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controle aos 19 dias de gestacdo. Reducdo da &rea e intensidade de expressdo
imunoistoquimica de VEGF no labirinto placentario dos animais com
hipotireoidismo em comparag&o as ratas controle. Ratas tratadas com tiroxina com
reducdo da area e intensidade de expressdo imunoistoquimica de VEGF na
camada do espongiotrofoblasto aos 14 e 19 dias de gestagdo em comparacdo com
as ratas Controle. (FP<0,05).....cciiriiriieiieiriei s

Expressdo de FIk-1 na placenta das ratas gestantes dos grupos controle,
hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 e 19 dias de gestacdo. A) Imagens
imunoistoquimicas da expressdo de Flk-1 (Estreptavidina-biotina-peroxidase,
contracorado pela Hematoxilina de Harris, barra = 12um.) B e C) Aumento da
&rea e intensidade de expressdo de Flk-1 na camada do espongiotrofoblasto do
grupo hipotireoideo em comparacdo ao grupo controle aos 14 dias de gestacéo.
(FPR0,05) 1ttt bbbt

A-D) Expressao relativa de transcritos génicos para VEGF(A), Flk-1 (B), PGF (C)
e sFlt-1 (D) (médiatDP) na placenta das ratas dos grupos controle, hipotireoideo e
tratado com tiroxina com 10, 14 e 19 dias de gestacdo (*P<0,05)......c.cccccevreruenurnns

A e B) Expressdo relativa de transcritos génicos para PL-1(A) e rPIf (B)
(média+DP) na placenta das ratas dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com
tiroxina com 10, 14 e 19 dias de gestacdo (*P<0,05)........cccceevrrerirreienieesieriereeenns
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Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Organograma do manejo reprodutivo, inducdo das disfuncbes tireoidianas e
BULANASIA JAS TALAS. .. .veveveiteririetesieie ettt ettt ettt sb b ne e es

Histomorfometria da migracdo trofoblastica intrauterina endovascular e
INEEISTICTAL ... e bbb en o

Concentragoes plasmaticas de T3 (A) e T4 (B) livre (médiatDP) nas ratas
gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 0 e 19 dias
de gestaio. (FP<0,05)......ciiieiieiriee ettt

A e B) Index (médiatDP) de migragdo endovascular (A) e intersticial (B) das
células trofoblasticas na decidua das ratas gestantes dos grupos controle,
hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14, 15, 16, 17 e 18 dias de gestacéo.
(FPR0,05) ettt bbbt e tens

Imagens de imunoistoquimica representando a cinética de migracdo das células
trofoblasticas endovascular e intersticial na decidua das ratas gestantes dos grupos
controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 (A-C), 15 (D-F), 16 (G-I),
17 (J-L) e 18 (M-O) dias de gestagdo. G-1) Invasdo trofoblastica endovascular
menor nas ratas do grupo hipotireoideo (H) em relagdo ao grupo controle (G) aos
16 dias de gestagdo. J-L) Menor invasdo trofoblastica intersticial nas ratas do
grupo hipotireoideo (K) em relagdo ao grupo controle (J) aos 17 dias de gestacgdo.
M-0) Menor invasdo trofoblastica intersticial nas ratas do grupo tratado com
tiroxina (O) em relacdo ao grupo controle (M) aos 18 dias de gestacéo.
(Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado pela Hematoxilina de Harris,
Barra = 360LUm)........ooouiiieie ittt ettt enes

A, B e C) Expressao relativa de transcritos génicos para MMP2 (A) MMP9 (B) e
leptina placentaria (C) (médiaxDP) na placenta das ratas dos grupos controle,
hipotireoideo e tratado com tiroxina com 10, 14 e 18 dias de gestagdo. (*P<0,05)...
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CAPITULO 5

Figura 1

Expressdo génica (médiatDP) de Tpbp, PrI3bl, VEGF, PGF, INFy e PL-1 nas
células trofoblasticas dos grupos controle (sem T3), 10-9 M de T3, 10-7 M de T3
e 10-4 M de T3 com 24 e 48 horas de cultivo. A) Expressdo relativa de transcritos
génicos para Tpbp e Pri3bl. B) Expressdo relativa de transcritos génicos para
VEGF e PGF. C) Expressdo relativa de transcritos génicos para INFy e PL-1.
(FPS0,05) .ttt b ettt bt nens
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vivo a migracdo trofoblastatica intrauterina e a expressdo génica e
proteica de fatores envolvidos no perfil imunoldgico, angiogénico e enddcrino da placenta de ratas com
hipotireoidismo e tratadas com L-tiroxina, como também a diferenciacdo e expressdo génica in vitro de
fatores hormonais, angiogénicos e imunes em células trofoblasticas de camundongo com diferentes doses
de T3. O hipotireoidismo foi induzido pela administragdo diaria de propiltiouracil. No experimento in
vivo os animais foram eutanasiados com 10, 14, 15, 16, 17, 18 e 19 dias de gestacdo. Avaliou-se a cinética
de migracéo trofoblastica endovascular e intersticial e a expressdo imunoistoquimica de INFy, MIF,
iNOS, VEGF e FIk-1 nos discos placentarios. A expressdo génica de TLR2, TLR4, INFy, MIF, TNFa, IL-
10, iNOS, PL-1, VEGF, Flk-1, PGF, rPIf, sFltl, MMP2, MMP9 e leptina placentéria na placenta foi
avaliada pela RT-PCR tempo real. No experimento in vitro os animais foram eutanasiados com 7,5 dias
de gestacdo para a extracdo e o cultivo do cone ectoplacentario durante 24 e 48 horas em meio padrédo
sem T3 (controle) e com diferentes doses de T3 (10* M, 107 M, 10° M). A expressdo génica de Tpbp,
Pri3bl, VEGF, PGF, PL-1 e INFy pelas células trofoblasticas foi avaliada pela RT-PCR tempo real. Os
dados dos experimentos in vivo e in vitro foram analisados pelo teste SNK. O hipotiroidismo reduziu a
migracao trofoblastica endovascular e intersticial e a expressdo génica e/ou proteica de TLR4, de fatores
pr6 (INFy) e anti-inflamatérias (IL-10, iNOS), de fatores pré-angiogénicos (VEGF, PGF) e hormonais
(PL-1) e das MMPs 2 e 9 e de leptina placentaria (P<0,05). O hipotirecidismo também aumentou a
expressdo génica e/ou proteica de TLR2 e Flk-1 aos 14 dias de gestacdo, mas diminuiu a expressao génica
de Flk-1 no dia 10 (P<0,05). Em relacdo a expressao génica de rPIf, o hipotireoidismo aumentou aos 10 e
19 dias de gestacdo, mas reduziu no dia 14, enquanto nas ratas tratadas com T4 aumentou aos 19 dias de
gestagdo (P<0,05). O excesso de T4 ndo s6 aumentou a expressdo génica e/ou proteica dos fatores anti-
inflamatorios IL-10 e iNOS e de fatores pro-angiogénicos (VEGF, PGF) e hormonais (PL-1), como
reduziu, aos 10 dias, a expressao de fatores pro-inflamatorias (TNFa e MIF) (P<0,05). No entanto, aos 19
dias de gestacdo, os fatores prd-inflamatérios INFy e MIF aumentaram nas ratas tratadas com T4, ao
contrario dos fatores angiogénicos VEGF, FIk-1 e sFlt-1, que diminuiram (P<0,05). O excesso de T4
aumentou a expressdo génica de MMP-2 aos 10 dias de gestacdo (P<0,05), mas reduziu a migracdo
trofoblastica endovascular aos 18 dias de gestacdo (P<0,05). In vitro, as doses de 107 e 10° M de T3
aumentaram a expressdo do mRNA nas células trofoblasticas para Tpbp, PGF, INFy e PL-1, com 24 e/ou
48 horas de cultivo (P<0,05). A dose de 107 M de T3 também aumentou a expressdo génica de VEGF e
PI3bl (P<0,05). A dose de 10“ M de T3, pelo contrério, reduziu a expressdo génica de PL-1 e VEGF
(P<0,05). Conclui-se que as disfuncdes tireoidianas maternas reduzem a migracdo trofoblastica
intrauterina e afetam diferentemente o perfil imunoldgico, angiogénico e endécrino da placenta de ratas,
sendo estes efeitos dependentes do periodo gestacional. Além disso, a triiodotironina afeta a expressao
génica in vitro de fatores envolvidos com a diferenciacdo e a atividade hormonal, angiogénica e imune de
células trofoblasticas de camundongos, sendo estes efeitos dose-dependentes.

Palavras-chave: disfuncéo tireoidiana, trofoblasto, imunologia, angiogénese, migragéo, rata,
camundongo.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in vivo the intrauterine trophoblast migration and the gene
and protein expression of factors involved in the immune, endocrine and angiogenic profile of the
placentas in hypothyroid and L-thyroxine-treated rats, as well as the differentiation and gene expression
in vitro of hormonal, angiogenic and immune factors in mouse trophoblast cells with different doses of
T3. The hypothyroidism was induced by daily administration of propylthiouracil. In the experiment in
vivo, the animals were euthanized at 10, 14, 15, 16, 17, 18, and 19 days of gestation. We evaluated the
endovascular and interstitial trophoblast migration and the immunohistochemical expression of INFy,
MIF, iNOS, VEGF and Flk-1 in placental discs. The gene expression of TLR2, TLR4, INFy, MIF, TNFa,
IL10, iNOS, PL-1, VEGF, Flk-1, PGF, rPIf, sFltl, MMP2, MMP9 and placental leptin in the placenta
was evaluated by real-time RT-PCR. For the experiment in vitro the animals were euthanized with 7.5
days of gestation to extraction and culture of the ectoplacental cone for 24 and 48 hours in standard
medium without T3 (control) and with different doses of T3 (10 M, 107 M, 10-° M). The gene expression
of Tpbp, PrI3bl, VEGF, PGF, PL-1, and INFy in the trophoblast cells was evaluated by real-time RT-
PCR. Data from experiments in vivo and in vitro were analyzed by SNK test. Hypothyroidism reduced the
endovascular and interstitial trophoblast migration and the gene and/or protein expression of TLR4, of
pro- (INFy) and anti-inflammatory (IL-10, iNOS) factors, of pro-angiogenic (VEGF, PGF) and hormonal
(PL-1) factors and of the MMPs 2 and 9 and placental leptin (P<0.05). Hypothyroidism also increased
the gene and/or protein expression of TLR2 and Flk-1 at 14 days of gestation, but decreased the gene
expression of FIk-1 on day 10 (P<0.05). Regarding gene expression of rPIf, hypothyroidism increased at
10 and 19 days of gestation, but decreased on day 14, whereas excess of T4 increased at 19 days of
gestation (P<0.05). Excess of T4 not only increased the gene and/or protein expression of the anti-
inflammatory factors IL-10 and iNOS and pro-angiogenic (VEGF, PGF) and hormonal (PL-1) factors, as
reduced on day 10 the expression of the pro-inflammatory factors TNFa and MIF (P<0.05). However, at
19 days of gestation, the pro-inflammatory factors MIF and INFy increased in T4-treated rats, unlike of
the angiogenic factors VEGF, sFlt-1 and Flk-1, which decreased (P<0.05). Excess of T4 increased the
gene expression of MMP-2 at 10 days of gestation, but reduced the endovascular trophoblast migration
at 18 days of gestation (P<0.05). In vitro, the doses of 107 and 10° M of T3 increased the mRNA
expression in the trophoblast cells for Tpbp, PGF, INFy, and PL-1 with 24 and/or 48 hours of culture
(P<0.05). The dose of 107 M of T3 also increased the gene expression for VEGF and PI3b1 (P<0.05).
The dose of 10* M of T3, on the contrary, reduced the gene expression for PL-1 and VEGF (P<0.05). We
conclude that maternal thyroid dysfunction reduce the intrauterine trophoblast migration and differently
affect the immune, endocrine and angiogenic profile in the placenta of rats, and these effects are
dependent of the gestational period. Furthermore, triiodothyronine affects the gene expression in vitro of
factors involved with the differentiation and hormonal, angiogenic and immune activity of mouse
trophoblastic cells and these effects are dose-dependent.

Keywords: thyroid dysfunction, trophoblast, immunology, angiogenesis, migration, rat, mouse.
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INTRODUCAO

Os horménios tireoidianos sdo vitais para a
funcdo reprodutiva normal. Durante o
desenvolvimento da placenta um nGmero de
processos celulares complexos que incluem
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo celular e
angiogénese estdo envolvidos na diferenciacdo e
funcdo desse 6rgao (Cross, 2005). No entanto,
como o desenvolvimento da placenta depende da
interacdo de varios fatores enddcrinos, paracrinos
e autocrinos, as disfungdes tireoidianas tém
resultado em comprometimento da fertilidade
tanto em humanos como em algumas espécies de
animais domesticos (Choksi et al., 2003).

Inicialmente, acreditava-se que a infertilidade
decorrente do quadro de hipotireoidismo fosse
resultado principalmente da interferéncia direta
com a funclo ovariana normal. No entanto, a
hipofuncdo tireoidiana também afeta o
desenvolvimento feto-placentario por prejudicar
a decidualizacdo durante a implantagéo
embrionéria (Galton et al., 2001), por alterar os
estoques de glicogénio placentério (Shafrir et al.,
1994), por afetar a expressao de c-fos e c-jun em
ratas gestantes (Morrish et al., 1997) e por
aumentar a apoptose e reduzir a proliferacdo das
celulas trofoblasticas (Silva et al., 2012).
AlteracGes na apoptose e proliferacdo dessas
células também ja foram observadas em outros
distlrbios gestacionais em humanos como na
pré-eclampsia (Hayakawa et al., 1995) e na
restricdo de crescimento intra-uterino (Smith et
al., 1997).

Ja em relacdo ao hipertireoidismo, foi
comprovado que a hiperfuncdo tireoidiana
aumenta a eficiéncia reprodutiva em modelos
animais experimentais (Serakides et al., 2001;
Freitas et al., 2007) e que a administracdo de
tiroxina em ratas gestantes aumenta a
proliferacdo das células trofoblasticas (Freitas et
al.,, 2007). Em marrds, o hipertirecidismo
aumenta a vascularizacdo uterina e a expressdo
do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) pela placenta (Souza et al., 2011). Além
disso, verificou-se in vitro que a triiodotironina
(T3) suprime a apoptose e aumenta a expressao
de metaloproteinases e integrinas bem como a
funcdo endocrina do trofoblasto extravilos
humano (Maruo et al., 1987; Oki et al., 2004).
Apesar de ter sido provado que alteracBes na
diferenciagdo e na fungdo das células

trofoblasticas estejam envolvidas na patogénese
das principais patologias da gestacdo em
humanos (Vonnahme et al., 2008), até o
momento, nenhum estudo procurou elucidar se a
génese das alteracGes placentarias resultantes das
disfuncbes tireoidianas envolve mudancas na
atividade e na capacidade de diferenciacdo das
células trofoblasticas.

Durante a implantagdo, as células tronco
trofoblasticas, presentes no cone ectoplacentario
e no trofoectoderma mural, infiltram-se no
endométrio e se diferenciam em distintas
populagdes de células trofoblasticas com fungoes
especificas (Cross, 2005; Asanoma et al., 2011).
Entre os subtipos celulares encontram-se, na rata
e no camundongo, as células gigantes
trofoblésticas, os espongiotrofoblastos, as células
de glicogénio, os trofoblastos invasores e as
células trofoblasticas do labirinto placentario.
Todas elas séo fontes de fatores de crescimento e
de sinalizagéo criticos para o crescimento e para
a funcéo Utero-placentéria (Oda et al., 2006).

Em um estudo conduzido por Silva et al. (2012)
verificou-se que a placenta de ratas com
hipotireoidismo apresenta alteracdo na populacéo
de células de glicogénio, como também na de
células gigantes trofoblésticas, o que sugere uma
falha na cinética de migracdo dessas células em
direcdo a decidua. E importante ressaltar que
uma redugdo da invasdo trofoblastica na decidua
compromete a vascularizagdo na interface
materno-fetal, resultando em estresse oxidativo
na placenta. Isso tem sido implicado na
patogénese de muitas complicacBes da gestagéo
humana, incluindo a pré-eclampsia, o aborto
espontaneo e o parto prematuro (Burdon et al.,
2007).

Algumas citocinas, fatores de crescimento e
hormdnios, representadas pelas
metaloproteinases, leptina placentéria, fator
estimulatério de colénia 1 (CSF-1), fator de
crescimento  epidermal (EGF), fator de
crescimento de hepatécitos (HGF) e fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1)
controlam a invasdo das células trofoblasticas em
direcdo a decidua (Ain et al., 2003). No entanto,
ainda ha poucas informacGes sobre como estes
fatores influenciam a dindmica das células
trofoblasticas na interface materno-fetal. A falha
na cinética de migragdo das células trofoblésticas
no hipotireoidismo necessita ser comprovada,
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bem como a participacdo das metaloproteinases
nesse Processo in vivo, ja que in vitro a expressao
de metaloproteinases pelas células trofoblasticas
é responsiva a triiodotironina (Oki et al., 2004).
Uma das hipoteses do presente trabalho é de que
0 hipo e hipertireoidismo alteram a funcéo
placentéria por afetar a diferenciagdo das células
trofoblasticas e, por conseguinte, a cinética de
migracdo dessas células.

