéo sistémica e/ou local

pode ser necessaria para as adaptacfes maternas gestacionais e a programacao fetal adequada.

4.3. Hipotireoidismo materno

Durante a gestacdo ha aumento da demanda dos hormonios tireoidianos para acomodar
as demandas fisiologicas materna e fetal, uma vez que os hormonios tireoidianos desempenham
um papel crucial na placenta, regulando o crescimento e o desenvolvimento fetal. Dessa forma,
os hormonios tireoidianos sdo capazes de agir de forma direta no tecido placentario através de
receptores nucleares e de forma indireta por meio da interacdo com outros hormonios e fatores
de crescimento como estrogeno, progesterona e fatores de crescimento semelhantes a insulina
(IGFs) (CARVALHO et al., 2022; CHEN; CHEN; LIN, 2015; SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2018). Além disso, os hormdnios tireoidianos maternos tambeém exercem efeitos
sobre os tecidos fetais durante a 6-12% semana de gestacdo em humanos e até o 17° dia de
gestacdo na rata, sendo capazes de modular o desenvolvimento e maturacdo dos érgaos fetais,
bem como do metabolismo fetal até que o feto seja capaz de produzir seus proprios hormdnios
tireoidianos (CHEN; CHEN; LIN, 2015; FORHEAD; FOWDEN, 2014; JAMES;
FRANKLYN; KILBY, 2007; SILVA; SERAKIDES, 2016).

Com isso, a desregulacdo da sinalizagcdo materna dos hormonios tireoidianos na placenta
tem sido associada a complicagdes na gravidez, como pré-eclampsia, aborto, DMG e RCIU
(ADU-GYAMFI; WANG; DING, 2020; BIONDI; KAHALY; ROBERTSON, 2019;
KURLAK et al., 2013; PINTO et al., 2023; WANG et al., 2021b).

O hipotireoidismo materno é um importante distdrbio cardiometabdlico que
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compromete a gestacao e 0 ambiente intrauterino e é caracterizado principalmente pela reducao
da concentragdo plasméatica de T4 livre, e aumento de TSH circulante. Reducdo nas
concentracdes maternas de T4 livre resultam ndo somente em efeitos adversos a satde materna
e fetal (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018; SULLIVAN, 2019), como também na prole
ao longo do crescimento e na vida adulta (ESHKOLI et al., 2019; GE et al., 2020; MIAO et al.,
2021). Gestantes com hipofuncdo tireoidiana apresentam abortos recorrentes e complicagdes
durante o periodo pré-natal, como pré-eclampsia, descolamento de placenta, parto prematuro e
RCIU (SHRESTHA; TRIPATHI; DONGOL, 2019; SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018;
WANG et al., 2021b). Além disso, favorece o desenvolvimento de disfungbes metabdlicas
(KEMKEM et al., 2020; TAPIA-MARTINEZ et al., 2019), cardiovasculares (GODOY et al.,
2014; MIAO et al., 2021), neurocognitivas (GE et al., 2020) e reprodutivas na prole adulta
(KOBAYASHI et al., 2014; PANAHANDEH et al., 2022).

Em modelo experimental com ratas, o hipotireoidismo materno resulta em reducgéo do
peso fetal, reducdo da unidade Utero-placenta, alteracdo da morfologia placentéria e reducdo da
migracdo trofoblastica uterina (SILVA et al., 2012; SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014),
bem como comprometimento do metabolismo materno, placentério, fetal e pos-natal da prole
(KEMKEM et al., 2020; KENT et al.,, 2023; KENT; ATLURI; CUFFE, 2022; SILVA;
OCARINO; SERAKIDES, 2015). Semelhante a outras doencas gestacionais associadas a RCIU
e reducdo da migracdo trofoblastica, como a pré-eclampsia (BURTON et al., 2019), estudos
tem demonstrado o0s possiveis mecanismos moleculares envolvidos nas alteracdes causadas
pelo hipotireoidismo materno como o comprometimento do estabelecimento do ambiente anti-
inflamatorio na interface materno-fetal, além do aumento da apoptose (SILVA et al., 2012;
SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014). Além disso, ha alteracdo da vascularizacéo
placentaria e decidual, da populacdo de células dNKs DBA+, e desregulacdo da expressao de
genes chave associados a atividade angiogénica e hormonal placentaria (SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2015; SOUZA et al., 2017, 2020).

DOS ANJOS CORDEIRO et al. (2022) também demonstraram ocorréncia de estresse
oxidativo e reticular na placenta e decidua de ratas hipotireoideas, que possivelmente é
decorrente da reducdo da migracao trofoblastica intrauterina e das alteragcGes na angiogénese
decidual (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014, 2015, 2017), semelhante ao observado na
placenta de mulheres com pre-eclampsiae RCIU (BURTON et al., 2019). Associado ao estresse
oxidativo e reticular, o hipotireoidismo materno também compromete a fun¢do mitocondrial
(KENT et al., 2023), altera¢fes que podem aumentar a producdo e a secre¢do de citocinas pro-

inflamatdrias pela ativacéo de vias classicas da inflamagdo, como a do fator nuclear-xB (Nf-
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kB) (AOUACHE et al., 2018; CINDROVA-DAVIES et al., 2007), como também de outras vias
de inflamacéo estéril, como a via do inflamassoma NLRP3 (NLR Family Pyrin Domain
Containing 3) (LI et al., 2020). Esse mecanismo de inflamagdo associado a alta resposta
inflamatoria denominada “tempestade de citocinas” foi observado na infec¢do por SARS-COV-
2 (YANG et al., 2021) e obesidade (VANDANMAGSAR et al., 2011) e recentes estudos
demonstraram que ha aumento da expressdo de fatores da via de inflamassoma-NLRP3-
piroptose na interface materno-fetal de ratas hipotireoideas (DOS ANJOS CORDEIRO et al.,
2024; SANTOS et al., 2023a). Esses estudos tém permitido ndo somente compreender 0s
mecanismos associados a disfuncdo gestacional causada pelo hipotireoidismo materno, como

também tem possibilitado rastrear possiveis alvos terapéuticos.

4.4. Efeitos da kisspeptina em doencas gestacionais e na programacao intrauterina

Em estudos recentes em ratas, a administragdo materna de Kp10 demonstrou ser uma
potencial ferramenta terapéutica contra os efeitos adversos gestacionais causados pelo
hipotireoidismo materno, uma vez que melhorou o desenvolvimento placentario e a RCIU, além
de diminuir o dano oxidativo, suprimir a ativagdo da via NLRP3-inflamassoma-piroptose e
modular positivamente fatores de crescimento e imunolégicos (SANTOS et al., 2022c, 2023a).
Além disso, o tratamento materno com Kpl10 melhorou as concentracdes plasmaticas de T4
livre em ratas gestantes hipotireoideas (SANTOS et al., 2022c¢), sugerindo a kisspeptina como
uma ferramenta terapéutica para mulheres gestantes hipotireoideas refratarias ao uso de
levotiroxina (CENTANNI; BENVENGA; SACHMECHI, 2017).

Estudos de aborto espontaneo recorrente em camundongos, outra complicacdo
gestacional associada ao hipotireoidismo materno e outras endocrinopatias (KAUR; GUPTA,
2016; SHRESTHA; TRIPATHI; DONGOL, 2019), também demonstraram que o tratamento
materno com KplO preveniu a perda gestacional, promovendo um melhor balango entre
citocinas pro e anti-inflamatdrias e a formacdo de um microambiente imunolégico mais
adequado na interface materno-fetal (YANG et al., 2024)

O estresse celular e a disfuncdo glicémica desempenham também papéis crucias na
programacdo metabdlica (AIKEN; OZANNE, 2014; HUFNAGEL et al., 2022), fazendo com
que pesquisadores busquem por ferramentas que consigam atenuar esses efeitos, resultando em
melhora do metabolismo materno, placentario, fetal e de geragdes futuras (AIKEN; OZANNE,
2014; HUFNAGEL et al., 2022; KRAMER et al., 2023). Os efeitos da Kp10 em ratas gestantes

hipotireoideas sugerem que esse peptideo melhora o ambiente intrauterino e a funcéo
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placentaria (SANTOS et al., 2022c, 2023a), sendo que estudos ja demonstraram o papel
regulatorio da kisspeptina na homeostase glicémica gestacional (BOWE et al., 2019). No
entanto, ainda ndo ha informacgdes sobre a acdo da kisspeptina no controle glicémico em
doencas gestacionais metabdlicas.

Visto entdo que a kisspeptina regula fatores importantes da programacgdo metabodlica
fetal (BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; GLUCKMAN et al., 2008) e da fungéo
placentaria em modelo de hipotireoidismo materno (SANTOS et al., 2022c, 2023a), e que 0
hipotireoidismo materno causa alteragcdes placentarias e sistémicas similares a outras doencas
gestacionais como pré-eclampsia e DMG (GONG; LIU; LIU, 2016; SHRESTHA; TRIPATHI;
DONGOL, 2019; WANG et al., 2021b), sugere-se que a Kisspeptina tenha a capacidade de
melhorar 0 metabolismo materno e placentario e a programacdo metabdlica fetal em doencas

gestacionais cardiometabolicas.
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CAPITULO 1

KISSPEPTINA ATENUA A DESREGULACAO PLACENTARIA DE MTOR E
MEDIADORES DA HOMEOSTASE GLICEMICA CAUSADA PELO
HIPOTIREOIDISMO MATERNO EM RATAS
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KISSPEPTINA ATENUA A DESREGULACAO PLACENTARIA DE mTOR E
MEDIADORES DA HOMEOSTASE GLICEMICA CAUSADA PELO
HIPOTIREOIDISMO MATERNO EM RATAS

RESUMO

Reducdo da sinalizacdo placentaria de mTOR estd associada a restricdo de crescimento
intrauterino (RCIU) e falhas no metabolismo materno e placentario. Uma vez que o
hipotireoidismo materno (HM) causa RCIU e o tratamento materno com kisspeptina-10 (Kp10)
melhora o desenvolvimento feto-placentario em ratas hipotireoideas, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da Kp10 na homeostase energética materna e expressao placentaria de mTOR e
de mediadores do metabolismo glicémico em ratas hipotireoideas. O HM foi induzido com
propiltiouracil e o tratamento com KplO comecou no 8° dia de gestacdo. O HM causou
intolerancia a glicose, reducéo de insulina e de HDL, além da reduc¢&o do peso fetal e placentario
e das camadas da placenta e da barreira interhemal. O HM desregulou a expressdo de Glutl,
aumentou INSRf e AKT, e reduziu a expressdo de p-mTOR/mTor. O tratamento com Kp10,
apesar de ndo melhorar a homeostase glicémica materna e a reducdo do crescimento feto-
placentério, atenuou a desregulacdo placentéria de Glutl causada pelo HM, além de regular
positivamente o eixo IGF1/IGF1r e restaurar a expressdo placentaria de AKT/mTOR. Conclui-
se que o tratamento com Kpl10 em ratas com hipotireoidismo materno melhora a sinalizagédo
placentaria de mTOR e a expressdo de mediadores do metabolismo glicémico, sugerindo novas
vias pelas quais a kisspeptina modula a fisiologia placentéria.

Palavras-chaves: Feto; Glicose; Kissl; mTOR; Metabolismo.
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5.1. INTRODUCAO

A funcdo endocrina placentaria é essencial para o sucesso gestacional, uma vez que a
placenta sintetiza diversos hormonios e fatores que regulam o metabolismo materno, o
desenvolvimento fetal, inclusive a lactacdo e a aptiddo materna pés-natal (COSTA, 2016;
NAPSO et al., 2018). Neste sentido, a regulacdo da homeostase glicémica materna é um dos
principais ajustes metabdlicos durante a gestacdo. Resisténcia a insulina periférica e aumento
da glicemia basal ocorre na mée gestante para facilitar o transporte transplacentario de glicose
e permitir o crescimento e desenvolvimento adequado do feto (FOWDEN et al., 2008;
NEWBERN; FREEMARK, 2011). Para isso, horménios e fatores de crescimento placentarios
como lactogénios placentarios (PL- | e 1), IGF-1, leptina e prolactina sdo cruciais, tanto na
regulacdo da homeostase energética, como para o estabelecimento adequado do eixo placenta-
pancreas (COSTA, 2016; FOWDEN et al., 2008; HILL, 2018; NEWBERN; FREEMARK,
2011; SZLAPINSKI; HILL, 2020). Desta forma, a desregulagdo desses horménios esta
associada a diversas doencas gestacionais, como diabetes mellitus gestacional (DMG), pré-
eclampsia e restricdo do crescimento intrauterino (RCIU) (BOWMAN; ARANY;
WOLFGANG, 2021; COSTA, 2016; NAPSO et al., 2018).

Embora o mecanismo de resisténcia a insulina durante a gestacdo ndo seja
completamente compreendido, é sugerido que a via de sinalizacdo IRS/PI3K/mTOR também
esteja envolvida no processo (AKHAPHONG et al., 2021; VILLALOBOS-LABRA et al.,
2017). O mTOR complexo 1 (MTORC1), um importante sensor energético placentario
(BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016), tem sido sugerido como um fator
intermediador entre a funcdo placentéaria e a programacao de disfungdo metabdlica e resisténcia
a insulina na prole adulta (AKHAPHONG et al., 2021). Além disso, falhas na sinalizacédo
IRS/PIBK/AKT/mTOR estdo associadas a alteragdes morfofisioldgicas na placenta
relacionadas a RCIU, obesidade, diabetes gestacional e pré-eclampsia (AKHAPHONG et al.,
2021; BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; TSAI et al., 2021), sugerindo 0 mTOR
como um alvo terapéutico potencial para doencas gestacionais.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a administragdo materna de
kisspeptina-10 em um modelo de hipotireoidismo gestacional melhorou o ambiente intrauterino
e o desenvolvimento fetal (SANTOS et al., 2022c, 2023a). Apesar da kisspeptina ser conhecida
principalmente por sua atividade reguladora do eixo hipotalamo-hipéfase-gonadal (HPG) (DE
ROUX et al., 2003; SEMINARA et al., 2003), atualmente é considerada um importante
peptideo para o sucesso gestacional (HU et al., 2019; SZYDELKO-GORZKOWICZ et al.,
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2022; TSOUTSOUKI et al., 2022). Além disso, estudos demonstraram o papel da kisspeptina
na homeostase glicémica por modular a liberacéo de insulina e estimular a adaptacao de células
[ pancreaticas durante a gestacdo (BOWE et al., 2009, 2012, 2019; 1ZZI-ENGBEAYA; HILL,;
BOWE, 2019). Considerando que oscilacdes nos niveis plasmaticos e placentarios de
Kisspeptina estdo associadas &8 DMG (CETKOVIC et al., 2012; KAPUSTIN et al., 2020), é
possivel sugerir que alteracGes na sinalizacdo placentéaria de kisspeptina podem resultar em
comprometimento da homeostase glicémica materna e ser um fator para o desenvolvimento de
DMG (BOWE et al., 2019; 1ZZI-ENGBEAYA,; HILL; BOWE, 2019; SZLAPINSKI; HILL,
2020). Dessa forma, uma hip6tese deste trabalho é que kisspeptina estimula a ativacdo da via
de sinalizacdo IRS/PIBK/AKT/mTOR na placenta, pois ndo ha estudos que tenham avaliado o
papel da kisspeptina na expressdo de mTOR placentério.

O hipotireoidismo materno (HM) é outra importante doenca metabdlica gestacional, que
semelhante &8 DMG estd associada a disfuncdo placentaria e RCIU (SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2018; SULLIVAN, 2019), bem como comprometimento da homeostase
glicémica materna e alteracdes dos hormdénios placentarios, inclusive do PL-1I (KENT;
ATLURI; CUFFE, 2022; SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2015). Além disso, estudos
prévios demonstraram baixa expressdo placentéria do sistema kisspeptina na placenta de ratas
hipotireoideas (SANTOS et al., 2022b). No entanto, faltam estudos avaliando a sinalizagéo
placentaria de mTOR no hipotireoidismo materno. Desta forma, procuramos avaliar, em um
modelo de hipotireoidismo materno, a expressao placentaria de mediadores da homeostase
glicémica, com destaque para a via de sinalizacdo de mTOR, e o papel modulatério da

administracdo materna de kisspeptina-10 sobre essa via.

5.2. MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar provenientes do Laboratério de Criagdo, Manutencgéo e
Experimentagédo Animal (LaBIO) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). Os animais
foram mantidos em caixas plasticas (5-6 animais/caixa) com temperatura (22 + 2 °C) e
luminosidade (12:00 h claro / 12:00 h escuro) controladas, com agua e ragdo comercial ad
libitum. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UESC (CEUA N° 026/22).
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Delineamento experimental

As ratas (210 £ 10 g) foram distribuidas aleatoriamente nos grupos controle (n = 28) e
hipotireoideo (n = 42). O hipotireoidismo foi induzido pela administracdo diaria, por sonda
orogastrica, de 6-propyl-2-thiouracil (PTU; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluido em
agua destilada (4 mg/Kg/dia) iniciando cinco dias antes do acasalamento, enquanto o0s animais
controles receberam somente dgua destilada. Ratas em proestro foram alocadas com machos
overnight, e a presenca de espermatozoides em citologia vaginal na manha seguinte confirmou
a copula e foi determinada como 0 dia gestacional (DG). Apos confirmacdo da copula, os
animais hipotireoideos foram divididos nos grupos hipotireoideo (n = 21) e hipotireoideo
tratado com kisspeptina-10 (Kp10; n = 21). O tratamento com Kp10 (8 pg/Kg/dia/IP; Tocris
Bioscience, Bristol, UK) iniciou no 8° DG, enquanto 0s outros animais receberam agua estéril
como veiculo (SANTOS et al., 2022c). No 16° DG, as ratas foram submetidas aos testes de
tolerancia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e teste de tolerancia intraperitoneal a insulina
(TTIPI). Parte dos animais foram eutanasiados aos 14 e 18 DG (6-9 animais por grupo), e o
restante (6-11 animais por grupo) foi aguardado o parto e feito acompanhamento do peso

neonatal (3 dias pds-nascimento) e quando jovens (21 dias pds-nascimento).

Testes de tolerancia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e tolerancia intraperitoneal a insulina
(TTIPI).

No TTIPG, ap6s jejum por 6 horas, a glicemia basal dos animais foi avaliada entre
11:00-12:00 seguida da administracdo de glicose (2g/Kg/animal), via intraperitoneal, e
posterior avaliacdo da glicemia aos 30, 60 e 120 min. Em seguida, os animais foram alimentados
ad libitum por 1 hora e mantidos em jejum por 1 hora para o TTIPI. A glicemia basal foi
novamente avaliada e, logo apos, aplicada insulina (0,75 Ul/Kg/animal), via intraperitoneal,
com posterior avaliacdo da glicemia aos 30, 60 e 120 min. A glicemia foi dosada com uma gota
de sangue da ponta da cauda utilizando um glicosimetro (Accu-Check® Performa, Roche,
USA). O TTIPI foi realizado no mesmo dia e com jejum de 1 hora para evitar maior estresse ao
animal e por ndo apresentar diferencas na glicemia basal e na curva glicémica em relagdo ao
teste realizado em dia diferente (intervalo de 1 semana) e com jejum de 6 horas (DA SILVA et
al., 2025; submetido)

A area sob a curva (AUC) do TTIPG e do TTIPI foram calculados seguindo a seguinte
equacdo (ALTMAN, 1990):
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1 n—-1
AUC = > z (tempo; 1 — tempo; )(glicemia; + glicemia; )
i=0

Necropsia e coleta de material

As eutanasias foram realizadas no periodo da manha (9:00-12:00). Primeiramente, 0s
animais foram pesados antes da eutandsia para quantificacdo do ganho de massa corporal
durante a gestacédo. A glicemia foi medida com uma gota de sangue da ponta da cauda. As mées
aos 14 e 18 DG, bem como os fetos, foram eutanasiados por decapitacdo, com coleta de sangue
da artéria cervical em tubos heparinizados. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 20
minutos, e o plasma sobrenadante armazenado a — 20°C.

Durante a necropsia foram coletados e pesados o Utero gravidico e o0 pancreas materno.
Posteriormente, o Utero foi dissecado para coleta e pesagem da placenta e dos fetos, aléem de
contabilizacdo do numero de fetos e 0 nimero de sitios com reabsorcdo ou morte fetal. Para
evitar o efeito de diferentes tamanhos de ninhada sobre a massa corporal final materna, o ganho
de massa corporal materna foi obtido pela subtracdo da massa final histerectomica pela massa
corporal inicial, e a massa do pancreas também foi calculada relativo a massa corporal
histerectdmica da mae.

Fragmentos de dois discos placentarios (sem decidua) de fetos viaveis de cada animal
foram escolhidos aleatoriamente, armazenados em Trizol separadamente, seguido de
congelamento em nitrogénio liquido e estocagem a -80°C para analises de reacdo em cadeia da
polimerase de transcricdo reversa quantitativa (QRT-PCR). Dois sitios completos (placenta +
decidua basal + triangulo metrial) por animal também foram escolhidos aleatoriamente e junto
com o pancreas materno foram fixados em paraformaldeido 4% a 4°C por 24 horas e
processados pela técnica de inclusdo em parafina para andlises histolégicas e imuno-
histoquimicas. Os tecidos foram desidratados em solu¢éo seriada de alcool 70% até 100%, com
posterior diafanizacdo em xilol e impregnagdo e inclusdo em parafina. Cortes de 4um dos
tecidos foram obtidos por microtomia em laminas histolégicas para avaliacdo
histomorfométrica. Para imuno-histoquimica foram utilizadas 1aminas polarizadas silanizadas

(StarFrost Polycat, Germany).

Analise hormonal
Foram feitas as dosagens de T4 livre (IMMULITE, Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Malvern, PA, USA) e insulina plasmatica (EZRMI-13K Insulin ELISA; EMD
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Millipore Corporation, Missouri, USA) por meio de ELISA (sensibilidade: 0,4 ng/dL e 0,1

ng/mL, respectivamente) com Kits comerciais e de acordo com as instrucdes do fabricante.

Analise Bioquimica

Foram feitas as dosagens plasmaticas de triglicerideos (K117; Quibasa Quimica Bésica
Ltda.; Minas Gerais, BR), Colesterol total (100/280-500; VIDA Biotecnologia LTDA.; Minas
Gerais, BR) e lipoproteina de alta densidade (High-Density Lipoprotein — HDL) (K071,
Quibasa Quimica Basica Ltda.; Minas Gerais, BR) com kits comerciais e de acordo as
instrugdes de uso do fabricante, utilizando o analisador bioquimico semiautomético BIO-2000.
A lipoproteina de baixa densidade (Low Density Lipoprotein — LDL) foi calculada conforme a

férmula de Friedewald:

Triglicerideos (mg/dL))

LDL = Colesterol total — (HDL (mg/dL) + c

Avaliacdo histomorfométrica da placenta

A anélise histomorfométrica da placenta foi realizada em cortes histologicos corados
com Hematoxilina e Eosina, e cortes corados com Acido Periddico de Schiff (PAS)
contracorados com fastgreen. Foram realizadas a quantificacdo das areas das camadas da
placenta (zona juncional e labirinto placentario) pelo software NDP.view2 (Hamamatsu
Photonics K.K., Hamamatsu, Shizuoka, JPN).

