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RESUMO

O desenvolvimento fetal é vulneravel a complicagbes originadas pelo
hipotireoidismo na gestacdo, levando a uma taxa elevada de abortos, partos
prematuros e alteracdo no peso. A melatonina € um hormoénio que esta intimamente
relacionado & manutengcdo da gestacdo, além de regular a fisiologia tireoidiana.
Nosso objetivo foi investigar o efeito da acdo da melatonina, na dose 10mg/kg, em
ratas induzidas ao hipotireoidismo durante a gestacdo, bem como nas génadas da
sua prole. Foram utilizadas 15 ratas prenhes, divididas em 3 grupos: GC: ratas sem
indugdo ao hipotireoidismo; GH: ratas induzidas ao hipotireoidismo; GHM: ratas
induzidas ao hipotireoidismo e tratadas com melatonina. O hipotireoidismo foi
induzido pela administracdo oral de propiltiouracil (Img/animal) e a melatonina foi
administrada via subcutanea (10mg/kg). Ambos os tratamentos foram realizados
durante a gestacdo e lactacdo. Foram coletadas as gbnadas dos filhotes para
analise morfométrica e imunohistoquimica de proliferacdo celular e as tiredides dos
filhotes e matrizes para analise morfométrica. Os resultados mostraram que a
dosagem de TSH confirmou o hipotireocidismo nas matrizes do grupo sem
tratamento, onde houve uma reducéao significativa (p<0,05) quando comparados com
0S grupos controle e tratado com melatonina. Ja nos filhotes, ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) nos niveis de TSH entre os grupos. O peso dos ovarios,
tiredides e o numero de filhotes das matrizes com hipotireoidismo apresentaram
reducado signiticativa (p<0,05) quando comparados aos demais grupos. Da mesma
forma na tirebide houve diminuicdo (p<0,05) do diametro folicular, da altura e
proporcao epitelial no grupo hipotireoidético. Ja o ganho de peso corporal mostrou
uma reducédo significativa (p<0,05) do grupo hipotireoidético quando comparado ao
grupo controle, porém o grupo tratado com melatonina nao diferiu de nenhum dos
grupos. A prole das matrizes do grupo hipotireoidismo apresentou reducao
significativa (p<0,05) do peso corporal, peso das gbnadas e da tiredide, além do
indice de proliferacdo celular das gbnadas, quando comparados aos filhotes dos
grupos controle e hipotireoidismo tratado com melatonina. Diante dos resultados,
pode-se concluir que o tratamento com melatonina se mostrou benéfico para
prevenir os efeitos do hipotireoidismo materno na prole de ratos, reforcando sua

capacidade de regular a organogénese durante a gestacao.

Palavras-chaves: tiredide, pineal, gestacao, gbnadas, morfometria, PCNA, ratos.



ABSTRACT

Fetal development is vulnerable to complications of hypothyroidism in pregnancy,
leading to a high rate of miscarriages, premature births, and weight changes.
Melatonin is a hormone that is closely related to the maintenance of gestation, in
addition to regulating thyroid physiology. Our objective was to investigate the effect of
the action of melatonin at 10 mg / kg in rats induced hypothyroidism during gestation,
as well as in the gonads of their offspring. Fifteen pregnant rats were used, divided
into 3 groups: GC: rats without induction to hypothyroidism; GH: rats induced
hypothyroidism; GHM: rats induced hypothyroidism and treated with melatonin.
Hypothyroidism was induced by oral administration of propylthiouracil (1mg / animal)
and melatonin was administered subcutaneously (10mg / kg). Both treatments were
performed during gestation and lactation. The gonads of the pups were collected for
morphometric analysis and immunohistochemistry of cell proliferation and the
thyroids of pups and matrices for morphometric analysis. The results showed that
TSH dosing confirmed hypothyroidism in the matrices of the untreated group, where
there was a significant reduction (p <0.05) when compared to the control and treated
groups with melatonin. In the pups, there was no significant difference (p> 0.05) in
TSH levels between groups. The weight of the ovaries, thyroids and the number of
pups of the matrices with hypothyroidism presented a significant reduction (p <0.05)
when compared to the other groups. Similarly in the thyroid, there was a decrease (p
<0.05) in follicular diameter, height and epithelial proportion in the hypothyroid group.
Body weight gain, however, showed a significant reduction (p <0.05) in the
hypothyroid group when compared to the control group, but the melatonin group did
not differ from any of the groups. The offspring of the matrices of the hypothyroid
group showed a significant (p <0.05) reduction in body weight, gonads and thyroid
weight, as well as the gonad cell proliferation index, when compared to controls and
hypothalamus groups treated with melatonin. In view of the results, it can be
concluded that the treatment with melatonin proved to be beneficial to prevent the
effects of maternal hypothyroidism on the offspring of rats, reinforcing their ability to

regulate organogenesis during gestation.

Keywords: thyroid, pineal, pregnancy, gonads, morphometry, PCNA, rats.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), disturbios tireoidianos
decorrentes da deficiéncia de iodo afetam cerca de 740 milhGes de pessoas no mundo
(ABALOVICH et al., 2007). O hipotireoidismo € uma disfuncdo tireoidiana,
caracterizado pelo hipometabolismo da glandula, podendo ser identificado quando os
niveis séricos de T3 e T4 estédo reduzidos ou fisiologicamente normais, e o nivel de
TSH encontra-se elevado (WELSH & SOLDIN, 2016; FELDT-RASMUSSEN & KLOSE,
2016; SHIZUMA, 2016). Essa condicdo esta associada ao decréscimo da taxa
metabdlica e da termogénese, estando também correlacionada com um aumento no
indice de massa corporal (IMC) e obesidade (YIM, 2016).Tais distlrbios ocorrem
principalmente em mulheres adultas e em fase reprodutiva, com prevaléncia em 2% da
populacdo feminina mundial (HAPON et al., 2010), tendo repercussdes profundas na
gestacao e formacao fetal (MACIEL & MAGALHAES, 2008).

Durante o periodo gestacional, a tiredide € estimulada inicialmente por

concentragbes elevadas de gonadotrofina corionica (hCG), assim, manter o
eutireoidismo materno durante a gravidez e lactacdo é fundamental para o crescimento
e desenvolvimento fetal (MACIEL & MAGALHAES, 2008) uma vez que os hormonios
produzidos por esta glandula estdo envolvidos na formacao de diversos 6rgdos, como a
pele (AMERION et al., 2012), cérebro (ESCOBAR et al., 2004) e gbnadas (WAGNER et
al., 2008) dos fetos. E relatado que o hipotireoidismo esta associado a diversas
anormalidades menstruais, a anovulacdo e hiperprolactinemia (SANYAL &
RAYCHAUDHURY, 2016), resultando em uma taxa elevada de abortos, partos
prematuros, ruptura placental e deficiéncias neonatais relacionadas ao peso
(AMERION et al., 2012).
Além disso, estudos prévios mostraram que o hipotireoidismo pode afetar tanto a
morfologia ovariana (quantidade de foliculos ovarianos), como a testicular (alterages
na relacao epitélio testicular-lumen) (BUZZARD et al., 2000; MENG et al., 2017).
Associado as altera¢cdes morfologicas, o hipotireoidismo pode causar uma diminuicdo
na expressao de antigenos proliferativos em placentas e testiculos de ratos (SILVA et
al., 2012; FADLLALA et al., 2017).
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Um hormoénio que exerce funcéo regulatoria na fisiologia tireoidiana é a melatonina,
uma indolamina sintetizada principalmente através da glandula pineal, obedecendo a
um ritmo circadiano, sendo também produzida em diversos locais, como a retina, rins,
figado, tiredide, ovarios e testiculos (ACUNA-CASTROVIEJO et al, 2014; BLASIAK et
al., 2016). Ela também é conhecida por modular o ciclo estral e a gravidez (MAGANHIN
et al., 2013), estando intimamente relacionada a manutencéo da gestacéo e a protecao
antioxidante para o embrido (TAMURA et al., 2014).

E comprovado que o hipotireoidismo leva & uma diminuicdo significativa nos
niveis de melatonina no plasma, quando roedores induzidos ao mesmo s&o
comparados a roedores sadios. Ja ratos induzidos ao hipertireoidismo demonstraram
niveis maiores desta indolamina no plasma, sugerindo que ha uma relagdo entre 0 0s
distarbios tireoidianos e a glandula pineal (BELVIRANLI & BALTACI, 2008; BALTACI &
MOGULKOC, 2017; BALTACI & MOGULKOC, 2018). Além disso, Bondarenko e
colaboradores (2011), demonstraram que sinais de hipotireoidismo em ratas com
baixos niveis de melatonina devido a exposicéo a luz constante foram revertidos com a
sua aplicacdo exogena.