As primeiras células a se diferenciarem a partir
das células tronco trofoblésticas sdo as células
gigantes trofoblasticas, que sdo de vital
importancia para a implantagdo embrionéria e
para a adaptagdo materna na gestacdo. Elas
produzem, junto com os espongiotrofoblastos,
hormdnios, citocinas e fatores de crescimento
cruciais para a manutengdo e regulacdo da
interface materno-fetal (Hu e Cross, 2010).
Dentre os hormdnios, destaca-se o lactogénio
placentario 1 (PL-1), importante para o
desenvolvimento mamario, manutencdo da
sintese de progesterona pelo ovario e secrecdo de
insulina durante a gestacdo (Cross et al., 2002;
Cross, 2005). As células gigantes trofoblasticas
também produzem fatores paracrinos que vao
influenciar o  desenvolvimento  vascular
placentério. Dentre eles, o proliferin (PIf), o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o
fator de crescimento placentdrio (PGF)
estimulam a angiogénese placentéria. Este efeito
¢ antagonizado pela proteina relacionada ao
proliferin (rPIf) e pela proteina Flt-1 solavel
(sFlt-1) sintetizadas pelo espongiotrofoblasto
(Maynard et al., 2003; Plaisier et al., 2009).

A angiogénese placentaria é de fundamental
importancia para a manutengdo da gestacdo uma
vez que estd envolvida desde a implantacdo
embrionéaria e decidualizagdo até a formacéo
definitiva da placenta (Reynolds et al., 2010). A
ocorréncia de aborto espontdneo e de pre-
eclampsia em mulheres tém sido associada a
alteracbes no desenvolvimento vascular da
placenta, particularmente na expressdo do VEGF
(Redmer et al., 2005; Vonnahme et al., 2008).
Além disso, o0 PGF é amplamente expresso na
placenta humana podendo ser um mediador
autocrino da funcdo trofoblastica (Sherer e
Abulafia, 2001; Plaisier et al., 2007). Com base
nisso, ainda ndo se sabe se as disfuncBes
tireoidianas podem afetar a funcéo do trofoblasto
em promover o desenvolvimento vascular
adequado do tecido placentario. Outra hipotese

deste trabalho ¢é de que a célula trofoblastica, sob
condicBes de hipotireoidismo ou excesso de T4,
apresenta alteracdo na expressao de fatores pro- e
anti-angiogénicos com consequente alteragdo da
vascularizacdo placentéria.

Além da funcdo enddcrina e angiogénica, as
células trofoblasticas, particularmente as células
gigantes trofoblasticas, também produzem
interferon-gama (INF-y), que afeta diretamente a
funcdo das células Natural Killer uterinas
(uNKs) envolvidas na funcdo imune placentaria
como também na dindmica vascular (Hu e Cross,
2010). Vale salientar que o trofoblasto também
estd entre os alvos do INF-y, sendo que a
diferenciagdo, sobrevivéncia e renovagdo das
células trofoblasticas in vitro sdo afetadas pelo
INF-y (Athanassakis et al., 2000; Ain et al.,
2003).

Durante a gestacdo ocorre supressdo do sistema
imune, caracterizada por reducdo significativa da
imunidade celular (Weinberg, 1987; Raghupathy,
1997). Isso é crucial para prevenir a rejeicdo ao
feto (Murphy et al., 2004). Contudo, embora
previna a sua rejeicdo, aumenta a
susceptibilidade do feto a diversos agentes
infecciosos (Kim et al., 2005).

Tem sido mostrado que o INF-y é um importante
componente da resposta imune no tecido
placentario e que sua sintese varia no decorrer da
gestacdo, contribuindo para a resposta
imunoldgica por sua habilidade de estimular a
atividade fagocitaria de macrofagos e de células
gigantes trofoblasticas contra microorganismos
(Kim et al., 2005; Ashkar et al., 2000). Além
disso, ap6s o inicio da implantacdo, a fagocitose
realizada pelas células gigantes trofoblasticas
participa ndo s6 da nutricdo do feto antes da
completa formag&o da placenta como também na
aquisicdo de espaco no tecido endometrial para
que o embrido possa se acomodar e se
desenvolver (Bevilacqua e Abrahamsohn, 1994).

No homem e nas espécies animais domeésticas, a
resposta imune inata contra microorganismos na
interface materno-fetal pode ter um impacto
significativo sobre o sucesso da gestacdo, uma
vez que infecgdes intrauterinas tém se mostrado
fortemente associadas com certos distdrbios
metabdlicos da gestagcdo. O reconhecimento de
antigenos bacterianos pelas células trofoblasticas
¢ mediado por vérios receptores de membrana,
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sendo que receptores Toll-like (TLRs), cuja
expressdo varia com o estagio da gestacdo, tem
sido identificados como os principais receptores
que reconhecem diferentes padrdes moleculares
associados a patogenos (Flo et al., 2002).
Contudo, pouco se sabe sobre a influéncia das
disfuncdes tireoidianas na resposta imunoldgica
geral (Gomes et al., 2008) e, particularmente, no
sistema imune placentario. Associado a isso, tem
sido visto que os TLRs estdo associados a
complicacBes gestacionais, particularmente na
patogénese da pré-eclampsia, do parto prematuro
e até mesmo na falha do desenvolvimento fetal
(Koga e Mor, 2010; Xie et al., 2010). Outra
hip6tese deste trabalho é de que o perfil
imunolégico das células trofoblasticas esteja
comprometido no hipotireoidismo. Além disso,
vale ressaltar que o INF-y e outras citocinas pré
e anti-inflamatérias podem também influenciar
indiretamente a invasdo das células trofoblasticas
em direcdo a decidua através dos seus efeitos no
remodelamento da matriz extracelular e no
compartimento vascular da decidua mesometrial
(Ain et al., 2003). Assim, alteracdo na expressdo
de citocinas inflamatérias na interface materno-
fetal em animais com hipotireoidismo também
pode corroborar com a falha na cinética de
migracdo das ceélulas trofoblasticas, o que
constitui uma das hipéteses deste trabalho.

Apesar das disfungBes tireoidianas serem
amplamente estudadas, ha total caréncia de
informacdes sobre o seu efeito na diferenciacéo
das células trofoblasticas como também no perfil
angiogénico, endocrino e imune da placenta.
Vale ressaltar que muitos genes envolvidos na
diferenciacdo e funcéo das células trofoblasticas
sdo similares entre roedores e humanos, de modo
que o estudo das células trofoblasticas de ratas e

camundongos pode servir de modelo para a
compreensdo e terapéutica dos distUrbios
gestacionais em humanos e animais (Hu e Cross,
2010), particularmente no que se refere a
utilizacdo potencial dessas células para a
correcdo de defeitos placentarios.

OBJETIVOS

Avaliar o perfil imunoldgico da placenta de ratas
com hipotireoidismo e excesso de T4 pela
expressaio de mRNA de INFy, MIF, IL-10,
TNFa, iNOS e receptores Toll-like 2 e 4 e pela
expressdo imunoistoquimica de INFy, MIF e
iNOS (Capitulo 2).

Avaliar o perfil angiogénico e enddcrino da
placenta de ratas com hipotireoidismo e excesso
de T4 pela expressdo de mRNA de VEGF, Flk-1,
PGF, sFIt-1, PL-1 e rPIf e pela expressdo
imunoistoquimica de VEGF e Flk-1 (Capitulo 3).

Estudar a cinética de migragdo trofoblastica
intrauterina em ratas com hipotireoidismo e
excesso de T4 e a expressdo de mRNA para as
metaloproteinases 2 e 9 e leptina placentéaria
(Capitulo 4).

Estudar o efeito in vitro da triiodotironina (T3)
na diferenciacdo das células trofoblésticas de
camundongos e na expressdao de MRNA para
VEGF, PGF, PL-1 e INF-y (Capitulo 5).
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CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1. Reprodugéo da rata

O ciclo reprodutivo da rata é poliestral e com
ovulacéo esponténea. A rata atinge a maturidade
sexual com 65 dias e até a idade de 12 meses o
comprimento médio do ciclo estral é de quatro
dias  (Freeman, 1988; Freeman, 1994;
Marcondes, 1996), sendo os estagios do ciclo
ovariano caracterizados como proestro, estro,
metaestro (ou diestro 1) e diestro (ou diestro II)
(Freeman, 1988). O aparecimento e duracio
destes estagios sdo dependentes do fotoperiodo
(Freeman, 1994).

Diferente das espécies domésticas, o ciclo estral
da rata é caracterizado por uma curta fase luteal,
sendo que a ovulacdo ocorre a partir do inicio do
proestro até o final do estro (Young et al., 1941;
Schwartz, 1964). Caso ndo ocorra a copula, o
corpo liteo formado a partir desta ovulagdo
secretard baixos niveis de progesterona por um
ou dois dias. Por outro lado, caso as ratas
copulem e se tornem gestantes, ou se elas
copulam com machos inférteis ou, ainda, na
presenca de um estimulo artificial na cérvix, a

adenohipofise secreta quantidades suficientes de
prolactina para manter o corpo liteo por mais
dias (Freeman, 1994). Caso sejam fecundadas, a
fase luteal persiste por 20 a 22 dias, que
corresponde ao periodo gestacional da rata.
Entretanto, se a copula é infértil ou artificial, o
corpo luteo persiste por 12 a 14 dias, periodo
conhecido como pseudogestacdo (Freeman,
1994).

Durante o ciclo estral, os niveis séricos de
prolactina e dos horménios gonadotrépicos
hormdnio foliculo estimulante (FSH) e horménio
luteinizante (LH) e estdo baixos no inicio do
proestro, mas aumentam ao final deste periodo.
As concentragfes de estradiol comegcam a
aumentar no meio do diestro, alcangam as
maiores concentracfes durante o proestro e
retornam as concentracBes basais no estro. A
secrecdo de progesterona pelo corpo lGteo
também aumenta durante o metaestro e diestro e
diminui logo em seguida. Contudo, ao final do
proestro, as  concentracdes  séricas  de
progesterona atingem o seu segundo pico durante
o ciclo estral (Smith et al., 1975) (Figura 1).

Progesterona
\ FSH
@ Prolactina
2 Estrégeno
g —LH
o
S ﬁ
2 |
Z \\
- 4 \
Dial Dia 2 Dia3 Dia4
METAESTRO DIESTRO PROESTRO ESTRO

Figura 1. Perfis hormonais durante o ciclo estral em ratas (Juneo Freitas Silva).

Caso a rata se torne gestante, as concentragdes
séricas de progesterona se mantém elevadas
durante toda a gestacdo, com maiores valores

entre os dias 10 e 16 de gestacdo (Niswender et
al., 1994). A manutencdo da producdo de
progesterona pelo corpo ldteo, durante todo o
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periodo gestacional, dependera da prolactina
adenohipofisaria e dos hormonios relacionados a
prolactina, produzidos pela placenta,
principalmente na segunda metade da gestacdo
(Linzer e Fisher, 1999).

2. Placentacéo

A placenta é um 6rgdo que estabelece a interface
materno-fetal visando a troca seletiva de
nutrientes, gases, metaboélitos e horménios entre
a mde e o feto, além de exercer funcdes
endocrinas, cardiovasculares e imunolégicas
necessarias para a sobrevivéncia e o crescimento
fetal (Cross, 2005).

Nos mamiferos com placentacdo epitéliocorial
(peixes-boi,  baleias, equinos, suinos e
ruminantes), o corioalantoide é pouco invasivo,
de forma que o epitélio uterino permanece
intacto durante a gestacdo (Reynolds et al.,
2010). J& os embrides de outros mamiferos
penetram o epitélio uterino e a lamina basal com
a finalidade de estabelecer uma relagdo vascular
definitiva com a mée. Dessa forma, apresentam
uma placentacdo endoteliocorial (carnivoros) ou
hemocorial (humanos, primatas e roedores). No
entanto, esse processo varia consideravelmente
de espécie para espécie no que diz respeito ao
periodo de implantacdo, morfogénese Utero-
placentaria e suas caracteristicas citolégicas
(Weitlauf, 1994).

A formacdo de uma placenta hemocorial é um
processo dindmico que envolve a expansao de
populagdes de células progenitoras capazes de se
diferenciar em linhagens trofoblasticas distintas.
Células  trofobldsticas  maduras  exibem
propriedades migratorias e invasivas e possuem a
capacidade de reconhecer, modificar e estimular
0 comportamento de outros tipos celulares dentro
da interface materno-fetal (Faria et al., 2010).

AlteracBes ou respostas inadequadas dentro das
vias regulatorias que controlam 0
desenvolvimento placentario podem impactar
negativamente ndo s6 na salde da mde como
também no desenvolvimento fetal e na vida pos-
natal. No entanto, existem semelhangas

interessantes entre as espécies que possuem
placentacdo hemocorial. A selecdo genética
positiva resultou na conservagdo de genes que
regulam a placentacdo dos mamiferos, de modo
que a rata tem sido um modelo animal Util para
estudar muitos aspectos da placentacdo (Soares
etal., 2012).

Apobs a implantacdo, particularmente na rata, o
embrido é completamente revestido por
diferentes tipos de células trofoblasticas com
localizacdo espacial e expressdo génica distintas.
A placenta definitiva é discoide e se estabelece
por volta do 12° dia de gestagdo (Figura 2). Ela
possui anatomicamente e fisiologicamente trés
regides distintas: o labirinto placentario, que € a
maior por¢do do disco placentério e formado
pela fusdo do alantoide com o cérion; a zona
juncional ou trofoespéngio, compreendido pelo
espongiotrofoblasto e células de glicogénio, que
¢ formado da parede original do blastocisto e
permanece unicelular; e o sinciciotrofoblasto,
também chamado de camada de células gigantes
trofoblasticas, que €é formado a partir da
penetracdo das células trofoblasticas no
endométrio (Cross, 2000; Hemberger e Cross,
2001; Burdon et al., 2007; Faria et al., 2010).

O labirinto placentario é a principal area de
intercambio materno-fetal e consiste de uma
malha de sangue materno delimitada por células
trofoblasticas. Ele contém células trofoblésticas,
células de origem mesodérmica e do estroma e
vasos sanguineos, que se ramificam para
produzir uma grande area de superficie para
trocas gasosas e de nutrientes (Wooding e Flint,
1994; Burdon et al., 2007).

A zona juncional, camada média, é um
compartimento constituido por pelo menos dois
subtipos celulares: o espongiotrofoblasto e as
células de glicogénio (Coan et al., 2006; Burdon
et al., 2007). O espongiotrofoblasto consiste de
células ovoides e mononucleares (Junqueira e
Carneiro, 1995), enquanto as células de
glicogénio, que aparecem na placenta a partir do
12° dia de gestacdo, sdo caracterizadas por
possuir um nicleo mais condensado e o
citoplasma com granulos de glicogénio
(Wooding e Flint, 1994; Burdon et al., 2007).
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Espongiotrofoblasto

Labirinto placentario

Decidua

Sinciciotrofoblasto

e SINCICIOTROFOBLASTO ESPONGIOTROFOBLASTO LABIRINTO PLACENTARIO

Seio vascular Célula gigante Célulade Espongiotrofoblasto Célula Capilarfetal Seio vascular
materno trofoblastica glicogénio trofoblastica materno

Figura 2. A) Placenta discoide de rata. Evidenciacdo das trés camadas que a compde: Sinciciotrofoblasto, Espongiotrofoblasto e
Labirinto Placentério. (DE = decidua). B) Camadas da placenta de rata evidenciando seus componentes histolégicos. (Coloragéo de
Hematoxilina e eosina; Barra= A:360um; B: sinciciotrofoblasto:42um; espongiotrofoblasto: 42um; labirinto placentario: 27um)
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O espongiotrofoblasto  atua como um
compartimento glandular enddcrino para manter
a secregdo de progesterona pelo corpo liteo,
além de outras fungdes. O espongiotrofoblasto e,
secundariamente, 0 sinciciotrofoblasto,
produzem hormdnios luteotréficos e lactogénicos
durante a gestagdo. Esses horménios pertencem a
familia  dos  horménios  estruturalmente
relacionados a prolactina  adenohipofisaria
(PRL), proteina A semelhante a prolactina (PLP-
A) e citocinas (Ain et al., 2003; Malassiné et al.,
2003; Cross, 2005; Coan et al., 2006). Outra
suposta funcgdo para o espongiotrofoblasto é a de
limitar o crescimento do endotélio materno na
placenta fetal, pela secrecdo de fatores anti-
angiogénicos como as proteinas FItl soldvel
(sFlt-1) e as relacionadas a proliferin (rPIf) (He
et al., 1999; Adamson et al., 2002). Em casos de
alteracdo do desenvolvimento placentario, ha
mudanca qualitativa no equilibrio entre as células
do espongiotrofoblasto e as células de glicogénio
(Milstone et al., 2000; Yang et al., 2003; Coan et
al., 2006).