Na zona juncional, foi quantificado o acimulo de glicogénio representando as células
de glicogénio através da coloracdo de PAS e do software WCIF ImageJ® (Media Cybernetics
Manufacturing, Rockville, MD, USA).

Na zona de labirinto as avaliaces foram feitas através da dupla-marcacdo com
citogueratina e vimentina para identificacao dos trofoblastos e capilares fetais, respectivamente,
através do protocolo adaptado de DE CLERCQ et al., 2020. As laminas foram desparafinizadas,
hidratadas, e feito o bloqueio de peroxidase endogena por incubagdo em peroxido de hidrogénio
3% por 10 minutos. Realizou a recuperagdo antigénica com tampao citrato (pH 6) em banho
maria a 80°C por 30 minutos e 10 minutos em temperatura ambiente, seguido do bloqueio com
soro de cabra 10% + Katrien’s buffer 90% por 15 minutos e incubagdo com o anticorpo anti-
vimentina (Abcam, ab92547, 1:200) overnight a 4° C. No dia seguinte, as laminas ficaram 1
hora e 30 minutos a temperatura ambiente, foram incubadas por 1 hora com o anticorpo

secundario de cabra (Abcam, ab6720; 1:1000), e em seguida com a estreptavidina (Strep-HRP
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Rockland, S000-03, 1:500) por mais 1 hora. O cromdgeno utilizado para vimentina foi a 3’3
diaminobenzidina (Abcam, ab64238) por 10 minutos. Em seguida, realizou-se uma segunda
recuperacdo antigénica com pepsina diluida em HCL (Sigma, 0.04% em 0.01 M HCI) a 37°C
por 10 minutos, seguido do bloqueio em soro de cabra 10% + Katrien'’s buffer 90% por 15
minutos e incubacdo com anticorpo anti-pancitoqueratina (Novusbio, NB600-579, 1:75)
overnight a 4° C. No dia seguinte, as ldaminas ficaram 2 horas a temperatura ambiente, foram
incubadas com anticorpo secundario de cabra anti-coelho conjugada com fosfatase alcalina
(Abcam, ab6722, 1:500) por 1 hora, seguido da revelacdo com NBT/BCIP (ThermoFisher,
34042) por 10 minutos. Por fim, as ldaminas foram contra coradas com fast red (Vector, H-3403)
por 4 minutos. Entre as etapas, as laminas foram lavadas com solug&o tris-salina tamponada
com Twee-20 (TBS-T) (DE CLERCQ et al., 2020; VERAS; COSTA; MAYHEW, 2014).

Foi determinada o volume dos compartimentos do labirinto (capilar fetal, seio vascular
materno e trofoblastos), area de superficie (capilar fetal e seio vascular ), medidas do capilar
fetal (comprimento total, rea e o didmetro), e espessura da barreira interhemal, além do célculo
da capacidade de difusdo teorica e especifica (COAN; FERGUSON-SMITH; BURTON, 2004;
VERAS; COSTA; MAYHEW, 2014).

Imuno-histoquimica

Foram utilizados os anticorpos anti-receptor de insulina § (INSRp; 1:50; sc-711, Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-IGF1R (, 1:50; sc-713, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA), anti-AKT (1:200; 9272S , Cell Signaling Technology Inc, MA , USA), anti-p-mTOR
(1:200; sc-293133, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-GLUT1 (1:100; sc-377228,
Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), e anti-INS (1:500; sc-8033; Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA).

A técnica utilizada foi a de estreptavidina-biotina-peroxidase pelo sistema de deteccédo
Dako (EnVision™ FLEX+, Mouse, High pH, (Link)). A recuperagéo antigénica foi realizada
pelo calor em banho maria a 98°C utilizando solucdo de &cido citrico com pH 6,0. Os cortes
foram imergidos em solucéo de peroxido de hidrogénio (3 %; H202) com metanol (CH3OH)
por 30 min para bloqueio da peroxidase endégena. Em seguida, as Idminas foram incubadas por
mais 30 minutos em solucdo de soro de bloqueio (Ultra vision Block, Lab Vision Corp.,
Fremont, CA. USA) e incubadas overnight com o anticorpo primario. Apos lavagem em solucéo
de fosfato tamponada (PBS, pH 7,2), foi adicionado aos cortes solucdo de estabilizacdo de
proteinas (EnVision™ FLEX +, Mouse (LINKER); ref. SM804), seguido de anticorpo
secundario conjugado com estreptatividina peroxidase (EnVision™ FLEX/HRP; ref. SM802)
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por 30 min. O cromo6geno utilizado foi a 3’3 diaminobenzidina (EnVision™ FLEX DAB+
Chromogen; ref. DM827), diluido em tampdo com H20> (EnVision™ FLEX Substrate Buffer;
1:50; ref. SM803). As sec¢des foram contracoradas com hematoxilina e o controle negativo foi
obtido pela substituicdo do anticorpo primario por solucdo de fosfato tamponada (PBS) (ILIE
etal., 2017; SANTOS et al., 2023a).

Foi realizada uma avaliacdo descritiva e quantitativa da expressdo imuno-histoquimica
de INSRB, IGF1R, p-mTOR e GLUT1 nas camadas de zona juncional e labirinto placentario.
Para determinar a area de imunomarcacdo em cada regido da placenta, as imagens foram
fotografadas com um Microscépio fotdnico Leica DM2500. A area de imunomarcacao foi
determinada por meio do software WCIF ImageJ® (Media Cybernetics Manufacturing,
Rockville, MD, USA). Color deconvolution e thresholding das imagens foram feitas e os dados
de cada disco placentario foram arquivados, analisados e expressos como &rea de
imunomarcacao em pixels (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014; SANTOS et al., 2023).
Para avaliacdo do péancreas enddcrino materno, foi quantificado o ndmero de ilhotas
pancreéaticas marcadas com INS por secc¢do, utilizando trés sec¢des intervalas em 12um entre
elas.

gRT-PCR

Para a técnica de qRT-PCR, foi realizada a extracdo do RNA total da placenta pelo uso
do Trizol (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) seguindo as instrucdes do
fabricante. A anélise da concentracdo e da qualidade do RNA de cada tecido foi realizada com
Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo scientific).

Para as reagOes de transcricdo reversa, utilizou-se 1pug de RNA e o kit comercial
GoTag® gPCR and RT-qPCR Systems (A6010, PROMEGA). Os transcritos dos genes alvo
foram quantificados pela qPCR utilizando o equipamento Applied Biosystems® 7500 Real-
Time PCR System. Para as reagdes de PCR, utilizou-se 1,5 pL de cDNA, 100 nM de cada
iniciador e 12,5 pLL do reagente GoTaq® qPCR Master Mix, 2X em um volume final de 20 pL.
de reacdo. Como controle negativo utilizou o mix de amplificacdo de DNA, em que a amostra
de cDNA foi substituida por agua. As amplificagdes foram realizadas nas seguintes condicdes:
ativacdo enzimética a 95 °C por 2 min, 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 15 s e
anelamento/extenséo a 60 °C por 60 s. A linearidade e a eficiéncia da amplificacdo da gPCR
foram avaliadas através de curvas padrfes dos transcritos geradas utilizando dilui¢des seriadas

do cDNA. Os iniciadores para Insr, Isr-1, Igflr, Igfl, mTor, Raptor, Glutl, rPrl, Plll e Lep
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foram selecionados de estudos anteriores ou do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) com base na sequéncia do mRNA Rattus norvegicus (Tabela 1). A expressao génica
foi calculada pelo método 22T em que os resultados obtidos para cada grupo foram

comparados quantitativamente ap0s a normalizacdo baseada na expressao de Polr2a Rattus

norvegicus (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014; SOLANO et al., 2016).

Tabela 1 - Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para qRT-PCR.

Gene Iniciadores Referéncia
F: GGCCCGATGCTGAGAACA
Insr (HAGHIR et al., 2013)
R: CGTCATTCCAAAGTCTCCGA
o1 F: GGCACCATCTCAACAATC (ABDELMAGEED et
rs-
R: GTTTCCCACCCACCATAC al., 2021)
F: CTGCTCCAAAGACAAAATACCCATC
Igflr NCBI
R: ACCGCACACTTCTGTCTTGG
lof1 F: ACCCGGGACGTACCAAAATG (SANTOS et al.,
g R: CGAGCTGGTAAAGGTGAGCA 2022c¢)
F: GATACGCCGTCATTCCTC
mTor (YIN et al., 2020)
R: TGCTCAAACACCTCCACC
F: CCCTTTACACCATGCATAGCT (MAZUMDER,;
Raptor PATIAL; SINGH,
R: GAGGGTTACCATTGTGGAAGT
2019)
F: CAATCAAACATGGAACCACCG
Glut1(Slc2al) (GUO et al., 2020)
R: CGATTGATGAGCAGGAAGCG
F: GCCTCTCAAGCTAAAGGACAC
rPri NCBI
R: TTTTCTTCAGGTTGGCCCCTT
F: TTACCGAATGTCCACTGG
Pl (LEE et al., 2003)
R: TGCAAATCTGACCACTCAG
L F: GTTCCTGTGGCTTTGGTCCT (LECOUTRE et al.,
e
P R: CTGGTGACAATGGTCTTGATGA 2017)
Polr2 F: GCTGGACCTACTGGCATGTT (SANTOS et al.,
olr2a
R: ACCATAGGCTGGAGTTGCAC 2022h)

NCBI = National Center for Biotechnology Information
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Anélise estatistica

Primeiro, os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Kolmogorov-Smirnov
e D'Agostino-Pearson omnibus) e homocedasticidade (Brown-Forsythe) dos erros (GraphPad
Prism 10.1.2). Os valores médios dos grupos para massa placentaria, fetal, eficiéncia placentaria
e glicemia fetal foram determinados através da anélise de um modelo linear misto seguido do
teste de Bonferroni. Nesse modelo, a mée foi incluida como sujeito e fator aleatério, sendo o
tratamento considerado como fator fixo e o tamanho da ninhada como varidvel de covariancia
(IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp) (LOPEZ-TELLO
et al., 2023). Os demais dados foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias seguido de
teste Student-Newman-Keuls (SNK) e teste t de Student. Os dados estdo representados por
Média + Erro padrdo da média (SEM) e as diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando P < 0,05.

5.3. RESULTADOS

O tratamento materno com Kp10 n&o influenciou a disfuncéo glicémica e reducdo da insulina
plasmatica e HDL causadas pelo hipotireoidismo em ratas gestantes.

Uma vez que estudos demonstraram que o HM compromete a glicemia materna (KENT
et al., 2023), primeiramente foi avaliado o efeito do tratamento com Kp10 sobre a homeostase
glicémica das ratas. A inducdo do hipotireoidismo foi confirmada pela redugédo dos valores
plasmaticos de T4 livre no grupo hipotireoideo em compara¢do ao controle (P < 0,0001). O
tratamento com Kp10 ndo alterou os valores plasmaticos de T4 livre, mantendo-os similares ao
do grupo hipotireoideo (P > 0,05; Figura 1A).

Ao avaliar a glicemia em jejum aos 16 DG, foi observado que o HM aumentou a
glicemia basal comparado ao controle (P < 0,05), e que o tratamento com Kp10 n&o influenciou
essa glicemia dos animais (P > 0,05; Figura 1B). Por outro lado, ndo foram observadas
diferengas significativas nas dosagens aleatorias de glicemia aos 18 DG (P > 0,05; Figura 1C).
Contudo, o0 HM reduziu a concentracdo plasmatica de insulina aleatoria aos 18DG (P < 0,01;
Figura 1D), e o tratamento materno com Kp10 n&o influenciou a redugdo da insulina causada
pelo hipotireoidismo (P > 0,05; Figura 1D).

No TTIPG aos 16 DG, foi observado que o HM aumentou a glicemia materna nos
tempos 0, 30 e 60 minutos (P < 0,05; P < 0,01; Figura 1E), indicando intolerancia a glicose,
como também foi demonstrado na analise da AUC (P < 0,01; Figura 1F). O tratamento com

Kp10 ndo afetou a intolerancia a glicose apresentada pelas ratas hipotireoideas aos 0, 30 e 60
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minutos (P < 0,05; P < 0,01; P < 0,001; Figura 1E-F). Em relacdo ao TTIPI, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos (P > 0,05; Figura 1G-H).

Para complementar a andlise glicémica e insulinica, quantificamos a massa pancreatica
das ratas e o numero de ilhotas pancreaticas por area. Nao foram observadas diferencas
significativas na massa relativa do pancreas e nem no namero de ilhotas de Langerhans (P >
0,05; Figura 11-J)

Considerando a intolerancia a glicose apresentada pelas ratas, também realizamos nos
animais a dosagem de triglicerideos, colesterol total e suas fracdes para avaliar o metabolismo
lipidico, devido a intima relacdo do metabolismo glicémico e lipidico na homeostase energética
(YANG; VIUAYAKUMAR; KAHN, 2018). Apesar de ndo serem observadas diferengas
significativas nas concentracfes plasmaticas de triglicerideo, colesterol total e LDL entre os
grupos (P > 0,05; Figura 1 I, Je L), o HM reduziu a contragdo plasmatica de HDL comparado
ao controle (P < 0,05), enquanto o tratamento com Kp10 n&o reverteu essa alteragéo (P > 0,05;
Figura 1K).
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Figura 1 Perfil metabdlico materno de ratas controle, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com
Kisspeptina-10 (Kp10). A) Dosagem plasmatica de T4 livre aos 18 DG. B) Glicemia em jejum aos 16 DG. C)
Glicemia aleatéria aos 18 DG. D) Insulina plasmaética aleatoria aos 18 DG. E) Curva glicémica do teste de
tolerancia a glicose aos 16 DG. F) Area sob a curva do TTIPG. G) Curva glicémica do teste de tolerancia a
insulina aos 16 DG. H) Area sob a curva do TTIPI. I) Fotomicrografia do pancreas com imunomarcagéo de
insulina (Streptavidina-biotina-peroxidase, Hematoxilina de harris, Barra = 20 pm e 50 pm; J) Massa do
pancreas relativa a massa corporal materna aos 14 e 18 DG. K) NGmero de ilhotas de Langerhans por mm? aos
14 ¢ 18 DG. L) Triglicerideos aos 18 DG. M) Colesterol Total aos 18 DG. N) HDL aos 18 DG. O) LDL aos 18
DG (Anova de uma ou duas vias post hoc SNK; MédiatSEM). As diferencas significativas estdo representadas
por * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001, exceto do E que * P <0,05 controle vs. Hipotireoideo;
** P < 0,01 controle vs. Hipotireoideo; * P <0,05 controle vs. Kp10; # P <0,01 controle vs. Kp10; ##P <0,001
controle vs. Kpl0. IPGTT = Teste de tolerdncia intraperitoneal a glicose; IPITT = Teste de tolerdncia
intraperitoneal a insulina; DG = dias de gestacdo. HDL = High Density Lipoprotein; LDL = Low Density
Lipoprotein.
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O tratamento materno com Kpl0 n&o alterou a restricdo de crescimento fetal causada pelo
hipotireoidismo em ratas.

Seguindo para a avaliagao dos parametros materno-fetais aos 14 e 18 DG, foi observado
que 0 HM reduziu o ganho de massa corporal materna em ambas as idades gestacionais
comparado ao controle (P < 0,0001), e o tratamento com Kp10 ndo alterou essa reducéo (P >
0,05; Figura 2A). O HM reduziu o nimero de fetos viadveis aos 14 DG (P < 0.01); no entanto,
essa alteracdo ndo foi observada aos 18 DG (P > 0,05). A administracdo materna de Kp10 nao
alterou a menor viabilidade fetal causada pelo HM (P > 0,05; Figura 2B). Ao mesmo tempo, 0
HM reduziu a massa fetal aos 14 e 18 DG (P < 0,01; P < 0,0001), sendo que o tratamento com
Kp10 néo foi capaz de reverter essa alteracdo (P > 0,05; Figura 2D). Nao foram observadas
diferencas significativas na porcentagem de morte fetal em ambas as idades gestacionais (P >
0,05; Figura 2C).

O HM reduziu a massa placentéria aos 14 DG comparado ao controle (P < 0,05),
enquanto o tratamento com Kpl0 melhorou esse parametro, uma vez que ndo apresentou
diferenga significativa em relacdo ao grupo controle (P > 0,05). No entanto, aos 18 DG, a
administracdo de Kp10 reduziu a massa placentaria quando comparado ao controle (P < 0,05),
enquanto o grupo hipotireoideo ndo apresentou diferenca significativa com os demais grupos
(P > 0,05; Figura 2E). Nao foram observadas diferencas significativas na eficiéncia placentéria
em ambas as idades gestacionais (P > 0,05; Figura 2F), bem como nas dosagens plasmaticas
de glicose e insulina fetal aos 18 DG (P > 0,05; Figura 2G-H). Ao avaliar a massa corporal da
prole, o0 HM reduziu a massa corporal de machos e fémeas no periodo neonatal, quando
comparado ao controle (P < 0,001), enquanto o tratamento com Kp10 apresentou tendéncia em
aumentar a massa corporal da prole fémea em relacdo ao grupo hipotireoideo (P = 0,0692).
N&o foram observadas diferencas significativas em ambos os sexos quando jovens (P > 0,05;
Figura 2I).
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Figura 2 Dados maternos e da prole de ratas controle, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-
10 (Kp10). A) Ganho de massa corporal histerectémica materno aos 18 DG. B) Nimero de fetos viaveis aos 14 e 18 DG.
C) Taxa de morte fetal aos 14 e 18 DG. D) Massa corporal fetal aos 14 e 18 DG. E) Massa placentéria aos 14 e 18 DG.
F) Eficiéncia placentaria aos 14 e 18 DG. G) Glicemia fetal aos 18 DG. H) Insulina plasmética fetal aos 18 DG. 1) Massa
corporal da prole neonatal e jovem. (A-C, H-I: Anova de uma via post hoc SNK; D-G: Modelo linear misto post hoc
Bonferroni MédiatSEM). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0,001,
****P <0,0001. Nos gréficos D-G foi feita a sobreposicao de graficos da médiatSEM corrigidos pelo modelo linear
misto, e a distribuicdo individual dos fetos, no Adobe Illustrator. DG = dias de gestacéo.

O tratamento materno com Kpl0 ndo reverte comprometimento da morfologia placentaria
causada pelo hipotireoidismo em ratas

Visto que reducédo de peso fetal e placentario sdo acompanhados de modificacbes nas
estruturas da placenta, foi feita a avaliacdo esterioldgica da placenta (BURTON; FOWDEN;
THORNBURG, 2016). Com isso, apesar de ndo serem observadas alteragdes no volume das
camadas da placenta aos 14 DG (P > 0,05), aos 18 DG o HM reduziu o volume da decidua
basal, zona juncional e zona de labirinto (P < 0,05) comparado ao controle, enquanto o

tratamento com KplO ndo alterou o menor volume das zonas da placenta causado pelo
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hipotireoidismo (P > 0,05; Figura 3 A-B).

Seguindo para zona juncional, foi avaliado o respectivo acimulo de glicogénio por meio
da coloracdo de PAS (Figura 3C). O HM aumentou a area marcada por PAS aos 14 DG (P <
0,01), enquanto o grupo Kp10 restaurou as areas marcadas por PAS, possuindo valor similar ao
grupo controle (P > 0,05). Aos 18 DG, ndo foram observadas diferencas significativas nas areas
PAS-positivas (P > 0,05; Figura 3D). Na avaliacdo das estruturas da zona de labirinto por meio
da dupla marcacdo citoqueratina + vimentina (Figura 3E), ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos no volume absoluto e area de superficie do capilar fetal, seio
vascular materno e trofoblasto, nem no comprimento, area e diametro do capilar fetal (P > 0,05;
Figura 3F-M). No entanto, reducédo significativa da espessura da membrana interhemal foi
observada no grupo hipotireoideo comparado ao controle (P < 0,05), e o tratamento com Kp10
ndo afetou essa reducdo (P > 0,05; Figura 3K). N&o foram observadas diferencas significativas
na capacidade de difusdo teorica e especifica da membrana interhemal (P > 0,05; Figura 3L-
M).
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Figura 3 Avaliacdo da morfologia placentéria de ratas controle, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas
com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Fotomicrografias de placentas aos 14 DG (Hematoxilina& Eosina; Aumento de
x5; Barra = 2,5 mm). B) Volume absoluto das zonas da placenta aos 14 e 18 DG. C) Fotomicrografias da coloracéo
de PAS na zona juncional (PAS; Fast Green; Aumento de 400x; Barra = 50um). D) Area em pixels coradas por
PAS aos 14 e 18 DG. E) Fotomicrografias da dupla marcagéo por citoqueratina + vimentina (Estreptavidina-
biotina-peroxidase; Fosfatase Alcalina-BCIP/NBT; Fast Red; Aumento de 800x; Barra = 20pum) F) Volume
absoluto dos compartimentos da zona de labirinto aos 14 e 18 DG. G) Area de superficie da vasculatura da zona
de labirinto aos 14 e 18 DG. H) Comprimento total do capilar fetal aos 14 e 18 DG. 1) Area do capilar fetal aos 14
e 18 DG. J) Diametro do capilar fetal aos 14 e 18 DG. K) Espessura da Membrana Intravascular aos 14 e 18 DG.
L) Capacidade de difuso tedrica da membrana interhemal aos 14 e 18 DG. M) Capacidade de difusdo especifica
da membrana interhemal aos 14 e 18 DG. (MédiazSEM). As diferencas significativas estdo representadas por *
P < 0,05, ** P <0,01, para Anova de uma via post hoc SNK. # P < 0,05, para teste t de Student. DG = dias de
gestacdo; DB = decidua basal; JZ= Zona Juncional; LZ= Zona de labirinto; SpT= Espongiotrofoblasto; Gly=
Células de glicogénio; TGC = Células gigantes trofoblastica; PAS = Acido Periddico de Schiff; TB = trofoblasto;
MBS = Espaco Vascular Materno. Barra vermelha = Membrana intravascular. Barra= 50um
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O tratamento materno com Kp10 melhora a desregulacdo em Glutl placentaria causada pelo
hipotireoidismo em ratas

Considerando a reducdo do peso fetal e placentario decorrente do HM e que a
disponibilizacdo placentaria de glicose para o feto € um dos fatores chaves para o crescimento
fetal adequado (NEWBERN; FREEMARK, 2011), avaliamos a expressdo placentaria do
transportador de glicose Glutl, como também a expressdo de hormonios placentarios
envolvidos na disponibilizacdo energética para o feto, como PL-Il, rPRL e Leptina. A
imunomarcacao de Glutl na placenta foi discreta, sendo mais evidente na zona de labirinto,
principalmente aos 18 DG (Figura 4A e D). Aos 14 DG, o HM reduziu a imunomarcagéo de
Glutl na zona de labirinto (P < 0,01), e o tratamento com Kp10 ndo afetou essa alteracéo (P >
0,05), enquanto ndo foram observadas diferencas significativas na zona juncional (P > 0,05;
Figura 4B). Em relacdo a expressdo génica no 14° DG, ndo foram observadas diferencas
significativas na expressao de Glutl, Plii, rPrl e Leptin entre os grupos (P > 0,05; Figura 4C).