A presenca de receptores de melatonina na glandula tiredide foi estudada por
Laskar et al. (2015) relatando que a aplicacdo exdgena de melatonina aumentou 0s
niveis de T4 em ratas fémeas. Seus resultados corroboraram com Skipor et al. (2010)
gue observaram uma prevencdo no decaimento dos niveis séricos de T3 e um controle
no decaimento nos niveis de T4,

Dessa forma, como as disfuncdes tireoidianas podem resultar em complicacdes
gestacionais, devido ao controle dos hormodnios tireoidianos sobre a secrecao de
horménios envolvidos na manutenc&o da gravidez (HAPON et al., 2010) e que a terapia
com melatonina exdégena pode reverter os niveis dos horménios tireoidianos em ratas
com hipotireoidismo (LASKAR et al.,, 2015) faz-se necessario investigar o efeito da
acdo da melatonina em ratas induzidas ao hipotireoidismo durante a gestagédo, bem

como nas gbnadas e tiredides da sua prole.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tiredide

Na espécie humana, a glandula tiredide pesa em média 20 gramas, e em ratos,
40 miligramas. Compreende dois I6bulos e um istmo que os une. Além disso, o lobo
piramidal, que pode ser originado de um dos I6bulos ou do proprio istmo, e esta
presente em 12-65% de tiredides (SOUKUP et al., 2001; AYADI et al., 2017;
KAKLAMANOS et al., 2017). Cada I6bulo mede 4-5 cm de altura, 2-3 cm de largura e
2-4 cm de espessura, os l6bulos sdo geralmente localizados entre o 1° e 0 4° anel
traqueal. Lobulos esquerdo e direito circundam parcialmente a traquéia. Na lateral ha a
bainha carétida e o musculo esternocleiodomastoideo (MENZILCIOGLU; DUYMUS;
AVCU, 2016).

A glandula tireoideana em humanos se desenvolve a partir da crista neural e da
faringe primitiva, assumindo sua posi¢cdo ainda anexada ao ducto tiroglosso. A tiredide
€ a uma das primeiras glandulas enddcrinas a se tornarem ativas em humanos, sendo
composta por foliculos tireoidianos, formados por células epiteliais cubicas, os tiredcitos
(MENZILCIOGLU; DUYMUS; AVCU, 2016). Os tireécitos possuem polaridade: a zona
basal se relaciona com o tecido conectivo intersticial, por onde passam 0s vasos e
nervos, enquanto o pélo apical aponta para a luz do foliculo.

A tiredide, através do estimulo do TSH (horménio estimulante da tiredide), tem
como funcdo a sintese de tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), horménios com func¢éo
reguladora do metabolismo corporal, exercendo uma fundamental importancia na
embriogénese (MENZILCIOGLU; DUYMUS; AVCU, 2016). Porém, diferente dos
humanos, nos quais os horménios tireoidianos sdo secretados ainda no primeiro
trimestre de gestacdo (SMALLRIDGE & LENDENSON, 2001), em ratos o
desenvolvimento da tiredide é mais lento, se tornando ativo e produzindo os horménios
tireoidianos por volta do 17° dia de gestacdo (CHOKSI et al., 2003), fazendo com que a
embriogénese dos fetos desses roedores seja dependente dos hormonios tireoidianos

maternos.
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Apé6s o0 nascimento, a tiredide e o eixo hipotalamo-hipdfise-tiredide em ratos
estdo imaturos quando comparado aos humanos. Durante os primeiros 21 dias poés-
natais, esta glandula cresce devido ao aumento na deposi¢édo de coldide e proliferacao
das células foliculares, que se mantém constante desde o nascimento até o 21° dia de
vida, reduzindo apos tal periodo (PARKER & PICUT, 2016).

Histologicamente, durante todo o periodo pos-natal dos ratos, os foliculos
tireoidianos tendem a ser mais largos na periferia da glandula, representando uma
progressdo na maturacdo dos foliculos do centro para a periferia. A tiredide dos ratos
se torna completamente desenvolvida ao 21° dia pos-natal, porém se tornando
endocrinologicamente completa apenas no 28° dia pés-natal (PARKER & PICUT,
2016).

Em adicdo as células foliculares, a glandula tiredide contém as células C, que
produzem calcitonina. Tais células se tornam visiveis através de microscoépio de luz por
volta do 21° dia pds-natal, tendo uma baixa atividade mitética até o 42° dia pos-natal. E
reportado que desde o nascimento até o 120° dia pds-natal em ratos, o niumero de
células C aumenta nove vezes, tendo seu tamanho aumentado em até quatro vezes
(PARKER & PICUT, 2016).

Seu dimorfismo sexual em ratos se torna aparente por volta do 40° dia pos-natal,
no qual na glandula dos machos hd menos coldide que nas fémeas e suas células tém
vacuolos citoplasmaticos (PARKER & PICUT, 2016). Este dimorfismo € devido ao
epitélio folicular masculino sintetizar o horménio andrégeno através do feedback do
TSH, onde os niveis deste hormdnio sdo menores em ratos machos até o 21° dia pos-
natal (BANU et al., 2002).

2.2 Hipotireoidismo
O hipotireoidismo é uma disfuncao tireoidiana comum, sendo caracterizado pelo
hipometabolismo da glandula, podendo ser identificado como hipotireoidismo aberto

guando os niveis séricos de T3 e T4 estdo reduzidos, e o nivel de TSH elevado
(WELSH & SOLDIN, 2016; FELDT-RASMUSSEN & KLOSE, 2016), ou como
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hipotireoidismo subclinico quando os niveis séricos de T3 e T4 estao fisiologicamente
normais, e o nivel de TSH encontra-se elevado (SHIZUMA, 2016).

Os disturbios da tiredide representam um importante problema de saude publica
em todo o mundo, seguindo o diabetes, como o disturbio endocrinolégico mais comum
observado na pratica médica adulta e apresentando uma miriade de consequéncias
devastadoras se nado for tratada com antecedéncia (VANDERPUMP, 2011). A
epidemiologia e as caracteristicas clinicas da doenca da tiredide sdo determinadas pelo
fornecimento de iodo, um elemento essencial na sintese de hormdnios tireoidianos.
Além disso, variacbes excessivas nos niveis de iodo podem representar efeitos
adversos para a saude (BROTFAIN et al., 2013), como 0 aumento ou decréscimo da
taxa metabdlica e da termogénese, estando também correlacionada com um aumento
no indice de massa corporal (IMC) e obesidade (YIM, 2016).

A relacdo entre a TSH e T4 livre é tdo sensivel que uma pequena diminui¢do no
T4 livre pode resultar em um aumento no TSH sérico, elevando seu nivel acima da
faixa de referéncia enquanto o nivel T4 livre ainda esta dentro dos padroes(SURKS et
al., 2004).0 hipotireoidismo subclinico é um transtorno que ocorre mais freqlientemente
em mulheres, idosos e em areas onde ha uma maior ingestdo de iodo. A taxa de
prevaléncia varia de 4 a 10% na populacdo adulta, e se ha uma ingestdo aumentada de
iodo, é até 24% (BIONDI & COOPER, 2008; VANDERPUMP, 2011). Em 80% dos
pacientes com hipotireoidismo subclinico, ha um ndmero maior de anticorpos anti-
tiredides, o que significa que, na maioria dos casos, um processo autoimune esta
presente causando tal condicdo (FATOURECHI, 2009).

O curso clinico de hipotireoidismo subclinico pode progredir na direcdo do
desenvolvimento do hipotireoidismo aberto, bem como na dire¢cdo da normalizagéo de
valores de TSH. Uma pesquisa estudou o curso clinico em 82 mulheres que
aumentaram os valores de TSH e mostraram que, apés um periodo de 10 anos, 28%
desenvolveram hipotireoidismo aberto, 68% delas ainda apresentavam transtorno
subclinico, enquanto 4% deles atingiram a normalizagdo dos niveis de TSH (HUBER et
al., 2002).

Diez e Iglesias (2004) examinou o curso natural do hipotireoidismo subclinico em

107 pacientes e mostrou que 0s pacientes com o transtorno leve (niveis de TSH de 5,0
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a 9,9 muU/l) ttm mais chances de ter valores de TSH normalizados em comparagao
com pacientes cujo TSH € maior que 10,0 mU/Il. Também foi demonstrado que o valor
do TSH foi o fator prognostico mais importante para o diagnéstico do hipotireoidismo
subclinico (DIEZ & IGLESIAS, 2004).