As células de glicogénio sdo células
trofoblésticas de origem incerta que surgem no
espongiotrofoblasto. Acredita-se que elas se
originem do espongiotrofoblasto por expressar
um gene especifico do espongiotrofoblasto
(4311) (Georgiades et al., 2001; Adamson et al.,
2002). No entanto, ha evidéncias que as células
de glicogénio podem ser distintas das do
espongiotrofoblasto uma vez que expressam
protocaderina 12 (PCDH12), um marcador
especifico de um grupo celular distinto das que
dao origem as células do espongiotrofoblasto no
cone ectoplacentario (Rampon et al., 2005;
Bouillot et al., 2006).

Admite-se também que as células de glicogénio
sejam andlogas as do trofoblasto extravilos
invasivo humano, isto é, elas invadem as artérias
espiraladas uterinas que levam sangue ao local
da implantagdo e remodelam a parede muscular
arterial. Esse processo resulta em maior fluxo de
sangue, oxigénio e nutrientes para o local da
implantacdo. Em ratas, as células de glicogénio
invadem a decidua materna e podem se fundir ou
interagir com as células natural killer uterinas
(UNKSs) estimulando-as a modificar as artérias
espiraladas (Croy et al., 2000). Uma vez na
decidua, as células de glicogénio entram em um
processo citolitico liberando seus componentes
intracelulares, glicogénio e hormbdnios, para o

intersticio. E provavel que esses componentes
sejam importantes como fonte de energia e para
o controle hormonal da gestacdo e/ou do feto
(Bouillot et al., 2006). Mann et al. (2003)
também demonstraram em camundongos alto
nivel de expressdo de cicloxigenases nas células
de glicogénio no final da gestacdo, suspeitando
do seu envolvimento para a ocorréncia do parto.
As cicloxigenases sdo marcadores de estresse
oxidativo por indicar lesdo de hipoxia-
reoxigenacdo, que pode ser parte do processo de
trabalho de parto (Mann et al., 2003).

No final da gestagdo foi verificado que as UNKs
aumentam a expressdo de marcadores de
apoptose e entram em apoptose. No terco final da
gestacdo de ratas, algumas dessas células
apresentam  fragmentacdo do DNA e
binucleacdo, sugerindo falha na citocinese
(Delgado et al., 1996). Além disso, apresentam
aumento do volume citoplasmatico com
degranulacdo, sugerindo apoptose e/ou necrose.
No terco final da gestagdo de camundongos,
acredita-se que 0 INFy desempenhe papel
autécrino na inducdo da morte das uNKs (Croy
et al.,, 2002), e que a granzima B possa estar
envolvida também, j& que ela pode induzir
apoptose pela ativacdo das caspases (Adrian e
Martin, 2001).

Na rata, as células uNKs estdo localizadas no
tridngulo metrial e em torno da artéria
mesometrial principal, que é invadida pelo
trofoblasto endovascular. Assim, postula-se que
as células uNKs estejam envolvidas no aumento
do fluxo sanguineo placentario. A morte delas,
com liberacdo de seus granulos, apresenta
impacto sobre a matriz extracelular e as células
musculares lisas da parede vascular, permitindo a
vasodilatagdo. Além disso, 0 aumento do fluxo
sanguineo placentario ocorre a partir do 12° dia
de gestacdo, periodo que corresponde a perda
dessas células (Correia-da-Silva et al., 2004).

Contudo, células trofoblasticas invasoras, que se
originam da zona juncional, também participam
do remodelamento vascular que ocorre no
compartimento mesometrial uterino. Essas
células envolvem e penetram as artérias
espiraladas uterinas. As células trofoblasticas
invasoras com fenétipo endovascular substituem
o endotélio, enquanto as intersticiais se localizam
entre 0s vasos sanguineos (Ain et al., 2003;
Caluwaerts et al., 2005; Konno et al., 2007).
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Antes dos 13,5 dias de gestacdo, a invasdo das
células trofoblasticas é limitada ao ambiente
endovascular e estd confinada a decidua
mesometrial. Apés 14,5 dias de gestacdo, 0s
trofoblastos endovascular e intersticial ja podem
ser identificados dentro da glandula metrial (Ain
et al., 2003; Rosario et al., 2008). Pesquisas tém
demonstrado que as artérias presentes na
interface materno-fetal comecam a se dilatar
quando estdo préximas dos trofoblastos
intersticiais que expressam Oxido nitrico
sintetase (NOS), Oxido nitrico sintetase
endotelial (eNOS) e, possivelmente, Oxido
nitrico sintetase induzivel (iNOS) (Kaufmann et
al., 2004). Além disso, Cartwright et al. (1999)
demonstraram que a motilidade celular e a
invasdo trofobléstica in vitro sdo fortemente
dependentes da NOS produzida pelo préprio
trofoblasto. A coordenacdo precisa de todo o
processo de remodelamento vascular uterino é
fundamental para garantir a entrega adequada de
nutrientes para o feto e evitar a exposi¢do
inadequada do feto aos efeitos deletérios de
espécies reativas de oxigénio (Burton, 2009).
Falhas no remodelamento vascular uterino tem
sido associadas a patologias gestacionais como a
pré-eclampsia, restricho de crescimento intra-
uterino e parto prematuro (Rosario et al., 2008).

O sinciciotrofoblasto estd localizado mais
externamente na periferia da unidade feto-
placentaria. Ele é constituido por células gigantes
trofoblasticas que possuem nuicleos volumosos
ou mais de um nucleo, formando um sincicio.
Este sincicio é resultante da fusdo das células
trofoblasticas (Junqueira e Carneiro, 1995). As
células gigantes trofoblasticas sdo as primeiras
células a mediar o processo de implantacdo e
invasdo uterina pelo concepto. Mais tarde, elas
produzem diversos horménios e citocinas que
regulam o fluxo de sangue materno para o local
da implantagdo, a sintese ovariana de
progesterona e a lactogénese (Cross et al., 2002;
Cross, 2005). A maioria das células gigantes
trofoblasticas migra para a decidua. No entanto,
recentemente, foi encontrado na placenta de
roedores e primatas um subtipo de célula
trofoblastica gigante que invade as artérias
espiraladas que trazem o sangue materno para o
local da implantagdo (Adamson et al., 2002).
Baseado nessas evidéncias, hoje se sabe que as
células gigantes trofoblasticas participam do
desenvolvimento vascular placentario (Cross et
al., 2002).

2.1. Diferenciacao trofoblastica

A placenta hemocorial da rata desenvolve-se a
partir de células-tronco presentes no ectoderma
extraembriondrio, um derivado da camada
celular externa do blastocisto denominado
trofoectoderma. O trofoectoderma, que infiltra
no epitélio endometrial, se diferencia em uma
variedade de subtipos celulares, cada um com
fungdes  especificas  (Cross, 2005). O
trofoectoderma ndo contribui para a formacédo de
nenhum tecido fetal, mas contribui para a
formacdo da placenta e dos demais anexos
embrionarios. Sua proliferacdo e diferenciagdo o
tornam o maior componente da placenta
(Armant, 2005). J& a massa celular interna, outra
categoria celular do blastocisto, da origem ao
embrido e aos folhetos embrionérios (endoderma,
mesoderma e ectoderma). A interagdo,
associacdo e desenvolvimento desses folhetos
resultam na diferenciacdo dos tecidos e drgédos
do feto e também na formagdo dos anexos
embrionarios (Guillomot et al., 1993).

O ectoderma extraembrionario, particularmente o
trofoectoderma polar, se diferencia no ectoderma
coridbnico e no cone ectoplacentario que,
posteriormente, dardo origem ao labirinto
placentério e zona juncional, respectivamente
(Ain et al., 2006) (Figura 3).

O labirinto placentério surge a partir da interagao
do alantoide com o ectoderma coribnico,
formacao de sincicios pelas células trofoblasticas
e estabelecimento da barreira materno-fetal
(Watson e Cross, 2005). O ectoderma coridnico
recobre a cavidade exocelémica e o alantoide se
origina do tronco primitivo posterior do epiblasto
dentro da cavidade exocelémica. O alantoide se
desenvolve em direcdo ao cone ectoplacentario e
se funde com o ectoderma coridnico com 8,5
dias de gestagdo no camundongo, periodo que
coincide com o inicio dos batimentos cardiacos e
da circulacdo no embrido (Gekas et al., 2005).

A zona juncional faz fronteira com a decidua
uterina mesometrial. Essa regido € também
referida como "trofoespongio™’,
“espongiotrofoblasto”" e "regido esponjosa”.
Quatro linhagens de células trofoblasticas se
diferenciam a partir das células trofoblasticas
progenitoras presentes na zona juncional: i)

células gigantes trofoblasticas secundarias, ii)
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células do espongiotrofoblasto, iii) células de
glicogénio, e iv) células trofoblésticas invasoras.
Todas essas células proliferam em resposta a um
contato estreito com a massa celular interna,
mediado pelo fator de crescimento fibroblastico
4 (FGF4) (Cross, 2000; Adamson et al., 2002;
Cross, 2005). Ja o trofoectoderma mural, porcédo
que ndo recobre a massa celular interna, da
origem as células gigantes trofoblasticas
primarias (Cross et al., 2002).

O sinciciotrofoblasto surge a partir da fusdo das
células trofoblasticas que deixam o ciclo celular
e param de se dividir, ampliando e
eventualmente passando por ciclos de replicagdo
do DNA, sem a ocorréncia de mitoses
(endoreduplicacéo), para se tornarem poliploides.
A diferenciagdo do sinciciotrofoblasto néo
comeca até que ocorra a fixacdo do
corioalantoide no endométrio, que sera por volta
de 8,5 dias de gestacdo. Neste periodo ocorre o
contato do alantoide com o ectoderma coribnico
que fornece um sinal para o inicio do processo de
diferenciacéo (Cross, 2005).

Os eventos moleculares envolvidos na
diferenciacdo do trofoectoderma e da massa
celular interna em linhagens celulares distintas
ainda ndo séo totalmente conhecidos (Imakawa
et al., 2004). Postula-se que fatores de
transcricdo tenham um papel critico na promogéo
e no direcionamento  dessa  primeira
diferenciacdo. Os  primeiros fatores de
transcricdo a serem expressos, Eomes (gene T-
box Eomesodermina) e Cdx-2 (gene Cdx-2
homeobox), influenciam na diferenciacdo das
células trofoblasticas durante o periodo de pré-
implantacdo (Russ et al., 2000; Imakawa et al.,
2004). Durante a implantacdo e no periodo pos-
implantacdo, ocorre a expressdo sequencial dos
fatores de transcricdo Handl, AP-2y (proteina
gama 2 ativada), proteina C-ets-2 (ETs-2) e
Mash2, que resulta na expressdo da
metaloproteinase 9 (MMP-9). A MMP-9 regula a
invasdo trofoblastica no endométrio de roedores
(Imakawa et al., 2004). Além disso, pesquisas ja
demonstraram que a baixa tensdo de oxigénio
direciona a diferenciacdo das células-tronco
trofoblasticas para um fenotipo celular associado
com a zona juncional (Adelman et al., 2000;

Maltepe et al.,, 2005). Este processo de
desenvolvimento é dependente de vias de
sinalizagdo hipdxia dependente. Além disso, a
exposicdo in vitro do citotrofoblasto primario
humano a baixa tensdo de oxigénio estimula a
diferenciagdo ao longo do fendtipo de trofoblasto
extravilos (Robins et al., 2007; Rosario et al.,
2008).

Outros fatores de transcricdo, como o Oct-4 e 0
fator de crescimento fibroblastico 4 (FGF-4), em
coordenada expressdo, estdo envolvidos na
diferenciacdo e na manutencdo da massa celular
interna (Imakawa et al., 2004). Contudo, o FGF-
4 é essencial ndo somente para a manutencao da
massa celular interna, como também para a
proliferacdo e diferenciacdo do trofoectoderma
(Imakawa et al., 2004). O FGF-4 é importante
para a manutencdo do fenétipo das células tronco
trofoblasticas in vitro (Tanaka et al., 1998).

Alguns retrovirus enddégenos (ERVS), genes
provenientes de um retrovirus ancestral que
provavelmente infectou uma célula germinativa e
integra 0 DNA humano e de algumas espécies
domésticas, também estdo envolvidos no
desenvolvimento e na diferenciacdo do
trofoectoderma  embrionario em  humanos,
roedores e ovinos (Spencer et al., 2007). Ambos
0s genes ERVs humano, syncytin-1 e 2,
codificam  proteinas  retrovirais altamente
fusogénicas e que, possivelmente, estdo
envolvidas na formacdo do sinciciotrofoblasto
(Mi et al.,, 2000). Da mesma forma, ratas
possuem dois ERVs, syncytin-A e B, que sdo
expressos no sinciciotrofoblasto e também na
fusdo celular obtida in vitro (Dupressoir et al.,
2005).

O syncytin-A desempenha papel importante no
desenvolvimento do sinciciotrofoblasto, uma vez
que camundongos com delecdo génica para o
syncytin-A morrem no Utero. A morte ocorre
como resultado do fracasso das células
trofoblasticas de se fundirem e formar o
sinciciotrofoblasto (Dupressoir et al., 2009) e
pelo fato do sinciciotrofoblasto ser fundamental
no transporte de nutrientes para o
desenvolvimento do concepto (Watson e Cross,
2005).
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Figura 3. Desenvolvimento placentario em rata. A) Blastocisto (5,5° dg). B) Fase pés-implantacdo (7,5° dg). Diferenciacdo do
trofoectoderma com formagéo das células gigantes ao redor do embrido e do cone ectoplacentario. C) Fase p6s-implantacéo (8,5°
dg). Formacéo do alantoide a partir do tronco posterior do epiblasto. D) Fase pré-placentaria (10,5° dg). Formacéo do labirinto
placentério a partir da fusdo do mesoderma alantoideano com o ectoderma coridnico. E) Placenta definitiva (12° dg). Evidenciacéo
da camada de células gigantes trofoblasticas, espongiotrofoblasto e labirinto placentario. (Juneo Freitas Silva)
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3. Invasdo trofoblastica e células natural
killer uterinas (UNK3s)

A invasdo de trofoblastos da placenta para o
tecido uterino e vasos sanguineos maternos é um
processo essencial durante a gestacdo de
roedores e humanos e para o desenvolvimento
fetal. Devido a sua notavel plasticidade, os
trofoblastos invasores desempenham numerosas
funcBes como a de ancorar a placenta no tecido
materno, secrecdo de hormdnios, modulagdo da
angiogénese/linfangiogénese decidual e
remodelagdo das artérias espiraladas uterinas
maternas. Esta Gltima funcéo é fundamental para
aumentar o fluxo sanguineo para a placenta e
assegurar, desse modo, a transferéncia adequada
de nutrientes e oxigénio para o feto em
desenvolvimento (Knéfler, 2010; Chakraborty et
al., 2011).

Falhas no remodelamento vascular uterino e
placentario estdo associadas a complicacBes
obstétricas e neonatais importantes como a pre-
eclampsia, restricdo do crescimento intra-uterino,
aborto precoce, prematuridade ou até mesmo a
morte materna ou fetal (Hammer, 2011; Soares et
al., 2012). Por isso, a pesquisa basica nesta area
especifica tem procurado avaliar os mecanismos
moleculares que controlam a invasdo do
trofoblasto em condigdes fisiologicas e
patoldgicas.

Ao longo dos anos, um nimero cada vez maior
de fatores de crescimento e angiogénicos,
citocinas e proteases que controlam a cinética da
célula trofobléastica tém sido identificados. Esses
fatores sdo secretados a partir de vérias células
tais como o proéprio trofoblasto, células maternas
epiteliais e do estroma, bem como as células NK
e 0s macrdfagos uterinos. Isso sugere que uma
rede complexa de varios tipos celulares,
mediadores e vias de sinalizagdo regulam a
invasividade da célula trofoblastica (Knofler,
2010; Soares et al., 2012).

Em geral, o trofoblasto invasivo é equipado com
diferentes sistemas de proteases, o que lhe
permite degradar proteinas da matriz extracelular
(ECM) para promover a migracdo celular. J& na
decidua, pelo contrdrio, €& expressa uma
variedade de proteinas inibidoras que restringem
a invasdo da célula trofobléstica. O trofoblasto
invasivo expressa diferentes membros da familia

das metaloproteinases de matriz (MMPs),
catepsinas e  ativador  uroquinase  do
plasminogénio (UPA) (Lala e Chakraborty, 2003;
Varanou et al., 2006). No entanto, as células
deciduais produzem inibidores teciduais das
metaloproteinases (TIMPs) e o inibidor do
ativador de plasminogénio (PAI) (Schatz e
Lockwood, 1993). No entanto, outros fatores
produzidos na interface materno-fetal também
podem inibir a migracdo trofoblastica como o
interferon gama (INFy), a interleucina 10 (IL-
10), o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e o
fator de crescimento transformante beta (TGFp)
(Hu et al., 2006).