Ao0s 18 DG, 0 HM aumentou a imunomarcacgéo de Glutl na zona juncional e na zona de
labirinto quando comparado ao controle (P < 0,0001, P < 0,05). Por outro lado, o tratamento
com Kp10 reduziu a imunomarcacdo de Glutl na zona juncional causada pelo HM (P < 0,01),
mas ainda manteve maior que o controle (P < 0,01). Na zona de labirinto, o grupo Kp10 néo
teve diferencas significativas em relagdo aos demais grupos (P > 0,05; Figura 4E). No entanto,
na quantificagdo de transcritos génicos, foi observado que o tratamento com Kp10 aumentou a
expressdo de Glutl comparado aos grupos controle e hipotireoideo (P < 0,05; Figura 4F),

enguanto ndo foram observadas diferencas na expresséao de Plii, rPrl e Leptin (P > 0,05).
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Figura 4 Avaliacdo da expresséo de Glutl e fatores hormonais em placentas de ratas controle, hipotireoideas
e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Fotomicrografias da imunomarcacdo de Glutl na
placenta aos 14 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de
imunomarcacdo em pixels da expressdo de Glutl aos 14 DG. C) Expressdo génica de Glutl, Pl ii, rPrl e Leptina
aos 14 DG. D) Fotomicrografias da imunomarcacdo de Glutl na placenta aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). E) Area de imunomarcacdo em pixels da expresséo de
Glutl aos 18 DG. F) Expressdo génica de Glutl, Pl ii rPrl e Leptina aos 18 DG. (MédiatSEM). As diferencas
significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001, para Anova de uma
via post hoc SNK. DG = dias de gestacdo. Barra= 50um
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O hipotireoidismo materno aumenta a expressao placentdria de INSRS em ratas, enquanto
Kp10 regula positivamente a expressao de IGF1/IGFL1r.

Uma vez que houve desregulacdo da expressdo placentaria de Glutl nos animais
hipotireoideos, avaliou-se o sistema INSR/IGF1/IGF1r, chave para a sinalizacao energética e o
crescimento e desenvolvimento feto-placentario (HIDEN et al., 2009; SFERRUZZI-PERRI et
al., 2017). A imunomarcacao do INSRf na placenta foi citoplasmatica ¢ heterogénea, sendo
mais evidente nos espongiotrofoblasto e células gigantes, principalmente aos 14 DG (Figura
5A e F). Ja o IGF1r, a marcacdo foi predominantemente nuclear na zona juncional, enquanto
na zona de labirinto foi nuclear e citoplasmatica, com acentuada reducgdo aos 18 DG comparado
aos 14 DG (Figura 5C e H).

Aos 14 DG, o HM aumentou a marcacao de INSRf} em ambas as camadas da placenta
(P < 0,001, P < 0,01) e o tratamento com Kp10 ndo alterou essa maior expressao (P > 0,05;
Figura 5B). Quanto ao IGF1r, o HM néo apresentou diferencgas significativas em relacdo ao
controle (P > 0,05). O tratamento com Kp10, por outro lado, aumentou a imunomarcagdo na
zona juncional e zona de labirinto comparado aos grupos hipotireoideo e controle,
respectivamente (P < 0,05; Figura 5D). Em relacdo aos transcritos génicos, foi observado
aumento da expressdo de Igfl no grupo hipotireoideo em relacdo ao controle (P < 0,05),
enquanto o tratamento com Kp10 ndo apresentou diferencga significativa em relagdo aos demais
grupos (P > 0,05). Nao foram observadas diferencas significativas na expressao de Insr, Igflr
e Irsl entre os grupos (P > 0,05; Figura 5E).

Aos 18 DG, apesar de ndo observar diferencas significativas na area de imunomarcacao
de INSRp e IGFIr (P > 0,05; Figura 5G e I), reducdo acentuada de IGF1r foi observada nos
grupos hipotireoideo e tratado com Kp10 comparado ao controle, uma vez que a expressao foi
fraca a ausente. Na analise da expressdo génica, o tratamento materno com Kp10 aumentou a
expressao de Igflr em relacdo ao grupo controle (P < 0,05), e apresentou maior expressao de
Igfl em relagéo aos demais grupos (P < 0,05). N&o foram observadas diferengas significativas
na expressao de Insr e Irsl (P > 0,05; Figura 5J). Em conjunto, esses resultados demonstram
que apesar do tratamento com KplO ndo alterar a maior expressdo placentaria de INSRf
causada pelo hipotireoidismo, ele foi capaz de estimular a expressao de IGF1r aos 14DG e de
Igfl/lgfir aos 18 DG.
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Figura 5 Avaliacdo da expressdo do sistema INSR/IGF1/IGF1R em placentas de ratas controle,
hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Fotomicrografias da imunomarcacgéo
de INSRp na placenta aos 14 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x).
B) Area de imunomarcacio em pixels da expressdo de INSRB aos 14 DG. C) Fotomicrografias da imunomarcagéo
de IGF1r na placenta aos 14 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x).
D) Area de imunomarcagio em pixels da expressio de IGF1r aos 14 DG. E) Expressdo génica de Insr, Irs1, Igfl
e Igflr aos 14 DG. F) Fotomicrografias da imunomarcagdo de INSRf na placenta aos 18 DG (Estreptavidina-
biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). G) Area de imunomarcagio em pixels da
expressdo de INSRp aos 18 DG. H) Fotomicrografias da imunomarcacdo de IGF1r na placenta aos 18 DG
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). 1) Area de imunomarcagdo em
pixels da expressdo de IGF1r aos 18 DG. J) Expressdo génica de Insr, Irsl, Igfl e Igflr aos 18 DG. (MédiazSEM).
As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001, para
Anova de uma via post hoc SNK;# P < 0,05, para teste t de Student. DG = dias de gestacdo. Barra= 50um

O tratamento materno com Kp10 reverteu a desregulacdo placentaria de AKT/mTOR causada
pelo hipotireoidismo em ratas aos 14 DG

Visto que a sinalizacdo de mTOR esté associada a regulacdo metabolica glicémica e é
considerada como sensor nutricional na placenta (ROOS; POWELL; JANSSON, 2009), foi
feita a avaliacdo da sinalizacdo de mTOR (AKT, p-mTOR/mTor e Raptor). A imunomarcacgédo
de AKT, uma proteina montante a ativacdo de mTOR, foi citoplasmatica, heterogénea e
principalmente nas células gigantes e trofoblastos do labirinto, com maior expressao aos 14 DG
comparado aos 18 DG (Figura 6A e F). Curiosamente, o HM aumentou a é&rea de
imunomarcacao de AKT na zona de labirinto comparado ao controle (P < 0,0001), enquanto o
tratamento materno com Kpl0 reestabeleceu a imunomarcacao, igualando ao controle (P >
0,05). Na zona juncional ndo houve diferenga entre os grupos (P > 0,05; Figura 6B).

A imunomarcacgdo de p-mTOR, por outro lado, foi nuclear, homogénea e intensa em
toda a placenta aos 14 DG, com excecdo do grupo hipotireoideo, enquanto teve uma reducgéo
da expressdo aos 18 DG (Figura 6C e H). Interessantemente, aos 14 DG, o HM reduziu a
imunomarcacao de p-mTOR na zona juncional (P < 0,05). O grupo tratado com Kpl10, por
outro lado, ndo apresentou diferengas significativas em relagdo aos demais grupos (P > 0,05).
Né&o foram observadas diferencas significativas na zona de labirinto (P > 0,05; Figura 6D). Na
avaliacdo da expressdo génica placentaria de mTor, semelhante a imunomarcacédo, o0 HM
também reduziu a sua expressao comparado ao controle (P < 0,05), e o tratamento com Kp10
reverteu a expressao (P < 0,05), igualando controle (P > 0,05; Figura 6E). Adicionalmente, o
tratamento com Kp10 reduziu a expressdo de Raptor comparado ao grupo hipotireoideo (P <
0,05), enquanto néo teve diferenca significativa em relacdo ao controle (P > 0,05; Figura 6E).

Ao0s 18 DG, nédo foram observadas diferencgas significativas na imunomarcacdo de AKT

(P > 0,05; Figura 6G). Por outro lado, para p-mTOR, 0 HM reduziu a imunomarcagéo na zona
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de labirinto comparado ao controle (P < 0,05) e o tratamento com Kpl0 ndo alterou essa
reducdéo (P > 0,05; Figura 6l). N&o foram observadas diferencas significativas na
imunomarcacao na zona juncional e nem nos transcritos de mTor e Raptor entre os grupos (P
> 0,05; Figura 6l e J).
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Figura 6 Avaliacdo da sinalizacdo AKT/ mTOR em placentas de ratas controle, hipotireoideas e
hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Fotomicrografias da imunomarcacdo de AKT na
placenta aos 14 GD (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de
imunomarcacao em pixels da expressdo de AKT aos 14 GD. C) Fotomicrografias da imunomarcacdo de p-mTOR
na placenta aos 14 GD (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). D) Area
de imunomarcacéo em pixels da expressdo de p-mTOR aos 14 GD. E) Expressdo génica de mTor e Raptor aos 14
GD. F) Fotomicrografias da imunomarcacdo de AKT na placenta aos 18 GD (Estreptavidina-biotina-peroxidase;
Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). G) Area de imunomarcacio em pixels da expressio de AKT aos 18
GD. H) Fotomicrografias da imunomarcacdo de p-mTOR na placenta aos 18 GD (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). ) Area de imunomarcacao em pixels da expressdo de p-
mMTOR aos 18 GD. J) Expressdo génica de mTor e Raptor aos 18 GD. (Anova de uma via post hoc SNK;
MédiatSEM). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P
<0,0001. GD = dias de gestacdo. Barra= 50um

5.4. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que a disfungéo glicémica e restricdo feto-placentaria causadas
pelo hipotireoidismo materno em ratas estdo associadas a desregulacao da expressdo placentéria
de Glutl/INSRP e da sinalizagdo AKT/mTOR. O tratamento materno com Kpl0, por outro
lado, ndo somente melhorou a expressdo de Glutl e a sinalizacdo placentaria AKT/mTOR
nesses animais, como estimulou a expresséo do sistema IGF1/IGF1r, sugerindo novas vias pelas
quais a kisspeptina melhora o desenvolvimento fetal e p6s-natal da prole de ratas hipotireoideas
(SANTOS et al., 2022c; dados néo publicados).

Nas ratas gestantes, durante os testes de tolerancia, observamos que o hipotireoidismo
materno aumentou a glicemia em jejum e diminuiu a tolerancia a glicose, além de reduzir a
insulina plasmaética e a concentracdo de HDL, alteracfes semelhantes as observadas em ratas
gestantes tratadas com metimazol, uma droga antitireoidiana (KENT; ATLURI; CUFFE, 2022),
como também em mulheres gestantes com hipotireoidismo (XU; ZHONG, 2022). Vale
ressaltar que, durante a gestacéo, ocorre uma adaptacdo do metabolismo materno sob influéncia
dos hormdnios placentérios, resultando em um ambiente de baixa sensibilidade a insulina,
estratégia que visa direcionar maior aporte de glicose para o crescimento fetal (NEWBERN;
FREEMARK, 2011). Desse modo, a falha no estabelecimento desse ambiente insulino-
resistente pode estar envolvida na disfuncdo glicémica apresentada pelas ratas gestantes
hipotireoideas, uma vez que ratas hipotireoideas ndo gestantes ndo apresentam intolerancia a
glicose (KENT; ATLURI; CUFFE, 2022). Disfuncéo glicémica durante a gestacdo compromete
a nutricdo fetal (BRETT et al., 2014; PEREZ-RAMIREZ et al., 2024; STERN et al., 2021)e
pode ser uma das causas da restrigdo feto-placentaria e menor massa corporal da prole neonatal

observadas nas ratas hipotireoideas deste estudo.
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O tratamento com Kp10, por outro lado, ndo foi capaz de melhorar a disfungéo glicémica
causada pelo hipotireoidismo nas ratas. Diversos estudos ja demonstraram os efeitos da
Kisspeptina na secrecdo de insulina, regulacéo da glicemia e nos mecanismos adaptativos das
células B pancreaticas durante a gestagdio (ANDREOZZI et al., 2017; BOWE et al., 2009, 2019;
HAUGE-EVANS et al., 2006; I1ZZI-ENGBEAYA et al., 2018; I1ZZI-ENGBEAYA,; HILL;
BOWE, 2019; MUSA; MATIJILA; LEVITT, 2021; SCHWETZ; REISSAUS; PISTON, 2014,
TOLSON et al., 2014; WAHAB; RIAZ; SHAHAB, 2011). Em ratos, a administracdo de
Kisspeptina estimula a secrecdo de insulina sem alterar a glicemia (BOWE et al., 2009). Ja
estudos in vitro com ilhotas pancreaticas de camundongo demonstraram que o estimulo da
secrecdo de insulina pela kisspeptina ocorre somente ap6s o estimulo com glicose (BOWE et
al., 2009; HAUGE-EVANS et al., 2006). Em camundongos ndo gestantes, a exposi¢cdo
prolongada a Kpl0 melhora a glicemia ao longo do TTIPG, ao mesmo tempo que a
administracdo do antagonista da kisspeptina (Kp234) ou a delecdo do gene Kiss1r no pancreas,
comprometem a tolerdncia a glicose dos animais aos 16 DG (BOWE et al., 2019). Assim,
considerando que a meia-vida plasmatica da Kp10 é curta (~4 min) (JAYASENA et al., 2011;
LIU etal., 2013) e que seu efeito sobre a secrecdo de insulina induzida por glicose ocorre logo
apos sua infusdo (BOWE et al., 2009; HAUGE-EVANS et al., 2006), a auséncia de alteracdo
na glicemia do grupo tratado com Kp10 observada no presente estudo pode ser explicada pelo
fato da administracdo de Kp10 ter ocorrido cerca de 4 horas antes do TTIPG. Assim, é plausivel
gue uma administracdo de Kpl0 entre 0 e 30 minutos apds o desafio glicémico no TTIPG
influencie os valores de glicemia nos animais, embora mais estudos sejam necessarios para
confirmar essa hipétese.

Uma vez confirmada a intolerancia a glicose, avaliou-se 0 pancreas materno para
verificar se havia falha na expansdo das ilhotas pancreaticas que justificasse esse quadro.
Contudo, ndo foram observadas alteragdes no pancreas em decorréncia do hipotireoidismo
materno. KENT; ATLURI; CUFFE (2022) também demonstraram a auséncia de alteracdes na
massa pancreatica e na massa de células  em condi¢des de hipotireoidismo severo durante a
gestacéo de ratas. No entanto, 0 mesmo estudo demonstrou reducgéo da expressao de Glut4 e de
mediadores da sensibilidade a insulina no musculo e tecido adiposo dos animais (KENT,;
ATLURI; CUFFE, 2022). Isso pode comprometer a captacdo de glicose pelos tecidos
periféricos e justificar o aumento da glicemia plasmatica circulante observada no presente
estudo.

A reducgdo da massa corporal fetal e placentaria observada nas ratas hipotireoideas,

acompanhada da diminuicdo das dimensdes das zonas placentarias e aumento da populacéo de
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células de glicogénio na zona juncional, sdo caracteristicas do quadro de hipotireoidismo
materno em ratas, conforme descrito em estudos anteriores (DOS ANJOS CORDEIRO et al.,
2024; SANTOS et al., 2022b, 2022c; SILVA et al., 2012). No entanto, a reducao da espessura
da barreira interhemal causada pelo hipotireoidismo aos 14 DG ainda ndo tinha sido descrita,
sugerindo outra causa para a RCIU observada nestes animais, pois pode comprometer a
disponibilizagdo adequada de nutrientes para o feto e expd-lo a metabdlitos toxicos maternos
(BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; BURTON; JAUNIAUX, 2018; PEREZ-
RAMIREZ et al., 2024).

Embora o tratamento com Kp10 néo tenha sido capaz de restaurar o crescimento feto-
placentério das ratas hipotireoideas, inclusive a menor espessura da barreira interhemal, ele
restabeleceu a populacdo de ceélulas de glicogénio na zona juncional, como também
demonstrado em nosso estudo prévio (SANTOS et al., 2022c), e teve uma tendéncia de melhora
na massa corporal da prole fémea neonatal. Isso pode sugerir uma melhora da funcéo
metabdlica placentéria causada pela Kp10, uma vez que a zona juncional é a principal camada
da placenta responsavel pela producdo dos hormonios placentarios, que sdo essenciais para o
desenvolvimento fetal e pos-natal adequado (FOWDEN et al., 2008; KRAMER et al., 2023).
Neste sentido, o presente estudo demonstrou que o hipotireoidismo materno desregulou a
expressdo placentaria de Glutl, resultando em uma reducdo aos 14 DG, periodo de inicio do
crescimento exponencial do feto (MU et al., 2008), seguido de um aumento da expresséo aos
18 DG. A desregulacdo da expressao placentaria de Glutl ja foi observada em outras doencas
gestacionais que culminam em RCIU, como demonstrado em modelos de
hiperadrenocorticismo iatrogénico (LANGDOWN; SUGDEN, 2001) e hipotireoidismo em
ratas (KENT et al., 2023), como também na placenta de mulheres com pré-eclampsia (PEI et
al., 2024).

O aumento da expressdo de Glutl no terco final da gestacdo das ratas hipotireoideas
pode sugerir um mecanismo compensatorio a reducdo de Glutl aos 14 DG, como uma tentativa
de garantir o suprimento adequado de glicose para o desenvolvimento fetal. O aumento da
expressao do receptor de insulina, INSRP, como também de Igfl, acompanhado de seu
sinalizador comum downstream AKT, também pode indicar um mecanismo compensatério
para aumentar a captacdo de glicose na placenta, uma vez que AKT também estimula essa
captacdo (BAUMANN et al., 2014; YOON, 2017). Vale ressaltar que apesar de nédo ter
apresentado diferenca significativa, as ratas hipotireoideas apresentaram reducdo visivel da
imunomarcacao de IGF1r, e essa reducdo pode justificar o aumento compensatdrio na expresséo

de Igfl, embora mais estudos sejam necessarios para confirmar essa hipotese.
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Uma vez que 0 mTOR é considerado um sensor das oscilagdes nutricionais na placenta
(BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; ROOS; POWELL; JANSSON, 2009), a
reducdo da expressdo de mTOR nas placentas das ratas hipotireoideas pode sinalizar uma
resposta a restricdo de nutrientes, evidenciada pela diminuicdo de Glutl, e de aminoacidos,
como observado em estudo anterior em ratas gestantes hipotireoideas (KENT et al., 2023).
Além disso, a reducdo de mTOR placentario € caracteristica de doencas gestacionais associadas
a RCIU, como demonstrado em modelos de diabetes gestacional em ratas (XU et al., 2020), e
em placentas de mulheres com pré-eclampsia e RCIU (HUNG; WU; CHEN, 2021; TSAl et al.,
2021). Contudo, este é o primeiro estudo a demonstrar reducdo da expressao placentaria de
mTOR na condicdo de hipotireoidismo materno. O aumento na expressdo placentéria de AKT
nos animais hipotireoideos também pode ser uma resposta compensatéria a reducdo de mTOR,
uma vez que AKT estimula a ativacdo de mTOR ap0s sinalizacdo de insulina e IGF1
(O’REILLY et al., 2006; SAXTON; SABATINI, 2017; VADLAKONDA et al., 2013).

O tratamento materno com Kp10, interessantemente, restaurou a expresséo placentaria
de mTOR na placenta das ratas hipotireoideas aos 14 DG. Embora mais estudos sejam
necessarios para demonstrar o efeito da Kp10 sobre a sinalizagdo de mTOR, um estudo in vitro
sugeriu o papel da Kp10 em ativar a via mTOR em células epiteliais mamarias bovinas (CAO
et al., 2021), enquanto estudo recente do nosso grupo demonstrou o potencial da Kp10 em
aumentar a expressdo hepética fetal de mTOR em ratas com hipotireoidismo materno, além de
regular positivamente a expressdo hepatica fetal de Glutl e a expressdo hepatica de Igfl/Igfir
na prole fémea neonatal (dados ndo publicados), corroborando com a melhora da massa
corporea neonatal da prole fémea observada no presente estudo. Em conjunto, todos esses
estudos sugerem o potencial da kisspeptina em regular positivamente a sinalizacdo tecidual de
mTOR.

No entanto, além da possibilidade da regulacéo direta de kisspeptina sobre a viamTOR,
é possivel que também ocorra de forma indireta, uma vez que o estresse oxidativo inibe a
sinalizagdo de mTOR (SAXTON; SABATINI, 2017) e estudos prévios ja demonstraram 0
potencial antioxidante da Kp10 na disfungéo placentaria de ratas com hipotireoidismo materno
(DOS ANJOS CORDEIRO et al., 2022; SANTOS et al., 2022c, 2023a). E importante ressaltar
que o tratamento com Kpl10 também aumentou a expressdo placentaria de IGF1r aos 14 DG e
de Igfl/lgflr aos 18 DG, que pode ser reflexo do aumento observado em mTOR, uma vez que
sdo sinalizadores dessa via (ARDESTANI; MAEDLER, 2018; SAXTON; SABATINI, 2017),

além de serem diretamente associados a expressao de Glutl (BAUMANN et al., 2014). Isso
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também corrobora para o0 aumento de Glutl observado na placenta do grupo tratado com Kp10
do presente estudo.

Apesar do aumento da sinalizacdo de mTOR e de Igfl/IGF1r/Igfir decorrente do
tratamento com Kpl10 néo ter sido suficiente para atenuar as alteracbes na massa fetal e na
morfologia placentéria, as adaptacGes moleculares podem mitigar os insultos causados por essa
endocrinopatia, uma vez que ha bloqueio do estresse oxidativo (SANTOS et al., 2022c) e da
piroptose (SANTOS et al., 2023a) na placenta de ratas com hipotireoidismo materno apos
tratamento com Kpl0. E importante ressaltar que a sinalizacio de mTOR também esta
envolvida na sinalizagdo mitocondrial e resposta a estresses por coordenar a traducdo das
proteinas mitocondriais em resposta aos estimulos metabolicos, garantindo a producéo eficiente
de energia. MTOR regula a expressdo do fator de transcricdo PGC1, um dos principais
reguladores da funcéo e biogénese mitocondrial, além de outros fatores de transcricdo como
HIF1la e ATF4, que sdo associados ndo somente a glicolise e homeostase metabdlica, como na
sinalizagdo redox (BENNETT; LATORRE-MURO; PUIGSERVER, 2022; SAXTON;
SABATINI, 2017). Assim, a sinalizacdo adequada de mTOR pode favorecer a atividade
antioxidante de kisspeptina e vice-versa. Além disso, delecdo de mTOR placentario em
camundongos estd associada ao aumento da sensibilidade ao desenvolvimento de obesidade
induzida por dieta (AKHAPHONG et al., 2021; BEETCH; ALEJANDRO, 2021), e verificamos
recentemente que o tratamento com Kpl0 em ratas com hipotireoidismo materno melhora a
sinalizacdo hepéatica de mTOR/IGF1/IGF1r e a programacdo metabolica glicémica da prole
antes e ap6s desafio com dieta hiperlipidica (dados nédo publicados).