2.3 Hipotireoidismo e Gestagao

Como o desenvolvimento ovariano e placentario dependem da complexa
interacdo entre fatores enddécrinos, paracrinos e autdcrinos, as disfuncdes tireoidianas
comprometem a fertilidade, a gestacdo e o desenvolvimento fetal em humanos e
roedores (CHOKSI et al., 2003, HAPON; GAMARRA-LUCQUES; JAHN, 2010).

O T3 e 0 T4 agem no tecido ovariano e placentario modulando seu metabolismo
e desenvolvimento (GALTON et al.,, 2001; JAMES; FRANKLYN; KILBY, 2007).
Receptores especificos para T3 estdo presentes no nucleo das células ovarianas, de
modo que esse hormonio pode ter efeito direto sobre esses tecidos (EVANS;
FARWELL; BRAVERMAN, 1983; MAURO et al.,, 1992). Ja a placenta, além de
expressar receptores para 0s hormonios tireoidianos (LEONARD et al., 2001), acumula
e metaboliza a T3 e a T4 materna (CALVO; OBREGON; DEL-REY, 1992). Assim, as
disfuncdes da tiredide estdo associadas a varias alteracées morfofuncionais ovarianas
e placentarias com comprometimento da eficiéncia reprodutiva (CHOKSI et al., 2003).

O hipotireoidismo é comum em mulheres adultas e em fase reprodutiva, com
prevaléncia em 2% da populagéo feminina mundial (HAPON; GAMARRA-LUCQUES;
JAHN, 2010); sendo a incidéncia de hipotireoidismo durante a gravidez calculada entre
0,3% 2,5% (IDRIS, 2005) e tendo repercussfes profundas na gestacdo e formacéao
fetal (MACIEL & MAGALHAES, 2008).

Durante a gestacdo, a tiredide é estimulada inicialmente por concentracdes
elevadas de gonadotrofina coridnica humana (hCG), assim, manter o eutireoidismo
materno durante a gestacdo e lactacdo € fundamental para o crescimento e
desenvolvimento do feto (MACIEL & MAGALHAES, 2008) uma vez que os hormdnios

produzidos por esta glandula estdo envolvidos na formacdo de 6érgdos, como a pele
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(AMERION et al.,, 2013), cérebro (ESCOBAR; OBREGON; DEL-REY, 2004) e
testiculos (WAGNER; WAJINER; MAIA. 2008) dos fetos. E relatado que o
hipotireoidismo estd associado a diversas anormalidades menstruais, a anovulagao e
hiperprolactinemia (SANYAL & RAYCHAUDHURY, 2016), resultando em uma taxa
elevada de abortos, partos prematuros, ruptura placental e deficiéncias neonatais
relacionadas ao peso (AMERION et al., 2012).

Alteragcbes adaptativas da tiredide materna ocorrem durante a gestacdo, em
resposta a necessidade de prover ao feto T3 e T4 até que o sistema hipotalamico-
hipofisario-tireoidiano fetal esteja funcional. Para isso, a tiredide materna aumenta de
volume, bem como sua captacdo de iodeto (VERSLOOT et al., 1997). Além disso os
niveis de estrégeno estimulam a expressao da TBG (globulina ligadora de tiroxina) no
figado e quase duplicam a sua concentragdo sérica. O aumento sérico de TBG ocorre
de forma concomitante ao aumento das concentracfes séricas totais de T3 e T4
(KARABINAS & TOLIS, 1998).

A principal funcdo de T3 € a de regular o metabolismo de carboidratos e
proteinas em todas as células. Assim, alteracBes no nivel plasmatico de T3 podem
afetar todos os 6rgdos e sistemas organicos, com efeitos importantes sobre o0s
sistemas cardiovascular, nervoso, imunolégico e genital (CHOKSI et al., 2003).

O nivel de T3, em roedores de laboratorio, influencia no controle do ciclo estral,
no comportamento, na manutencdo da gestacdo, no crescimento fetal e na lactacéo
(VASUDEVAN; OGAWA,; PFAFF, 2002). As deiodinases, proteinas responsaveis pela
ativacdo dos hormonios tireoidianos, presentes na placenta humana e de roedores,
rapidamente metabolizam o T4 materno para o T3 que sera utilizado pelo feto, sendo
uma quantidade significativa de T4 também transferida (CHAN & KILBY, 2000).

Héapon e colaboradores (2003) relataram que a gestacdo de ratas induzidas ao
hipotireoidismo é prolongada, durando cerca de 24 dias e gerando em média 9 filhotes
por gestacdo, numero menor que a média do grupo controle, que normalmente sdo 12
filnotes. Além disso, ratas com baixos niveis dos hormonios tireoidianos exibem niveis
maiores de progesterona no final da gestacédo, bem como niveis menores de estrogeno
e ninhadas com menores pesos quando comparados aos dados de grupos controles

(HAPON et al., 2003). Outro efeito observado correlacionando esta disfungdo com a
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gestacdo é o prolongamento da funcéo do corpo lateo em ratas gravidas (HAPON et
al.,, 2007), onde ha a reducdo da proliferacdo, apoptose e expressao de fatores
angiogénicos no corpo luteo de ratas gestantes (SILVA; OCARINO; SERAKIDES,
2014).

Foi relatado que o hipotireoidismo induzido compromete as camadas da
placenta da rata, além de aumentar a populacdo de células de glicogénio na camada
do espongiotrofoblasto em relagdo as celulas citotrofoblasticas e interfere no
desenvolvimento vascular do labirinto placentério, reduzindo assim a atividade
proliferativa e a celularidade e aumentando a taxa apoptética das trés camadas do
disco placentéario (SILVA, 2011). Esta alteracdo morfolégica causada por tal disfuncéo
pode ser a causa do baixo peso corporal das ninhadas de ratas induzidas ao
hipotireoidismo, isto por que o ha a reducdo da area ocupada pelo capilar fetal no
labirinto placentario aos 14 dias de gestacédo, podendo ser insuficiente para estabelecer
trocas gasosas com sangue materno, causando o baixo peso fetal (SILVA et al., 2012).

Assim, um estado de hipotireoidismo clinico ou subclinico pode ser agravado
pelo estado gravido e a funcdo adequada das glandulas mamérias pode ser
comprometida. O seu impacto na mae e na prole é muito bem documentado e uma das
suas consequéncias mais acentuadas é o crescimento retardado e o atraso na
maturacdo do recém nascido que leva ao atraso mental e a altura subnormal. Embora a
maioria desses efeitos possa ser atribuida ao estado hipotireoidiano dos lactentes,
gualquer alteracdo no metabolismo materno que poderia levar a diminuicdo da
producdo ou excrecdo do leite poderia complicar ainda mais o progndéstico da prole
(HAPON et al., 2008).

2.4 Embriologia Gonadal
O desenvolvimento das gonadas pode ser dividido em duas fases. A fase inicial
€ caracterizada pelo surgimento da chamada g6nada indiferente, bipotencial ou crista

genital, que é idéntica em machos e fémeas. As linhas celulares que o compdem sao

bipotenciais, sendo capazes de tornarem génadas masculinas ou femininas. A segunda
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fase € o desenvolvimento dos testiculos ou ovarios (WILHELM; PALMER; KOOPMAN,
2007).

As gbnadas se desenvolvem a partir do mesoderma intermediario que esta
situado nas cristas urogenitais longitudinais; a parte mais medial dessas cristas séo as
cristas gonadais, ocorrendo durante a quinta semana de gestacdo em humanos e por
volta do 10° dia de gestacdo em ratos (ZAYED et al., 2007).Durante o desenvolvimento,
as células germinativas primordiais migram da parede do saco vitelino através do
mesentério dorsal do intestino grosso para ocupar as cristas gonadais. A chegada
dessas células induz as células nas cristas a formar cordas sexuais primitivas
(derivadas dos mesonefros e epitélio celdmico sobrejacente). Nesta fase a gbnada é
indeferenciada ao sexo e consiste de um coértex externo e uma medula interna. Se as
células germinativas ndo migrarem para as cristas gonadais, as gbnadas ndo se
desenvolvem (MITCHELL & SHARMA, 2009).