As células uNKs sdo as principais células do
sistema imunolégico materno presentes no
endométrio decidualizado antes e durante o
estabelecimento da placenta em espécies com
placentacdo hemocorial (humanos, ratos e
camundongos). As células uNKs séo integrantes
da linhagem linfoide e, semelhante aos linfécitos
T e B, podem ser divididas em vdrias
subpopulagBes. As células NKs presentes no
Utero sdo fenotipicamente e funcionalmente
diferentes daquelas presentes na circulacdo
sistémica (Soares et al., 2012). Sua fungdo exata
na gestacdo ainda € desconhecida, mas acredita-
se que elas estejam envolvidas na regulacdo do
processo de placentacdo. Contudo, pesquisas ja
mostram que elas, junto com as células
trofoblasticas, coordenam o remodelamento das
artérias espiraladas uterinas (Malassine et al.,
2003). Camundongos que ndo possuem UNKSs
sdo férteis, mas exibem remodelamento vascular
uterino inadequado, pobre decidualizacdo e baixo
peso fetal, destacando a importancia das células
uNKs na placentagdo (Colucci et al., 2011). Elas
cumprem essa funcdo pela secrecdo de uma
ampla variedade de citocinas e fatores de
crescimento como VEGF, INFy, 6xido nitrico
(NO), interleucina 15 (IL-15), entre outros
(Rosario et al., 2008; Hammer, 2011; Soares et
al., 2012). Contudo, a participacdo das uNKs no
remodelamento vascular uterino é somente nos
estagios iniciais da gestacdo, uma vez que o
remodelamento vascular uterino se torna mais
proeminente nas etapas finais da gestacéo,
quando as UNKs estdo ausentes (Soares et al.,
2012).
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4. Endocrinologia placentaria

Os horménios placentarios sdo necessarios para 0
estabelecimento e manutencdo da gestacdo,
adaptagdo do organismo materno a gestacdo e
para o desenvolvimento fetal. A placenta humana
e das espécies domésticas é fonte de uma ampla
variedade de hormdnios, particularmente
progesterona e estrégeno. Entre os estrégenos
encontram-se o estriol (E3) e uma quantidade
significativa de 17B-estradiol (E2) e de estrona
(E1) (Rama et al., 2004). Contudo, dependendo
da espécie, outros hormonios também sao
produzidos pela placenta como a gonadotrofina
corionica humana (hCG), a gonadotrofina
coribnica equina (eCG), o lactogénio placentério
(PL), a leptina placentaria e a familia dos
hormonios relacionados a prolactina (PRL)
(Gambino et al., 2012).

4.1. Estrogeno, progesterona e leptina
placentaria

Durante a gestagdo, a progesterona e o E2
apresentam fungdes importantes na manutencéo
do Utero em um estado de repouso, para
assegurar o desenvolvimento normal da gestag&o.
A este respeito, a progesterona promove o
crescimento uterino e suprime a contratilidade
miometrial, enquanto os estrégenos regulam a
implantacdo e a placentacdo (Malassiné e
Cronier, 2002). Semelhante a outros 6rgéaos
esteroidogénicos, a placenta humana ndo
expressa citocromo P450 17a-hidroxilase. Desse
modo, ela é incapaz de utilizar os esteroides, tais
como a pregnenolona e a progesterona, como
substrato para a sintese de estrégeno. Assim, a
sintese de estrogeno pela placenta depende de
uma fonte  precursora de  andrdgeno
(dehidroepiandrosterona [DHEA] e sulfato de
dehidroepiandrosterona [DHEA-S]) produzida
pela adrenal materna (50%) e pela adrenal fetal
(50%). A DHEA e o DHEA-S difundem-se a
partir do sangue fetal em direcdo ao
sinciciotrofoblasto, sdo hidrolisados por uma
sulfatase  esteroide, e em seguida sdo
aromatizados no  sinciciotrofoblasto  pela
citocromo P450 aromatase para formar estrogeno
(Malassiné e Cronier, 2002; Gambino et al.,
2012).

A participacdo do E2 e da progesterona € critica
para a regulacdo dos eventos ciclicos de

decidualizacdo no endométrio humano e de
roedores. A proliferacdo intensa das células
epiteliais e do estroma ocorre em resposta a
niveis crescentes de E2 durante a fase
proliferativa endometrial. J& o evento de
diferenciagdo durante a decidualizagdo comega
no final da fase secretora do endométrio, onde as
células estromais se transformam em células
deciduais e adquirem propriedades bioquimicas e
celulares Unicas que lhes permitem suportar a
implantacdo do embrido (Gambino et al., 2012).

Os estrdgenos também desempenham funcéo
central na regulacdo do desenvolvimento e na
diferenciacdo  bioquimica,  fisioldgica e
morfoldgica das células trofoblasticas (Cronier et
al., 1999). Pesquisas tém demonstrado que o E2
estimula a diferenciagdo morfolégica do
citotrofoblasto e das células BeWo de
coriocarcinoma humano em sinciciotrofoblastos.
Além disso, a inducdo da diferenciagdo
trofoblastica estimulada pelo estrégeno pode ser
mediada pela atividade do fator de crescimento
transformante beta 1 (TGFp-1) (Yashwanth et
al., 2006). Esta diferenciacéo é acompanhada por
perda paralela da expressdo de ciclinas A2 e E, e
por aumento da regulacdo do p27 inibidor de
Cdk, eventos que estdo integralmente
relacionados com a inibicdo da proliferacdo do
trofoblasto humano (Rama et al., 2004; Gambino
etal., 2012).

O estrégeno na interface materno-fetal também
regula a invasdo e o remodelamento das artérias
espiraladas uterinas pelo trofoblasto extravilos
durante a gestacdo. Além disso, verificou-se que
0 estrogeno estimula o crescimento de vasos
sanguineos na placenta de primatas no inicio da
gestacdo por meio do aumento da expressao de
VEGF pelo citotrofoblasto (Gambino et al.,
2012).

Pesquisas demonstraram que o estradiol é capaz
de modular a liberacdo do fator inibidor da
migracdo de macrdfagos (MIF) em explantes de
vilosidades coridnicas de modo dose-dependente.
Estes achados sugerem que 0 aumento dos niveis
de estrégeno com o avancar da gestacdo pode ter
papel importante na regulagdo da secre¢cdo de
MIF na interface materno-fetal (letta et al., 2010;
Gambino et al., 2012). O MIF é um modulador
chave das respostas inflamatérias e imunes, além
de regular a geracdo de metaloproteinases de
matriz, produtos do &cido araquiddnico, inducéo
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de Oxido nitrico e producdo de citocinas pelas
células T (letta et al., 2010).

O estrdgeno também age na célula trofoblastica
controlando sua produgdo hormonal. Ele controla
a sintese de progesterona (Rama et al., 2004), de
hCG e de PL (Cronier et al., 1999) pelo
trofoblasto, enquanto a producdo do horménio
liberador de corticotrofina é negativamente
influenciado pelo estrégeno (Ni et al., 2002).
Além disso, o estrogeno pode regular de forma
dose-dependente a expressdo de leptina
placentaria (Henson e Castracane, 2006;
Gambino et al., 2012).

A sintese e a secrecdo de leptina pelas células
trofoblésticas, como também dos seus receptores,
tém sido amplamente estudados (Masuzaki et al.,
1997; Senaris et al., 1997), sugerindo que ela
pode atuar de forma autdcrina e/ou paracrina
através de receptores presentes no trofoblasto e
na decidua (Henson et al., 1998; Miko et al.,
2011).

Acredita-se que a leptina placentaria seja um
horménio chave durante a gestacdo e Varios
estudos tém mostrado que ela induz a
proliferacdo das células trofoblasticas, inibe a
apoptose e estimula a sintese de proteinas,
hormdnios e citocinas pelas células trofoblésticas
(Gambino et al., 2010; Gambino et al., 2012). A
leptina placentéria também aumenta a expressdo
das MMPs 2 e 9, influencia a atividade
angiogénica ao inibir a expressdo de VEGF e
influencia a atividade imunomodulatoria na
interface materno-fetal. Além disso, regula o
crescimento e o0 desenvolvimento fetal,
particularmente o processo de condrogénese e
osteogénese (Gambino et al., 2010; Gambino et
al., 2012). Alteracdo no metabolismo da leptina
ou na fungdo da placenta tem sido implicada na
patogénese de diversas patologias gestacionais
como o aborto recorrente, diabetes gestacional,
retardo do crescimento intra-uterino e pré-
eclampsia (Bajoria et al., 2002; Sagawa et al.,
2002; Gambino et al., 2012). Outras func¢des da
leptina placentaria na reprodugdo seriam sua
influéncia na funcdo ovariana, na maturagdo de
odcitos e na implantacdo embrionaria (Miko et
al., 2011; Gambino et al, 2012). Em
contrapartida, varias condicdes fisiologicas e/ou
fatores, hormdnios e citocinas também regulam a
expressao de leptina placentaria como a insulina,
hipoxia, glicocorticoides, interleucina loa (IL-

la), interleucina 1B (IL-1P), interleucina 6 (IL-
6), IFNy, PL, hCG, adenosina monofosfato
ciclica (cCAMP) e progesterona (Gambino et al.,
2012).

A progesterona é um dos fatores que controlam a
invasividade da célula trofoblastica pela redugéo
da secrecdo de gelatinase, MMP-2 e MMP-9 pelo
trofoblasto, embora este efeito seja dependente
do periodo gestacional (Shimonovitz et al., 1998;
Dai et al., 2003; Spencer et al., 2004; Miko et
al., 2011).

O fator blogueador induzido pela progesterona
(PIBF), identificado em  humanos e
camundongos, foi inicialmente descrito como
uma molécula induzida pela progesterona para
mediar os efeitos dela durante a gestacdo
(Szekeres-Bartho et al., 1985). Contudo,
recentemente, também tem sido identificada em
células tumorais com alto indice mitético
(Srivastava et al, 2007). A distribuicdo de PIBF
dentro da decidua durante o primeiro trimestre de
gestacdo em humanos coincide com os locais de
invasdo trofoblastica, com forte imunomarcagéo
de PIBF no trofoblasto extravilos (Anderle et al.,
2008). Além disso, ja foi constatado que o PIBF
reduz a expressao de leptina placentéaria e de seu
receptor, mostrando outra via pela qual a
progesterona  também afeta a invasdo
trofoblastica (Miko et al., 2011).

A progesterona também apresenta atividade
imunomodulatéria na interface materno-fetal,
uma vez que Miller et al. (1996) observaram que
macréfagos de camundongos sob efeito de altas
doses de progesterona apresentam reducdo da
expressdao de iNOS e TNFa, citocinas anti e pro-
inflamatdrias durante a gestacéo,
respectivamente.

4.2. Hormdnios relacionados a prolactina
(PRL)

A prolactina  (PRL) foi originalmente
identificada como um hormonio da parte distal
da adenohipofise envolvida no desenvolvimento
da glandula mamaéria (Riddle et al., 1933).
Contudo, pesquisas ja mostraram que a PRL
apresenta uma grande variedade de agdes
bioldgicas e de células-alvo (Bole-Feysot et al.,
1998; Simmons et al., 2008). A PRL é de
particular importancia para o sistema genital da
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fémea. Camundongos knockout para a sintese de
PRL ou do seu receptor apresentam déficit na
producdo de estrégeno e de progesterona, falhas
na decidualizagéo e alteracGes no
comportamento materno (Bole-Feysot et al.,
1998; Simmons et al., 2008).

A placenta dos mamiferos € uma fonte de
atividade lactogénica extra-hipofisaria através da
producdo de varios hormonios lactogénicos
estruturalmente relacionados a PRL (Toft e
Linzer, 2000; Simmons et al., 2008). Alguns
desses horménios, como o lactogénio placentério
1 (PL-1) e o proliferin (PIf), sdo expressos no
inicio da gestacdo, principalmente pelas células
gigantes  trofoblasticas. J& o lactogénio
placentario 2 (PL-2), que é sintetizado somente
pelas células gigantes trofoblésticas, € produzido
durante a segunda metade da gestagdo. A
proteina relacionada ao proliferin (rPIf) é
expressa pelas células gigantes e
espongiotrofoblastos, enquanto que a proteina
decidual/trofoblastica relacionada a prolactina
(d/tPRP) é produzida a partir dos trofoblastos
invasivos na decidua. As fungdes bioldgicas e os
receptores desses horménios tém sido estudados,
mas ainda pouco se sabe sobre a a¢do deles no
tecido placentario como também no organismo
materno e fetal (Toft e Linzer, 2000).

Entre os horménios com bioatividade conhecida,
os PL 1 e 2, que se ligam ao receptor para PRL,
apresentam acfes semelhantes ao da prolactina
adeno-hipofisaria como a inducdo da producdo
de progesterona pelo corpo luteo (Toft e Linzer,
2000). Além disso, eles influenciam no
desenvolvimento da glandula mamaria, no
comportamento materno (Mann e Bridges, 2001)
e na funcdo pancredtica (Sorenson e Brelje,
1997). Os PLs também estimulam a expressdo
génica do receptor para estrégeno (ER) (Telleria
et al., 1998).

Ja o proliferin (PIf) e a proteina relacionada ao
proliferin (rPIf) sdo importantes moduladores
angiogeénicos e anti-angiogénicos,
respectivamente, no desenvolvimento dos vasos
sanguineos durante a gestagdo. O PIf apresenta
maior atividade angiogénica no terco médio da
gestacdo, sendo que a redugdo na produgdo
placentaria de PIf resulta em diminuicdo da
vascularizacdo decidual. Por outro lado, a rPIf
apresenta maior acdo biolégica na segunda
metade da gestacdo (Toft e Linzer, 2000;

Corbacho et al., 2002). E interessante ressaltar
que, além das suas acgBes hiologicas sobre a
placenta, o PIf pode ter funcbes especificas
durante o desenvolvimento fetal. Diferente da
rPIf, o PIf pode ser transportado através das
membranas extra-embrionarias da placenta para
o fluido amnidtico, onde entra em contato direto
com o feto em desenvolvimento. O PIf apresenta
receptores no coragdo e nos vasos sanguineos do
feto. Por causa disso, embora os efeitos
fisiolégicos do PIf no feto ndo sejam ainda
conhecidos, sugere-se que ele possa estimular a
migragdo de células endoteliais promovendo a
angiogénese durante o desenvolvimento dos
tecidos fetais (Corbacho et al., 2002).

Outros horménios semelhantes & PRL como a
proteina A semelhante & prolactina (PLP-A) tem
a capacidade de se ligar as células uNKs inibindo
sua atividade citolitica. J a PLP-E e a PLP-F se
ligam aos megacariocitos da medula éssea e do
baco. A diferenciagdo dos megacariocitos €
estimulada pela PLP-E (Toft e Linzer, 2000).

5. Imunologia placentaria

A definicdo da gestacdo como um estado T-
helper 2 (Th-2) postula que a gestacdo € uma
condicéo anti-inflamatéria, e uma mudanca para
um estado 'Th-1' levaria a complicacGes
gestacionais como o aborto. Contudo, ja ha
pesquisas  demonstrando que o  perfil
imunoldgico na interface materno-fetal depende
do periodo gestacional (Wegmann e Guilbert,
1992; Chaouat et al., 1997; Koga et al., 2009).

O equilibrio entre as citocinas pré-inflamatorias
Th-1, tais como IFNy, interleucina 2 (IL-2) e
TNFa, e as citocinas anti-inflamatorias Th-2, tais
como interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-
10), iNOS e TGF, € uma condigéo essencial para
0 sucesso da gestacdo (Toder et al., 2003). As
citocinas pro-inflamatérias sdo necessarias nos
estagios iniciais da placentacdo, mas pouco
depois, a mudanca de Th-1 para Th-2 é essencial
para evitar problemas gestacionais (Coulam,
2000).

Na mulher, o inicio da gestacdo é caracterizado
por um perfil pré-inflamatério dominante, com
elevados niveis de citocinas e quimiocinas como
a interleucina 8 (IL-8) e a proteina quimiotatica
de mondécito 1 (MCP-1). Os niveis circulantes de
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todas essas citocinas diminuem
significativamente durante o tergo médio da
gestacdo, mas aumentam novamente no final. E
importante ressaltar que todas essas alteracfes
podem estar associadas com altera¢des locais no
sitio de implantagdo, podendo ndo representar
um perfil sistémico (Koga et al., 2009).