Assim, os achados deste estudo demonstraram que a disfungédo glicémica e RCIU em
ratas decorrentes do hipotireoidismo materno estdo associadas a redugdo da sinalizacdo
placentaria AKT/mTOR e a expressao desregulada de Glutl/INSRp, sendo que o tratamento
com KplO foi capaz de atenuar essas alteracBes e modular positivamente a expressao
placentéaria de IGF1/IGF1r. Este € o primeiro estudo a avaliar a via de sinalizacdo IGF1/mTOR
na placenta de ratas hipotireoideas e identificou novas vias de atuacdo da kisspeptina na

fisiologia placentaria.
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6. CAPITULO 2:

TRATAMENTO MATERNO COM KISSPEPTINA EM RATAS HIPOTIREOIDEAS
RESTABELECE O DESENVOLVIMENTO FETO-PLACENTARIO DA PROLE F1 E
A EXPRESSAO PLACENTARIA DE mTOR, IGF1 e rPRL
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TRATAMENTO MATERNO COM KISSPEPTINA EM RATAS HIPOTIREOIDEAS
RESTABELECE O DESENVOLVIMENTO FETO-PLACENTARIO DA PROLE F1 E
A EXPRESSAO PLACENTARIA DE mTOR, IGF1 e rPRL

RESUMO

Doencas metabdlicas maternas, como diabetes mellitus gestacional e obesidade, estdo
associadas a falhas transgeracionais no desenvolvimento feto-placentéario. No entanto, ndo ha
estudos relacionados ao hipotireoidismo materno (HM). Uma vez que a kisspeptina (Kp)
modula o metabolismo glicémico materno, placentario e fetal, e que sua administracdo exdgena
em ratas com HM foi capaz de melhorar o desenvolvimento feto-placentario e 0 metabolismo
placentério, este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos do HM e da administracdo de
kisspeptina-10 (Kp10) durante a gestacdo sobre a homeostase glicémica da prole F1 gestante,
bem como o desenvolvimento feto-placentério e o metabolismo placentério da prole F2. O HM
reduziu a glicemia aleatdria de ratas F1 gestantes, diminuiu a espessura da zona juncional,
deslocou a curva de distribuicdo de massa corporal para a direita, e aumentou a expresséo de
rPRL, IGF1 e p-mTOR na interface materno-fetal das ratas F1 gestantes. Por outro lado, o
tratamento materno com Kpl10 na geracdo FO acelerou o ganho de massa corporal materna e
aumentou a concentracdo plasmatica de T4 livre, além de impedir a reducdo da glicemia
aleatoria nas ratas F1 gestantes. Além disso, restabeleceu a espessura da zona juncional,
melhorou a distribuicdo da massa corporal dos fetos F2, aumentou a expressdo de Plii em
placentas F2 e restabeleceu a expresséo de rPRL, IGF1 e p-mTOR na interface materno-fetal.
Conclui-se que o tratamento materno com Kp10 na geracdo FO de ratas hipotireoideas melhora
o desenvolvimento feto-placentario da prole F1 e restabelece a expressdo de rPRL, IGF1 e p-
mTOR na interface materno-fetal, sugerindo que os efeitos da administracdo materna de Kp10
é transmitida ao longo das geracdes.

Palavras-chaves: DOHaD; Intergeracional; Kissl; LGA; RCIU; Tireoide; RCIU.



1194
1195
1196
1197
1198
1199
1200
1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207
1208
1209
1210
1211
1212
1213
1214
1215
1216
1217
1218
1219
1220
1221
1222
1223
1224
1225
1226
1227

75

6.1. INTRODUCAO

O hipotireoidismo materno € uma das principais endocrinopatias que afetam a gestacao
e resulta em uma série de complicacdes tanto para a mae quanto para a prole, incluindo
disfungdo placentéria e restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) (SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2018; SULLIVAN, 2019). Além disso, favorece o desenvolvimento de
disfuncbes metabdlicas (KEMKEM et al., 2020; TAPIA-MARTINEZ et al., 2019),
cardiovasculares (GODOY et al., 2014; MIAO et al., 2021), neurocognitivas (GE et al., 2020)
e reprodutivas na prole adulta (KOBAYASHI et al., 2014; PANAHANDEH et al., 2022). No
entanto, ndo h& estudos avaliando os efeitos intergeracionais do hipotireoidismo materno no
metabolismo glicémico placentario e desenvolvimento fetal da geracédo F2.

A glicose € a principal fonte de energia durante o desenvolvimento fetal e, por isso, a
manutencdo da homeostase glicémica durante a gestacdo € vital para o sucesso gestacional
(CHAVATTE-PALMER; TARRADE, 2016; STERN et al., 2021). Estudos anteriores ja
demonstraram que o hipotireoidismo materno compromete a homeostase glicémica materna
(KENT; ATLURI; CUFFE, 2022) e da prole fémea durante a vida adulta (JEDDI et al., 2020).
Uma das principais vias sinalizadoras do balanco energético é a via de sinalizacdo
IRS/PISK/AKT/mTOR, e na placenta atua também como um sensor nutricional e modulador
da programacdo metabdlica fetal (AKHAPHONG et al., 2021; BURTON; FOWDEN;
THORNBURG, 2016; KRAMER et al., 2023). Alteracdes placentarias em mTOR estdo
associadas a doencas gestacionais, desenvolvimento fetal alterado e sinalizacdo de insulina
comprometida na prole (AKHAPHONG et al., 2021; BEETCH et al., 2023; ROOS; POWELL,;
JANSSON, 2009; TSAI et al., 2021). Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que
a intolerancia a glicose e hipoinsulinemia causadas pelo hipotireoidismo materno em ratas esta
associada com reducdo da sinalizacdo placentaria de mTOR (dados ndo publicados). No
entanto, ndo ha estudos avaliando se essas alteracbes sdo transmitidas para as geracoes
seguintes.

Diante do crescente aumento das doencas crbnicas e seguindo 0s pressupostos da
Hipotese das Origens do Desenvolvimento de Saude e Doenca (Developmental Origins of
Health and Disease hypothesis — DOHaD), em que postula o impacto da exposic¢ao a condi¢des
adversas durante a vida intrauterina e 0 aumento do risco de desenvolvimento de doencas
cronicas na vida adulta, tem se proposto que o uso de terapias visando melhorar a fungéo
placentaria em doencas gestacionais também pode ser uma alternativa promissora para a

prevencdo de doencas ndo-transmissiveis nas geracfes futuras (GLUCKMAN; HANSON,
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2004; HOFFMAN et al., 2021; KRAMER et al., 2023). Neste sentido, estudos prévios
demonstraram que a administragdo de Kisspeptina-10 durante a gestagdo em ratas com
hipotireoidismo materno ¢é capaz de melhorar o desenvolvimento fetal e o estado inflamatorio
e redox placentario (SANTOS et al., 2022a, 2023a), além de melhorar as vias de sinalizacdo
mTOR e IGF1/IGF1r na placenta e figado fetal (dados ndo publicados), sugerindo a kisspeptina
como uma potencial ferramenta terapéutica para doencas gestacionais metabdlicas. Contudo,
ainda ndo ha informacbes se a administracdo materna de Kkisspeptina também poderia
influenciar a programacdo reprodutiva da prole, em especial o desenvolvimento feto-
placentario. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do hipotireoidismo materno e
da administragdo de Kkisspeptina-10 durante a gestagdo sobre a homeostase glicémica

gestacional da prole F1 e o desenvolvimento feto-placentario da prole F2.

6.2. MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar provenientes do Laboratorio de Criacdo, Manutencdo e
Experimentagdo Animal (LaBlO) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). Os animais
foram mantidos em 5-6 animais/caixa e com temperatura (22 = 2 °C) e luminosidade (12:00 h
claro / 12:00 h escuro) controladas. Agua e racdo comercial foram fornecidos ad libitum. Todos
os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da UESC (CEUA N° 026/22).

Delineamento experimental

As ratas (210 * 18 g) foram distribuidas aleatoriamente nos grupos controle (n = 11) e
hipotireoideo (n = 22). O hipotireoidismo foi induzido pela administracdo diaria, por sonda
orogastrica, de 6-propyl-2-thiouracil (PTU; 4 mg/Kg/dia; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
diluido em agua destilada. O tratamento iniciou-se 5 dias antes da copula com machos saudaveis
e se manteve até o final da gestacdo. A confirmacdo da copula pela visualizagdo de
espermatozoides em citologia vaginal foi designada como 0 dia gestacional (DG). Apos a
confirmagéo, os animais hipotireoideos foram divididos nos grupos hipotireoideo (n = 11) e
hipotireoideo tratado com kisspeptina-10 (Kp10; n = 11; 8 pg/Kg/dia; Tocris Bioscience,
Bristol, UK). O tratamento com Kp10 foi diario, intraperitoneal, do 8° DG até o parto, enquanto
0S outros animais receberam agua estéril como placebo (SANTOS et al., 2022¢). No 18° DG,

cinco animais de cada grupo foram eutanasiados para dosagem de T4 livre plasmatico e
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confirmacéo da hipofuncéo tireoidiana.

Ap0s o parto, as ninhadas foram padronizadas em 7-8 filhotes por mée. O desmame foi
realizado com 21 dias e 18 fémeas F1 adultas (256 + 11 g) foram selecionadas aleatoriamente
para compor os grupos controle-F1 (N = 6), hipotireoideo-F1 (N = 6) e hipotireoideo tratado
com Kpl10-F1 (Kpl10-F1; N = 6), para realizacdo do manejo reprodutivo e acasalamento com
machos saudaveis. O restante dos animais F1 foram eutanasiados com sobredose de Xilasina
(30mg/Kg) e Ketamina (200mg/Kg) para dosagem dos niveis plasmaticos de T4 livre. Todas as
fémeas F1 foram pesadas a cada dois dias para avaliacdo do percentual de ganho de massa
corporal em relagdo a massa corporal inicial. No 16° DG, as ratas F1 gestantes foram submetidas
aos testes de toleréncia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e de tolerancia intraperitoneal a

insulina (TTIPI). Os animais foram eutanasiados no 18° DG.

Testes de tolerancia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e tolerancia intraperitoneal a insulina
(TTIPI).

No TTIPG, apo6s jejum por 6 horas, a glicemia basal dos animais foi avaliada entre 11:00
e 12:00, seguida da administracdo de glicose (2g/Kg/animal), via intraperitoneal, e posterior
avaliagdo da glicemia aos 30, 60 e 120 min. Em seguida, os animais foram alimentados ad
libitum por 1 hora e mantidos em jejum por 1 hora parao TTIPI. A glicemia basal foi novamente
avaliada e, logo apds, aplicada insulina (0,75 Ul/Kg/animal), via intraperitoneal, com posterior
avaliacdo da glicemia aos 30, 60 e 120 min. A glicemia foi dosada com uma gota de sangue da
ponta da cauda utilizando um glicosimetro (Accu-Check® Performa, Roche, USA). O TTIPI
foi realizado no mesmo dia e com jejum de 1 hora para evitar maior estresse ao animal e por
ndo apresentar diferencas na glicemia basal e na curva glicémica em relacdo ao teste realizado
em dia diferente (intervalo de 1 semana) e com jejum de 6 horas (DA SILVA et al., 2025;
submetido).

A érea sob a curva (AUC) do TTIPG e do TTIPI foram calculados seguindo a seguinte
equacdo (ALTMAN, 1990):

1 n-1
AUC = > Z (tempo; 1 — tempo; )(glicemia; + glicemia; )
i=0

Necropsia e coleta de material
Aos 18 DG, no periodo da manha (9:00-12:00), foram realizadas as eutanasias para a

coleta do material. Primeiramente, os animais foram pesados para a quantificacdo do ganho de
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massa corporal durante a gestacdo. A glicemia foi medida por uma gota de sangue da ponta da
cauda utilizando um glicosimetro (Accu-Check® Performa, Roche, USA). Depois, realizou-se
a eutanasia com guilhotina para a coleta de sangue da regido cervical em tubos heparinizados.
O sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 20 minutos e o plasma armazenado a — 20°C para
dosagem de T4 livre e insulina.

Durante a necropsia, foi coletado todo o sistema genital e o pancreas materno. Avaliou-
se a massa uterina contendo as placentas e os fetos; a massa uterina com as placentas e sem 0s
fetos; e a massa corporal dos fetos individualmente. Para evitar o efeito de diferentes tamanhos
de ninhada sobre o ganho de massa corporal materna, o ganho de massa materna foi obtido pela
subtracdo da massa corporal final histerectdbmica pela inicial, e a massa pancreatica também foi
calculada relativo a massa corporal histerectdmica da mée. Foram também contabilizados o
numero de fetos e o nimero de sitios com reabsorcdo ou morte fetal. Esses dados permitiram
estimar a massa de liquido amnidtico por feto e da unidade Utero-placenta, pelas seguintes

férmulas:

Utero com Placentas (9)

Unidade atero — placenta (g): Nimero de Fotos

Massa do liquido amniotico por feto:

Utero completo — (Z Peso fetal + Utero com placentas)

Numero de Fetos

Fragmentos de duas placentas de fetos vidveis de cada animal foram escolhidas
aleatoriamente e armazenados em trizol separadamente, seguido de congelamento em
nitrogénio liquido e estocagem a -80°C para analises de gRT-PCR. Os discos restantes (placenta
+ decidua + triangulo metrial) e o pancreas materno foram fixados em paraformaldeido 4% a
4°C por 24 horas e processados pela técnica de inclusdo em parafina para andlises
histomorfométricas e imuno-histoquimicas. Os tecidos foram desidratados em solucdo seriada
de alcool 70% até 100%, com posterior diafanizacdo em xilol e impregnacgéo e inclusdo em
parafina. Cortes de 4pum dos tecidos foram obtidos por microtomia em ldminas histologicas para
avaliacdo histomorfométrica, enquanto laminas polarizadas silanizadas (StarFrost Polycat,

Germany) foram utilizadas para a imuno-histoquimica.
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Anélise hormonal

Foram feitas as dosagens de T4 livre (IMMULITE, Siemens Medical Solutions
Diagnostics, Malvern, PA, USA) e insulina plasmatica (EZRMI-13K Insulin ELISA; EMD
Millipore Corporation, Missouri, USA) por meio de ELISA (sensibilidade: 0,4 ng/dL e 0,1
ng/mL, respectivamente), usando kits comerciais de acordo com as instruc¢des do fabricante.

Avaliacao histomorfométrica da placenta

A anélise histomorfométrica da placenta foi realizada em cortes histolégicos de 4 um
corados com Hematoxilina e Eosina, e cortes corados com Acido Periddico de Schiff (PAS)
contracoradas com fastgreen. Imagens de cada disco placentario foram capturadas utilizando
um estereomicroscopio Leica S9i e a espessura de cada camada da placenta (zona juncional e
zona de labirinto) foi avaliada em 10 campos aleatérios e obtida a média por sitio placentéario.
As anélises foram realizadas com o auxilio do software Image Pro Plus® versao 4.5 e os valores

foram transformados para milimetros com o auxilio de uma escala micrométrica.

Avaliacéo do desenvolvimento fetal

O cérebro, coracdo, figado, pulmdes e rins de cada feto foram também dissecados,
pesados e foi obtido a massa relativa dos 6rgdos em relacdo a massa fetal. Apds pesagens dos
orgaos fetais, foi calculado a relacdo cérebro/figado, um indicador de restricdo de crescimento
fetal assimétrica (NAPSO et al., 2019)

Imuno-histoquimica

Foram utilizados os anticorpos anti-receptor de insulina § (INSRp; 1:50; sc-711, Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-IGF1 (1:100; sc-518040, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA), anti-IGF1R (, 1:50; sc-713, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-rPRL (1:200;
sc-74520, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), anti-AKT (1:200; 9272S , Cell Signaling
Technology Inc, MA , USA), anti-p-mTOR (1:200; sc-293133, Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA) e anti-GLUT1 (1:100; sc-377228, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).

A técnica utilizada foi a de estreptavidina-biotina-peroxidase pelo sistema de deteccéo
Dako (EnVision™ FLEX+, Mouse, High pH, (Link)). A recuperagéo antigénica foi realizada
pelo calor em banho maria a 98°C utilizando solucéo de &cido citrico com pH 6,0. Os cortes
foram imersos em solucéo de peroxido de hidrogénio (3 %; H202) com metanol (CH3OH) por

30 min para blogueio de peroxidase enddgena. Em seguida, as laminas foram incubadas por
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mais 30 minutos em solucdo de soro de bloqueio (Ultra vision Block, Lab Vision Corp.,
Fremont, CA. USA) e incubadas overnight com o anticorpo priméario. Apés lavagem em solugéo
de fosfato tamponada (PBS, pH 7,2), foi adicionado aos cortes solucdo de estabilizacdo de
proteinas (EnVision™ FLEX +, Mouse (LINKER); ref. SM804), seguido de anticorpo
secundario conjugado com estreptatividina peroxidase (EnVision™ FLEX/HRP; ref. SM802)
por 30 min. O cromo6geno utilizado foi a 3’3 diaminobenzidina (EnVision™ FLEX DAB+
Chromogen; ref. DM827), diluido em tampé&o com H202 (EnVision™ FLEX Substrate Buffer;
1:50; ref. SM803). As sec¢des foram contracoradas com hematoxilina e o controle negativo foi
obtido pela substitui¢do do anticorpo primario por solucéo de fosfato tamponada (PBS) (ILIE
etal., 2017; SANTOS et al., 2023a).

Foi realizada uma avaliacdo descritiva e quantitativa da expressdo imuno-histoquimica
de INSRp, IGF1R, IGF1, AKT, p-mTOR, GLUTL1 e rPRL nas camadas de zona juncional e
labirinto placentério, além da decidua basal e triangulo metrial. Cinco imagens de cada regido
foram fotografadas com um Microscopio foténico Leica DM2500. A &rea de imunomarcacao
foi determinada por meio do software WCIF ImageJ® (Media Cybernetics Manufacturing,
Rockville, MD, USA). Color deconvolution e thresholding das imagens foram feitas. Os dados
de cada disco placentario foram arquivados, analisados e expressos como &rea de
imunomarcagao em pixels (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014).

gRT-PCR

A extracdo do RNA total da placenta foi realizada com Trizol (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) conforme as instruc¢des do fabricante. A concentracdo e a
qualidade do RNA de cada tecido foram avaliadas com Nanodrop 2000 Spectrophotometer
(Thermo scientific). Para a sintese do cDNA foi utilizado 1 pug de RNA usando o kit comercial
GoTag® gPCR and RT-qPCR Systems (A6010, PROMEGA). Os transcritos dos genes alvo
foram quantificados pela qPCR utilizando 1,5 pL. de cDNA, 100 nM de cada iniciador e 12,5
puL do reagente GoTag® qPCR Master Mix, 2X em um volume final de 20 pL de reagao, no
equipamento da Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System. Como controle negativo
utilizou o mix de amplificacdo de DNA, em que a amostra de cDNA foi substituida por agua.
As condigdes para as amplificagdes foram: ativagéo enzimatica a 95 °C por 2 min, 40 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 15 s e anelamento/extensdo a 60 °C por 60 s. A linearidade e a
eficiéncia da amplificacdo da gPCR foram avaliadas através de curvas padrdes dos transcritos
geradas utilizando diluigdes seriadas do cDNA. Os iniciadores para Insr, Isr-1, Igflr, Igfi,

mTor, Raptor, Glutl, rPrl, PlIl e Lep foram selecionados de estudos anteriores ou do National
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Center for Biotechnology Information (NCBI) com base na sequéncia do mRNA Rattus

norvegicus (Tabela 1). A expressdo génica foi calculada pelo método 222¢T, em que os

resultados obtidos para cada grupo foram comparados quantitativamente apos a normalizacéo
baseada na expressao de Polr2a Rattus norvegicus (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014,
SOLANO et al., 2016).

Tabela 1- Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para qRT-PCR.

Gene Iniciadores Referéncia
: GGCCCGATGCTGAGAACA
Insr (HAGHIR et al., 2013)
: CGTCATTCCAAAGTCTCCGA
o1 : GGCACCATCTCAACAATC (ABDELMAGEED et al.,
rs-
: GTTTCCCACCCACCATAC 2021)
: CTGCTCCAAAGACAAAATACCCATC
Igflr NCBI
: ACCGCACACTTCTGTCTTGG
: ACCCGGGACGTACCAAAATG
Igfl (SANTOS et al., 2022c)
: CGAGCTGGTAAAGGTGAGCA
: GATACGCCGTCATTCCTC
mTor (YIN et al., 2020)
: TGCTCAAACACCTCCACC
Rant CCCTTTACACCATGCATAGCT (MAZUMDER; PATIAL;
aptor

Glut1(Slc2al)

rPri

Pl

Lep

Polr2a

=
R
=
R
=
R
F
R
F
R
F:
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F

R:

: GAGGGTTACCATTGTGGAAGT
: CAATCAAACATGGAACCACCG
: CGATTGATGAGCAGGAAGCG
- GCCTCTCAAGCTAAAGGACAC
:TTTTCTTCAGGTTGGCCCCTT

: TTACCGAATGTCCACTGG

: TGCAAATCTGACCACTCAG

GTTCCTGTGGCTTTGGTCCT

CTGGTGACAATGGTCTTGATGA

GCTGGACCTACTGGCATGTT
ACCATAGGCTGGAGTTGCAC

SINGH, 2019)

(GUO et al., 2020)

NCBI

(LEE et al., 2003)

(LECOUTRE et al., 2017)

(SANTOS et al., 2022b)

NCBI = National Center for Biotechnology Information

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Kolmogorov-Smirnov e

D'Agostino-Pearson omnibus) e homocedasticidade (Brown-Forsythe) dos erros (GraphPad
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Prism 10.1.2). Os valores médios dos grupos para massa fetal e dos 6rgdos fetais foram
determinados através da analise de um modelo linear misto seguido do teste de Bonferroni.
Nesse modelo, a mae foi incluida como sujeito e fator aleatorio, sendo o tratamento considerado
como fator fixo e o tamanho da ninhada como variavel de covariancia (IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp) (LOPEZ-TELLO et al., 2023). A curva de
distribuicdo da massa corporal fetal foi ajustada por regressdao néo-linear para distribuigédo
Gausiana, e avaliada por teste Qui-Quadrado. O 10° e 0 90° percentis foram calculados por: (£
Z score x desvio padrdo) + média do grupo controle, assumindo o Z score = 1,282. Os demais
dados foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias seguido de teste Student-Newman-
Keuls (SNK). Os dados estdo representados por Média + Erro padrdo da média (SEM) e as

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P < 0,05.

6.3. RESULTADOS

O tratamento materno com Kp10 em ratas hipotireoideas acelerou o ganho de massa corporal
materna e aumentou a concentracéo de T4 livre da geracéo F1 gestante.

Estudos demonstraram que o HM compromete a homeostase glicémica materna e da
prole, além de alterar a sinalizacdo energética placentaria (KENT et al., 2023; SANTOS et al.,
dados ndo publicados). No entanto, ndo ha informacdes se a homeostase glicEémica materna e
eixo placenta-pancreas sdo alterados durante a gestacdo das geracdes futuras. Primeiramente,
avaliamos 0 ganho de massa corporal materna da prole F1 gestante proveniente de ratas
hipotireoideas FO e que foram também tratadas com KplO durante a gestacdo. O grupo
hipotireoideo F1 ndo apresentou alteracdo no ganho de massa corporal durante a gestacdo
comparado ao controle (P > 0,05). No entanto, do 8° ao 10° DG, a geracdo F1 do grupo tratado
com Kp10 acelerou o ganho de massa corporal materna quando comparado aos demais grupos
(P < 0,05; P <0,01; Figura 1A), como também foi observado na analise da AUC do ganho de
massa corporal (P < 0,05; Figura 1B).