Em embribes onde nenhum fator determinante de testiculo é produzido, os
corddes sexuais primitivos se estendem para dentro da medula da gonada, degeneram
e formam um estroma vascular, resultando em um ovario (MITCHELL & SHARMA,
2009). A respeito do desenvolvimento ovariano, no DPN (dia pés-natal) 3, os foliculos
primordiais, primarios e secundarios sdo aparentes, com um cortex periférico espesso
de foliculos primordiais e um nucleo central de foliculos primarios e secundarios. Em
nenhum outro momento no desenvolvimento do ovario é o foliculo primordial a
caracteristica mais proeminente. No DPN 10, os foliculos antrais secundéarios e
precoces estdo imaturos em comparacdao com os foliculos do animal adulto em ciclo
estral ativo. Por volta do DPN 21, grandes foliculos antrais podem ser vistos
ocasionalmente dentro da medula. Esses grandes foliculos antrais na medula do ovario
infantil podem ser distinguidos dos foliculos ovulatérios do ovario peripuberal e maduro,
uma vez que os foliculos ovulatérios que eventualmente ovulam estdo mais
comumente localizados no cértex ovariano externo. Ja no DPN 30, a caracteristica
morfolégica mais aparente € a aparéncia do foliculo ovulatorio no cortex externo. Estes
foliculos sdo de tamanho suficiente para a ovulagédo e tém um antro distendido e um
od0cito primario revestido pela camada cumulus oophorus (PICUT et al., 2014; PICUT et
al., 2015).
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Ja em embribes onde o fator determinante de testiculo é produzido, oscorddes
sexuais primitivos proliferam e penetram na medula formando os corddes testiculares.
Algumas dessas células diferenciam-se em células de Sertoli, enquanto o restante
forma as células germinativas dos tubulos seminiferos. Os corddes testiculares
anastomosam-se para formar o rete testis, que se torna continuo com 15 a 20 tabulos
mesonéfricos persistentes, os ducto eferentes. O fator determinante do testiculo
também induz a diferencia¢do de células mesenquimais gonadais em células de Leydig
intersticiais (MITCHELL & SHARMA, 2009). Acredita-se que as células de Sertoli atuem
como o centro organizador da génada masculina e orquestram a diferenciacdo de
todos os outros tipos de células (WILHELM; PALMER; KOOPMAN, 2007).

No DPN 3, os testiculos consistem em tubulos revestidos por gondcitos e células
de Sertoli mitoticamente ativas. No DPN 15, as espermatogbnias ainda estao
mitoticamente ativas e atingem a densidade maxima formando uma camada espessa
pseudo-estratificada com as células de Sertoli. A taxa mitética na populacéo de células
espermatogbnias diminui em comparacao com a do periodo infantil precoce (DPN 3), e
as espermatogonias apoptoéticas estdo presentes no centro dos tubulos. Ja o periodo
entre os DPN 21 a 30 é caracterizado pela manutencdo da primeira onda de
espermatogénese em espermatides arredondadas e, principalmente, por um aumento
significativo do diametro tubular (PICUT et al., 2015).

2.5 Melatonina

A glandula pineal produz e secreta o0 hormonio chamado melatonina, e outros
peptideos ainda mal definidos, através da liberacdo de noradrenalina (NE) por fibras
nervosas intraparenquimentosas, onde esta liberacdo e a atividade da glandula pineal
sdo ativadas em ambiente escuro e inibidas pela luz (MAGANHIN et al., 2009;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Também conhecida como N-acetil-5-
metoxitriptamina, a melatonina é derivada da serotonina que tem o aminoacido
triptofano como precursor, e € o principal produto sintetizado pela pineal, apresentando

uma alta solubilidade e uma coloragdo amarelo-claro. O seu transporte é realizado pelo
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plasma conectado a proteinas como a albumina (SUMAYA et al., 2005; MAGANHIN et
al., 2008).

Durante a biossintese da melatonina, o precursor inicial € o aminodcido
triopfano. Pineal6citos capturam triopfano do sangue e convertem em 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) através da enzima triptofano hidroxilase (TPH). A enzima 5-
hidroxitriptofano descarboxilase (5-HTPD) remove o grupo alfa-carboxil terminal do 5-
HTP e o transforma em serotonina. Com niveis elevados durante o dia e decaindo a
noite, a seratonina, por sua vez, € convertida a N-acetilserotonina (NAS) através da N-
acetiltransferase (NAT), seguindo da metilacdo de tal molécula pela acdo da enzima
hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT), catalisando a reacdo de conversao do NAS
em melatonina (MAGANHIN et al., 2008 ; TAMURA et al., 2009).

Fig 1. Biossintese da melatonina.

Capilar

P

Triptofano

\ LTPH1
5-hidroxitriptofano
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N-acetilseratonina
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Adaptado de: YELAMANCHI et al., (2016).

A melatonina também é produzida por fontes extrapineais, como a retina, corpo

ciliar da iris, glandulas harderianas e lacrimais, linfécito e intestino grosso. Tais fontes

23



336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366

teriam contribuicdo minima para a concentracdo plasmatica da melatonina, porém,
seriam importantes para acao local na qual foram produzidas, demonstrando sua acgao
paracrina. Essa producdo extrapineal justificaria a presenca de baixos niveis de 6-
sulfatoximelatonina (seu principal metabdlito) na urina de ratas que passaram por
remocdo da glandula pineal. Salienta-se que o ritmo circadiano e a grande
concentracdo noturna desse hormdnio sdo determinados pela sintese deste hormonio
na pineal (SOARES et al., 2003; MACCHI & BRUCE, 2004; CLAUSTRAT et al., 2005;
MAGANHIN et al., 2008, SHARMA et al., 2015).

Com receptores especificos nas membranas celulares, denominado, MT1 e
MT2, a melatonina tem diversas funcbes, sendo moduladora do ciclo circadiano, de
enzimas antioxidantes, metabolismo &sseo, crescimento de foliculos ovarianos,
ovulagéo, luteinizagao, fertilizacdo e implantacdo (TAMURA et al., 2013; SHARMA et
al., 2015). Este horménio também pode exercer funcdes antioxidantes, devido ao seu
pequeno tamanho molecular e suas propriedade lipolipidicas, podendo atravessar
todas as membranas celulares e atingir compartimentos intracelulares, bem como o
ndcleo e a mitocéndria, organelas com grandes concentracdes (LEON et al., 2005;
WASEEM et al., 2017), prevenindo danos ao DNA e a proteinas (TAJES et al., 2009). A
reducdo na ocorréncia e crescimento de tumores faz com que a melatonina seja
considerada o hormdénio oncostatico natural mais importante no corpo humano
(REITER, 2004; CABRERA et al.,, 2010). Acredita-se também que a melatonina
desempenha um importante papel durante o ciclo de vida, atuando no processo de
crescimento, desenvolvimento, amadurecimento e envelhecimento, decrescendo sua
concentragdo plasmatica com a idade do individuo (TAMURA et al., 2013).

A melatonina é citada em diversos estudos como uma importante parte do
sistema neuroendocrino, influenciando o controle dos ritmos circadianos e controlando
diversos processos fisiologicos (FERREIRA et al., 2010). Ainda ndo se sabe ao certo
os locais em que ocorre a interacdo entre a melatonina e o sistema enddcrino.
Acredita-se que atividade deste horménio envolva o hipotalamo, a hipdfise, as
gbnadas, além a glandula pineal, a principal responséavel pela sua producédo (REITER,
1995).
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2.6 Melatonina e G6énadas

A melatonina € um hormoénio de amplo espectro funcional, responsavel por
regular as variacdes hormonais internas em resposta a variagdes no fotoperiodo.
(MURKHERJEE & HALDAR, 2014). Em espécies fotoperiddicas, a secregdo de
melatonina pela glandula pineal é responsavel pelos efeitos da duragao do dia no ciclo
de reproducgao sazonal (MALDONADO et al., 2012). Nestas espécies, a melatonina tem
um efeito pro-gonadotrofico, aumentando as concentragdes de FSH e de picos de LH,
provavelmente através do bloqueio dos efeitos inibidores de esterdides sexuais sobre a
ovulacao (ROCHA et al., 2011).

Em espécies com reproducdo ndo-sazonal, ou seja, nao-fotoperiddicas, a
liberacdo pré-ovulatoria de gonadotrofinas € controlada por um relégio circadiano.
Estas espécies apresentam um ritmo circadiano diario de liberagdo de melatonina
(CLAUSTRAT et al., 2005). Receptores de melatonina, MT1 e MT2, foram identificados
em ambas as gonadas masculinas e femininas destas espécies (MAGANHIN et al.,
2008; MURKHERJEE & HALDAR, 2014), reafirmando, assim, suas propriedades
antigonadotroficas, como a inibicdo do desenvolvimento gonadal, espermatogénese e
producao de androgenos em machos e auséncia de foliculos, corpo luteo e proliferagao
do tecido intersticial em fémeas (SOARES JUNIOR et al., 2008).

A melatonina possui papel significativo na programacao fetal, uma vez que no
fluido folicular € encontrado altas concentragcdes de melatonina, sugerindo sua
participacdo direta na maturacdo do odcito e desenvolvimento do embrido, devido sua
capacidade de diminuir o estresse oxidativo nos foliculos ovarianos e proteger estes
odcitos de danos causados pelos radicais livres (NELISSEN et al., 2011 ; BRZEZINSKI
et al., 1987). Os niveis de melatonina no plasma materno pode aumentar durante a
gravidez, entretanto, em gestacfes comprometidas, este horménio na mae e o feto
podem ser afetados (CHEN et al., 2013).