Durante a fase inicial de implantacdo, as células
trofoblasticas precisam romper o revestimento
epitelial do endométrio no intuito de aderir e
invadir a lamina prépria, bem como substituir o
musculo liso vascular das artérias espiraladas
uterinas a fim de assegurar um fornecimento
adequado de sangue (Koga et al., 2009). Por isso,
0 inicio da gestacdo é uma fase pro-inflamatdria
(Koga e Mor, 2007; Koga et al., 2009).

A segunda fase imunol6gica da gestacdo ¢é
caracterizada por um rapido crescimento e
desenvolvimento fetal. A mde e o feto séo
simbidticos, de modo que a caracteristica
imunolégica predominante na placenta é a
inducdo de um estado anti-inflamatério (Koga e
Mor, 2007; Koga et al., 2009).

J4d no final da gestagcdo, quando o feto ja
completou seu desenvolvimento, ocorrerd o
parto. O parto, resultante do aumento do cortisol
fetal e estrogeno materno, reducdo da
progesterona e liberagdo de ocitocina ¢ PGF2a
pela mde, é caracterizado por um influxo de
células do sistema imunolégico no miométrio,
com o objetivo de promover o desenvolvimento
de um processo inflamatorio. Este ambiente pro-
inflamat6rio promove a contracdo do Utero, a
expulsdo do feto e a rejeicdo da placenta. Assim,
a gestacdo é uma condicdo pré- e anti-
inflamatéria, dependendo do periodo (Jainudeen
e Hafez, 1982; Koga e Mor, 2007; Koga et al.,
2009).

No inicio da gestagdo, varias células do sistema
imunolégico  infiltram-se  na  decidua e
acumulam-se ao redor das células trofoblasticas
invasoras, particularmente as células uNKs. Toda
essa interagdo desempenha papel critico na
regulagdo imune da interface materno-fetal e no
sucesso da gestacdo (Koga et al., 2009). Estudos
clinicos tém demonstrado forte associagdo entre
complicacBes gestacionais e infec¢Bes intra-
uterinas, sendo que elas sdo responsaveis por
40% dos casos de parto prematuro. Além disso,
outras patologias gestacionais, como pré-

eclampsia, podem apresentar uma doenca
infecciosa como causa (von Dadelszen e Magee,
2002; Koga et al., 2009).

No entanto, o trofoblasto, semelhante a uma
célula do sistema imune inato, também expressa
receptores que reconhecem antigenos estranhos
ao organismo materno.  Através destes
receptores, também chamados de receptores de
reconhecimento padrdo (PRR), a célula
trofoblastica é capaz de reconhecer a presenca de
bactérias, virus, células que morrem e tecidos
danificados. Apds o reconhecimento, o
trofoblasto secreta um conjunto especifico de
citocinas. Estas citocinas vdo atuar sobre as
células do sistema imunolégico presentes na
decidua coordenando-as a trabalhar em conjunto,
a favor do feto em crescimento (Takeda e Akira,
2001; Gordon, 2002). Contudo, uma infeccdo
viral ou bacteriana pode afetar o equilibrio
dessas interagdes. Ha diferentes tipos de PRRs,
sendo a principal familia representada pelos
receptores toll-like (TLR) (Koga et al., 2009).

5.1. Receptores toll-like (TLRs)

Os TLRs sdo proteinas transmembrana com
dominios extracelulares ricos em leucina. Eles
sdo evolutivamente conservados com o intuito de
reconhecer padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPS) que estdo presentes na
superficie de bactérias, virus, fungos e parasitas.
Onze TLRs de mamiferos ja foram identificados
(TLR-1 a TLR-11), embora nenhuma funcéo
para o TLR-11 ainda tenha sido identificada em
humanos (Takeda e Akira, 2001; Gordon, 2002;
Koga et al., 2009).

Cada TLR difere na sua especificidade, de modo
que a familia dos TLRs pode responder a uma
grande variedade de PAMPs presentes em
agentes infecciosos. O TLR4, o primeiro a ser
identificado, é especifico para 0
lipopolissacarideo (LPS) presente na superficie
de bactérias gram-negativas. J& o TLR2
apresenta menor especificidade, reconhecendo
lipoproteinas de bactérias gram-positivas como o
peptideoglicano (PGN) e o &cido lipoteicoico
(LTA), além do zimosan presente na superficie
de fungos. Os TLRs 3, 7 e 8 desempenham papel
importante na resposta a virus. O TLR3 é
conhecido por se ligar ao RNA viral de fita
dupla, enquanto os TLRs 7 e 8 interagem com o
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RNA de fita simples. O TLR5 reconhece a
flagelina bacteriana e o0 TLR9 medeia respostas
celulares ao DNA bacteriano, embora possa ser
também ativado pelo Herpes virus. Contudo,
além de reconhecer PAMPs, os TLRs 2 e 4
podem se ligar a moléculas endégenas chamadas
de DAMPs (padrdes moleculares associados a
perigo). Entre elas estdo as espécies reativas de
oxigénio (ROS), o grupo de proteinas de alta
mobilidade do tipo 1 (HMGB1) e as proteinas de
choque térmico (Hsp), tais como a Hsp60, Hsp70
e Hsp90 (Holmlund et al., 2002; Abrahams et al.,
2004; Chen et al., 2007; Koga et al., 2009).

A ligagdo dos TLRs geralmente resulta na
producéo de citocinas e fatores anti-microbianos
por meio de uma via comum de sinalizagdo
intracelular. Apds o reconhecimento, o TLR
recruta a proteina adaptadora da sinalizacdo
intracelular, fator de diferenciacdo mieloide 88
(MyD88), e uma cascata de quinases que
desencadeiam a ativagdo subsequente da via do
fator de transcricdo nuclear kappa B (NFkB),
resultando na geragdo da resposta inflamatéria.
No entanto, o0 TLR3 e 0 TLR4 também podem
ativar a resposta inflamatoria por uma via
independente do MyD88. Essa sinalizagao ocorre
através de uma proteina adaptadora contendo um
dominio Tir induzido pelo interferon beta (TRIF)
que pode ativar ndo somente a via do NFkB,
como também a fosforilagdo do fator regulatério
3 do interferon (IRF-3). Essa via alternativa gera
uma resposta antiviral associada com a producéo
de interferons (Akira e Hoshino, 2003;
Yamamoto et al., 2003).

5.2. Expressdo de receptores toll-like e
citocinas pré- e anti-inflamatérias na
placenta

A expressdo de todos os TLRs ja foi descrita na
placenta humana e de roedores, sendo o
trofoblasto a principal célula que expressa esses
receptores. No entanto, o padrdo de expressdo
dos TLRs pela célula trofoblastica varia de
acordo com a idade gestacional, bem como com
a fase de diferenciacdo do trofoblasto (Koga et
al., 2009).

A expressdo de TLRs em trofoblastos no inicio
da gestacdo gera padrfes distintos de resposta,
sendo esta resposta dependente do tipo de
estimulo e, portanto, do TLR que é ativado.

Assim, ap6s a ligacdo do TLR4 com LPS, as
células trofoblasticas geram uma resposta
inflamatoria lenta caracterizada por uma
moderada expressdo e liberacdo de citocinas
como TNFo, IL-6 e IL-1 pela placenta, além de
aumentar a concentragdo de TNFa e IL-6 no soro
materno. Em contraste, o peptideoglicano, que
sinaliza através do TLR2, induz as células
trofoblasticas a sofrer apoptose. Outro estudo
que descreve a inducdo de apoptose em
trofoblasto através da ativacdo de TLR2 inclui o
citomegalovirus  humano  inativado  por
ultravioleta (HCMV). Todos esses estudos
sugerem que as células trofoblasticas sdo capazes
de reconhecer os produtos bacterianos ou virais
através dos TLRs e induzir diferentes respostas.
Desse modo, dependendo do tipo de resposta
imunoldgica, complicacfes gestacionais podem
ocorrer como parto prematuro, pré-eclampsia,
restricdo do crescimento intra-uterino e aborto
(Abrahams et al., 2004; Kim et al., 2004;
Romero et al., 2007; Koga et al., 2009). Zhang et
al. (2007) demostraram que o tratamento de ratas
com poli(l:C), um composto que mimetiza a
infeccdo viral, prejudicou o remodelamento
vascular uterino com perda fetal através do
aumento de expressdo de TNFa.

De forma interessante, um novo aspecto a
respeito das fungbes dos TLRs esta relacionado a
sua capacidade de reconhecer ndo apenas
ligantes de origem microbiana, como também
antigenos do préprio organismo, chamados de
"sinais de perigo” (Matzinger, 2002). Eles séo
liberados por células lesadas (Matzinger, 2002).
Isto sugere que os TLRs podem estar envolvidos
ndo somente com processos infecciosos, mas
também com condicGes ndo infecciosas que estdo
associadas a gestacdo (Koga et al., 2009).
Recentemente, Holmlund et al. (2007)
demonstraram que HMGB1, um ligante do
TLR4, é altamente expresso na decidua de
mulheres com pré-eclampsia.

5.3. Fator inibidor da migracdo de
macrdéfagos (MIF) na placenta

O fator inibidor da migracdo de macréfagos
(MIF) é um regulador crucial da imunidade inata
e adaptativa afetando a resposta e o
comportamento de macréfagos e de linfécitos em
processos fisioldgicos e patoldgicos. Importantes
papéis para o MIF ja foram documentados na
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ovulacdo, ciclo estral e menstrual e no inicio da
gestagdo, tanto no endométrio quanto na
placenta. O MIF também estd implicado em
outros processos celulares fundamentais, como a
angiogénese e a proliferagdo celular (Vigano et
al., 2007; Faria et al., 2010; Cardaropoli et al.,
2012).

O MIF foi originalmente identificado como um
fator liberado por linfécitos T ativados capaz de
inibir a migracdo aleatéria de macréfagos in vitro
(Bloom e Bennett, 1966). Embora os macrdfagos
e os linfécitos T sejam as principais fontes de
MIF, fibroblastos, células epiteliais e células
endoteliais também sdo capazes de expressa-lo e
libera-lo. No entanto, o MIF é também expresso
em células trofoblésticas e membranas fetais,
além de ser detectado no liquido amnidtico e no
soro materno e fetal (Cardaropoli et al., 2012).

Tradicionalmente, o foco principal das pesquisas
sobre 0 MIF tem sido o seu papel como
mediador pré-inflamatorio. Tem sido
demonstrado que o MIF, direta ou indiretamente
pelo seu receptor CD74, promove a expressao de
uma grande variedade de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como o TNFa, INFy, IL-1B,
IL-2, IL-6, IL-8, NO, além de metaloproteinases
de matriz (MMPs) e cicloxigenase-2 (COX-2)
(Faria et al., 2010; Cardaropoli et al., 2012). Em
contrapartida, o TNFa e o INFy também
induzem a expressao de MIF por macréfagos por
meio da ativacdo de TLRs (Calandra et al., 1995;
Todros et al., 2005). Os niveis séricos de MIF
estdo aumentados em mulheres com pré-
eclampsia (Todros et al., 2005). Vale ressaltar
gue os niveis proteicos e de mMRNA de MIF sdo
maiores durante 0s estagios iniciais da gestagéo,
pelo menos na mulher, com declinio no final do
primeiro trimestre (Cardaropoli et al., 2012).

A neutralizacdo do MIF com o uso de anticorpos
aumenta a atividade citolitica das células uNKs,
0 que sugere um papel imunomodulatério para
essa citocina na interface materno-fetal (Arcuri et
al., 2006). Além disso, baixa tensdo de oxigénio
in vitro aumenta a expressdo proteica e de
MRNA de MIF em explantes de vilosidades
coribnicas (letta et al., 2007). Uma das acgbes
mais conhecidas para 0 MIF é a sua capacidade
em promover a proliferacdo celular e suprimir a
apoptose (Cardaropoli et al., 2012). Estudos
também tem mostrado que o MIF tem papel
central na inducdo da angiogénese por agir como

quimiotatico para células endoteliais vasculares
humanas (Amin et al, 2003). Hormonios
também podem influenciar a acdo do MIF, uma
vez que ja foi demonstrada correlagdo
significativa positiva entre os niveis proteicos de
MIF e os receptores para progesterona e
estrdgeno (Verjans et al., 2009). A progesterona
também aumenta a producdo de MIF no célon de
ratas com colite experimental (Houdeau et al.,
2007).

6. Angiogénese placentéaria

A angiogénese placentdria é de fundamental
importancia para garantir o fluxo de sangue
adequado para a placenta e, com isso, fornecer 0s
substratos que ddo suporte ao crescimento e ao
desenvolvimento fetal (Reynolds et al., 2010).
Portanto, ndo é surpreendente que as condicGes
que afetam o crescimento fetal, como o genétipo
materno e fetal, aumento do nimero de fetos,
excesso ou privacdo de nutrientes, estresse
ambiental ou desordens metabdlicas, como 0s
disturbios endécrinos, possam estar associados a
hipoxia fetal e/ou absor¢do reduzida de
nutrientes, bem como alteracdo da angiogénese
placentdria e reducdo do fluxo sanguineo
(Vonnahme et al., 2001; Vonnahme et al., 2002;
Anthony et al., 2003; Wallace et al., 2005;
Reynolds et al., 2006; Reynolds et al., 2010).
Sendo assim, o crescimento e o desenvolvimento
dos leitos vasculares sdo considerados criticos
para 0 crescimento e para a fungdo Utero-
placentéria (Reynolds et al., 2010).

A placenta dos mamiferos sofre rapida
angiogénese (Reynolds et al., 2006). Para que a
gestacdo seja bem sucedida é necessario o
remodelamento do endométrio para coordenar a
implantacdo, a angiogénese e o remodelamento
vascular na interface materno-fetal. Tudo isso é
importante para fornecer o suporte hematotrofico
adequado para o desenvolvimento do concepto
(Charnock-Jones et al., 2004; Kaufmann et al.,
2004). Por conseguinte, é possivel que a
interrupcdo desses eventos iniciais vasculares
possa contribuir para a fisiopatologia de doengas
como o aborto espontaneo, a pré-eclampsia ou o
retardo do crescimento intra-uterino (Torry et al.,
2004).

Uma das adaptacBes locais mais importantes
durante a gestacdo € a mudanca do fluxo
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sanguineo materno para o local da implantacdo
(Cross et al., 2002). Em roedores, primatas néo
humanos e humanos, que apresentam placenta
hemocorial, 0 sangue materno entra no Utero
pelas artérias radiais que se ramificam em
artérias espiraladas. As artérias espiraladas
tornam-se dilatadas na decidua e, a partir desse
ponto, perdem progressivamente elastina e
musculo liso. A perda de musculo nas artérias
deciduais promove vasodilatacdo e,
consequentemente, aumento do fluxo sanguineo.
Em seguida, elas convergem em direcdo ao
sinciciotrofoblasto e, nesse ponto, perdem seu
revestimento endotelial para que o leito vascular
seja revestido por células trofoblésticas. Do
interior do sinciciotrofoblasto, o sangue é
transportado por canais arteriais, em numero de
um a quatro, que passam diretamente para a base
da placenta. Depois de passar pelos canais
arteriais e ocorrer as trocas hematotroficas, o
sangue materno retorna para o lado materno da
placenta, por meio de seios sanguineos tortuosos
alinhados por células trofoblasticas e que se
anastomosam no labirinto. Os seios sanguineos
coalescem em canais maiores que atravessam o
espongiotrofoblasto e o sinciciotrofoblasto. A
partir dai, voltam a ser revestidos por células
endoteliais e ddo origem a grandes seios venosos
na decidua basal. J& o sangue fetal atravessa o
labirinto em direcdo oposta a do sangue materno,
construindo um ambiente de contra-corrente,
maximizando o fornecimento de oxigénio ao
sangue venoso umbilical do feto (Cross et al.,
2002).

Todo o processo de remodelamento vascular
uterino é regulado pela interacdo de varios
subtipos de células trofoblasticas com células
endoteliais e do sistema imunolégico (Hu e
Cross, 2010). Em roedores, duas linhagens
trofoblasticas infiltram-se na decidua uterina: os
trofoblastos endovasculares e os trofoblastos
intersticiais. Os trofoblastos endovasculares, que
representam um tipo especializado de célula
gigante trofoblastica, infiltram na decidua a
partir do 10° dia de gestacdo, associado a parede
das artérias (Cross et al., 2002). O mesmo tipo
celular pode ser comparado ao trofoblasto
extravilos humano, que se infiltra nas artérias
espiraladas e desestabiliza o musculo liso
vascular (Reynolds et al., 2010). Ja as células
trofoblasticas intersticiais, que invadem a
decidua, ndo expressam marcadores de células
gigantes trofoblasticas (PIf e Hand-1). Elas

apresentam morfologia caracteristica das células
de glicogénio e ndo entram no limen das artérias
espiraladas. A funcéo delas ainda é desconhecida
e sua localizacdo se restringe apenas ao
intersticio e ao redor dos vasos deciduais (Cross
et al., 2002). Essas duas vias de invasdo,
intersticial e endovascular, sofrem influéncia de
fatores maternos. A invasdo intersticial aumenta
quando ocorre aumento do teor de oxigénio e
reducdo da proliferacdo celular na placenta. Ja a
via endovascular é influenciada pela apoptose
dos trofoblastos perivasculares e intramurais, que
é induzida por macr6fagos deciduais. Ambos 0s
eventos limitam o nlmero e o grau de adaptagao
das artérias espiraladas com a finalidade de
atender as necessidades do feto em crescimento
(Huppertz et al., 2006).