O hipotireoidismo materno na geracgao FO foi confirmado pela redugdo da concentragédo
plasmatica de T4 livre (P < 0,0001). A reducdo da concentracdo circulante de T4 livre foi
observada também na geracdo F1 no periodo neonatal (P < 0,01), mas sem diferencas
significativas quando jovens e quando gestantes (P > 0,05). Contudo, o tratamento materno
com Kpl0 na geracdo hipotireoidea FO aumentou os niveis plasméticos de T4 livre nas ratas

gestantes F1 quando comparado ao controle (P < 0,05; Figura 1C).
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Aos 16 DG, ndo foram observadas diferencas significativas na glicemia em jejum; nas
curvas de TTIPG e TTIPI, como também nas suas respectivas AUC (P > 0,05; Figura 1D-H).
No entanto, aos 18 DG, o HM da geracdo FO diminuiu a glicemia aleatéria da geracdo F1
gestante (P < 0,05; Figura 11), enquanto a administracdo materna de Kp10 na geracao FO foi
capaz de prevenir essa alteragdo na prole F1 gestante (P < 0,05). Ndo foram observadas
diferengas significativas na dosagem de insulina plasmatica (P > 0,05; Figura 1J). Em conjunto,
a primeira geracdo de ratas hipotireoideas gestantes ndo apresentam comprometimento da
tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina, apesar de reduzida glicemia aleatdria, enquanto
as descendentes de ratas hipotireoideas tratadas com KplO aceleraram o ganho de massa
materno, restabeleceram os niveis de glicemia aleatéria e aumentaram a concentracdo de T4

livre.
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Figura 1 Avaliacdo da massa corporal, niveis de T4 livre e insulina e da homeostase glicémica de ratas controle-F1,
hipotireoideas-F1 e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10-F1 (Kp10-F1). A) Curva de ganho de massa corporal
materna. B) Area sob a curva do ganho de massa corporal materna. C) Dosagem plasmética de T4 livre. D) Curva glicémica do
teste de tolerancia a glicose aos DG 16. E) Area sob a curva do TTIPG. F) Curva glicémica do teste de tolerancia a insulina aos
DG 16 DG. G) Area sob a curva do TTIPI. H) Glicemia em jejum aos DG 16. 1) Glicemia aleat6ria aos DG 18. J) Insulina
plasmatica aleatoria aos DG 18. (Anova de uma ou duas vias post hoc SNK; MédiatSEM). As diferencas significativas estdo
representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001, exceto do A que * P <0,05 controle-F1 vs. Kp10-F1;
** P <0,01 controle-F1 vs. Kp10-F1;# P <0,05 Hipotireoideo-F1 vs. Kp10-F1. IPGTT = Teste de tolerancia intraperitoneal a
glicose; IPITT = Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina; DG = dias de gestagao.
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O tratamento materno com Kpl0 em ratas hipotireoideas melhora o desenvolvimento feto-
placentério da geracao F2

O HM ¢ associado a alteracdes no ambiente intrauterino, além de comprometimento do
desenvolvimento feto-placentario (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018). Apesar disso,
néo se sabe se essas alteracdes sdo herdadas pelas geragdes futuras. O HM na geracdo FO ndo
alterou o nimero de fetos viaveis, a taxa de morte fetal, a massa da unidade Utero-placenta e a
massa do liquido amniotico nas ratas F1 gestantes (P > 0,05); o grupo Kp10-F1 manteve
resultados similares (P > 0,05; Figura 2A-D). No entanto, na analise da espessura das camadas
da placenta, foi observado que o HM reduziu a espessura da zona juncional em placentas F2
comparado ao controle (P < 0,05), enquanto o tratamento materno com Kp10 na geragédo FO foi
capaz de prevenir a reducdo dessa camada (P < 0,01; Figura 2E).

Na avaliacdo dos dados biométricos fetais, ndo foram observadas diferencas
significativas no comprimento fetal, na massa corporal fetal e na massa relativa dos 6rgaos
fetais (figado, cérebro, coragdo, pulméo e rim), bem como na relagéo cérebro-figado (P > 0,05;
Figura 2G-K). Contudo, foi possivel observar um deslocamento a direita da curva da prole F2
das ratas hipotireoideas quando comparado a curva controle (Figura 2G). No grupo controle foi
observado 80% dos fetos F2 entre a média e 0 10° (40%) e 90° (40%) percentis, com 20% da
populacédo abaixo (10%) e acima (10%) do 10° e 90° percentil, respectivamente. Porém, os fetos
do grupo hipotireoideo F1 teve a curva deslocada a direita (teste X?: P < 0,0001, control —F1
vs hypothyroid-F1), com auséncia de animais abaixo do 10° percentil, 14% dos animais entre 0
10° percentil e a média, 73% dos animais entre a média e 0 90° percentil, e 13% acima do 90°
percentil. Por outro lado, os fetos do grupo Kpl0-F1 tiveram uma curva mais préxima do
controle (teste X2: P < 0,0019, control —F1 vs Kp10-F1; P < 0,0001, hypothyroid-F1 vs Kp10-
F1), com 1% e 2% abaixo e acima do 10° e 90° percentil, respectivamente, 43% entre o 10°
percentil e a média, e 54% entre a média e o 90° percentil. Em conjunto, esses dados
demonstraram que a administracdo materna de Kp10 em ratas hipotireoideas preveniu a reducéo
da zona juncional placentaria e melhorou a distribuicdo da massa fetal da geracdo F2.
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Figura 2 Parametros reprodutivos de ratas controle-F1, hipotireoideas-F1 e hipotireoideas tratadas com
Kisspeptina-10-F1 (Kp10-F1). A) NUmero de fetos vidveis aos 18 DG. B) Taxa de morte fetal aos 18 DG. C) Massa
estimada de liquido amniético por feto aos 18 DG. D) Massa da unidade Utero-placenta aos 18 DG. E) Espessura das
camadas placentarias aos 18 DG. F) Comprimento fetal aos 18 DG. G) Curva de distribuicdo da massa corporal fetal aos
18 DG. H) Massa corporal fetal aos 18 DG. 1) Massa relativa dos 6rgaos fetais aos 18 DG. J) Relagdo cérebro-figado aos
18 DG. (A, C-E: Anova de uma via post hoc SNK; MédiatSEM; B: Kruskal-Wallis post hoc Dunn’s; Plot de violino; F,H-
J: Modelo linear misto post hoc Bonferroni; MédiatSEM; G: Regressdo ndo-linear para Distribuicdo Gaussiana; Mean =
1,419; 10th = 1,263; 90th=1,575). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01. Nos gréaficos
F-J foi feita a sobreposicdo de graficos da média+SEM corrigidos pelo modelo linear misto, e a distribuicdo individual dos
fetos, no Adobe Illustrator. DG = dias de gestacao.

O tratamento materno com Kp10 em ratas hipotireoideas previne o aumento da expressao de
rPRL na interface materno-fetal da geracéo F1

Uma vez que a placenta é o elo entre o metabolismo fetal e materno (KRAMER et al.,
2023), foi avaliada a expressdo de mediadores hormonais placentarios como lactogénio
placentario 2 (PL-I1), rPRL e leptina, e do transportador de glicose, Glutl. A imunomarcacéo
de Glutl foi discreta, citoplasmatica e heterogénea em toda a interface materno-fetal (tridngulo
metrial + decidua basal + placenta), com expressdo mais evidente na zona de labirinto (Figura
3A) comparada as outras regides. Porém, ndo foram observadas diferencas significativas entre
os grupos (P > 0,05; Figura 3B). Ja o rPRL teve expressao citoplasmatica discreta a moderada
em toda a interface materno-fetal (Figura 3C), sendo que o grupo hipotireoideo-F1 apresentou
aumento da area marcada na decidua basal (P < 0,05), zona juncional (P < 0,01) e zona de
labirinto (P < 0,05) comparados ao controle. O tratamento materno com Kpl10 nas maes FO,
interessantemente, preveniu esse aumento de rPRL na interface materno-fetal da prole F1
causado pelo HM (P < 0,05), se igualando ao controle (P > 0,05; Figura 3D).

Quanto a avaliacdo da expressdo génica placentaria F2, foi observado que o tratamento
materno com Kpl0 em ratas hipotireoideas FO aumentou a expressdo de Plii comparado aos
demais grupos (P < 0,05). Nao foram observadas diferencas na expressao de Glutl, rPrl e
Leptina (P > 0,05; Figura 3E).
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Figura 3 Avaliacdo de Glutl e fatores hormonais placentarios na interface materno-fetal de ratas controle-F1,
hipotireoideas-F1 e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10-F1 (Kp10-F1) A) Fotomicrografias da imunomarcacéo
de Glutl aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de
imunomarcacdo em pixels da expresséo de Glutl aos 18 DG. C) Fotomicrografias da imunomarcagéo de rPRL aos 18 DG
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). D) Area de imunomarcagdo em pixels da
expressdo de rPRL aos 18 DG. E) Expressao génica de Glutl, Plii, rPrl e Leptina aos 18 DG. (Anova de uma via post hoc
SNK; MédiatzSEM). As diferencgas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01. DG = dias de gestacéo.
Barra = 50pum.

O tratamento materno com Kp10 em ratas hipotireoideas previne o aumento da expressao de
IGF1 na interface materno-fetal da geragcéo F1

Uma vez que a via IGF1/IGF1r esta sob influéncia da sinalizagdo glicémica e insulinica
e modulam o desenvolvimento placentario e fetal (HIDEN et al., 2009; KINEMAN; DEL RIO-
MORENO; SARMENTO-CABRAL, 2018; SFERRUZZI-PERRI et al., 2017), avaliamos a
expressao de IGF1, IGF1r, INSRp/Insr e Irsl. A imunomarcacdo de IGF1 foi homogénea e
citoplasmatica em toda a interface materno-fetal da geracdo F1 (Figura 3A). Na avaliacdo da

area de imunomarcacdo, o0 HM aumentou a expressdo de IGF1 em quase toda a interface
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materno-fetal (triangulo metrial, zona juncional e zona de labirinto) da prole F1 quando
comparado ao controle (P < 0,01, P < 0,0001), exceto na decidua basal (P > 0,05). O grupo
tratado com Kpl10- F1, por outro lado, apresentou reducdo acentuada da imunomarcacgédo de
IGF1 no triangulo metrial (P < 0,0001), na zona juncional (P < 0,01; P < 0,0001), e na zona
de labirinto (P < 0,01, P < 0,0001) quando comparados aos demais grupos, e na decidua basal
(P < 0,01) quando comparado ao grupo hipotireoideo (Figura 3B). Quanto a expressdo do
IGF1r, foi observada marcacdo principalmente nuclear em todas as regifes, mas também
citoplasmatica na regido do labirinto (Figura 3C). Na quantificacdo da imunomarcacdo, ndo
houve diferenca entre os grupos (P > 0,05; Figura 3D). J& a imunomarcagdo de INSRp foi
citoplasmatica e homogénea, principalmente no tridngulo metrial, zona juncional e zona de
labirinto (Figura 3E). Contudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos
ao longo das camadas da interface materno-fetal (P > 0,05; Figura 3F).

Em relagdo a expressdo génica placentaria, também ndo foram observadas diferencas
significativas para Igfl, 1gflr, Insr e Irsl entre os grupos (P > 0,05; Figura 3G).
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Figura 4 Avaliacdo da via IGF1/IGF1r e da sinalizagdo insulinica na interface materno-fetal de ratas controle-F1,
hipotireoideas-F1 e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10-F1 (Kp10-F1) A) Fotomicrografias da imunomarcacdo
de IGF1 aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de
imunomarcacdo em pixels da expressdo de IGF1 aos 18 DG. C) Fotomicrografias da imunomarcagdo de IGF1r aos 18 DG
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). D) Area de imunomarcacéo em pixels da
expressdo de IGF1r aos 18 DG. E) Fotomicrografias da imunomarcacéo de INSRp aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). F) Area de imunomarcagio em pixels da expressio de INSRp aos
18 DG. G) Expresséo génica de Igfl, Igflr, Insr e Irsl aos 18 DG. (Anova de uma via post hoc SNK; MédiatSEM). As
diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001. DG = dias de
gestacdo. Barra = 50 pm.
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O tratamento materno com Kp10 em ratas hipotireoideas previne o aumento da expressao de
mTOR na interface materno-fetal da geracéo F1

Visto que a sinalizacdo de mTOR esté associada a regulacdo metabolica glicémica e é
considerada como sensor nutricional na placenta (HOFFMAN et al., 2021; ROOS; POWELL;
JANSSON, 2009), avaliou-se a expressdao de AKT, p-mTOR/mTor e Raptor na interface
materno-fetal dos animais. A imunomarcacéo de AKT foi citoplasmatica, discreta a moderada,
principalmente no triangulo metrial, nas células gigantes e na zona de labirinto (Figura 5A),
mas ndo houve diferenca significativa entre os grupos (P > 0,05; Figura 5B). Em relacao ao p-
mTOR, a marcacdo foi nuclear e/ou citoplasmatica, heterogénea, em toda a interface materno-
fetal (Figura 5C), e semelhante a expressdo do rPRL, também apresentou aumento da
imunomarcacao na decidua basal (P < 0,001), zona juncional (P < 0,01) e zona de labirinto (P
< 0,05) nos animais do grupo hipotireoideo-F1 comparado ao controle. O grupo Kp10-F1, por
outro lado, apresentou reducdo da imunomarcagdo comparado ao grupo hipotireoiodeo-F1 (P
< 0,05, P <0,001; Figura 5D), igualando ao controle-F1 (P > 0,05).

Na avaliacdo dos transcritos génicos placentarios, ndo foram observadas diferencas na

expressao de mTor e Raptor entre os grupos (P > 0,05; Figura 3E).



Figura 5 Avaliacdo da sinalizacdo AKT/mTOR na interface materno-fetal de ratas controle-F1, hipotireoideas-F1 e
hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10-F1 (Kp10-F1) A) Fotomicrografias da imunomarcacdo de AKT aos 18 DG
(Estreptavidina-biotina-peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). B) Area de imunomarcagio em pixels da
expressdo de AKT aos 18 DG. C) Fotomicrografias da imunomarcacdo de p-mTOR aos 18 DG (Estreptavidina-biotina-
peroxidase; Hematoxilina de Harris; Aumento de 400x). D) Area de imunomarcacio em pixels da expressio de p-mTOR
aos 18 DG. E) Expressdo génica de mTor e Raptor aos 18 DG. (Anova de uma via post hoc SNK; MédiatSEM). As
diferengas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001. DG = dias de
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6.4. DISCUSSAO

E bem estabelecido que a disfuncéo placentaria resultante do hipotireoidismo materno
estd associada ao aumento do risco de desenvolvimento de disfun¢Bes cardiometabdlicas e
reprodutivas na prole adulta (ESHKOLI et al., 2019; KOBAYASHI et al., 2014;
LUCACCIONI et al., 2021; MIAO et al., 2021; PANAHANDEH et al., 2022), e que 0
tratamento com kisspeptina-10 melhora a morfologia, estado redox e sinalizacao energética da
placenta de ratas hipotireoideas (SANTOS et al., 2022c, 2023a; dados ndo publicados).
Contudo, ndo havia informacdes sobre os efeitos intergeracionais do hipotireoidismo e da
administracdo de Kisspeptina-10 durante a gestacdo na homeostase energética materna e
placentaria. O presente estudo, portanto, demonstrou que o tratamento materno com Kp10 em
ratas hipotireoideas melhora o desenvolvimento feto-placentario das mées F1, além de prevenir
a desregulacdo placentaria de mTOR, IGF1 e rPRL causada pelo hipotireoidismo materno nas

placentas F2.

Apesar do hipotireoidismo materno néo ter alterado o ganho de massa corporal e a
concentracdo plasmatica de T4 nas maes F1, o tratamento com Kpl10 durante a gestacdo da
geracdo FO aumentou a concentracdo plasmatica de T4 livre em fémeas F1 gestantes e acelerou
0 ganho de massa corporal ao longo da gestacdo, além de prevenir a reducdo da glicemia
aleatoria observada nas fémeas gestantes descendentes de ratas hipotireoideas. Esses achados
sugerem que o tratamento materno com Kpl10 na geracdo FO pode influenciar o metabolismo
gestacional da geracdo F1. Estudos anteriores j& mostraram que, em ratas FO, o tratamento com
Kpl0 atenuou a reducdo do ganho de peso induzida pelo hipotireoidismo (SANTOS et al.,
2022c). Além disso, 0 aumento da concentracdo plasmatica de T4 livre no grupo Kp10-F1 esta
associado ao estado gestacional, uma vez que foi observada a recuperacao do estado eutireoideo
na prole jovem das ratas hipotireoideas, conforme também relatado em estudos anteriores na
prole adulta (BAGHERIPUOR et al., 2015; FARAHANI et al., 2010; JEDDI et al., 2020;
KARBALAEI et al., 2014; LIU et al., 2019). No entanto, 0s mecanismos envolvidos no ganho
de massa corporal materna mais rapido na prole F1 gestante causada pela Kp10, como também

a maior concentracdo plasmatica de T4 livre, precisam ser elucidados.

Além disso, a geracdo F1 de ratas hipotireoideas demonstrou que, embora ndo haja
alteracdes na tolerancia a glicose na prole gestante, os niveis glicémicos sdo reduzidos. Em
contraste, ratas FO com hipotireoidismo materno apresentam aumento da glicemia e intolerancia
a glicose (KENT; ATLURI; CUFFE, 2022; dados ndo publicados), como também é observado
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na prole jovem (30 PN) (dados néo publicados). Entretanto, quando adultas (60 PN), a prole F1
ndo apresenta mais alteragdes na tolerancia a glicose e na sensibilidade a insulina (dados n&o

publicados), como observado na prole F1 gestante do presente estudo.

Uma vez que a tolerancia a glicose, a sensibilidade a insulina e os niveis de insulina
plasmética ndo apresentaram alteracdo, uma possivel explica¢do para a reducdo da glicemia
aleatdria aos 18DG seria um aumento na captacdo periférica da glicose circulante nesses
animais, principalmente por mecanismos independentes de insulina (EBELING; KOISTINEN;
KOIVISTO, 1998; KRISHNAPURAM et al., 2013). No entanto, mais analises sdo necessarias
para comprovar essa hipdtese. O tratamento materno com Kp10 na geracdo FO, por sua vez,
impediu a reducdo glicémica. Estudo anterior demonstrou melhora na homeostase glicémica da
prole fémea de ratas hipotireoideas tratadas com Kp10 (dados ndo publicados), sugerindo que

essa melhora é mantida durante a gestagéo.

O hipotireoidismo materno também reduziu a espessura da zona juncional em placentas
F2, alteracdo oposta a observada em placentas F1, nas quais ocorre aumento da espessura dessa
zona devido ao acimulo de células de glicogénio (SILVA et al., 2012; SILVA; OCARINO;
SERAKIDES, 2014). Dessa forma, a reducdo na espessura pode também estar associada a
alteracBes na composicao dessa camada, 0 que torna necessaria uma analise morfologica mais
detalhada. Em contrapartida, o tratamento materno com Kp10 na geracdo FO impediu a reducéo
da espessura da zona juncional nas placentas F2, sendo que Santos et al. (2022c; dados néo
publicados) demonstraram que a administracdo de Kpl10 em ratas hipotireoideas é capaz de
restabelecer a espessura da zona juncional em placentas F1. Em conjunto, esses estudos e 0
presente trabalho sugerem gue o tratamento materno com Kpl0 na geracdo FO hipotireoidea

pode proteger a morfologia placentaria ao longo das geracdes.

Embora tenha sido mantida a mesma massa corporal fetal em todos os grupos, foi
observado um deslocamento a direita da distribuicdo da massa corporal fetal da geracdo F2
proveniente das ratas hipotireoideas, com consequente aumento da porcentagem de fetos
grandes para a idade gestacional (LGA). Essa alteracdo é oposta a observada em gestacdes de
ratas hipotireoideas com crescimento fetal restrito, que apresenta deslocamento a esquerda da
curva de distribuicdo da massa fetal (SANTOS et al., 2022c). Diferente do presente estudo,
trabalhos prévios em ratas nascidas com crescimento restrito induzido por inflamacdo
exacerbada (USHIDA et al., 2022), insuficiéncia uteroplacentaria (BRIFFA et al., 2017
GALLO et al.,, 2012), ou em mulheres que apresentavam baixo peso ao nascimento
(SEPULVEDA-MARTINEZ et al., 2019), quando gestantes, transmitem a restricio do
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crescimento para a proxima geragdo. No entanto, em ratas com diabetes gestacional induzido
por estreptozotocina, uma endocrinopatia associada ao hipotireoidismo materno (BIONDI,
KAHALY; ROBERTSON, 2019; GONG; LIU; LIU, 2016; PINTO et al., 2023; WANG et al.,
2021b), observa-se também aumento da massa fetal na geracdo F2 (CAPOBIANCO et al., 2018;
LINENBERG et al., 2021), enquanto que, em ratas F1, € comumente observada a reducdo da
massa fetal (KISS et al., 2009; SINZATO et al., 2019), sugerindo que tanto na diabetes
gestacional quanto no hipotireoidismo materno em modelo experimental ha uma mudanca nos

efeitos dessas endocrinopatias na massa fetal ao longo das geracdes.

O tratamento materno com Kp10 nas ratas hipotireoideas FO reduziu o deslocamento a
direita da curva de massa fetal da geracdo F2. Na geracdo F1 de ratas hipotireoideas, a Kp10
também foi capaz de manter a curva de distribuicdo de massa similar ao controle (SANTOS et
al., 2022c), além de melhorar a expresséo de fatores de crescimento e a sinalizagdo energética
placentaria (SANTOS et al., 2023, 2022; dados ndo publicados). Dessa forma, em conjunto,
esses estudos e o presente trabalho sugerem que a kisspeptina é capaz de melhorar o ambiente

intrauterino e manter o desenvolvimento fetal adequado ao longo das geracdes.

A prole F1 gestante das ratas hipotireoideas apresentaram aumento da expressao de
rPRL na interface materno-fetal. O ligante do rPRL, a prolactina, pertence a familia dos
horménios lactogénios, que incluem diversas prolactinas e os lactogénios placentarios
(SOARES, 2004), de forma que o aumento desse receptor pode sugerir maior sinalizacéo
placentéria desses hormonios. Na placenta, embora ainda existam lacunas quanto a acao desses
horménios durante a gestacdo e na programacdo metabdlica, ja foi demonstrado que eles séo
importantes para a homeostase glicémica, adaptacdo sistémica materna durante a gestacao,
angiogénese, invasao e migracao trofoblastica, e regulacdo do sistema imunolégico (NAPSO et
al., 2018, NEWBERN; FREEMARK, 2011; RANA; JAIN; CHOUBEY, 2022; SOARES;
KONNO; ALAM, 2007; STERN et al., 2021). Apesar de a gestacdo ser uma condicdo de
aumento da prolactina, 0 aumento exacerbado da sua sinalizagdo esta associado a complicacfes
gestacionais, como pré-eclampsia (ALAWAD; AL-OMARY, 2019; LENKE et al., 2020) e
diabetes gestacional (OLMOS-ORTIZ et al., 2021; PERIMENIS et al., 2014).