Quanto as gbnadas femininas, os mecanismos que controlam a foliculogénese
ainda n&o estéo esclarecidos, entretanto, sabe-se que hormdnios e diversos fatores de
crescimento estdo envolvidos (ESCAMES et al.,, 2012). Estudos demonstraram a

presencga de receptores de melatonina (MT1 e MT2) no foliculo ovariano, sustentando
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assim a hipotese de sua atuacgao na fisiologia ovariana (SOARES et al., 2003; LEE et
al., 2014).

Quanto as gbnadas masculinas, a melatonina desempenha um papel protetor no
desenvolvimento testicular tanto in vitro como in vivo, bem como o regula através do
controle da secrecédo de neuro-horménios (particularmente GnRH) e testosterona (LI &
ZHOU, 2015).

Segundo Gholami e colaboradores (2013), a melatonina pode melhorar a
estrutura do tecido testicular. Tais pesquisadores observaram que este hormonio pode
induzir proliferacdo celular em células normais e induzir a apoptose em células
danificadas (GHOLAMI et al., 2014). Ja Bowen et al. (2016) descobriram que sua
adicdo ao meio de cultura de células-tronco espermatogénicas (SSCs) poderia
aumentar a proliferacdo de SSC estimulando a produ¢céo de GDNF na célula de Sertoli.

Além disso, é relatado que baixos niveis de melatonina durante a gestacéo e
lactacdo de matrizes resulta em uma involucao nos testiculos da prole, indicando que
seus niveis pré e p6s natal interferem no desenvolvimento testicular (TUTHILL et al.,
2005). Também foi elucidado que a pinealectomia aumenta o peso testicular, enquanto
administracdo de melatonina exdgena diminui 0 peso supracitado em ratos nao
pinealectomizados (KUS et al., 2000; AKOSMAN, et al., 2013).

2.7 Melatonina e Tiredide

Uma significativa relacdo entre as glandulas tiredide e pineal foi estabelecida,
sugerindo que deficiéncias na funcdo tireoidiana podem alterar a liberacdo de
melatonina (ROM-BUGOSLAVSKAIA & BONDARENKO, 1984).

E comprovado que o hipotireoidismo leva & uma diminuicdo significativa nos
niveis de melatonina no plasma, quando roedores induzidos ao mesmo sao
comparados a roedores sadios. Ja ratos induzidos ao hipertireoidismo demonstraram
niveis maiores desta indolamina no plasma, sugerindo que ha uma relagdo entre 0 0s
disturbios tireoidianos e a glandula pineal (BELVIRANLI & BALTACI, 2008; BALTACI &
MOGULKOC, 2017; BALTACI & MOGULKOC, 2018). Além disso, Bondarenko et al

(2011), demonstraram que sinais de hipotireoidismo em ratas com baixos niveis de
26
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melatonina devido a exposicdo a luz constante foram revertidos com a sua aplicacao
exdgena.

A presenca de receptores deste hormonio na glandula tiredide foi estudada por
Laskar et al. (2015) relatando que a aplicacdo exdgena de melatonina aumentou 0s
niveis de T4 em ratas fémeas. Seus resultados também foram encontrados por Skipor
et al. (2010) que, através da aplicacdo exdgena desta indolamina, encontraram uma
prevencdo no decaimento dos niveis séricos de T3 e um controle no decaimento nos

niveis de T4.

2.8 Hipotireoidismo e gbnadas

Como ja foi afirmado anteriormente, durante a gestacdo, a tiredide esti
envolvida na formacdo diversos 6rgaos, sendo um deles, os testiculos (WAGNER,;
WAJINER; MAIA, 2008).

Véarios estudos mostraram que o0s hormonios tireoidianos afetam a
espermatogénese, por promover mudancas na atividade metabdlica basal e respiracao
celular dos testiculos (OPPENHEIMER et al., 1987; MUTVEI & NELSON, 1989;
FADLLALA et al., 2017), ou por afetar as células de Leydig, resultando na reducédo da
secrecdo de testosterona (ZIRKIN et al. 1980; MENDIS-HANDAGAMA et al. 1991).
Além disso, em ratos hipotireoidéticos, foi relatado que a morfologia testicular também
€ afetada, onde ha uma modificacdo na relacao do epitélio testicular-lumen, causando
modificagfes no tamanho do lumen (Al et al., 2007).

Estudos prévios mostraram que o tal disturbio tireoidiano também pode afetar a
morfologia ovariana, alterando a quantidade de foliculos ovarianos (MENG et al., 2017).
A transicao do foliculo primério para o secundario (estagio pré-antral) é controlado por
fatores intra-ovarianos, como o GDF-9 (Fator de Diferenciacdo e Crescimento-9)
(MCGRATH et al., 1995; ORISAKA et al., 2006). Sabe-se que esse fator mitogénico
sofre influéncia da tirebide, embora esse mecanismo ainda ndo seja totalmente
conhecido (DONG et al., 1996; HAYASHI et al., 1999).

Aléem das mudancas morfolégicas, sabe-se que durante a gestacdo, em

humanos e roedores, o utero sofre uma série de alteragcbes morfofuncionais com o
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objetivo de acomodar o embrido em crescimento, porém o estado hipotireoidético
diminui a taxa proliferativa das células epiteliais, do estroma e do miométrio por reduzir
a resposta das células uterinas ao estrogeno (KIRKLAND et al., 1981). Além deste
orgdo, o hipotireoidismo também pode causar uma diminuicdo na expressdo de
antigenos proliferativos em placentas e testiculos de ratos (SILVA et al.,, 2012;
FADLLALA et al., 2017), mostrando assim o efeito anti-proliferativo do hipotireoidismo

na formacg&o de novos 6rgdos, como as gonadas.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o efeito da acdo da melatonina em ratas induzidas ao hipotireoidismo

durante a gestacdo, bem como nas gbnadas e tiredides da sua prole.

3.2 Especificos

e Quantificar o numero de neonatos apds 0s respectivos tratamentos das
matrizes;

e Avaliar o ganho de peso dos filhotes e das maes ao longo do tratamento;

e Avaliar o peso das gbnadas e tiredides dos filhotes e suas respectivas matrizes;

e Analisar morfometricamente as gonadas de filhotes de matrizes submetidas aos
seus respectivos tratamentos;

e Analisar morfometricamente a tiredide das matrizes submetidas aos seus
respectivos tratamentos;

e Avaliar imunohistoquimicamente as gbnadas dos filhotes em relacdo a
expressdo de PCNA,;

e Avaliar os niveis séricos de TSH dos filhotes e suas matrizes.
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RESUMO

Investigou-se o efeito da agcdo da melatonina em ratas induzidas ao hipotireoidismo
durante a gestagdo, bem como nas gonadas da sua prole. Foram utilizadas 15 ratas prenhes,
divididas em 3 grupos: GC: ratas sem inducdo ao hipotireoidismo; GH: ratas induzidas ao
hipotireoidismo; GHM: ratas induzidas ao hipotireoidismo e tratadas com melatonina. O
hipotireoidismo foi induzido pela administracdo oral de propiltiouracil (Img/animal) e a
melatonina por via subcutanea (10mg/kg). Os tratamentos foram realizados durante a gestacdo e
lactacdo. Para as matrizes foram avaliados o numero de filhotes, ganho de peso corporal, peso
dos ovérios, peso da tireoide e indice organossomatico, dosagem do TSH e morfometria da
tireoide. Nos filhotes analisou-se 0 ganho de peso, dosagem do TSH, peso, morfometria das
gbnadas e indice organossomatico, além do indice de proliferacdo celular. O TSH apresentou-se
elevado apenas nas matrizes com hipotireoidismo sem tratamento e normal nos filhotes. A
melatonina preveniu a reducdo do peso dos ovaérios, tireoides, numero de filhotes, didmetro
folicular e proporgao epitelial da tireoide das matrizes com hipotireoidismo. A prole das matrizes
do grupo hipotireoidismo apresentou reducdo ganho de peso corporal, peso das gonadas e da
tiredide, além do indice de proliferacdo celular das génadas, quando comparados aos filhotes dos
grupos controle e hipotireoidismo tratado com melatonina. Assim, conclui-se que a melatonina
se mostrou eficaz em prevenir os efeitos do hipotireoidismo materno na prole de ratos,
reforcando sua capacidade de regular a organogénese durante a gestagéo.