Durante a gestacdo, a perda de musculo liso das
artérias espiraladas de camundongos nao tem
sido associada com a invasdo trofobléastica como
¢ observado em humanos, mas tem sido
associada a agdo das células uNKs (Guimond et
al., 1997; Croy et al., 2000). Camundongos
mutantes, sem células uNKs, apresentam artérias
espiraladas anormais, com didmetro vascular
menor que o normal e persisténcia das camadas
de musculo liso. Esses animais apresentam
reducdo da fertilidade, sem, no entanto, serem
inférteis (Guimond et al., 1997; Croy et al,,
2000). Curiosamente, uma invasdo trofoblastica
decidual mais extensa foi observada em ratas
deficientes em células uNKs, sugerindo que as
células trofoblasticas podem tentar compensar o
comprometimento da vascularizagdo decorrente
da auséncia das uNKs (Cross et al., 2002). Em
humanos, as células NKs também estdo presentes
no Utero. Acredita-se que elas possam mediar a
dilatacdo das artérias deciduais que ocorre no
inicio da gestacdo na auséncia de interacdes
celulares com o trofoblasto extravilos (Craven et
al., 1998).

Trés das patologias mais comuns na gestacdo de
humanos, representadas pelo retardo do
crescimento intra-uterino, aborto espontaneo e
pré-eclampsia, parecem estar associadas com
alteracfes no desenvolvimento vascular da
placenta. Essas alteracdes podem ser o reflexo do
descontrole génico de fatores angiogénicos, uma
vez que varias dessas patologias estdo ligadas a
falhas na expressdo do VEGF. As pesquisas
destacam que o defeito de um Unico gene pode
ser suficiente para impedir o desenvolvimento
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vascular normal da placenta e, assim,
comprometer a gestacdo (Redmer et al., 2005;
Reynolds et al., 2005; Reynolds et al., 2006;
Luther et al., 2007; Vonnahme et al., 2007;
Vonnahme et al., 2008).

Ha também um grande ndmero de fatores de
crescimento potencialmente importantes que
regulam, direta ou indiretamente, a angiogénese
na interface materno-fetal. Devido a importancia
da angiogénese  placentaria durante a
implantacédo e placentacdo, aumentam 0s anseios
para se determinar a expressdo, regulacdo e
funcdo dos fatores angiogénicos na placenta
durante a gestacdo (Torry et al., 2004; Reynolds
et al., 2006; Vonnahme et al., 2008). A
compreensdo destes fatores é fundamental para
identificar os caminhos-alvo para a intervencdo
terapéutica no intuito de prevenir complicacfes e
aumentar o sucesso da gestagdo (Hirashima et
al., 2003).

6.1. Fatores angiogénicos placentarios

Os fatores produzidos pelas células gigantes
trofoblésticas, que fazem com que o
revestimento endotelial dos vasos sanguineos
seja substituido por células trofoblasticas, sdo
desconhecidos (Cross et al., 2002). Mas acredita-
se que uma matriz complexa de agentes pro-
angiogénicos, anti-angiogénicos e vasoativos
seja  produzida pelas células gigantes
trofoblasticas e/fou por outras  células
trofoblasticas ou deciduais (Cross et al., 2002;
Borowicz et al., 2007; Douglas et al., 2009).

O VEGF é o principal fator angiogénico
expresso pelas células gigantes trofoblasticas
(Voss et al., 2000). Contudo, na auséncia de uma
sinalizacdo concomitante da angiopoetina 1, o
VEGF produz novos vasos, mas sem estabilidade
da sua estrutura, com subsequente aumento da
permeabilidade vascular (Yancopoulos et al.,
2000). Ratas mutantes, que apresentam delecdo
génica para os receptores do VEGF (Flt-1 e/ou
Flk-1), apresentam defeitos na vasculogénese e
na angiogénese feto-placentaria, resultando em
morte embrionaria (Cross et al., 2002). O Flk-1 é
reconhecido como o principal receptor
angiogénico para o VEGF, enquanto o Flt-1
desempenha papel secundario na placenta, onde
apresenta menor expressao e atua na auséncia do
FIk-1 (Maynard et al., 2003).

O PGF atua juntamente com o VEGF no
desenvolvimento vascular da placenta (Vuorela
et al., 1997; Smith, 2000; Plaisier et al., 2007).
Ele tem as mesmas agdes bioquimicas e
funcionais do VEGF, mas s6 atua através do Flt-
1. O PGF e 0 VEGF tém efeitos sinérgicos sobre
a angiogénese, mas o0s vasos formados pela acédo
do PGF sdo mais estaveis do que os induzidos
pelo VEGF (Carmeliet et al., 2001). O PGF ¢
amplamente expresso na placenta humana
podendo ser um importante regulador paracrino
da angiogénese decidual e um mediador
autécrino da funcdo trofoblastica (Sherer e
Abulafia, 2001; Plaisier et al., 2007). Em
humanos, a expressdo de VEGF e de Flk-1 é
mais intensa no inicio da gestacdo e diminui com
o0 avancar dela (Jackson et al., 1994), enquanto a
expressao de PGF e de Flt-1 aumenta no decorrer
da gestacéo (Clark et al., 1996).

O fator de crescimento fibroblastico bésico
(FGFb) é outro fator angiogénico que estimula a
proliferacido das células endoteliais feto-
placentérias e uterinas. Tanto o VEGF quanto o
FGFb regulam o fluxo sanguineo (tero-
placentério @ medida que estimulam a producéo
de NO pelas células endoteliais que, por sua vez,
também estimula a expressdo de VEGF e FGFb
(Plaisier et al., 2009). O NO, que também é
expresso pelas células trofoblasticas, causa
relaxamento da musculatura lisa vascular e,
consequentemente, aumento do fluxo sanguineo
para a interface materno-fetal (Cross et al.,
2002). Além do NO, as células gigantes
trofoblasticas também  expressam  outras
substancias vasoativas como a adrenomedulina
(ADM) que é um vasodilatador potente expresso
no inicio de gestacdo (Montuenga et al., 1997,
Yotsumoto et al., 1998).

As angiopoetinas também regulam o crescimento
e o desenvolvimento vascular Utero-placentério
pela sinalizacdo do seu receptor, Tie2.
Camundongos com delecdo génica para
angiopoetina-1 (Ang-1) apresentam defeitos
cardiovasculares e morrem no terco médio da
gestacdo. A Ang-1 ndo estimula a proliferagéo
das células endoteliais, mas afeta a organizacgao
microvascular, a estabilidade e a sobrevivéncia
das células endoteliais necessérias para o
remodelamento vascular. J& Ang-2 é um
antagonista funcional da Ang-1, levando ao
enfraquecimento das interacBes celulares e
permitindo o acesso de indutores angiogénicos,
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como o VEGF (Geva e Jaffe, 2000). Ndo tem
sido observada rela¢do das angiopoetinas com o
aborto, mas a expressdo endotelial reduzida de
Tie2 tem sido associada a ocorréncia de aborto
(Vuorela et al., 2000).

Com relagdo ao controle da expressdo génica
desses fatores angiogénicos, acredita-se que o
estrégeno seja um fator chave nesse controle. Em
ratas e ovelhas ovariectomizadas, a expressdao
endometrial de VEGF, FGFb, Ang-1 e Ang-2
aumenta dentro de algumas horas ap6s o
tratamento com estrégeno, com subsequente
aumento da vascularizagdo e do fluxo sanguineo
uterino (Reynolds e Redmer, 1998; Johnson et
al., 2006; Aberdeen et al., 2008). Mas nédo esta
claro até que ponto o estrdgeno e a progesterona
regulam diretamente o crescimento e a estrutura
dos vasos sanguineos endometriais (Rogers e
Abberton, 2003). O estrégeno estimula a sintese
de NO (Huang et al., 2000) e, com relacdo a
progesterona, ha poucos estudos sobre seus
efeitos na rede vascular Gtero-placentaria. O que
se sabe é que ela influencia indiretamente o
remodelamento vascular, recrutando células do
sistema  imunol6gico, como  linfocitos,
macrdfagos e células NKs para o endométrio
(Sentman et al., 2004).

Os fatores anti-angiogénicos também sdo
expressos na placenta em desenvolvimento. Nas
células do espongiotrofoblasto, uma proteina
soltvel, a sFlt-1, se liga ao VEGF expresso pelas
células trofoblasticas gigantes e atua como
antagonista da ligacdo do VEGF ao seu receptor
(He et al., 1999; Maynard et al., 2003). Ja a rPIf,
originalmente denominada PRP, antagoniza os
efeitos angiogénicos da proliferin (Jackson et al.,
1994). Similar & expressdo da sFlt-1, a rPIf é
expressa pelo espongiotrofoblasto, mas também
pela camada de células gigantes trofoblasticas.
Postula-se que a expressdo de fatores anti-
angiogénicos logo abaixo da camada de células
gigantes impeca o crescimento do endotélio
materno dentro da camada do
espongiotrofoblasto (Plaisier et al., 2009).

O oxigénio é um importante regulador do
equilibrio entre as fun¢es do VEGF e do PGF.
Em humanos e roedores, na placenta e nos
tecidos corioalantoideos relacionados, o0 VEGF é
regulado pela hipoxia e reprimido pelo excesso
de oxigénio. No primeiro trimestre do
desenvolvimento placentario em humanos,

ocorre um ambiente de relativa hipoxia que
estimula a proliferacdo do citotrofoblasto e inibe
a invasdo trofoblastica. Com base nisso, foi
verificado que um dos principais eventos que d&o
origem a pré-eclampsia é o fracasso do
trofoblasto em invadir as artérias espiraladas com
subsequente isquemia placentaria. Ratas com
reducdo da perfusdo uterina apresentam aumento
da pressdo arterial, aumento plasmatico e
placentério de sFlt-1 e reducdo das concentracBes
plasmaticas de PGF e de VEGF (Smith e Wear,
2009).

Existem vérias outras vias importantes de
sinalizacdo que modulam a angiogénese e que
ndo serdo discutidas nesta revisdo, uma vez que
ndo fizeram parte do escopo deste estudo. Essas
vias sdo representadas pelos prostanoides
(Jabbour et al., 2006), angiotensina (Sugawara e
Ito, 2006) e integrinas (Bayless e Davis, 2003).

7. Efeito dos hormonios tireoidianos na
gestacdo

Os hormoénios tireoidianos sdo vitais para a
funclo reprodutiva normal. Além de atuar no
tecido ovariano e uterino, a tiroxina (T4) e a
triiodotironina (T3) agem diretamente no tecido
placentario, via  receptores  especificos,
modulando o metabolismo e o desenvolvimento
desse d6rgdo (Evans et al., 1983; Mukku et al.,
1983; Mauro et al., 1992; Kilby et al., 1998;
Galton et al., 2001; James et al., 2007). A
presenca de receptores alfa e beta especificos
para T3 no nucleo das células trofoblésticas e do
estroma da placenta sugere a participacdo direta
desse horménio sobre esse tecido (Calvo et al.,
1992; Kilby et al., 1998). Desse modo, o
hormdnio tireoidiano de origem materna
influencia o desenvolvimento fetal ndo s6 pelo
fato de o feto depender dele durante um periodo
da sua vida, para o seu desenvolvimento, mas por
agir diretamente no desenvolvimento do tecido
placentario (Kilby et al., 1998).

A sintese de T3 e T4, bem como 0s mecanismos
reguladores dessa sintese e da liberacdo desses
hormdnios, sdo semelhantes em humanos e
animais (Choksi et al., 2003). O hormdnio
estimulador da tireoide (TSH), que é secretado
pela parte distal da adeno-hipofise, regula a
sintese e a secrecdo desses hormdnios. Ja o
horménio liberador da tireotropina (TRH) é
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secretado pelo hipotalamo e regula a secrecdo de
TSH hipofisario. O TSH, o TRH e os hormdnios
tireoidianos vao formar o eixo hipotalamico-
hipofisario-tireoidiano (HPT), de forma que o
controle das concentragcBes circulantes dos
hormdnios tireoidianos vai ser regulada por
mecanismos de feedback (Scanlon e Toft, 2000).
Em geral, o aumento das concentracfes
sanguineas dos horménios da tireoide inibe a
liberacdo de TRH e TSH, ocorrendo o contréario
quando os niveis séricos dos hormdnios
tireoidianos diminuem (Choksi et al., 2003).

A T3 e a T4 sdo compostas de dois residuos
tirosil, unidos por uma ligacdo de éter, e
substituidas por trés ou quatro residuos de iodo,
respectivamente. A T3 é o horménio
biologicamente ativo, enquanto T4, que é o
principal hormonio secretado pela tireoide, é
considerado um precursor da T3 ou pro-
horménio. A deiodinacdo de T4 nos tecidos (por
exemplo, no figado) leva a producdo de T3 e T3
reverso (rT3). rT3 ndo tem atividade bioldgica
conhecida (Choksi et al., 2003), enquanto T3
efetua sua aglo através da sua ligagdo a quatro
receptores especificos, TRal, TRB1, TRB2 e
TRPB3, sendo que a presenga deles varia de
acordo com o tecido (Harvey e Williams, 2002).

Quando liberados na corrente sanguinea, T3 e T4
se ligam reversivelmente a trés diferentes
proteinas transportadoras que sdo produzidas no
figado: tireoglobulina (TBG), transtirretina
(TTR) e albumina (Robbins, 2000). As
lipoproteinas também podem se ligar a uma
pequena fracdo dos hormdnios da tireoide. No
entanto, a principal proteina transportadora nos
seres humanos é a TBG, devido a sua maior
afinidade aos hormoénios tireoidianos (Kaneko,
1989; Robbins, 2000). J& nos roedores é a
albumina, uma vez que apesar da TBG
apresentar alta afinidade para T3 e T4, sua
concentragdo plasméatica € pequena nessas
espécies (Tani et al., 1994). Entretanto, os niveis
de TBG em humanos e ratos aumentam durante a
gestagdo, ao contrario do que ocorre em
camundongos, nos quais o nivel de TBG diminui
(Choksi et al., 2003).

A principal fungdo de T3 é regular o
metabolismo de carboidratos e proteinas em
todas as células. Assim, alteragBes no nivel
plasmético de T3 podem afetar todos os érgdos e
sistemas organicos, com efeitos importantes

sobre os sistemas cardiovascular, nervoso,
imunolégico e genital. O efeito dos hormdnios
tireoidianos sobre a funcéo reprodutiva e sobre a
fertilidade e o desenvolvimento fetal tém sido
amplamente investigado, por meio da avaliagdo
dos resultados adversos encontrados em
individuos com disfuncfes da tireoide e pela
inducdo experimental dessas disfungdes em
animais de laboratério (Choksi et al., 2003).

Em adultos, os mecanismos moleculares que
afetam o metabolismo hormonal do estrégeno, a
maturacdo sexual, o ciclo estral, a ovulacdo, a
fertilidade e a habilidade materna, envolvem a
modulacdo de vias de transcri¢do induzidas por
T3 e por fatores que afetam o perfil hormonal da
fémea (Krassas, 2000). Por exemplo, T3 estimula
a producdo da globulina ligadora de horménio
sexual (SHBG), que faz o transporte sanguineo
de testosterona, diidrotestosterona e de estradiol.
Assim, o aumento de T3 resulta na elevacdo
sérica dos esteroides circulantes (Krassas, 2000).

Em fetos humanos, os horménios tireoidianos
ttm pouco ou nenhum efeito sobre o
desenvolvimento do sistema genital da fémea, ao
contrério do que se observa em roedores (Choksi
et al., 2003). Alteracfes adaptativas da tireoide
materna ocorrem durante a gestagdo, em resposta
a necessidade de prover ao feto T3 e T4 até que o
sistema hipotalamico-hipofiséario-tireoidiano fetal
esteja funcional (18° a 20° semana de gestacdo
em humanos e a partir do 17° dia de gestacdo na
rata) (Obregon et al., 1984; Obregén et al.,
2007). Para isso, a tireoide materna aumenta de
volume, bem como sua captagdo de iodeto
(Versloot et al., 1997). Além disso, os niveis de
estrogeno estimulam a expressdo da TBG no
figado e quase duplicam a sua concentracdo
sérica. O aumento sérico de TBG ocorre de
forma  concomitante a0  aumento  das
concentragBes séricas totais de T3 e T4
(Karabinas e Tolis, 1998).