Também foi observado aumento da marcacdo de IGF1 na interface materno-fetal da
prole F1 gestante das ratas hipotireoideas. Na placenta, o IGF1 é considerado um importante
regulador da capacidade de transporte de nutrientes placentarios (SFERRUZZI-PERRI et al.,
2006, 2017), além de ser um regulador fundamental do crescimento fetal (BAUMANN et al.,

2014). A concentracdo plasmatica fetal de IGF1 esta positivamente relacionada ao crescimento
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fetal (BORGES et al., 2019). Contudo, o aumento da expressdo de IGF1 esta associado ao
fendtipo observado de macrossomia em mulheres com diabetes gestacional (SHANG; WEN,
2018), o0 que também esté relacionado ao aumento do risco de desenvolvimento de obesidade
na vida pds-natal desses fetos (HUFNAGEL et al., 2022).

A interacdo do IGF1 com seu receptor € um dos primeiros mensageiros da via
IGFI/AKT/mTOR, uma via importante para a regulacdo do metabolismo celular
(ARDESTANI; MAEDLER, 2018; SAXTON; SABATINI, 2017) Assim como o IGF1,
também foi observado aumento da expressdo de p-mTOR na interface materno-fetal da prole
F1 gestante das ratas hipotireoideas. Assim, o aumento de fetos LGA observado no presente
estudo pode estar associado ao aumento da expressao placentaria de rPRL, IGF1 e mTOR, uma
vez que estudos sugerem que esses componentes funcionam como sensores nutricionais
placentérios, estando seu aumento ou diminuicdo diretamente relacionados a alteracdes na
massa fetal (ROOS; POWELL; JANSSON, 2009). Esse achado esta de acordo com um estudo
anterior, que também demonstrou aumento da expressdo de p-mTOR na zona de labirinto em
placentas de machos F2 provenientes de ratas que sofreram restricdo de crescimento
intrauterino (MANGWIRO et al., 2019). Além disso, o que foi observado no presente estudo é
0 oposto do que foi encontrado nas placentas F1 de ratas hipotireoideas, nas quais houve
reducdo da expressao de mTOR placentario (dados ndo publicados), associado ao crescimento
fetal restrito e deslocamento da curva de distribuicdo de massa fetal para a esquerda (SANTOS
et al., 2022c).

Interessantemente, o tratamento com Kpl0 em ratas FO gestantes hipotireoideas foi
capaz de impedir o aumento da rPRL, IGF1 e mTOR na interface materno-fetal da prole F1,
além de aumentar a expressdo placentéria de Plii. Essas alteracbes podem estar associadas ao
reestabelecimento da espessura da zona juncional e da distribuigcdo da curva de massa corporal
fetal observada na geracdo F2. Essa melhora do desenvolvimento feto-placentério da prole F1
causado pela Kp10 pode ser resultante da melhora da programagéo metabolica da prole F1, pois
demonstramos recentemente a modulagéo positiva da Kp10 na programacao glicémica da prole
de ratas com hipotireoidismo materno (dados néo publicados).

Dessa forma, os achados deste estudo demonstraram que o aumento de fetos F2 LGA
causado pelo hipotireoidismo em ratas FO esta associado a alteragcdes na morfologia placentaria
e desregulacédo da expressdo de mTOR, IGF1 e rPRL na interface materno-fetal da prole F1. O
tratamento materno com Kpl0 em ratas FO, por outro lado, foi capaz de impedir essas

alterac6es, melhorando a distribuicdo de peso fetal. Este é o primeiro estudo a descrever as
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1678  alteracBes no desenvolvimento feto-placentario de ratas F1 descendentes de ratas com
1679  hipotireoidismo materno, além de destacar o potencial intergeracional do tratamento com Kp10

1680 em ratas FO em proteger contra essas alteracoes.
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CAPITULO 3:

TRATAMENTO COM KISSPEPTINA EM RATAS COM HIPOTIREOIDISMO
MATERNO MELHORA A TOLERANCIA A GLICOSE NA PROLE FEMEAF1 E
APOS DESAFIO COM DIETA HIPERLIPIDICA
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TRATAMENTO COM KISSPEPTINA EM RATAS COM HIPOTIREOIDISMO
MATERNO MELHORA A TOLERANCIA A GLICOSE NA PROLE FEMEAF1E
APOS DESAFIO COM DIETA HIPERLIPIDICA

RESUMO

Uma vez que o hipotireoidismo materno (HM) compromete a homeostase glicémica da prole e
a administracdo materna de Kisspeptina-10 (Kpl10) melhora o metabolismo energético
placentario em ratas com HM, avaliamos se o tratamento materno com Kp10 atenua a disfuncao
glicémica na prole causada pelo HM e a disfuncdo metabdlica induzida por dieta hiperlipidica
(HFD). Na prole macho, o HM desregulou a sensibilidade a insulina antes do desafio, e acelerou
0 ganho de massa corporal, acentuando o acimulo de tecido adiposo inguinal e a concentracao
plasmatica de colesterol total e HDL apés exposicao a dieta HFD. Ja em fémeas, o0 HM causou
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina antes da dieta HFD, além de acentuar a disfuncdo
glicémica, reduzir a expressao hepéatica de Insr, e aumentar o acumulo de gordura
retroperitoneal e marrom apds exposi¢do a dieta HFD. O tratamento materno com Kpl10, por
outro lado, melhorou a tolerancia glicémica em ambos 0s sexos antes do segundo desafio,
enquanto nas fémeas também atenuou a intolerancia a glicose decorrente da dieta HFD. Esses
resultados demonstram que o hipotireoidismo materno compromete a homeostase glicémica da
prole de maneira sexo-especifica, e que o tratamento materno com KplO melhora a
programacdo glicémica da prole, principalmente em fémeas, inclusive apds exposicdo a dieta
hiperlipidica. Este estudo demonstrou, pela primeira vez, o potencial da administracdo materna
de Kp10 como ferramenta promissora para a prevencao ou atenuacao de disfuncdo metabdlica
na prole em idade adulta.

Palavras-chaves: DOHaD:; Insulina; Kiss1; Metabolismo; Obesidade; Tireoide.
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7.1. INTRODUCAO

O hipotireoidismo materno (HM) é um importante distirbio cardiometabolico que
compromete a gestacdo e o0 ambiente intrauterino, podendo acarretar diversos problemas a
salde da mée e do feto (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018; SULLIVAN, 2019), como
também aos descendentes na vida adulta (ESHKOLI et al., 2019; GE et al., 2020; MIAO et al.,
2021). Mulheres gestantes com hipotireoidismo apresentam abortos recorrentes e complicacfes
durante o periodo pré-natal, como pré-eclampsia, descolamento de placenta, parto prematuro e
restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) (SHRESTHA; TRIPATHI; DONGOL, 2019;
SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2018; WANG et al., 2021b). Em ratas, a RCIU causada
pelo hipotireoidismo materno também foi associada a disfuncdo placentaria e alteracdo da
homeostase glicémica materna (FOTAKIS et al., 2022; SILVA; OCARINO; SERAKIDES,
2018),

Os hormonios tireoidianos sdo um dos principais moduladores do metabolismo, pois
regulam a homeostase da glicose, e o desenvolvimento, maturacdo e funcdo das células
pancreaticas (BRENTA, 2011; MULLUR; LIU; BRENT, 2014). Estudos prévios ja
demonstraram que o hipotireoidismo durante a gestacdo em mulheres e animais experimentais
aumenta o risco de desenvolvimento de diabetes gestacional (BIONDI; KAHALY;
ROBERTSON, 2019; GONG; LIU; LIU, 2016; PINTO et al., 2023; WANG et al., 2021b),
sendo elas as endocrinopatias mais prevalentes durante esse periodo (PINTO et al., 2023).
Ambas as desordens, no entanto, causam efeitos semelhantes no controle glicémico, como falha
na absorcdo e metabolizacdo da glicose, e reducdo da sensibilidade a insulina (BIONDI;
KAHALY; ROBERTSON, 2019). Em ratas gestantes, a deficiéncia dos hormonios tireoidianos
altera a tolerancia a glicose na prole, como também a sensibilidade e secre¢édo de insulina fetal,
persistindo essa alteracdo metabdlica ao longo da vida adulta (HARRIS et al., 2017; JEDDI et
al., 2020; KEMKEM et al., 2020; TAPIA-MARTINEZ et al., 2019). Por isso, a programacao
metabolica fetal e a sua salde p6s-natal dependem de um metabolismo materno e placentario
adequados, conforme a Hipotese das Origens do Desenvolvimento de Salde e Doenga
(Developmental Origins of Health and Disease hypothesis — DOHaD). Fatores ambientais
presentes durante a vida intrauterina influenciam o risco de doengas cronicas durante a fase
adulta (BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; GLUCKMAN; HANSON, 2004), sendo
que Doengas ndo transmissiveis (DNTSs) sdo responsaveis por 74% das mortes no mundo
(WHO, 2022).
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No feto ou na prole no inicio da vida, as respostas adaptativas ao estado de salde
materno podem ser observadas de maneira discreta por alteracdes duradouras no metabolismo
hormonal e na sensibilidade dos tecidos aos hormonios e nutrientes, inclusive na homeostase
glicémica (GLUCKMAN et al., 2008). No entanto, essas alteraces geralmente sdo observadas
fenotipicamente somente na vida tardia da prole ou apds exposi¢do a um “segundo desafio”,
como é feito em modelos experimentais expostos a dieta hiperlipidica (AKHAPHONG et al.,
2021; BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016; GLUCKMAN et al., 2008; SINZATO et
al., 2022). Pensando nisso, ferramentas terapéuticas que visam modular a funcéo placentéaria e
0 metabolismo materno em doengas metabdlicas gestacionais parecem ser excelentes
estratégias de prevencdo de DNTs em geragdes futuras (GLUCKMAN; HANSON, 2004;
KRAMER et al., 2023). Recente estudo do nosso grupo demonstrou que o tratamento materno
com Kisspeptina-10 foi capaz de melhorar o desenvolvimento feto-placentario de ratas com
hipotireoidismo, sugerindo ser uma potencial ferramenta terapéutica em doencas gestacionais
(SANTOS et al., 2022c).

A Kisspeptina, peptideo bem conhecido pelos seus papeis no controle do eixo
hipotalamico-pituitario-gonadal (HPG) (XIE et al., 2022), tem sido reconhecido também como
um hormonio placentério que regula o metabolismo materno (BOWE et al., 2019; MUSA,;
MATIJILA; LEVITT, 2021; SZLAPINSKI; HILL, 2020; SZYDELKO-GORZKOWICZ et al.,
2022) e um biomarcador sérico de sucesso gestacional (HU et al., 2019; SZYDELKO-
GORZKOWICZ et al., 2022; TSOUTSOUKI et al., 2022). Tanto a diabetes gestacional como
0 hipotireoidismo materno estdo associados a alteracdes nos niveis plasmaticos e/ou
placentarios de kisspeptina (CETKOVIC et al.,, 2012; KAPUSTIN et al., 2020; MUSA;
MATIILA; LEVITT, 2021; SANTOS et al., 2022b). Além disso, estudos também ja
demonstraram que a Kisspeptina é capaz de modular a liberacdo de insulina e estimular a
adaptagdo das células P pancredticas durante a gestagdo (BOWE et al., 2019; 1ZZI-
ENGBEAYA; HILL; BOWE, 2019). No entanto, ndo h& estudos avaliando o efeito do
tratamento materno com Kisspeptina na prevencdo de alteracdes metabolicas glicémicas na
prole em idade adulta.

No presente estudo avaliamos se a administracdo de kisspeptina-10 em ratas com
hipotireoidismo materno influencia a homeostase glicémica da prole e atenua a disfuncao
metabolica causada por dieta hiperlipidica. Os achados demonstraram que o tratamento com
kisspeptina-10 foi capaz de modular de forma sexo-especifica a homeostase glicémica da prole

e melhorar a tolerancia a glicose em fémeas F1, inclusive apds exposicéo a dieta hiperlipidica.



1788

1789
1790
1791
1792
1793
1794
1795
1796
1797
1798
1799
1800
1801
1802
1803
1804
1805
1806
1807
1808
1809
1810
1811
1812
1813
1814
1815
1816
1817
1818
1819
1820

102

7.2. MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar provenientes do Laboratorio de Criacdo, Manutencdo e
Experimentagdo Animal (LaBlO) da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC). Os animais
foram mantidos em caixas plasticas (5-6 animais/caixa) com temperatura (22 = 2 °C) e
luminosidade (12:00 h claro / 12:00 h escuro) controladas. Os animais tiveram livre acesso a
agua e racao comercial (NUVILAB® Cr-1, Nuvital, Colombo, PR, Brazil). Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da
UESC (CEUA N° 026/22).

Inducéo do hipotireoidismo e tratamento com Kisspeptina-10 (Kp10)

Ratas Wistar (204 + 14 g) foram distribuidas aleatoriamente nos grupos controle (n =
30) e hipotireoideo (n = 55). O hipotireoidismo foi induzido pela administracdo diaria, por
sonda orogastrica, de 6-propyl-2-thiouracil (PTU; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluido
em agua destilada (4 mg/Kg/dia), enquanto os animais controles receberam somente agua
destilada. O tratamento com PTU ou agua iniciou cinco dias antes do acasalamento e terminou
no dia do parto. Ratas em proestro foram alocadas com machos saudaveis overnight, e a
presenca de espermatozoides em citologia vaginal na manhé seguinte confirmou a copula e foi
determinado como 0 dia gestacional (DG). Apds confirmacdo da cépula, os animais
hipotireoideos foram divididos nos grupos hipotireoideo (n = 28) e hipotireoideo tratado com
kisspeptina-10 (Kp10; n = 27). O tratamento com Kp10 (8 pg/Kg/dia/IP) iniciou no 8° DG e
terminou no dia do parto, enquanto 0s outros animais receberam agua estéril como placebo
(SANTOS et al., 2022c). Cinco animais de cada grupo foram eutanasiados no 18° DG com
guilhotina para coleta de sangue, dosagem de T4 livre e confirmacao da inducéo da hipofuncéo

tireoidiana.

Delineamento experimental

Apos o parto, as ninhadas foram padronizadas em 7-8 filhotes por mée. O dia de
nascimento da prole foi determinado como o 1° dia pos-natal (PN) e o desmame foi realizado
com 21 dias. Neste momento, formou-se os grupos controle-F1 (N= 136), hipotireoideo-F1 (N
= 98) e hipotireoideo tratado com KplO-F1 (N= 93). Vinte animais de cada grupo foram
eutanasiados no 3° (5 machos e 5 fémeas) e 21° (5 machos e 5 fémeas) PN para avaliacdo de T4

livre plasmético. Desde o nascimento, os filhotes foram pesados a cada semana, durante 60
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dias, para acompanhamento da curva de crescimento. No 30° e 60° PN, 12 filhotes de cada
grupo (6 machos e 6 fémeas) foram escolhidos aleatoriamente para realizacdo dos testes de
tolerancia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e tolerancia intraperitoneal a insulina (TTIPI). O
sangue da veia caudal foi coletado para posterior dosagem de insulina plasmatica.

Apos os 60 PN, machos (250 + 28 g; N = 28) e fémeas (173 + 14 g; N = 34) de cada
grupo foram submetidos a dieta hiperlipidica (HFD, 60% kcal; RH19572, Rhoster Industria e
Comércio Ltda, Sdo Paulo, BR) durante 6 semanas. A prole do grupo controle foi dividida em
dois grupos: controle sem dieta e controle com dieta HFD. Foram realizados os TTIPG e TTIPI
com 4 e 6 semanas de dieta, além da avaliacdo do ganho de massa corporal e ingestdo de
alimento. Os animais foram eutanasiados ap6s 6 semanas de dieta.

Os animais foram pesados semanalmente apds o inicio da dieta para avaliacdo do
percentual de ganho de massa corporal em relacdo a massa corporal inicial. Além disso, a
quantificacdo da ingestdo de comida foi feita pela diferenca diéria entre a massa da ragéo
colocada e a racdo restante no dia seguinte, por caixa de animais. A partir da massa de racédo
ingerida por caixa, foi calculada a ingestdo diaria por animal em quilocalorias, de acordo com

a tabela nutricional da racdo HFD (1 g = 5,28 kcal).

Testes de tolerancia intraperitoneal a glicose (TTIPG) e tolerancia intraperitoneal a insulina
(TTIPI).

No TTIPG, ap6s jejum por 6 horas, a glicemia basal dos animais foi avaliada entre
11:00-12:00 seguida da administracdo de glicose (2g/Kg/animal), via intraperitoneal, e
posterior avaliacdo da glicemia aos 30, 60 e 120 min. Em seguida, os animais foram alimentados
ad libitum por 1 hora e mantidos em jejum por 1 hora para o TTIPI. A glicemia basal foi
novamente avaliada e, logo apos, aplicada insulina (0,75 Ul/Kg/animal), via intraperitoneal,
com posterior avaliacdo da glicemia aos 30, 60 e 120 min. A glicemia foi dosada com uma gota
de sangue da ponta da cauda utilizando um glicosimetro (Accu-Check® Performa, Roche,
USA). O TTIPI foi realizado no mesmo dia e com jejum de 1 hora para evitar maior estresse ao
animal e por ndo apresentar diferencas na glicemia basal e na curva glicémica em relagdo ao
teste realizado em dia diferente (intervalo de 1 semana) e com jejum de 6 horas (DA SILVA et
al., 2025; submetido).

A area sob a curva (AUC) do TTIPG e do TTIPI foram calculados seguindo a seguinte
equacdo (ALTMAN, 1990):
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1 n—-1
AUC = > z (tempo; 1 — tempo; )(glicemia; + glicemia; )
i=0

Coleta de sangue e Dosagem de insulina e T4 livre

As amostras de sangue foram coletadas da prole aos 30 e 60 PN (15:00-18:00) pela veia
da cauda, e ao 21 PN e ap6s 6 semanas de dieta HFD (8:00-12:00) pela artéria cervical apos
eutanasia com guilhotina, em tubos heparinizados. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm
por 20 min e o plasma obtido foi armazenado a -20°C para dosagem de insulina ou T4 livre. O
ensaio para insulina foi realizado através do Rat/Mouse Insulin Elisa Kit (EZRMI-13K; EMD
Millipore Corporation, Missouri, USA) conforme instrugcdes do fabricante, enquanto a dosagem
de T4 livre foi realizada com o Kit de ELISA IMMULITE (Siemens Medical Solutions

Diagnostics, Malvern, PA, USA) conforme instrucdes do fabricante.

Necropsia e coleta de material

Ao final das 6 semanas com dieta HFD, os animais foram eutanasiados entre 9:00-12:00.
Foram coletados e pesados o tecido adiposo branco (retroperitoneal e inguinal de ambos 0s
lados) e marrom, o figado e o pancreas. Foi obtida uma média da massa de cada tecido adiposo
branco. As massas de todos os tecidos foram avaliadas relativas a massa corporal do animal.
Fragmentos dos tecidos coletados foram fixados em paraformaldeido 4% a 4°C por 24 horas e
processados pela técnica de inclusdo em parafina para analise histolégica. Os tecidos foram
desidratados em solucéo seriada de alcool 70% até 100%, com posterior diafanizacdo em xilol
e impregnagdo e inclusdo em parafina. Cortes de 4 um dos tecidos foram obtidos pela
microtomia em laminas histoldgicas para avaliacdo histomorfométrica. Fragmentos do tecido
adiposo inguinal e marrom e do figado também foram coletados em Trizol separadamente,
seguido de congelamento em nitrogénio liquido e estocagem a -80°C para analises de qRT-PCR

de mediadores da sinalizag&o insulinica periférica.

Analise Bioquimica

Ap0ls 6 semanas de exposicdo a dieta HFD foram feitas as dosagens plasmaticas de
aspartato amino transferase (AST) (K048; Quibasa Quimica Basica Ltda.; Minas Gerais, BR),
alanina amino transferase (ALT) (K049; Quibasa Quimica Basica Ltda.; Minas Gerais, BR),
triglicerideos (K117; Quibasa Quimica Basica Ltda.; Minas Gerais, BR), Colesterol total
(100/280-500; VIDA Biotecnologia LTDA.; Minas Gerais, BR) e lipoproteina de alta densidade
(High-Density Lipoprotein — HDL) (K071; Quibasa Quimica Bésica Ltda.; Minas Gerais, BR)
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com kits comerciais e de acordo as instru¢des de uso do fabricante, utilizado o analisador
bioquimico semiautoméatico BIO-2000. A lipoproteina de baixa densidade (Low Density

Lipoprotein — LDL) foi calculado conforme a formula de Friedewald:

Triglicerideos (mg/dL))

LDL = Colesterol total — (HDL (mg/dL) + z

Histomorfometria do tecido adiposo branco

A anélise histomorfométrica do tecido adiposo branco foi realizada em cortes
histol6gicos de 8 um, e corados com Hematoxilina e Eosina. A avaliagdo quantitativa foi
realizada em 20 regides aleatdrias, com auxilio do software Adiposoft. Foi quantificado o
tamanho e distribuicdo dos adipocitos em pequenos ( <100 pm), médios (100-300 um) e
grandes ( > 300 um) (GALARRAGA et al., 2012).

gRT-PCR

A extracdo do RNA total do figado foi realizada com Trizol (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) conforme as instrucGes do fabricante. A concentracdo e a
qualidade do RNA foi avaliada com Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo scientific).
Para a sintese do cDNA foi utilizado 1 pg de RNA usando o kit comercial GoTag® gPCR and
RT-gPCR Systems (A6010, PROMEGA). Os transcritos dos genes alvo foram quantificados
pela qPCR utilizando 1,5 pL de ¢cDNA, 100 nM de cada iniciador e 12,5 uL do reagente
GoTaq® qPCR Master Mix, 2X em um volume final de 20 uL. de reacdo, no equipamento da
Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System. Como controle negativo utilizou o mix de
amplificacdo de DNA, em que a amostra de cDNA foi substituida por agua. As condi¢des para
as amplificaces foram: ativacdo enzimatica a 95 °C por 2 min, 40 ciclos de desnaturacdo a 95
°C por 15 s e anelamento/extensdo a 60 °C por 60 s. A linearidade e a eficiéncia da amplificacédo
da qPCR foram avaliadas através de curvas padrdes dos transcritos geradas utilizando dilui¢des
seriadas do cDNA. Os iniciadores para Insr, Isr-1 e mTor foram selecionados de estudos
anteriores com base na sequéncia do mRNA Rattus norvegicus (Tabela 1). A expressdo génica
foi calculada pelo método 22T em que os resultados obtidos para cada grupo foram
comparados quantitativamente apds a normalizacdo baseada na expressdo de Gapdh Rattus
norvegicus (SILVA; OCARINO; SERAKIDES, 2014).
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Tabela 1 - Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para gRT-PCR.

Gene Iniciadores Referéncia
F: GGCCCGATGCTGAGAACA
Insr (HAGHIR et al., 2013)
R: CGTCATTCCAAAGTCTCCGA
o1 F: GGCACCATCTCAACAATC (ABDELMAGEED et al.,
rs-
R: GTTTCCCACCCACCATAC 2021)
F: CCCTTTACACCATGCATAGCT

(MAZUMDER; PATIAL;
SINGH, 2019)

mTor R: GAGGGTTACCATTGTGGAAGT
R: ACCATAGGCTGGAGTTGCAC
F: ACAGCCGCATCTTCTTGTGC

Gapdh (SANTOS et al., 2023b)
R: GCCTCACCCCATTTGATGTT

Anélise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Kolmogorov-Smirnov e
D'Agostino-Pearson omnibus) e homocedasticidade (Brown-Forsythe) dos erros e os dados
paramétricos foram analisados por ANOVA de uma ou duas vias seguido de teste Student-
Newman-Keuls (SNK). Para os dados que ndo atenderem aos pressupostos, mesmo apds
transformacao logaritmica, foram utilizados o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido
de teste de Dunn’s (GraphPad Prism 10.1.2). Os dados paramétricos estdo representados por
Média + Erro padrdo da média (SEM), enquanto os ndo-paramétricos foram representados por
plot de violino, e as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando P <
0,05.