Palavras-chaves: tiredide, pineal, gestacdo, gonadas, morfometria, PCNA, ratos.
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ABSTRACT

We investigated the effect of melatonin on rats induced hypothyroidism during gestation,
as well as on the gonads of their offspring. Fifteen pregnant rats were used, divided into 3
groups: GC: rats without induction to hypothyroidism; GH: rats induced hypothyroidism;
GHM: rats induced hypothyroidism and treated with melatonin. Hypothyroidism was induced by
oral administration of propylthiouracil (Img/animal) and melatonin subcutaneously (10mg/kg).
Treatments were performed during gestation and lactation. For the matrices, the number of pups,
body weight gain, ovarian weight, thyroid weight and organosomatic index, TSH dosage and
thyroid morphometry were evaluated. In the pups, weight gain, TSH, weight, morphometry of
the gonads and organosomal index were analyzed, as well as the cell proliferation index. TSH
was elevated only in the matrices with untreated and normal hypothyroidism in the offspring.
Melatonin prevented the reduction of ovarian weight, thyroid, number of pups, follicular
diameter and thyroid epithelial proportion of the matrices with hypothyroidism. The offspring of
the matrices of the hypothyroid group presented a reduction in body weight gain, gonad and
thyroid weight, as well as the gonad cell proliferation index, when compared to control group
and hypothalamus groups treated with melatonin. Thus, it is concluded that melatonin has been
shown to be effective in preventing the effects of maternal hypothyroidism on the offspring of
rats, reinforcing their ability to regulate organogenesis during pregnancy.

Keywords: thyroid, pineal, pregnancy, gonads, morphometry, PCNA, rats.
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1 Introdugéo

O hipotireoidismo é uma disfuncéo tireoidiana, caracterizado pelo hipometabolismo da
glandula, podendo ser identificado quando os niveis séricos de T3 e T4 estdo reduzidos ou
fisiologicamente normais, e o nivel de TSH encontra-se elevado (WELSH & SOLDIN, 2016;
FELDT-RASMUSSEN & KLOSE, 2016; SHIZUMA, 2016). Tais disturbios ocorrem
principalmente em mulheres adultas e em fase reprodutiva, com prevaléncia em 2% da
populacio feminina mundial (HAPON et al., 2010), tendo repercussdes profundas na gestacio e
formagao fetal (MACIEL & MAGALHAES, 2008).

Durante o periodo gestacional, a tiredide € estimulada inicialmente por concentracfes
elevadas de gonadotrofina coridnica (hCG), assim, manter o eutireoidismo materno durante a
gravidez e lactacdo é fundamental para o crescimento e desenvolvimento fetal (MACIEL &
MAGALHAES, 2008) uma vez que os hormdnios produzidos por esta glandula est&o envolvidos
na formacdo de diversos Orgdos, como o cérebro (ESCOBAR et al., 2004) e testiculos
(WAGNER et al., 2008). Além disso, o hipotireoidismo est4 associado a uma taxa elevada de
abortos, partos prematuros, ruptura placental e deficiéncias neonatais relacionadas ao peso
(AMERION et al., 2012).

Estudos prévios mostraram que o hipotireoidismo pode afetar tanto a morfologia ovariana
(quantidade de foliculos ovarianos), como a testicular (alteracdes na relagdo epitélio testicular-
limen) (BUZZARD et al., 2000; MENG et al., 2017). Associado as alteracbes morfoldgicas, o
hipotireoidismo pode causar uma diminuicdo na expressdo de antigenos proliferativos em
placentas e testiculos de ratos (SILVA et al., 2012; FADLLALA et al., 2017).

Um hormoénio que exerce funcdo regulatéria na fisiologia tireoidiana € a melatonina,

conhecida por modular o ciclo estral e a gravidez (MAGANHIN et al., 2013), estando
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intimamente relacionada a protecdo antioxidante para o embrido (TAMURA et al., 2014). E
relatado que em um estado hipotireoidético, os niveis de melatonina no plasma diminuem,
sugerindo uma relagdo entre o os disturbios tireoidianos e a glandula pineal (BELVIRANLI &
BALTACI, 2008; BALTACI & MOGULKOC, 2017; BALTACI & MOGULKOC, 2018).

Estando intimamente ligada a tireGide, a presenca de receptores de melatonina na
glandula tiredide foi estudada por Laskar et al. (2015) e j& foi reportado que a aplicagdo de
melatonina exdgena diminuem os niveis séricos de TSH (BALTACI et al., 2004).

Dessa forma, como as disfuncOes tireoidianas podem resultar em complicacfes
gestacionais, devido ao controle dos horménios tireoidianos sobre a gestacio (HAPON et al.,
2010) e que a terapia com melatonina exdgena pode reverter os niveis dos hormonios
tireoidianos em ratas com hipotireoidismo (LASKAR et al., 2015) faz-se necessério investigar o
efeito da acdo da melatonina em ratas induzidas ao hipotireoidismo durante a gestacdo, bem
como nas gbnadas e tiredides da sua prole.

2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Estudos Morfol6gicos em Vertebardos e
Invertebrados (LABEMOVI) do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foram utilizados 15 ratas albinas (Rattus norvegicus
albinus), com 90 dias de idade, virgens, pesando aproximadamente 200+30g, da linhagem
Wistar, procedentes do Biotério do DMFA-UFRPE. O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissdo de Etica da instituicdo, de n°. 115/2017. Os animais foram mantidos em gaiolas com
alimentacéo e agua ad libitum, permanecendo em condigdes padrdes de 22+1°C com periodo de
luz entre 6h - 18h, divididos nos seguintes grupos:

Grupo GC (controle): Ratas sem a inducédo ao hipotireoidismo;
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Grupo GH: Ratas induzidas ao hipotireoidismo;

Grupo GHM: Ratas induzidas ao hipotireoidismo e tratadas com melatonina simultaneamente.

2.1 Inducéo ao hipotireoidismo e tratamento com melatonina

A inducdo ao hipotireoidismo foi realizada através da administracdo de 6-propyl-2-
thiouracil (PTU) na dose de 1mg/animal, diluido em 5mL de &gua destilada através de uma
sonda orogastrica (SILVA, 2011) durante a gestacéo e lactacéo.

O tratamento com melatonina (Sigma, St Louis, MO, USA) foi realizado por meio de
injecdo subcutanea, diariamente, no inicio da noite (18h) durante a prenhez e lactagdo,
simultanea ao tratamento com o PTU. A melatonina foi dissolvida em ectanol e diluida em

solucdo salina, na dosagem de 10mg/kg de peso corporal do animal (OZGUNER et al., 2006).

2.3 Peso dos animais e dos 6rgaos

As matrizes dos grupos experimentais foram pesadas no 1° e 21° dia de gestacdo e 0s
filhotes no 1° e 30° dias pos-natal para determinar o ganho de peso corporal. As matrizes foram
eutanasiadas apo6s a lactacao, e os filhotes no 30° dia pds-natal, com cloridrato de cetamina (80 m
/kg) e xilazina (6 mg/kg) por via intramuscular, associados a 100 mg/kg de tiopental
intraperitoneal. Apds o processo de eutanasia, as tireoides das matrizes e as tiredides e gbnadas
do filhote foram removidas e pesadas em balanca analitica. Posteriormente, foram fixados em
formaldeido tamponado a 10% e processados para inclusdo em parafina. O indice
organossomatico dos ovarios, testiculos e tiredide foi calculado usando a seguinte formula:

indice Organossomatico = Peso do drgéo (g) / peso corporal (g) x 100.

2.4 Morfometria
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Para as gonadas, cinco laminas (100 pontos/lamina) por grupo foram avaliadas na objevita
de 10x contendo no interior um reticulo de WEIBEL. Para os ovarios foram contados os pontos
que incidirem sobre os foliculos, corpos luteos e tecido conjuntivo (SANTOS et al., 2004). Para
os testiculos foram determinados os percentuais dos pontos que incidiram sobre o epitélio
seminifero, limen do tibulo, células de Sertoli, células de Leydig e tecido conjuntivo de acordo
com metodologia descrita por Neves et al. (2002). Diametro folicular e altura do epitélio da
tireoide foram avaliados por meio de medigdo aleatoria, de 50 foliculos com uma ocular
micrometrica e objetiva de 100x. As propor¢des do epitelio, coloide e estroma da glandula foram
obtidas com uma ocular contendo uma grade com 25 pontos (Zeiss KPL 10) e objetiva de 40x

em 10 campos selecionados aleatoriamente (SERAKIDES et al., 1999; ARAUJO et al., 20006).