As deiodinases presentes na placenta humana e
de roedores rapidamente metabolizam a T4
materna para T3 para ser usada pelo feto.
Entretanto, uma quantidade significativa de T4
também ¢ transferida para o feto (Chan e Kilby,
2000). A placenta € livremente permeavel ao
iodeto e a0 TRH, mas ndo ao TSH. Admite-se
que o TRH materno transferido ao feto possa ter
participacdo importante no controle da funcédo
tireoidiana fetal antes da maturagcdo completa do
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seu HPT. Ja esta comprovado que as isoformas
do receptor tireoidiano estdo presentes na
placenta e sua expressdo aumenta com a idade
fetal (Chan e Kilby, 2000; Leonard e Koehrle,
2000). Em humanos, ao final do primeiro
trimestre de gestacdo, a concentracdo sérica
materna de hCG, produzida pela placenta, é
suficiente para se ligar ao receptor para TSH e
estimular parcialmente a atividade do HPT
materno. A ativacdo do receptor para TSH pela
hCG estimula a sintese de T4, diminui os niveis
séricos de TSH e aumenta os niveis de T4 livre,
efeito que € intensificado por gestacOes
gemelares (Choksi et al., 2003).

Em animais de laboratério, o nivel de T3

2002). Além disso, a T3 é necessaria para a
transicdo da fase de estro para o estado de
anestro sazonal em alguns animais em idade
reprodutiva (Nakao et al., 2008). Em ovelhas,
por exemplo, a T3 precisa estar presente no final
da época de reproducdo para iniciar o anestro.
No entanto, esse hormdnio ndo desempenha
papel na manutencdo e duracdo do anestro
(Vasudevan et al., 2002).

Assim, devido & influéncia dos hormdnios
tireoidianos na funcdo normal de diversos tecidos
e oOrgdos, as disfuncdes da tireoide estdo
associadas a varias alterages morfoldgicas,
fisiologicas e comportamentais, incluindo os
disturbios reprodutivos e do desenvolvimento em

influencia o controle do ciclo estral, o seres humanos e em animais de laboratorio
comportamento, a manutencdo da gestacdo, o (Choksi et al., 2003) (Tabela 1).
crescimento fetal e a lactacdo (Vasudevan et al.,
Tabela 1. Efeitos das disfungoes tireoidianas durante a gestacéo.
Hipotireoidismo Hipertireoidismo
Infertilidade?; Maior taxa de gestacio®;
Aumento de abortos espontaneos’; Aumento dos niveis séricos de  estrogeno,

Nascimento de neonatos prematuros?;

Anomalias congénitas?;

Prejuizo na decidualizagéo?;

Reducio do peso fetal e placentario®;

Reducio do glicogénio placentario®;

Menor proliferagéo trofobléastica*;

Menor celularidade da placenta?;

Reducdo dos vasos fetais e dilatagdo dos seios
vasculares maternos no labirinto placentario;

Aumento da apoptose na placenta®;

Aumento do nivel sérico de PRLS;

Atraso do parto’;

Reducdo da proliferacdo e da expressdo de COX-2, 20a-
diidroxiprogesterona e de fatores angiogénicos no corpo
IGteo’8,

androstenediona, testosterona, LH e SHBG?.

Parto prematuro?;

Maior proliferagdo das células trofoblasticas'?;

Aumento da expressdo de VEGF pela placenta?;
Aumento da vascularizacdo uterina®!;

Aumento da proliferacdo e da expressdo de COX-2 e de
fatores angiogénicos no corpo liteo®12,

! Longcope, 1991

2 Krassas, 2000

3 Galton et al., 2001

4 Silva et al., 2012

5 Shafrir et al., 1994

® Reymond et al., 1987
" Hapon et al., 2003

8 Silva et al., 2014

9 Rosato et al., 1998

10 Freitas et al., 2007
1 Souza et al., 2011

2 Macchiarelli et al., 2013
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Quatro categorias de disfuncdo da tireoide sdo
caracterizadas em humano: o hipotiroidismo
subclinico, o hipotireoidismo clinico, o
hipertireoidismo subclinico e o hipertireoidismo
clinico (Braverman e Utiger, 2000; Ross, 2000;
Feldkamp, 2013; Keklik et al, 2013). O
hipotireoidismo subclinico é caracterizado por
uma concentracdo discretamente elevada de
TSH, concentracdes séricas normais de T3e T4 e
auséncia ou presenca discreta de sinais clinicos
(Ross, 2000). Ja o hipotireoidismo clinico é a
desordem clinica mais comum da tireoide. Ele se
caracteriza por uma concentragdo sérica elevada
de TSH e baixa concentracdo sérica de T4 livre
com sinais clinicos significativos (Braverman e
Utiger, 2000). No hipertireoidismo subclinico, os
niveis de TSH estdo baixos e os de T3 e T4 estdo
normais, podendo apresentar sintomatologia
clinica ou ndo (Feldkamp, 2013). O
hipertireoidismo clinico é caracterizado pelo
aumento de T3 e T4 e reducdo de TSH com
sintomatologia clinica evidente (Keklik et al.,
2013). Em animais, o hipo e hipertireoidismo
clinicos sdo as disfuncbes da tireoide mais
diagnosticadas (Scott-Moncrieff, 2012), sendo
gue j& ha casos de hipotireoidismo subclinico em
cées (Castillo et al., 2001; Castillo et al., 2011).
Entretanto, o perfil sérico de TSH e dos
hormdnios tireoidianos no hipotireoidismo
subclinico em cdes pode ser diferente dos
humanos, com o TSH apresentando-se normal e
T4 total e livre baixos (Valle e Féscolo, 2012).

Em humanos, o hipotirecidismo tem a baixa
ingestdo de iodo como uma das suas principais
causas. No entanto, em areas onde a ingestao de
iodo é adequada, a causa mais comum do
hipotireoidismo é a tireoidite de Hashimoto, uma
doenca autoimune causada por auto-anticorpos
contra a peroxidase tireoidiana. Outras doencas
autoimunes e a radiacdo também sdo causas de
hipotireoidismo. J4 no hipertireoidismo, a causa
mais comum é a doenca de Graves, na qual ha
producdo de anticorpos tireo-estimulantes
(Choksi et al., 2003).

A prevaléncia de hipotireoidismo nas mulheres
em idade reprodutiva e durante a gestagdo é de
aproximadamente 0,3 a 2,5% (ldris et al, 2005).
Sua incidéncia est4 associada ao atraso do inicio
da puberdade (Styne, 1991), anovulacdo, cistos
ovarianos, irregularidade menstrual (Poppe e
Glinoer, 2003), infertilidade, aumento da
frequéncia de abortos espontaneos (Longcope,

1991) e nascimento de neonatos prematuros de
baixo peso e com anomalias congénitas (Krassas,
2000).

Em espécies animais como caprinos, caninos e
equinos, o hipotireoidismo também tem sido
apontado como uma das endocrinopatias mais
freqientes e que também resulta em distdrbios
reprodutivos (Piosik et al., 1997; Dixon et al.,
1999; Frank et al., 2002). Em relacdo ao
desenvolvimento feto-placentario, alguns estudos
ja demonstraram que o hipotireoidismo pode
afetar diretamente a taxa de gestacdo por
prejudicar a  decidualizagdo  durante a
implantacdo (Galton et al., 2001), por alterar os
estoques de glicogénio placentério (Shafrir et al.,
1994) e por afetar a expressdo de c-fos e c-jun
em ratas gestantes hipotireoideas (Morrish et al.,
1997; Leonard et al., 1999). Expressdo anormal
de c-fos e c-jun, que estdo associados com a
diferenciagdo (Morrish et al, 1997) e a
proliferacéo trofoblastica (Leonard et al., 1999),
respectivamente, pode estar relacionada a
disfuncéo placentaria, uma vez que a expressao
desses fatores esta elevada na placenta de
mulheres com pré-eclampsia ou com restrigdo do
crescimento intra-uterino (Faxen et al., 1997).
Silva et al. (2012) verificaram também que a
hipofuncdo tireoidiana aumenta a populacdo de
células de glicogénio no espongiotrofoblasto,
interfere com o desenvolvimento vascular do
labirinto  placentario, reduz a atividade
proliferativa e a celularidade da placenta e
aumenta a taxa de apoptose no disco placentario.
Suspeita-se que haja falha na diferenciacéo e na
cinética de migracdo das células trofoblasticas
durante a gestagdo em condi¢bes de
hipotireoidismo (Silva et al., 2012).

Embora o hipotireoidismo materno influencie o
crescimento  feto-placentdrio em ratas, o
resultado vai depender do tempo de inicio do
quadro em relagdo a concepcdo e do grau de
hipotireoidismo. A tirecidectomia de ratas antes
da gestacdo ndo tem nenhum efeito sobre o peso
placentario, mas retarda o crescimento fetal nos
quadros de hipotireoidismo moderado ou
acentuado, transiente ou permanente (Morreale
de Escobar et al., 1985; Leonard et al., 1999;
Pickard et al., 1999). Ja a inducdo de
hipotireoidismo ~ materno  moderado  ou
acentuado, logo apdés a concepgdo, retarda
permanentemente o crescimento fetal e o peso
placentario (Porterfield et al., 1975; Bonet e
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Herrera, 1988; Hendrich e Porterfield, 1992;
Pickard et al., 2003).

Algumas pesquisas demonstraram que o0
hipotireoidismo aumenta os niveis de PRL em
modelos animais experimentais (Jahnke et al.,
1980; Reymond et al., 1987). A expressdo do
TRH, que regula tanto a secre¢do do TSH como
as secrecdes de PRL, pode ser influenciada pela
tireoidectomia. A PRL é um hormonio
luteotrépico (LTH) no roedor e que estimula a
sintese de progesterona (Rothchild, 1981). Além
disso, um aumento nos niveis de PRL inibe a
secregdo normal de LH no ser humano (Cheung,
1983) e reduz, em ratos, a resposta da hipdfise ao
hormdnio liberador de LH (LHRH) (Stradtman,
1993).

Ratas gestantes tratadas com droga anti-
tireoidiana também apresentam atraso no parto e
redugdo do namero de filhotes. O atraso no parto
é resultante da diminuicdo da sintese da 20a-
diidroxiprogesterona pelo corpo liteo, de modo
que ocorre um prolongamento da fase luteal
induzida pela supressdo do catabolismo da
progesterona (Hapon et al., 2003). Silva et al.
(2014) também observaram atraso da expressdo
génica e proteica de COX-2 pelo corpo liteo de
ratas gestantes hipotireoideas, como também
redugdo da atividade proliferativa e angiogénica.
E interessante notar que ratas gestantes
hipertireoideas apresentam parto prematuro
causado por lutedlise prematura, ao contrario de
ratas hipotireoideas que tem prolongamento da
fase luteal (Rosato et al., 1998; Hapon et al.,
2003; Navas et al., 2011). Ratas gestantes

hipertireoideas apresentam aumento precoce de
COX-2 produzida pelo corpo liteo e maior
atividade angiogénica luteal (Macchiarelli et al.,
2013; Silva et al., 2014).

Em relagdo ao hipertireoidismo, estudos mostram
que ha alteragdo significativa dos niveis de
esteroides sexuais. A hiperfuncdo tireoidiana esta
associada ao aumento dos niveis plasmaticos de
estrégeno, androstenediona e testosterona, a
partir do aumento da sintese de androstenediona
e testosterona, diminui¢do da depuracao de 17f3-
estradiol e aumento do metabolismo de
androstenediona para estrona e testosterona em
estradiol (Krassas, 2000). Os niveis séricos de
LH e da SHBG também aumentam em mulheres
com hipertireoidismo (Krassas, 2000).

Em ratas, foi demonstrado que o
hipertireoidismo aumenta a taxa de gestacdo e a
proliferacdo de células trofoblasticas sem afetar a
viabilidade fetal (Rosato et al., 1992; Freitas et
al.,, 2007). Em marrds, o hipertirecidismo
aumenta a expressdo de VEGF placentério e a
vascularizacdo uterina, sem, no entanto, alterar o
namero e o desenvolvimento dos fetos (Souza et
al., 2011).

Embora j& se tenha estudos sobre o efeito das
disfuncgdes tireoidianas na funcéo reprodutiva da
mulher e de algumas espécies de animais
domésticos e, principalmente, na atividade
ovariana, pouco se sabe sobre 0s mecanismos
moleculares pelos quais o hipo e o
hipertireoidismo alteram a funcéo placentéria.
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CAPITULO 2

A disfuncéo tireoidiana materna em ratas afeta o perfil imune placentario dos receptores
Toll-like 2 e 4 e de citocinas pro e anti-inflamatorias

Maternal thyroid dysfunction in rats affects placental immune profile of Toll-like receptors 2
and 4 and pro- and anti-inflammatory cytokines

RESUMO

A resposta imune materna é um determinante crucial para o sucesso ou falha da gestagdo, podendo as
disfuncgdes tireoidianas causar parto prematuro e aborto. O objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo
génica e proteica de fatores envolvidos na atividade imunoldgica da placenta de ratas com
hipotireoidismo e excesso de T4. Setenta e duas ratas adultas foram divididas igualmente nos grupos
hipotireoideo, tratado com L-tiroxina e eutireoideo (controle). O hipotireoidismo foi induzido pela
administracéo diaria de propiltiouracil. Os animais foram eutanasiados aos 10, 14 e 19 dias de gestagao.
Avaliou-se a expressao imunoistoquimica de INFy, MIF e iNOS. Nos discos placentarios foi avaliada a
expressdo de INFy, TLR2 e 4, MIF, TNFa, IL-10 e iNOS pelo RT-PCR tempo real. Os dados foram
analisados pelo teste SNK. O hipotiroidismo reduziu a expressdo génica e/ou proteica de TLR4, de fatores
pr6 (INFy) e anti-inflamatérias (IL-10, iNOS) e aumentou a expressdo de TLR2 (P<0,05). O excesso de
T4 ndo s6 aumentou a expressdo génica e/ou proteica dos fatores anti-inflamatérios IL-10 e iNOS, como
reduziu, aos 10 dias, a expressdo dos fatores prd-inflamatérios TNFo ¢ MIF (P<0,05). No entanto, aos 19
dias de gestacdo, os fatores pro-inflamatorios INFy e MIF aumentaram nas ratas tratadas com T4
(P<0,05). Conclui-se que o hipotireoidismo e o excesso de T4 afetam diferentemente o perfil imunoldgico
da placenta, sendo estes efeitos dependentes do periodo gestacional.

Palavras-chave: disfuncéo tireoidiana, gestacéo, trofoblasto, imunologia, rata
ABSTRACT

The maternal immune response is a crucial determinant for the success or failure of pregnancy, being
that thyroid dysfunctions can cause abortion and preterm labor. The objective of this study was to
evaluate the gene and protein expression of factors involved in immune activity of the placentas in
hypothyroid and T4-treated rats. Seventy-two adult female rats were divided equally in the groups
hypothyroid, T4-treated and euthyroid (control). The hypothyroidism was induced by daily administration
of propylthiouracil. The animals were sacrificed at 10, 14 and 19 days of gestation. The
immunohistochemical expression of INFy, MIF, and iNOS was evaluated. In placental discs was
evaluated the expression of INFy, TLR2 and 4, MIF, TNFo, IL-10, and iNOS by real time RT-PCR. The
data were analyzed by SNK test. Hypothyroidism reduced gene and/or protein expression of pro- (INFy)
and anti-inflammatory factors (IL-10, iNOS), increased TLR2 expression and reduced TLR4 expression
(P<0.05). The excess of T4 not only increased gene and/or protein expression of the anti-inflammatory
factors IL-10 and iNOS, as reduced at 10 days the expression of the pro-inflammatory factors TNFa and
MIF (P<0.05). However, at 19 days gestation, the pro-inflammatory factors INFy and MIF increased in
T4-treated rats (P<0.05). In conclusion, hypothyroidism and excess of T4 differentially affect the immune
profile of the placenta, and these effects are dependent of the gestational period.

Keywords: thyroid dysfunction, pregnancy, trophoblast, immunology, rat
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INTRODUCAO

A resposta imune materna é um determinante
crucial do sucesso ou falha da gestagdo (Koga et
al., 2009). Alteragdes no perfil de citocinas pro e
anti-inflamatdrias na interface materno-fetal sdo
causas de aborto, parto prematuro, restricdo de
crescimento intra-uterino e pré-eclampsia em
mulheres e em modelos animais experimentais
(Coulam, 2000; Toder et al., 2003; Zhang et al.,
2007; Koga et al., 2009). Contudo, pouco se sabe
sobre a influéncia das disfunges tireoidianas na
resposta imune sistémica (Gomes et al., 2008;
Castro et al., 2011) e, particularmente, no
sistema imune placentario.