7.3. RESULTADOS

O tratamento materno com Kp10 ndo afeta 0 aumento do periodo gestacional e a diminuicéo
da massa corporal e dos niveis de T4 livre nos neonatos causados pelo hipotireoidismo materno
em ratas

Durante o estudo, foi observado que os animais hipotireoideos, confirmado pelos
menores niveis de T4 livre (P < 0,0001; Figura 1A), apresentaram reducgdo da taxa de pari¢do
(Figura 1B) e aumento da duragdo da gestacao (P < 0,05; Figura 1C), embora n&o tenha sido
observada alteracdo no tamanho da ninhada (P > 0,05; Figura 1D). O tratamento com Kp10
n&o alterou esses parametros nas ratas hipotireoideas (P > 0,05). O grupo controle teve 95% de

sucesso gestacional, enquanto os grupos hipotireoideos e Kp10 tiveram aproximadamente 77%
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1941  (Figura 1B). Também foi observada uma distribuicdo de fémeas e machos, respectivamente, de
1942  57% e 43% no grupo controle, 47% e 53% no grupo hipotireoideo, e 58% e 42% no grupo Kp10
1943  (Figura 1E).

1944 O HM reduziu os valores de T4 livre plasmatico nos neonatos (3 PN) (P < 0,05), ao
1945  mesmo tempo que o tratamento com Kp10 néo foi capaz de reverté-lo (P < 0,05). Contudo, nos
1946  animais jovens com 21 PN, o HM manteve a redu¢do da concentracdo plasmatica de T4 livre
1947  nos machos (P < 0,01), enquanto o tratamento com Kp10 néo foi capaz de reverter (P > 0,05).
1948  Nao foram observadas alterac6es significativas na dosagem de T4 livre na prole fémea aos 21
1949 PN (P > 0,05; Figura 1F)
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Figura 1 Dados reprodutivos e de T4 livre de ratas controles, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-
10 (Kp10). A) Niveis plasmaticos de T4 livre. B) Numero de pari¢des. C) Comprimento do periodo gestacional. D) Tamanho
de ninhada. E) Proporcédo de filhotes machos e fémeas por grupo. F) Niveis plasmaticos de T4 livre na prole aos 3 (neonatal)
e 21 (jovem) PN. (A, D, F: Anova de uma via post hoc SNK; MédiatSEM; C: Kruskal-Wallis post hoc Dunn’s; Plot de
violino;). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001, ****P <0,0001.

1950

1951 O tratamento materno com Kpl0 melhora a tolerancia a glicose na prole macho de ratas
1952  hipotireoideas, mas ndo afeta a resisténcia a insulina alterada

1953 Considerando que o HM compromete a homeostase energética da prole (DAVID;
1954  ASIWE; FASANMADE, 2021) e que a kisspeptina regula a homeostase glicémica (1ZZI-
1955 ENGBEAYA; HILL; BOWE, 2019), avaliamos o efeito da administracdo materna de Kp10 na
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homeostase glicémica da prole de ratas hipotireoideas. No acompanhamento do
desenvolvimento poés-natal da prole macho, foi observada uma variacdo na curva de
crescimento entre os grupos (P = 0,0308, Figura 2A). O HM reduziu a massa corporal da prole
nas semanas 0 e 1 (P < 0,001, P < 0,05), sendo que a partir da 3° semana ndo foram observadas
diferengas entre os grupos (P > 0,05). Entretanto, o tratamento materno com Kp10 acelerou a
recuperacdo do ganho de massa corporal da prole macho, uma vez que na 2° semana apresentou
maior massa corporal comparado ao grupo hipotireoideo F1 (P < 0,05), igualando ao controle
F1 (P > 0,05; Figura 2A).

Embora néo tenham sido observadas diferencas significativas nas dosagens de glicemia
em jejum e aleatoria aos 30 e 60 PN (P > 0,05; Figura 2B-C), houve uma tendéncia de reducéo
da glicemia aleatéria na prole macho das maes hipotireoideas quando comparada ao controle
F1 (P = 0,0737; Figura 2C). Aos 30 PN, ndo foram observadas diferencas significativas no
TTIPG e na AUC correspondente (P > 0,05, figura 2D-E). Por outro lado, no TTIPIl, o0 HM
causou um aumento da glicemia com 60 e 120 minutos (P < 0,01; P < 0,0001), refletindo em
maior AUC (P < 0,01) em comparacdo com o controle F1. O tratamento materno com Kp10,
entretanto, ndo foi capaz de prevenir essas alteragoes (P < 0,05; P < 0,0001, Figura 2H-1).

A0s 60 PN, no TTIPG, observou-se menor glicemia na prole macho do grupo Kp10 F1
aos 30 min comparado ao grupo hipotireoideo F1 (P < 0,05, Figura 2F), bem como menor AUC
em comparacgéo ao controle F1 (P < 0,05; Figura 2G). Por outro lado, no TTIPI, a prole macho
das ratas com HM exibiram menor glicemia aos 60 min em relacdo ao controle F1 (P < 0,05),
ao passo que a administracdo de Kp10 preveniu essa reducédo (P < 0,05), igualando ao controle
F1 (P > 0,05, Figura 2J). A analise da AUC também demonstrou reducédo da glicemia no grupo
hipotireoideo F1 comparado ao controle F1 (P < 0,05), enquanto uma tendéncia de aumento foi
observada apés o tratamento materno com Kp10 (P = 0,0674, Figura 2J-K). Em conjunto, esses
resultados demonstram que o tratamento materno com Kpl10 permitiu melhorar a toleréncia a
glicose da prole macho aos 60 PN, mas ndo afetou a desregulacdo da resisténcia a insulina
causada pelo HM.
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Figura 2. Desenvolvimento p6s-natal e homeostase glicémica da prole macho de ratas controles, hipotireoideas e hipotireoideas
tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Curva de crescimento da prole. B) Glicemia em jejum aos 30 e 60 PN. C) Glicemia aleatéria
aos 30 e 60 PN. D) Curva glicémica do teste de tolerancia a glicose aos 30 PN. E) Area sob a curva do TTIPG aos 30 PN. F) Curva
glicémica do teste de tolerancia & glicose aos 60 PN. G) Area sob a curva do TTIPG aos 60 PN. H) Curva glicémica do teste de
tolerancia & insulina aos 30 PN. 1) Area sob a curva do TTIPI aos 30 PN. J) Curva glicémica do teste de tolerancia & insulina aos 60
PN. K) Area sob a curva do TTIPI aos 60 PN. (A, D, F, H, J: Anova de duas vias post hoc SNK; MédiaxSEM; B, C, E, G, |, K: Anova
de uma via post hoc SNK; MédiatSEM). As diferengas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, exceto do A,
D, F, HeJ, que * P <0,05 controle-F1 vs. hipotireoideo-F1; ** P <0,01 controle-F1 vs. hipotireoideo-F1; **** P <0,0001 controle-
F1 vs. hipotireoideo-F1; # P <0,05 controle-F1 vs. Kp10-F1; ## P <0,001 controle-F1 vs. Kp10-F1; ® P <0,05 hipotireoideo-F1 vs.
Kpl0-F1. IPGTT = Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose; IPITT = Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina; PN = dias pds-

natal.
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hipotireoideas, mas ndo melhora a maior resisténcia a insulina

O tratamento materno com Kpl0 reverte a intolerancia a glicose na prole fémea de ratas

No acompanhamento do desenvolvimento poés-natal da prole fémea foi também
observada uma varia¢do na curva de crescimento entre os grupos (P = 0,0308, Figura 2A).
Semelhante a prole macho, o HM reduziu a massa corporal das fémeas nas semanas0e 1 (P <
0,001, P < 0,05), enquanto a partir da 3° semana ndo foram observadas diferencas entre os
grupos na maioria das semanas subsequentes (P > 0,05), com excec¢do da 6 semana em que 0

grupo hipotireoideo F1 e Kp10 F1 tiveram menor massa corporal comparado ao controle F1 (P
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< 0,05). No entanto, aumento da massa corporal no grupo Kp10 F1 foi observado na 22 semana
comparado ao grupo hipotireoideo F1 (P < 0,05), igualando ao controle F1 (P > 0,05; Figura
3A).

Na avaliacdo da glicemia de jejum, apesar de nao haver diferencas significativas entre
0s grupos aos 30 e 60 PN (P > 0,05), houve uma tendéncia de reducao na prole fémea do grupo
Kp10 em relagdo ao grupo hipotireoideo F1 (P = 0,0688, Figura 3B). Contudo, nas dosagens
de glicemia aleatoria, observamos que, aos 30 PN, fémeas do grupo hipotireoideo F1 exibiram
maior glicemia em comparacdo ao controle (P < 0,05), enquanto ndo foram observadas
diferencas significativas aos 60 PN (P > 0,05; Figura 3C).

Seguindo para o TTIPG aos 30 PN, as fémeas do grupo Kpl10 F1 apresentaram menor
glicemia nos tempos de 30 e 120 minutos em relacdo a prole de ratas hipotireoideas (P < 0,01;
Figura 3C), mas nenhum efeito significativo foi observado na glicemia entre as fémeas
controles F1 e hipotireoideas F1 nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos (P > 0,05). No entanto, na
avaliacdo da AUC, maior glicemia foi observada no grupo hipotireoideo F1 em comparagéo ao
controle F1 (P < 0,05), enquanto o tratamento materno com Kp10 reduziu essa glicemia (P <
0,01), inclusive em relacdo ao controle F1 (P < 0,05; Figura 3E).

No TTIPI aos 30 PN, o HM aumentou a glicemia da prole fémea nos tempos de 30 e 60
minutos em comparacao ao controle F1 (P <0,05; P <0,001; Figura 3H), enquanto o tratamento
com Kpl0 n&o influenciou esse aumento da glicemia (P < 0,05; P < 0,001; Figura 3H). Na
analise da AUC, ambos os grupos hipotireoideo F1 e Kp10 F1 apresentaram maior glicemia em
relacdo ao controle F1 (P < 0,01; P < 0,001, Figura 3I).

Aos 60 PN, por outro lado, ndo foram observadas diferengas significativas no TTIPG e
TTIPI, assim como em suas respectivas AUCs (P > 0,05, Figura 3F-G e J-K). Esses achados
evidenciam, portanto, que o tratamento materno com Kp10 melhorou a tolerancia a glicose aos
30 PN na prole fémea de ratas com HM, apresentando inclusive niveis glicémicos menores aos
do controle F1. No entanto, a administracdo de Kp10 ndo influenciou a resisténcia a insulina na
prole fémea causada pelo HM.
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Figura 3 Desenvolvimento pés-natal e homeostase glicémica da prole fémea de ratas controles, hipotireoideas e hipotireoideas
tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Curva de crescimento da prole. B) Glicemia em jejum aos 30 e 60 PN. C) Glicemia aleat6ria
aos 30 e 60 PN. D) Curva glicémica do teste de tolerancia a glicose aos 30 PN. E) Area sob a curva do TTIPG aos 30 PN. F) Curva
glicémica do teste de tolerancia a glicose aos 60 PN. G) Area sob a curva do TTIPG aos 60 PN. H) Curva glicémica do teste de
tolerancia & insulina aos 30 PN. 1) Area sob a curva do TTIPI aos 30 PN. J) Curva glicémica do teste de tolerancia & insulina aos 60
PN. K) Area sob a curva do TTIPI aos 60 PN. (A, D, F, H, J: Anova de duas vias post hoc SNK; Média+SEM; B, C, E, G, |, K: Anova
de uma via post hoc SNK; MédiatSEM). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, *** P <0.001,
exceto do A, D, F, H e J, que * P <0,05 controle-F1 vs. hipotireoideo-F1; ** P <0,01 controle-F1 vs. hipotireoideo-F1; *** P <0,001
controle-F1 vs. hipotireoideo-F1;# P <0,05 controle-F1 vs. Kp10-F1; # P <0,01 controle-F1 vs. Kp10-F1; *# P <0,001 controle-F1
vs. Kpl0-F1; ®® P <0,01 hipotireoideo-F1 vs. Kpl0-F1. IPGTT = Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose; IPITT = Teste de
tolerancia intraperitoneal & insulina; PN = dias pos-natal.
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O hipotireoidismo materno acelera o ganho de massa corporal da prole macho exposta a dieta

hiperlipidica.

Estudos demonstraram que uma programacdo metabolica fetal alterada decorrente de

doencas gestacionais é fenotipicamente observada ou exacerbada ap6s um “segundo desafio”

durante a vida adulta, sendo em modelos experimentais muitas vezes representado pela dieta
hiperlipidica (AKHAPHONG et al., 2021; BURTON; FOWDEN; THORNBURG, 2016;
GLUCKMAN et al., 2008; SINZATO et al., 2022). Assim, a prole de ratas hipotireoideas foi

exposta a uma dieta hiperlipidica para avaliar seus efeitos no ganho de massa corporal e

homeostase glicémica e para avaliar se a Kp10 possui algum efeito protetor.
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A prole macho das ratas com HM apresentou menor massa corporal comparado ao
controle F1 antes do inicio da exposi¢do a dieta hiperlipidica (P < 0,05), enquanto os machos
provenientes do grupo Kp10 F1 tiveram um aumento da massa corporal (P < 0,01), igualando-
se ao controle F1 (P > 0,05; Figura 3A). Ao avaliar a curva de ganho de massa corporal durante
o0 periodo de exposi¢do a dieta hiperlipidica, foi observado um aumento no grupo controle F1
+HFD a partir de 15 dias ap06s inicio da dieta em comparagdo ao controle F1 (P < 0,05, P <
0,01, P <0,001, P <0,0001). No entanto, os animais do grupo Hipotireoideo F1 + HFD tiveram
aumento do ganho de massa corporal a partir de 10 dias de dieta HFD em relacdo ao grupo
controle F1 (P < 0,01), como também foi observado no grupo Kp10 F1+HFD comparado ao
controle F1 (P < 0,01; Figura 3B). Dessa forma, todas as proles expostas a dieta hiperlipidica
tiveram aumento do ganho de massa corporal em relacdo ao controle F1 (P < 0,01; Figura 3B).
Também foi observado aumento da ingestdo calérica em todos 0s grupos expostos a dieta HFD
comparado ao controle F1 (P < 0,01, P < 0,001; Figura 3C).

Na avaliacdo da homeostase glicémica com 4 semanas de dieta, todos 0s grupos
expostos a HFD apresentaram aumento da glicemia basal quando comparados ao controle F1
(P < 0,05, P<0,01), exceto o grupo Hipotireoideo F1 + HFD que apresentou uma tendéncia de
aumento (P = 0,0567). No entanto, com 6 semanas de dieta ndo foram observadas diferengas
significativas entre os grupos (P > 0,05; Figura 3D).

No TTIPG, apbs 4 semanas de dieta hiperlipidica, houve aumento da glicemia ao 30
min em todos os grupos expostos a HFD em relacdo ao controle F1 (P < 0,001; Figura 3E),
embora ndo tenha sido observado diferencas significativas na analise da AUC (P > 0,05; Figura
3F). Ademais, no TTIPI, também foi observado aumento da glicemia das proles expostas a HFD
aos 60 minutos em relacdo ao controle F1 (P < 0,01, P < 0,0001), sendo que os machos do
grupo hipotireoideo F1+HFD mantiveram maior glicemia aos 120 minutos em comparacao ao
controle F1 (P < 0,05, Figura 3I). A AUC do TTIPI demonstrou que 0s grupos controle-F1 +
HFD, hipotireoideo F1 + HFD e Kp10 F1 + HFD apresentaram maior glicemia em comparacéo
ao controle F1 (P < 0,05; Figura 3J).

Apds 6 semanas de dieta hiperlipidica, houve aumento acentuado da glicemiano TTIPG
aos 30 e 60 minutos os grupos controle F1 + HFD, hipotireoideo F1 + HFD e Kp10 F1 + HFD
comparado ao controle F1 (P < 0,0001, Figura 3G), como também foi observado na avaliagédo
da AUC (P < 0,0001, Figura 3H). No entanto, no TTIPI, apenas o grupo controle F1+HFD
apresentou aumento da glicemia aos 60 minutos (P < 0,05, Figura 3K), enquanto ndo tiveram
diferengas significativas entre os outros grupos (P > 0,05). Também ndo foram observadas

diferengas significativas na analise da AUC (P > 0,05, Figura 3L).
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Figura 4 Ganho de massa corporal e homeostase glicémica da prole macho exposta a dieta hiperlipidica de ratas controles,
hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Massa corporal antes da exposicao a dieta hiperlipidica.
B) Curva de ganho de massa corporal da prole durante exposicéo a dieta hiperlipidica. C) Média de ingestdo de comida. D) Glicemia
em jejum apds 4 e 6 semanas de HFD. E) Curva glicémica do IPGTT apds 4 semanas de HFD. F) Area sob a curva do TTIPG apés 4
semanas de HFD. G) Curva glicémica do IPGTT ap6s 6 semanas de HFD. H) Area sob a curva do TTIPG ap6s 6 semanas de HFD. 1)
Curva glicémica do IPITT ap6s 4 semanas de HFD. J) Area sob a curva do TTIPI ap6s 4 semanas de HFD. K) Curva glicémica do
IPITT ap6s 6 semanas de HFD. L) Area sob a curva do TTIPI ap6s 6 semanas de HFD. (A, C, E, G, |, K: Anova de uma via post hoc
SNK; B, D, F, H, J: Anova de duas vias post hoc SNK; MédiatSEM). MédiatSEM). As diferencas significativas estdo representadas
por * P < 0,05, ** P <0,01, ****P <0,0001, exceto do C, E, G, | e K, que * P <0,05 controle-F1 vs. controle-F1+HFD; ** P <0,01
controle-F1 vs. controle-F1+HFD; *** P <0,001 controle-F1 vs. controle-F1+HFD; **** P <0,0001 controle-F1 vs. controle-
F1+HFD; # P <0,01 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; ## P <0,001 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; ## p
<0,0001 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; ® P <0,05 controle vs. Kp10-F1+HFD; ®® P <0,01 controle vs. Kp10-F1+HFD;
®®® P <0,001 controle vs. Kpl0-F1+HFD; ®®®® P <0,0001 controle vs. Kp10-F1+HFD; 3P <0,05 controle-F1+HFD vs. Kp10-
F1+HFD. IPGTT = Teste de tolerancia intraperitoneal a glicose; IPITT = Teste de tolerancia intraperitoneal a insulina; HFD = dieta
hiperlipidica; W= semanas.

2066

2067 O tratamento materno com KplO retarda e reduz a intolerancia a glicose decorrente da
2068  exposicao a dieta hiperlipidica em prole fémea de ratas hipotireoideas

2069 Diferente da prole macho, as fémeas F1 ndo apresentaram diferencgas significativas nas
2070  massas corporais antes do periodo de exposi¢do a dieta hiperlipidica (P > 0,05; Figura 5A).
2071  Durante a exposicdo & HFD, o grupo controle F1+HFD apresentou maior ganho de massa

2072  corporal a partir de 15 dias do inicio da dieta quando comparado ao controle F1 (P < 0,05, P <
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0,01, P < 0,0001). As fémeas do grupo hipotireoideo F1+HFD, por outro lado, apresentaram
maior ganho de massa corporal somente a partir do dia 20, quando comparadas ao controle F1
(P < 0,01, P <0,001). Elas também apresentaram menor ganho de massa corporal no 30° dia,
guando comparadas ao controle F1+HFD (P < 0,05), e no 35° dia quando comparada aos demais
grupos expostos a HFD (P < 0,05). Por outro lado, o grupo Kp10 F1+HFD teve curva de ganho
de massa semelhante ao controle F1+HFD (P > 0,05). Todos os grupos expostos a HFD
apresentaram aumento significativo da ingestdo calérica comparado ao controle F1 (P <
0,0001; Figura 5C)

Ao avaliar a glicemia em jejum ap6s 4 semanas de dieta, todos 0s grupos expostos a
HFD apresentaram aumento da glicemia quando comparados ao controle F1 (P < 0,05, P<
0,01, P < 0,001), enquanto ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos apos
6 semanas de dieta (P > 0,05, Figura 5D). Na avaliacdo do TTIPG ap6s 4 semanas de dieta,
houve aumento da glicemia aos 30 minutos em todos 0s grupos expostos a HFD em comparagao
ao controle F1 (P < 0,05, P < 0,0001). Entretanto, a prole fémea do grupo hipotireoideo
F1+HFD apresentou valores glicémicos significativamente maiores que do grupo controle
F1+HFD (P < 0,05), enquanto as fémeas do grupo Kpl0-F1+HFD ndo apresentaram esse
aumento, possuindo um pico semelhante ao do grupo controle F1+HFD (P>0,05, Figura 5E).
Com isso, na andlise da AUC, o grupo hipotireoideo F1+HFD apresentou um aumento da
glicemia quando comparado ao controle F1 (P < 0,01, Figura 5F), enquanto ndo foram
observadas diferencas significativas entre os demais grupos. No TTIPI, apds 4 semanas de dieta,
foi observado um aumento da glicemia nos tempos de 30, 60 e 120 minutos dos grupos expostos
a dieta hiperlipidica quando comparados ao controle F1 (P < 0,001, P < 0,0001, Figura 5I),
resultando também em aumento da AUC dos mesmos grupos em relacéo ao controle F1 (P <
0,0001, Figura 5J).

Seguindo para 6 semanas de exposicdo a dieta hiperlipidica, as fémeas controle F1+HFD
e hipotireoideo F1+HFD apresentaram aumento da glicemia nos tempos de 30 e 60 minutos
comparado ao controle F1 (P < 0,0001, Figura 5G), como também foi observado na anéalise da
AUC (P < 0,0001, Figura 5H). Por outro lado, apesar de apresentar valores glicémicos e AUC
maiores que do controle F1, o tratamento materno com Kpl10 em ratas hipotireoideas atenuou
0 aumento da glicemia na prole fémea exposta a HFD, pois teve menores valores glicémicos e
AUC quando comparado com os grupos controle F1+HFD e hipotireoideo F1+HFD (P< 0,05,
P < 0,01, P<0,0001). JAno TTIPI, o grupo hipotireoideo F1+HFD apresentou menor glicemia
no tempo de 60 minutos em relagcdo aos demais grupos (P < 0,001, P < 0,0001), enquanto o

tratamento com Kp10 foi capaz de bloquear essa reducéo, se igualando aos grupos controle F1
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2107  econtrole F1+HFD (P > 0,05). Aos 120 minutos, os grupos controle F1+HFD e Kp10 F1+HFD
2108  tiveram maior glicemia quando comparado ao controle F1 (P < 0,05, P < 0,01). Além disso, 0
2109  grupo Kpl0 F1+HFD também apresentou maior glicemia que o grupo hipotireoideo F1+HFD
2110 (P < 0,05, Figura 5K). Na avaliacdo da AUC do TTIPI, o grupo hipotirecideo F1+HFD teve
2111  menor glicemia comparado ao controle F1+HFD (P < 0,05), enquanto o tratamento materno
2112  com Kpl0 em ratas hipotireoideas blogueou essa reducdo (P < 0,01, Figura 5L).