2.5 Dosagem hormonal

A coleta de sangue foi realizada no 21° dia po6s-natal para as matrizes (puncéo da veia
caudal) e no 30° dia pés-natal para os filhotes (puncéo cardiaca). O material foi centrifugado sob
refrigeracdo (-4°C) e o soro foi congelado a -20°C. Os niveis séricos de TSH foram dosados para
a confirmacdo do hipotireoidismo utilizando-se 0 método quimioluminescéncia, através do

equipamento Hormonios DXI1 800. Todas as dosagens foram realizadas em triplicata.

2.6 Imunohistoquimica (PCNA)

A expressdo de fatores de proliferacdo celular foi determinada utilizando os anticorpos
PCNA (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA) na diluicdo 1:100. Seguida da
desparafinizacdo padrdo, a recuperacdo antigénica foi realizada através de uma solugdo de
tampdo citrato (pH 8.0) no microondas por 5 minutos. A peroxidase enddgena foi inibida através

de uma solucdo de peroxido de hidrogénio (3%) em metanol. A reacdo antigeno-anticorpo
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inespecifica foi bloqueada através da incubacgdo das laminas em PBS e albumina sérica bovina
(BSA) 5% durante uma hora. O anticorpo foi diluido em PBS/BSA 1%. Subsequentemente, foi
aplicado uma gota de Histofine/corte por 30min. A reacdo antigeno-anticorpo foi observada
através de um precipitado marrom apés aplicacdo de 3,3 diaminobenzidina por quatro minutos e
contracorados com hematoxilina de Harris. O indice de proliferagdo celular foi determinado pela
contagem percentual de células positivas a partir de pelo menos 500 nucleos subdivididos em 10

campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40x (BURCOMBE et al., 2006).

2.7 Anélise estatistica

Para andlise estatistica da morfometria, peso dos animais e dos Orgdos, indice
organossomatico, e da expressao do PCNA foi utilizado o método ndo paramétrico de Wilcoxon-

Mann-Whitney (P<0,05).

3 Resultados
3.11. Matrizes

A analise do nimero de filhotes, peso dos ovérios e da tiredide das matrizes dos grupos
experimentais revelou reducdo significativa nas fémeas do GH, que apresentou 0s menores
valores em relacdo as fémeas dos grupos GC e GHM, exceto no ganho de peso corporal, onde o
GHM néo se diferenciou de nenhum dos grupos (Tabela 1). Na dosagem hormonal evidenciou-
se aumento significativo dos niveis séricos do TSH nas matrizes do grupo GH (Fig. 2). O indice
organossomatico da tiredide das matrizes mostrou uma reducdo significativa nas fémeas do

grupo GH (Fig. 3).

47



970

971

972

973

974

975

976

977

978

979

980

981

982

983

984

985

986

987

988

989

990

991

992

Na analise morfométrica da tiredide foi observado nas fémeas do grupo GH uma reducdo
significativa (p<0,05) no didmetro folicular, na altura e proporcdo do epitélio. Entretanto, esses

animais apresentaram aumento na propor¢do do estroma e do col6ide (Fig. 4).

3.2 Filhotes

Os filhotes das matrizes do GH apresentaram reducdo significativa (p<0,05) do ganho de peso
corporal, peso das gbnadas e da tiredide quando comparados aos filhotes das matrizes dos grupos GC
e GHM (Tabela 2). A analise morfométrica dos testiculos dos filhotes das matrizes do grupo GH,
ap6s 30 dias de nascidos, mostrou que ndao houve diferencas significativas (p>0,05) em relacdo ao
namero de células de Sertoli e Leydig quando comparado aos filhotes das matrizes dos grupos GC e
GHM. No entanto, esses animais apresentaram reducdo do percentual do epitélio seminifero e
elevacdo dos percentuais do estroma e limen (Tabela 3). Ja com relagdo aos ovarios, observou-se que
ndo houve diferencas significativas em relacdo ao numero de foliculos primérios entre os grupos
experimentais. Porém, nos ovarios dos filhotes das matrizes do grupo GH houve diminui¢do do
namero de foliculos secundarios e aumento do estroma (Tabela 4). No que se refere ao indice
organossomatico verificou-se reducdo significativa (p<0,05) nos testiculos, ovarios e tiredide dos
filhotes nascidos das matrizes do grupo GH quando comparado aos demais grupos experimentais
(Figs. 6, 7 e 8).

A analise hormonal do TSH nos filhotes ndo revelou diferencas significativas (p>0,05) entre 0s
grupos. Na analise imunohistoquimica dos ovarios e testiculos dos filhotes verificou-se reacao
positiva pelo PCNA. Nos ovarios foi observado marcacdo no ovdcito, células da granulosa e no
estroma nas fémeas dos grupos GC e GHM. Ja no grupo GH a marcagdo foi mais evidente nos

estroma (Fig. 9). O calculo do indice de proliferacdo celular revelou uma reducdo significativa
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993  (p<0,05) nas gbnadas dos filhotes das matrizes do grupo GH em relagdo aos demais grupos (Fig. 10).
994  Nos testiculos dos filhotes dos grupos GC e GHM mostraram atividade de proliferagdo em quase
995 todo epitélio germinativo, enquanto que nos testiculos dos filhotes do GH apenas alguma éareas
996  apresentaram-se marcadas. A quantificagdo das células positivas para o PCNA mostrou reducdo
997  significativa neste grupo (Fig.11).

998

999 4 Discusséo

1000 O hipotireoidismo tem sido definido bioquimicamente pela presenca de niveis séricos
1001  elevados do hormdnio estimulador da tiredide (TSH) em face de concentracfes séricas normais
1002  dos hormonios tireoidianos (ROMALDINI et al., 2004; SURKS et al.,, 2004; COOPER &
1003  BIONDI, 2012). Neste estudo as concentra¢cdes plasmaticas de TSH nas fémeas tratadas com
1004  propiltiouracil (PTU) apresentaram-se bastante elevadas em relacdo as fémeas dos demais grupos
1005  experimentais, corroborando com trabalhos prévios (HAPON et al., 2007, 2010; SILVA et al.,
1006  2014). Devemos mencionar ainda que os achados morfométricos da tiredide nesses animais
1007  demonstram claramente a condic¢do de hipotireoidismo, pois quanto mais intensa for a atividade
1008  (representada pela altura epitelial) menor serd a propor¢do do col6ide e consequentemente do
1009  estroma (SERAKIDES et al., 1999). Em contrapartida a melatonina manteve normal tanto os
1010  niveis do TSH quanto a morfometria da tiredide, provavelmente devido ao efeito inibidor da
1011  hipdfise (BALTACI et al., 2004).

1012 Com relagdo a reducdo do ganho de peso, é sabido que ratos com hipotireoidismo
1013  apresentam taxas menores do horménio do crescimento (GH) e do fator de crescimento de
1014  insulina (IGF) (HAPON et al., 2010), o que consequentemente leva a um retardo no crescimento,

1015 afetando peso corporal. Porém a diminuicdo do ganho de peso observado nas ratas do grupo
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tratado com melatonina, em relagdo fémeas do controle, provavelmente ocorreu em virtude deste
hormonio atuar no metabolismo dos lipidios aumentando a lipolise (BONDARENKO et al.
2011; JIN et al., 2017; Ml et al., 2018; VALENZUELA-MELGRAJO et al., 2018).

No que se refere ao peso dos filhotes o grupo GH teve uma média de ganho de peso
significativamente menor quando comparado com os grupos GC e GHM. Isso pode ter ocorrido
devido a uma falha na excrecdo do leite, causado pela hipotireoidismo (ARBOCCO et al., 2015;
YOUSEFZADEH et al., 2016) ou pela diminui¢do do labirinto placentario, comprometendo a
nutricdo fetal provocando um deficit no desenvolvimento da prole (SILVA et al., 2012). Tal
diferenga entre os grupos GC e o GHM ndo foi observada, sendo provavelmente relacionada ao
fato dos filhotes ndo terem sido tratados diretamente com a melatonina. Em relacdo ao nimero
de filhotes, observamos que o grupo GH teve uma diminui¢do quando comparado com 0s outros
dois grupos. Segundo Hapon et al. (2003), ratas hipotireoidéticas ovulam normalmente,
entretanto, ocorre uma diminuicdo na taxa de implantacdo (LUCQUES et al., 2015).

A anélise morfométrica dos testiculos dos filhotes de matrizes do grupo GH revelou uma
diminuicdo do percentual do epitélio seminifero co-relacionado ao aumento do percentual do
limen e estroma em relacdo aos demais grupos. Varios estudos mostraram que 0os hormonios
tireoidianos afetam a esteroidogénese, bem como a espermatogénese, por promover mudancgas na
atividade metabdlica basal e respiracdo celular (OPPENHEIMER et al., 1987; MUTVEI &
NELSON, 1989; FADLLALA et al., 2017), ou por afetar as células de Leydig, resultando na
reducdo da secrecdo de testosterona (ZIRKIN et al. 1980; MENDIS-HANDAGAMA et al.,
1991). Esta Gltima hipotese parece ser a mais provavel para explicar os resultados, onde o
animais apresentaram um baixo indice organossomatico e de proliferacdo celular, demonstrando

claramente a interferéncia nas células de Leydig, as quais estdo envolvidas na regulacdo do
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tamanho e desenvolvimento testicular (HOLSBERGER & COOKE, 2005; KOREJO et al.,
2016). Ja nos filhotes das matrizes do grupo GHM os dados morfométricos, indice
organossomatico e de proliferacdo celular ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo
ao GC. Isso sugere que a melatonina preveniu os efeitos do PTU, melhorando a estrutura
testicular mantendo a proliferacdo das células da linhagem espermatogénicas (GHOLAMI et al,
2013, 2014).

Em relacdo aos foliculos ovarianos, ja foi esclarecido que o hipotireoidismo causa uma
diminuicdo na quantidade de foliculos primordiais, primarios e secundarios, mostrando que 0s
horménios tireoidianos agem na folicogénese em ratas adultas (RODRIGUEZ-CASTELAN et
al., 2017; MENG et al., 2017). Neste estudo foi observado que as alteracdes nos ovarios se
estendem para a prole, promovendo reducdo dos foliculos secundarios e aumento do percentual
do estroma. A transicdo do foliculo primario para o secundario (estagio pré-antral) é controlado
por fatores intra-ovarianos, como o GDF-9 (Fator de Diferenciagdo e Crescimento-9)
(MCGRATH et al., 1995; ORISAKA et al., 2006). Sabe-se que esse fator mitogénico sofre
influéncia da tire6ide, embora esse mecanismo ainda ndo seja totalmente conhecido (DONG et
al., 1996; HAYASHI et al., 1999). A melatonina mostrou-se eficiente na manutencdo normal da
foliculogénese na prole, provavelmente devido a presenca do receptor MT1 nos foliculos
ovarianos, visto que estudos mostraram que a suplementacgdo in vitro com esse hormoénio em
ovdcitos bovinos regulou significativamente a expressdo dos genes associados ao GDF-9,
induzido por esse receptor (SOARES et al., 2003; LEE et al., 2014; TIAN et al., 2014, 2017),

sustentando assim a hipdtese de sua atuacao na fisiologia ovariana.
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5 Conclusao
Diante dos resultados, pode-se concluir que o tratamento com melatonina na dosagem
10mg/kg se mostrou benéfico para prevenir os efeitos do hipotireoidismo materno na prole de

ratos, reforcando sua capacidade de regular a organogénese durante a gestagao.
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1229  Tabela 1: Média e desvio padrdo do ganho de peso corporal, nimero de filhotes, peso dos

1230  ovérios e da tireoide das matrizes dos grupos experimentais.

GC GH GHM P
Ganho de Peso (g) 57,00 £ 5,09a 32,25 + 4,28b 44,00 £ 6,91ab 0,0349
Numero de filhotes 6,4 +0,5a 3,6+0,2b 54+0,4a 0,0011
Peso dos ovarios (g) 0,10 £ 0,01a 0,04 £0,01b 0,08 £ 0,02a 0,0090
Peso da tiredide (mg) 0,19 £ 0,01a 0,12 £ 0,01b 0,18 £ 0,01a 0,0102

1231  Medias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-

1232 Whitney (P<0,05).
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1245  Figura 2: Niveis séricos do TSH nas matrizes dos grupos experimentais no 21° dia de gestacao.
1246  Medias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-

1247  Mann-Whitney (P<0,05).
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1260  Figura 3: Indice organossomatico da tiredide das matrizes dos grupos experimentais. Médias
1261  seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-

1262  Whitney (P<0,05).

1263

61



1264

1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285

1286

1287

1288

4001

2004

1004

Diametro Folicular (pum)
| =
Altura do epitélio folicular (pum)
=
1
(=2

]
=

& ) >
& & < & & &
& & x & &
< & & e & )
& & &
o o
~Z~Q &te @Q "@o
L >
S &

@ C D

& th
T +
=
a (%)
o

Proporgio do epitélio folicular (%)
W
< n
lo est

0 1 r T
> >
& & & & 4 &
x
< ‘o‘b & C.§ ¥ 3
0"‘ & & &
& & ey
] < 2 &
QF
55 &
a
£ 504
‘-l
2 45 —
bt
£ b b
,g 404 —
&
: — E;;;;;;J
a 351
T
@ & &
Q & &N
& & x
¢ <& 3
& -\b‘s
O S
¢ 0
&
é§

Figura 4: Morfometria da tiredide das matrizes dos grupos experimentais. A — Diametro
folicular; B — Altura do epitélio folicular; C — Proporg¢do do epitélio folicular; D — Proporgédo do
estroma e E — Proporcdo do coloide. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de

acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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1289  Tabela 2: Média e desvio padrdo do ganho de peso corporeo, das gbnadas e tiredide dos filhotes

1290  das matrizes dos grupos experimentais.

GC GH GHM P
Machos
Ganho de Peso (g) 21,18 £ 2,72a 13,44 £ 1,25b 24,91 + 1,059 0,0201
Peso do testiculo (g) 0,30+£0,01la 0,15+ 0,01b 0,26 £ 0,03a 0,0007
Peso da tiredide (mg) 0,09 £ 0,01a 0,06 £ 0,01b 0,09 £0,01a 0,0036
Fémeas
Ganho de Peso (g) 20,04 £ 2,22a 10,73 £ 2,06b 18,20 £ 2,98a 0,0004
Peso dos ovarios (g) 0,07 £0,01a 0,04 £0,01b 0,06 £ 0,02a 0,0108
Peso da tiredide (mg) 0,03+0,01a 0,01 £0,01b 0,03+0,01a 0,0004

1291  Meédias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-
1292  Whitney (P<0,05).
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1302

1303

1304

1305

1306

1307

1308

1309

1310

1311

1312

Tabela 3: Média e desvio padrdo do nimero de células de Sertoli, de Leydig, percentual do epitélio,
estroma e limen nos testiculos dos filhotes com 30 dias de nascidos das matrizes dos grupos

experimentais.

GC GH GHM P
Células de Sertoli 350+042a  216+047a 3,83+0,47a 0,0510
Células de Leydig 2,20 £ 0,58a 2,00 £ 0,44a 2,00 £ 0,54a 0,9537
Percentual do epitélio (%) 46,80 £ 3,00a 28,00 + 4,06b 47,40 £ 2,29a 0,0014
Percentual do estroma (%) 7,00 £ 0,40b 10,00 £ 0,70a 6,50 £ 0,64b 0,0053
Percentual do Iimen (%) 44,75 + 1,25b 61,25 £ 1,31a 45,25 + 0,85b 0,0011

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-

Whitney (P<0,05).

Tabela 4. Média e desvio padrdo do numero de foliculos priméarios, secundarios e percentual do

estroma nos ovarios dos filhotes com 30 dias de nascidos das matrizes dos grupos experimentais.

GC GH GHM P
Foliculos primarios 15,40 + 1,32a 14,00 + 1,64a 16,40 + 1,03a 0,4762
Foliculos secundarios 27,60 £2,06a 18,60 +0,50b 25,00 £1,87a 0,0061
Percentual do estroma (%) 47,50 £ 1,44b 59,25 + 1,25a 43,25 +0,85b 0,0341

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-

Whitney (P<0,05).
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1321  Figura 5: indice organossomatico dos testiculos dos filhotes com 30 dias de nascidos das
1322  matrizes dos grupos experimentais. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de

1323  acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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1331  Figura 6: indice organossomatico dos ovarios dos filhotes com 30 dias de nascidos das matrizes
1332  dos grupos experimentais. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo
1333 com o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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1350  Figura 7: indice organossomatico da tiredide dos filhotes com 30 dias de nascidos das matrizes
1351  dos grupos experimentais. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo

1352  com o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 8: Imunohistoquimica para PCNA nos ovérios dos filhotes com 30 dias de nascidos das

matrizes dos grupos experimentais. A- B: GC; C—-D: GH e E - F: GHM.
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Figura 9: Quantificacdo da marcacdo para 0 PCNA nos ovarios dos filhotes com 30 dias de

nascidos das matrizes dos grupos experimentais. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem

entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 10: Imunohistoquimica para PCNA nos testiculos dos filhotes com 30 dias de nascidos

das matrizes dos grupos experimentais. A- GC; B — GH; C — GHM e D - Quantificacdo da

marcagdo para 0 PCNA. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com

o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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