2113 Em conjunto, os resultados demonstraram que o HM retardou o ganho de massa corporal
2114  daprole fémea apds exposicéo a dieta hiperlipidica, ao mesmo tempo que acelerou a ocorréncia
2115 da intolerancia a glicose e aumentou & sensibilidade a insulina apés 6 semanas de dieta.
2116  Contudo, interessantemente, o tratamento materno com Kp10 retardou e atenuou a intolerancia

2117  aglicose na prole fémea decorrente de dieta hiperlipidica.
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Figura 5 Ganho de massa corporal e homeostase glicémica da prole fémea exposta a dieta hiperlipidica de ratas controles,
hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Massa corporal antes da exposicao a dieta hiperlipidica.
B) Curva de ganho de massa corporal da prole durante exposicéo a dieta hiperlipidica. C) Média de ingestdo de comida. D) Glicemia
em jejum apos 4 e 6 semanas de HFD. E) Curva glicémica do IPGTT ap6s 4 semanas de HFD. F) Area sob a curva do TTIPG ap6s 4
semanas de HFD. G) Curva glicémica do IPGTT ap6s 6 semanas de HFD. H) Area sob a curva do TTIPG ap6s 6 semanas de HFD. )
Curva glicémica do IPITT ap6s 4 semanas de HFD. J) Area sob a curva do TTIPI ap6s 4 semanas de HFD. K) Curva glicémica do
IPITT ap6s 6 semanas de HFD. L) Area sob a curva do TTIPI ap6s 6 semanas de HFD. (A, C, E, G, I, K: Anova de uma via post hoc
SNK; B, D, F, H, J: Anova de duas vias post hoc SNK; MédiatSEM). Média+tSEM). As diferencas significativas estdo representadas
por * P < 0,05, ** P <0,01, ***P <0,001, ****P <0,0001, exceto do C, E, G, | e K, que * P <0,05 controle-F1 vs. controle-F1+HFD;
** P <0,01 controle-F1 vs. controle-F1+HFD; *** P <0,001 controle-F1 vs. controle-F1+HFD; **** P <0,0001 controle-F1 vs.
controle-F1+HFD; # P <0,01 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; #* P <0,001 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-
F1+HFD; ## P <0,0001 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; ® P <0,05 controle vs. Kp10-F1+HFD; ®® P <0,01 controle
vs. Kpl10-F1+HFD; ®®® P <0,001 controle vs. Kp10-F1+HFD; ®®®® P <0,0001 controle vs. Kp10-F1+HFD; ¢ P <0,05 controle-
F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; ““**P <0,0001 controle-F1+HFD vs. hipotireoideo-F1+HFD; °P <0,05 controle-F1+HFD vs.
Kpl0-F1+HFD; 333 P <0,0001 controle-F1+HFD vs. Kp10-F1+HFD; ¥ P <0,05 hipitireoideo-F1+HFD vs. Kpl0-F1+HFD;*" P
<0,01 hipitireoideo-F1+HFD vs. Kp10-F1+HFD; *¥* ¥ P <0,0001 hipotireoideo-F1+HFD vs. Kp10-F1+HFD. IPGTT = Teste de
tolerancia intraperitoneal a glicose; IPITT = Teste de tolerdncia intraperitoneal a insulina; HFD = dieta hiperlipidica; W= semanas.

2120

2121 O tratamento materno com Kpl0 ndo é capaz de bloquear o aumento exacerbado de tecido
2122  adiposo inguinal causado pelo hipotireoidismo materno na prole macho exposta a dieta
2123  hiperlipidica

2124 Na prole macho foi observado aumento da concentracdo plasmatica de colesterol total
2125  no grupo hipotireoideo F1+HFD quando comparado ao grupo controle F1 (P < 0,05), além do
2126  aumento da sua fracdo HDL quando comparado aos demais grupos (P < 0,05, P < 0,01; Figura
2127  6A). Nao foram observadas diferencas significativas nas concentracGes plasmaticas de
2128  triglicerideos, LDL, AST e ALT entre os grupos da prole macho (P > 0,05; Figura 6A-B).
2129 Em relacdo ao figado dos animais, a dieta hiperlipidica reduziu a massa hepaética (P <
2130 0,01, Figura 6C) em todos os grupos comparados ao controle F1. No entanto, ndo foram
2131  observadas diferencas significativas na expressao hepatica de mRNA de Insr, Irs1 e mTor entre
2132 os grupos (P > 0,05; Figura 6D).

2133 Na avaliacdo dos tecidos adiposos branco e marrom, foi observado também um aumento
2134  homogéneo da massa dos tecidos retroperitoneal e marrom nos machos expostos a HFD
2135  comparado ao controle F1 (P < 0,01, P < 0,001, Figura 6 E e G). No entanto, 0 HM exacerbou
2136 0 aumento da massa de tecido inguinal comparado aos animais dos grupos controle F1 e
2137  controle F1+HFD (P < 0,01, P< 0,001, P < 0,0001), enquanto o tratamento materno com Kp10
2138 ndo influenciou essa alteragdo (Figura 6F). Ao avaliar a morfologia dos adipdcitos do tecido
2139  inguinal, ndo foram observadas diferencas significativas na média da area dos adip6citos nem
2140  na porcentagem de adipdcitos pequenos e grandes (P > 0,05; Figura 61-J). Contudo, o grupo
2141  controle F1+ HFD e Kpl0 F1+ HFD apresentaram menor proporcdo de adipocitos médios
2142  comparado ao grupo controle F1 (P < 0,05, P < 0,01; Figura 6J).

2143
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Figura 6 Avaliacdo hepatica, da adiposidade e da bioquimica plasmaética da prole macho exposta a dieta hiperlipidica de
ratas controles, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Concentracdo plasmatica de
triglicerideos, Colesterol total, HDL e LDL. B) Concentragdo plasmatica de AST e ALT. C) Massa relativa do figado. D)
Expressao génica de Insr, Irs1 e mTor no figado. E) Massa relativa do tecido adiposo retroperitoneal. F) Massa relativa do tecido
adiposo inguinal. G) Massa relativa do tecido adiposo marrom. H) Fotomicrografia de tecido adiposo brando. 1) Média da area
dos adipdcitos. J) Distribuicdo relativa dos tamanhos dos adipécitos. (A-l: Anova de uma via post hoc SNK, J: Anova de duas
vias post hoc SNK; Média+tSEM). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, ***P <0,001,
****p <0,0001. HFD = dieta hiperlipidica; W= semanas; BM= massa corporal; HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL =
lipoproteina de baixa densidade; AST = aspartato aminotransferase; ALT = alanina aminotransferase.
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O tratamento materno com Kpl10 n&o é capaz de bloquear o aumento exacerbado de tecido
adiposo retroperitoneal e marrom causado pelo hipotireoidismo materno na prole fémea
exposta a dieta hiperlipidica

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas na avaliacdo bioquimica
dos lipidios (triglicerideos, colesterol total, HDL, LDL) e biomarcadores de lesdo hepatica
(AST e ALT) entre os grupos da prole fémea (P > 0,05; Figura 7A-B), redugdo da massa
hepatica foi observada em todos os animais expostos a HFD comparado ao controle F1 (P <
0,05, Figura 7C). J& na avaliacdo da expressdo génica no figado, 0 HM reduziu os transcritos
génicos de Insr comparado aos grupos controle F1 e controle F1 + HFD (P < 0,05), enquanto
o tratamento com Kp10 melhorou essa alteragéo, pois ndo apresentou diferencas significativas
comparado aos demais grupos (P > 0,05; Figura 7H). Ndo foram observadas diferencas
significativas na expressao de Irs1 e mTor entre 0s grupos.

Na avaliacdo dos tecidos adiposos, o grupo hipotireoideo F1+HFD apresentou um
aumento acentuado na massa de gordura retroperitoneal comparado ao grupo controle F1+HFD
(P <0,05), que, por sua vez, estavam maiores em relacdo ao controle F1 (P< 0,01, P < 0,0001).
O tratamento materno com Kp10, por outro lado, ndo afetou essa alteracdo causada pelo HM
(P < 0,05, P < 0,0001, Figura 7E). A dieta hiperlipidica aumentou a massa de tecido inguinal
em todos os grupos que foram expostos a ela comparado ao controle F1 (P < 0,0001, Figura
7F). Porém, na avaliacdo do tecido adiposo marrom, foi observado que o HM exacerbou o
aumento da massa tecidual comparado aos grupos controle F1+HFD e controle F1 (P < 0,05;
P < 0,0001), e que o tratamento com Kpl10 nédo influenciou essa alteracdo (P < 0,001, P <
0,0001, Figura 7G).

Seguindo para a avaliacdo microscépica do tecido adiposo inguinal, foi observado que
a dieta hiperlipidica diminuiu a média da area dos adip6citos na prole controle comparado ao
controle F1 (P < 0,05), enquanto o HM preveniu essa alteracdo, uma vez que 0S grupos
hipotireoideo F1+HFD e Kp10+HFD tiveram aumento da média da &rea comparado ao controle
F1+HFD (P < 0,05), igualando ao controle F1 (P > 0,05). Essa alteracdo foi acompanhada de
maior porcentagem de adipdcitos pequenos e menor porcentagem de adipdcitos grandes no

grupo controle F1+HFD comparado aos demais grupos (P < 0,05, P < 0,01; Figura 7J).
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Figura 7 Avaliagdo hepatica, da adiposidade e da bioquimica plasmatica da prole fémea exposta a dieta hiperlipidica de
ratas controles, hipotireoideas e hipotireoideas tratadas com Kisspeptina-10 (Kp10). A) Concentracdo plasmatica de
triglicerideos, Colesterol total, HDL e LDL. B) Concentragdo plasmatica de AST e ALT. C) Massa relativa do figado. D)
Expressao génica de Insr, Irs1 e mTor no figado. E) Massa relativa do tecido adiposo retroperitoneal. F) Massa relativa do tecido
adiposo inguinal. G) Massa relativa do tecido adiposo marrom. H) Fotomicrografia de tecido adiposo brando. 1) Média da area
dos adipdcitos. J) Distribuicdo relativa dos tamanhos dos adipdcitos. (A-l: Anova de uma via post hoc SNK, J: Anova de duas
vias post hoc SNK; Média+tSEM). As diferencas significativas estdo representadas por * P < 0,05, ** P <0,01, ***P <0,001,
****p <0,0001. HFD = dieta hiperlipidica; W= semanas; BM= massa corporal; HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL =
lipoproteina de baixa densidade; AST = aspartato aminotransferase; ALT = alanina aminotransferase.
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7.4. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que o hipotireoidismo materno compromete a homeostase
glicémica da prole de forma sexo-especifica, acelerando a disfungdo metabdlica induzida por
dieta hiperlipidica. O tratamento materno com Kpl10, por outro lado, mostrou-se eficaz em
atenuar a disfuncédo glicémica na prole causada pelo hipotireoidismo materno, inclusive quando
exposta a HFD. Esses achados sugerem que a Kp10 pode ser um farmaco promissor em doencas
metabolicas gestacionais visando melhorar a programacdo metabolica fetal e reduzir a

ocorréncia de disfuncdo glicémica na idade adulta.

O hipotireoidismo materno prolongou o tempo gestacional e reduziu a concentracao
plasmatica de T4 livre na prole durante o periodo neonatal, como também na prole macho
jovem, sugerindo um efeito sexo-dependente da hipofuncéo tireoidiana durante a gestacdo na
programacdo metabolica da prole. Estudos anteriores ja haviam demonstrado o aumento do
periodo gestacional em modelos de hipotireoidismo induzido por PTU (FARAHANI et al.,
2010) e por tireoidectomia (DAVID; ASIWE; FASANMADE, 2021), assim como a reducao
das concentracdes de T4 livre na prole e recuperacdo do estado eutireoideo na vida adulta
(BAGHERIPUOR et al., 2015; FARAHANI et al., 2010; JEDDI et al., 2020; KARBALAEI et
al., 2014; LIU et al., 2019). Apesar do presente estudo ter observado baixas concentracdes de
T4 livre na prole macho, esse resultado é referente a animais ainda jovens (21 dias de idade),
enquanto os demais trabalhos relatam recuperacdo dos niveis hormonais de T4 livre um més
apos o nascimento (BAGHERIPUOR et al., 2015; FARAHANI et al., 2010; JEDDI et al., 2020;
KARBALAEI et al., 2014; LIU et al., 2019).

Os descendentes das ratas hipotireoideas, de ambos 0s sexos, apresentaram massa
corporal reduzida durante a primeira semana de vida, seguida de um aparente catch-up no
crescimento. Estudos prévios em modelos de hipotireoidismo induzido por PTU ja
demonstraram reducdo da massa corporal da prole ao longo da vida pds-natal
(BAGHERIPUOR et al., 2015; GHOLAMI et al., 2017; JEDDI et al., 2020; KARBALAEI et
al., 2013; LIU et al., 2019). Além disso, a RCIU também esta associada ao catch-up no
crescimento durante a vida pos-natal. No entanto, essa recuperacdo de peso é frequentemente
acompanhada de resisténcia a insulina e maior risco metabélico (BERENDS et al., 2013;
MORRISON et al., 2010), como foi observado no presente estudo. Estudos utilizando 0 mesmo
modelo de hipotireoidismo materno ja descreveram crescimento restrito decorrente dessa
condi¢do (DOS ANJOS CORDEIRO et al., 2024; SANTOS et al., 2022b, 2022c; SILVA et al.,

2012) e demonstraram que a administracdo de Kp10 durante a gestagéo foi capaz de melhorar
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o desenvolvimento feto-placentério, apesar de ndo afetar significativamente a massa corporal
fetal (SANTOS et al., 2022c). No entanto, em estudo realizado recentemente, verificou-se que
o tratamento com Kpl0 durante a gestacdo em ratas hipotireoideas foi capaz de melhorar a
massa corporal pds-natal (dados ndo publicados), como também foi observado neste estudo.

No entanto, apesar do efeito similar do tratamento materno com Kpl0 no ganho de
massa corporal da prole para ambos os sexos, foram observadas diferengas sexuais nos efeitos
da disfuncdo tireoidiana sobre a homeostase glicémica da prole antes e ap0s 0 estresse
metabolico induzido pela dieta HFD. Nos machos, foi observada uma desregulacéo persistente
da sensibilidade a insulina, com resisténcia a insulina aos 30 dias de vida pds-natal e aumento
da sensibilidade a insulina na fase adulta, sem alteracfes na tolerancia a glicose. Estudos
anteriores, como o de LIU et al (2019), também mostraram auséncia de alteracGes na tolerancia
glicémica na fase pré-puberal na prole macho de ratas hipotireoideas, acompanhada de reducéo
da toleréncia a glicose na idade adulta. Modelos de hipotireoidismo induzido por deficiéncia de
iodo associada ao PTU, em camundongos, também relataram aumento da sensibilidade a
insulina na prole macho adulta, apesar de terem também observado hiperinsulinemia e melhora
na tolerancia a glicose (KEMKEM et al., 2020). Por outro lado, outros estudos envolvendo
modelos de hipotireoidismo fetal demonstraram intoler&ncia a glicose e resisténcia a insulina
na prole macho adulta, associadas a reducdo in vitro da secrecdo de insulina sob estimulo de
glicose em ilhotas pancreéticas da prole (BAGHERIPUOR et al., 2015; FARAHANI et al.,
2010; GHOLAM I et al., 2017; KARBALAEI et al., 2013, 2014).

Quanto a prole fémea, o hipotireoidismo materno causou intolerancia a glicose e
resisténcia a insulina aos 30 dias de vida, mas, na fase adulta, os animais reestabeleceram a
homeostase glicémica. Embora sejam escassos 0s estudos que avaliem a homeostase glicémica
de fémeas antes da fase adulta, trabalhos prévios também relataram intolerancia a glicose em
modelos de hipotireoidismo induzido por PTU (JEDDI et al., 2020) e por tireoidectomia
(DAVID; ASIWE; FASANMADE, 2021). Essas diferencas fenotipicas observadas entre a
prole macho e fémea podem estar relacionadas a variagdes hormonais, composicao corporal,
programacdo do desenvolvimento e fatores genéticos (ARIOGLU-INAN; KAYKI-MUTLU,
2023). No entanto, sdo necessarios mais estudos para investigar 0s mecanismos associados ao
dimorfismo sexual observado na prole de ratas com hipotireoidismo materno.

O tratamento materno com Kpl10, embora ndo tenha apresentado efeito aos 30 PN na
prole macho, aos 60 PN aumentou a tolerancia a glicose e teve uma tendéncia em restabelecer
a sensibilidade a insulina. Ja nas fémeas, apesar de ndo melhorar a resisténcia a insulina

observada aos 30 PN, melhorou a tolerancia a glicose, inclusive em relagédo ao controle.
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Camundongos fémeas com delecéo sistémica de Kisslr (TOLSON et al., 2014; VELASCO et
al., 2019) ou em 6rgéos periféricos (VELASCO et al., 2019) como em tecido adiposo marrom
(TOLSON et al., 2020) desenvolvem intolerancia a glicose, enquanto os machos mantém a
tolerancia a glicose normal. Vale ressaltar que estudos ja demonstraram reducao da expressao
de Kisslr/KISS1R na placenta (SANTOS et al., 2022b), Utero (DA SILVA et al., 2025b) e
testiculo (SANTOS et al., 2023b) de ratos hipotireoideos. Dessa forma, é plausivel que a
desregulacdo na homeostase glicémica observada neste estudo na prole das ratas hipotireoideas,
especialmente nas fémeas, seja resultante de falhas na expressao periférica do eixo Kiss1/Kiss1r
em Orgdos metabdlicos, como o figado e o tecido adiposo, embora mais estudos sejam
necessarios para confirmar essa hipotese.

Considerando os efeitos positivos do tratamento materno com Kpl0 na homeostase
glicémica da prole fémea, é possivel que este peptideo também seja capaz de modular a
sinalizacdo insulinica ou fatores associados a regulacdo glicémica. Neste sentido,
demonstramos recentemente o aumento da expressdo de IGF1/IGF1r e da sinalizagio mTOR
na placenta (dados ndo publicados) e no figado fetal (dados ndo publicados) de ratas
hipotireoideas tratadas com Kp10, sugerindo outro mecanismo do efeito da kisspeptina sobre o
metabolismo glicémico da prole. Vale ressaltar que tanto o eixo IGF1/IGF1r como a via de
sinalizagdo mTOR sdo importantes reguladores do metabolismo glicémico e da sinalizagdo
energética (KINEMAN; DEL RIO-MORENO; SARMENTO-CABRAL, 2018; LE BACQUER
etal., 2013; SAXTON; SABATINI, 2017).

Interessantemente, além do impacto do hipotireodismo materno na homeostase
glicémica da prole, verificamos que a prole fémea é mais propensa a disfuncdo glicémica
quando exposta a um segundo desafio metabolico, como uma dieta hiperlipidica. Tanto a
condicdo de hipotireoidismo quanto o tratamento com Kpl0 ndo influenciaram a disfuncéo
glicémica na prole macho causada por dieta HFD, apesar da Kpl10 ter restabelecido a massa
corporal dos machos, que estava reduzida pela condi¢do do hipotireoidismo materno. No
entanto, a hipofuncéo tireoidiana materna agravou o aumento do colesterol total e da massa de
tecido adiposo inguinal na prole macho apds exposicéao a dieta hiperlipidica.

A prole fémea das ratas hipotireoideas, por outro lado, apesar de ndo apresentarem
falhas na homeostase glicémica aos 60 PN, desenvolveram intolerancia a glicose mais
precocemente apds exposicdo a dieta HFD, acompanhada de acentuada resisténcia a insulina,
que ndo foi influenciada pela hipofuncdo tireoidiana materna. Além disso, apresentaram
reducdo hepatica de Insr e maior massa de tecido adiposo retroperitoneal e marrom apds

exposicdo a dieta hiperlipidica. O tratamento materno com Kp10, por outro lado, foi capaz de
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ndo somente prevenir a disfungdo glicémica observada apds 4 semanas de dieta HFD, como
melhorou a tolerdncia a glicose e a expressdo hepética de Insr apos 6 semanas de dieta, além de
restabelecer a sensibilidade a insulina, sugerindo o potencial deste peptideo em modular
positivamente a programacao glicémica da prole fémea.

Estudos prévios tem demonstrado que a delecéo placentaria de mTOR em camundongos
causa intolerancia a glicose e resisténcia a insulina na prole fémea, além de aumentar a
adiposidade apds desafio com dieta HFD, enquanto a disfuncdo metabolica em machos causada
pela dieta hiperlipidica ndo é influenciada pela delecdo de mTOR (AKHAPHONG et al., 2021).
Uma vez que a disfuncédo placentaria causada pelo hipotireoidismo materno esta associada a
reducdo da expresséo placentaria de mTOR e a administracdo de kisspeptina restabelece essa
expressao (dados ndo publicados), sugerimos que a disfuncdo glicémica na prole fémea e seu
agravamento causado pela dieta HFD sejam resultantes, pelo menos em parte, da reducao
placentaria de mTOR (dados ndo publicados), sendo a kisspeptina uma modulador positivo
dessa sinalizacdo e da homeostase glicémica da prole. Vale ressaltar que a expressdo
suprafisiologica de mTOR placentario em camundongos, estimulada geneticamente pela
delecdo de TSC2, seu bloqueador natural, melhora a tolerancia a glicose da prole fémea sem
alterar a sensibilidade a insulina quando desafiadas com dieta HFD (AKHAPHONG et al.,
2021), corroborando com a hip6tese deste estudo.

Além disso, 0 maior aumento de massa de tecido adiposo marrom causado pela dieta
HFD observado na prole fémea das ratas hipotireoideas pode justificar o retardo no ganho de
massa corporal observado nesses animais, uma vez que o tecido adiposo marrom aumenta a
termogénese e, consequentemente, a lipolise e a resisténcia ao ganho de massa corporal
(HARMS; SEALE, 2013). Isso justifica o aumento dos adip6citos grandes e reducdo dos
pequenos na prole fémea proveniente das ratas hipotireoideas, uma vez que os adipdcitos
grandes apresentam maior capacidade lipolitica (LAURENCIKIENE et al.,, 2011). A
diminuicdo da expressao hepética de Insr observada na prole fémea das ratas hipotireoideas
também pode ser uma resposta compensatoria a0 aumento da sensibilidade a insulina
apresentado por esses animais apos 6 semanas de dieta hiperlipidica (CHEN et al., 2019).

Os achados deste estudo demonstraram que o hipotireoidismo materno compromete a
homeostase glicémica da prole de maneira sexo-especifica, e que o tratamento materno com
Kp10 melhora a programacdo glicémica da prole fémea, inclusive ap0s exposicdo a dieta
hiperlipidica. Este é o primeiro estudo que avaliou o efeito da Kp10 na programacdo metabdlica
glicémica da prole e sugere que o uso de kisspeptina durante a gestacéo pode ser uma ferramenta

promissora para a prevencao ou atenuacdo de disfuncdo metabolica na prole em idade adulta.
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