A hipofuncéo tireoidiana afeta 0
desenvolvimento feto-placentario por prejudicar
a decidualizagcdo, a vascularizagdo e o
desenvolvimento placentéario, e por aumentar a
apoptose e reduzir a proliferacdo das células
trofoblasticas (Shafrir et al., 1994; Morrish et al.,
1997; Galton et al., 2001; Silva et al., 2012). No
entanto, varios destes processos patoldgicos
observados no hipotireoidismo podem  ser
resultantes de alteragdes no perfil de citocinas
pro e anti-inflamatdrias placentarias (Koga et al.,
2009). Alteragdo no perfil destas citocinas ja foi
visto em outras condicBes patoldgicas como na
pré-eclampsia e no aborto (Todros et al., 2005;
Holmlund et al., 2007; Koga et al., 2009). O
hipertireoidismo, pelo contrario, aumenta a
eficiéncia reprodutiva em modelos animais
experimentais (Serakides et al., 2001; Freitas et
al., 2007) e causa alteracBes importantes no que
concerne a vascularizagdo uterina (Souza et al.,
2011) e proliferacdo das células trofoblasticas
(Freitas et al., 2007). Ja foi confirmado que
alteracBes no perfil imunoldgico placentério
afetam a vascularizacdo da interface materno-
fetal (Zhang et al., 2007; Faria et al., 2010;
Cardaropoli et al.,, 2012). Até o presente
momento, ndo ha pesquisas que tenham avaliado
o perfil imune placentario de animais com hipo e
hipertireoidismo.

Durante a gestagdo ocorre supressdo do sistema
imune materno. Ha uma significativa reducdo da
imunidade celular (Weinberg, 1987; Raghupathy,
1997), com um predominio de citocinas anti-
inflamatérias como IL-4, IL-10 e iNOS,
condicdo essencial para o sucesso da gestacdo
(Coulam, 2000; Toder et al., 2003). Isto é
crucial para prevenir a rejeicdo ao feto (Murphy

et al., 2004). Contudo, embora previna a sua
rejeicdo, aumenta a susceptibilidade do feto a
diversos agentes infecciosos (Kim et al., 2005).

Na mulher e nas espécies animais domeésticas, a
resposta imune inata na interface materno-fetal
pode ter um impacto significativo sobre o
sucesso da gestacdo, uma vez que infeccBes
intrauterinas tém se mostrado fortemente
associadas com certos distdrbios metabdlicos da
gestacdo (Koga et al., 2009). O reconhecimento
de antigenos bacterianos pelas  células
trofoblasticas é mediado por varios receptores de
membrana, principalmente os receptores Toll-
like (TLRs) (Flo et al., 2002). O estimulo destes
receptores, particularmente do TLR2 e TLR4, vai
resultar em apoptose e producdo de citocinas
inflamatorias  pelas  células trofoblasticas,
respectivamente (Koga et al., 2009). Contudo,
ndo se sabe sobre a influéncia das disfunces
tireoidianas na expressdo destes receptores. Tem
sido observado que os TLRs estdo associados a
complicagBes gestacionais, particularmente na
patogénese da pré-eclampsia, do parto prematuro
e até mesmo na falha do desenvolvimento fetal
(Koga e Mor, 2010; Xie et al., 2010). Uma
hipotese deste estudo é de que a expressdo dos
receptores TLRs nas células trofoblasticas esteja
comprometida no hipotireoidismo. Isto poderia
comprometer o desenvolvimento feto-placentério
ndo so por influenciar a permanéncia do feto no
ambiente uterino como também por facilitar a
infeccdo do mesmo por patdgenos.

Tem sido demonstrado que algumas citocinas
pré-inflamatérias, como o INFy e o MIF, sdo
importantes componentes da resposta imune
placentaria. O INFy estimula a atividade
fagocitaria de macréfagos e de células gigantes
trofoblasticas contra microorganismos (Ashkar et
al.,, 2000; Kim et al., 2005). Além disso, afeta
diretamente a funcdo das células Natural Killer
uterinas que estdo envolvidas na funcéo imune
placentéria e na dinamica vascular (Hu e Cross,
2010). Ja o MIF estimula a expressdo de uma
grande variedade de citocinas pro-inflamatorias
como TNFa, INFy, IL-18, IL-2, IL-6, IL-8 € NO
(Faria et al., 2010; Cardaropoli et al., 2012),
além de estimular a angiogénese e a proliferagao
celular e suprimir a apoptose (Amin et al., 2003;
Vigand et al., 2007; Faria et al., 2010;
Cardaropoli et al., 2012). Os niveis séricos de
MIF estdo aumentados em mulheres com pré-
eclampsia (Todros et al., 2005). Outra hip6tese
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deste trabalho é a de que as disfuncdes
tireoidianas afetam a expressdo placentaria de
INFy e MIF. Isto justificaria, pelo menos em
parte, as alteragdes placentérias no que concerne
a proliferacdo, apoptose e vascularizagao
observadas no hipo e hipertireoidismo (Idris et
al., 2005; Freitas et al., 2007; Souza et al., 2011,
Silva et al., 2012).

Por isso, estudar a expressao génica e proteica de
receptores TLRs e de citocinas pré- e anti-
inflamatdrias na placenta de ratas com disfuncédo
tireoidiana é importante e consiste no objetivo
deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica de
Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Minas Gerais (protocolo n° 268/2011).

tireoidianas e

Inducdo das  disfuncdes

acasalamento

Setenta e duas ratas Wistar adultas foram usadas
neste estudo (Figura 1). Os animais foram
alojados em caixas plasticas com seis ratas/caixa
no regime de 12hs de luz e 12hs de escuro. As
ratas foram alimentadas com ragdo comercial
contendo 22% de proteina bruta, 1,4% de célcio
e 0,6% de fdsforo. Alimento e agua foram
fornecidos ad libitum.

72 ratas

!

/

T~

Tratado com

Controle Hipotireoideo Tiroxina

24 ratas 24 ratas 24 ratas
Placebo PTU T4 5 di
(H,0) (1 mg/dia) (50 ug/dia) 1as

Citologia vaginal
(proestro/estro)

l

Cépula

!

Citologia vaginal

l

Eutanasia

(espermatozoides — dia 0 de gestagéo)

(10, 14 e 19 dias de gestacdo)

J -

Administracdo de
H,0, PTUe T4

Figura 1. Organograma do manejo reprodutivo, inducéo das disfuncdes tireoidianas e eutanasia das ratas.

Depois de um periodo de adaptacéo de sete dias,
as ratas foram divididas aleatoriamente em trés
grupos (controle, hipotireoideo e tratado com
tiroxina), com 24 animais por grupo.

O  hipotireoidismo  foi  induzido  pela
administracdo de propiltiouracil (PTU)*® diluido
em 5 mL de agua destilada, de acordo com Silva

13 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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et al. (2004), utilizando uma sonda orogastrica
(Img/animal/dia). As ratas tratadas com tiroxina
receberam L-tiroxina (T4)' diluida em 5 mL de
agua destilada, como descrito por Serakides et al.
(2001), utilizando uma sonda orogastrica
(50pg/animal/dia). As ratas do grupo controle
receberam 5 ml de &gua destilada, por dia, como
placebo.

Cinco dias apés o inicio do tratamento, as fémeas
de todos os grupos foram submetidas a citologia
vaginal para monitorar o ciclo estral. As ratas em
proestro e estro foram mantidas em caixas
plasticas com ratos adultos por 12 h. Na manha
seguinte, esfregagos vaginais foram obtidos para
detectar  espermatozoides. A  copula foi
confirmada pela presenca de espermatozoides na
citologia vaginal, sendo esse dia considerado dia
0 de gestacdo. Neste periodo, seis ratas de cada
grupo também foram eutanasiadas com uma
overdose de anestésico'® para coleta de sangue,
dosagem de T3 e T4 livre e confirmacdo da
inducéo da disfuncdo tireoidiana. Apos a copula,
as fémeas foram mantidas individualmente em
caixas plasticas. Os animais dos grupos
hipotireoideo, tratado com tiroxina e controle
continuaram a receber PTU, T4 e &gua,
respectivamente, por sonda orogastrica, durante
todo o periodo experimental.

Analise hormonal

Aos 0, 10, 14 e 19 dias de gestacdo, seis animais
de cada grupo foram eutanasiados com overdose
de anestésico. Aos 0 e 19 dias de gestagdo, o
sangue foi colhido com anti-coagulante
(heparina) das ratas e o plasma foi separado por
centrifugacdo e armazenado a -20 °C para a
dosagem de T3 e T4 livre, a qual foi realizada
usando a  técnica  de ELISA de
quimiluminescéncia (sensibilidade: 0,4 ng/dL),
com Kkits comerciais e de acordo com as
instrugGes do fabricante?S,

Necropsia e coleta de material

Na necropsia, o Utero foi colhido juntamente com
a placenta e os fetos. Seis discos placentarios
com a decidua e glandula metrial/rata foram

4 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

15 2,5% Tionembutal; ABBOTT, Sdo Paulo, Brasil

% IMMULITE, Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Malvern, PA, EUA

fixados em paraformaldeido 4% a 4°C por 24
horas e processados pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina. Para a realizacdo da
imunoistoquimica e analise morfolégica, secgdes
histolégicas (4um) dos discos placentarios junto
com a decidua e glandula metrial foram obtidas
em l&minas silanizadas.

Trés discos placentarios sem decidua por rata
também foram dissecados, congelados em
nitrogénio liquido por 24 horas e armazenados a
-80°C para posterior avaliacdo da expressdo
génica de TLR2 e 4, INFy, MIF, TNFo, IL-10 e
iNOS utilizando RT-PCR tempo real. Os discos
placentarios eram formados unicamente pelo
sinciciotrofoblasto, espongiotrofoblasto e
labirinto placentario.

Imunoistoguimica

Para imunoistoquimica dos discos placentarios
0s anticorpos utilizados e suas diluigbes foram:
anti-INFyY” (1:200), anti-MIF*® (1:500) e anti-
iINOS*® (1:100). Foi utilizada a técnica da
estreptavidina-biotina-peroxidase® e a
recuperacdo antigénica foi realizada pelo calor
em banho-maria a 98°C, utilizando solucio
Retrieval. As laminas foram incubadas em
cdmara Umida overnight com o anticorpo
primario e por 30 minutos nas etapas de bloqueio
da peroxidase enddgena, soro bloqueio® e
estreptavidina peroxidase. A incubagdo com o
anticorpo secundario foi realizada por 45
minutos. O cromoégeno utilizado foi a
diaminobenzidina®. As secgbes foram contra-
coradas com hematoxilina de Harris?. O controle
negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo
primario por IgG.

A intensidade e &rea de imunomarcacdo de INFy,
MIF e INOS foram avaliadas na camada do
espongiotrofoblasto e no labirinto placentario aos
14 e 19 dias de gestagdo. O sinciciotrofoblasto
ndo foi avaliado pelo fato da sua espessura nao
ser uniforme ao longo do disco placentario e por
ndo possibilitar a aquisi¢cdo de uma area padrao

17 AB9657, Abcam, Cambridge, UK

8 AB7207, Abcam, Cambridge, UK

¥ AB15323, Abcam, Cambridge, UK

2 Streptavidin Peroxidase, Lab Vision Corp., Fremont, CA,
USA

2L Ultra Vision, Fremont , CA , EUA

2 DAB, Ultra Vision, Fremont, CA, EUA

2 Hematoxilina de Harris, Merck, Darmstadt, DE
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(mesma é&rea) em todas as laminas para a
avaliagdo morfométrica. A avaliagdo da
imunoistoquimica ndo foi realizada aos 10 dias
de gestacdo pois as camadas da placenta ainda
ndo estdo definidas na rata neste periodo
gestacional.

Para determinar a intensidade de imunomarcacao
e area marcada, imagens de seis e oito campos
aleatdrios/cada camada aos 14 e 19 dias de
gestacdo, respectivamente, foram fotografados
com um microscépio Olympus BX-40 acoplado
a uma camera digital Spot Color Vision?, e a
intensidade da imunomarcagdo e area marcada
foram determinadas utilizando o software ImageJ
WCIF ®2, Color deconvolution e thresholding
foram realizadas nas imagens. Para assegurar a
objetividade do processo, uma média foi obtida a
partir da avaliacdo de trés discos placentarios por
animal. Os dados de cada disco placentario
foram arquivados, analisados e expressos como
densidade integrada (intensidade) e 4rea marcada
em pixels.

O numero de campos avaliados em cada camada
da placenta foi determinado pela técnica de
estudo da variacdo da instabilidade de valores
médios em relacdo & amostra que o0s originou
(Sampaio et al., 2007). Em uma lamina de
imunistoquimica da placenta do grupo controle
foram determinadas a &rea e a intensidade de
imunomarcacdo em pixels em 10 e 15 campos
para a camada do espongiotrofoblasto e labirinto
placentario, respectivamente. A seguir, foram
determinados a média, o desvio padrdo e o
coeficiente de variacdo de cada varidvel estudada
em?2, 3,4,56,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 e 15
campos, dependendo da camada da placenta.
Apos verificar que o coeficiente de variagdo se
estabilizava (ndo apresenta diferenca maior que
10%) em 6 e 8 campos para O
espongiotrofoblasto e labirinto  placentario,
respectivamente, este valor foi adotado para se
determinar a area e intensidade de
imunomarcacdo média de cada camada da
placenta.

2 SPOTTM, Sterling Heights, Michigan, EUA
% Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, EUA

RT-PCR tempo real

O mRNA total dos discos placentarios foi
extraido usando o reagente Trizol?® de acordo
com as instrucBes do fabricante. Um total de 1ug
de RNA foi utilizado para a sintese de cDNA
utilizando o kit Platinum SuperScript 111 gPCR
Two-Step com SYBR Green?’. As reagdes de RT-
PCR foram realizadas em um termociclador
Smart Cycler 112, A expressdo génica foi
calculada usando o método 222°, onde os
valores das amostras foram calculados e
calibrados em relacdo aos valores do CT de B-
actina. Os primers estdo na Tabela 1. A avaliacdo
da expressdo génica foi realizada aos 10, 14 e 19
dias de gestacdo.

Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com fatorial 3X3 (trés grupos; trés
periodos gestacionais) e os valores médios com o
desvio padrdo dos grupos experimentais foram
determinados e foi realizada analise de variancia
(ANOVA). O teste de Student Newman Keuls
(SNK) foi utilizado para comparar as médias dos
grupos hipotireoideo e tratado com tiroxina em
relagdo ao controle. As diferencas foram
consideradas significativas se P<0,05.

% |nvitrogen, Carlsbad, CA, EUA
2" Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA
2 Cepheid Inc., Sunnyvale, CA, EUA
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Tabela 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para RT-PCR tempo real.

Genes Primers NUmero de acesso
TLR? veree 3 CTCTGGCCATOOAGGCOAG NM_108760.2
Ny S ACTOCTACACOCCRCOTCTT IS a2
we S AACACCGTOCTCCRR00GTE B e S gt
T o SASCEOCTACCCCACOIGOTA T S aners3
10 evers 3'- AAGGCAGCCCTCAGETOTCG 37 NM_012854.2
INOS reverse 3. ACTCOAGGOCACCCACCTCC 47 NM_012611.3
B-actina forward 5’- TCCACCCGCGAGTACAACCTTCTT -3’ reverse NM_031144.2

5’- CGACGAGCGCAGCGATATCGT -3’

RESULTADOS

Inducéo das disfuncdes tireoidianas

A inducdo do hipotireoidismo e excesso de T4
durante todo o periodo gestacional foi
confirmado pela concentracdo plasmatica de T3 e
T4 livre nos dias 0 e 19 de gestacdo e pelos

sinais clinicos apresentados pelos animais. As
ratas tratadas com PTU apresentaram menores
niveis de T3 e T4 livre em relacdo ao grupo
controle (P<0,05) (Figura 2) e sinais clinicos de
letargia e alopecia. As ratas tratadas com tiroxina
exibiram maiores niveis de T4 livre comparado
aos animais controle (P<0,05) (Figura 2) e
apresentaram sinais clinicos caracterizados por
agressividade e exoftalmia.

»

T3 livre (ng/dL)

0 dias de gestagdo

E=33 Confrole

KA Hipofireoideo

19 dias de gestagdo
E=3 Tiroxina

T4 livre (ng/dL)

B33 Confrole

B Hipofreoideo

19 dias de gestacido
E=3 Tiroxina

Figura 2. Concentragdes plasmaticas de T3 (A) e T4 (B) livre (médiaxDP) nas ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e

tratado com tiroxina aos 0 e 19 dias de gestagdo. (*P<0,05)
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Expressdo imunoistoquimica _de INFy, MIF e
iNOS

Independente do grupo experimental, a placenta
mostrou expresséo de INFy, MIF e iNOS nas trés
camadas (sinciciotrofoblasto,
espongiotrofoblasto e labirinto placentario) aos
14 e 19 dias de gestacdo. A expressao
imunoistoquimica e INFy e MIF foi nuclear e/ou
citoplasmatica, ao contrario da expressdo de
iNOS, que foi apenas citoplasmatica, com uma
expressdo mais intensa aos 14 dias em
comparacdo aos 19 dias de gestacdo (Figuras 3 a
5).

O hipotireoidismo reduziu a area e a intensidade
de expressdo imunoistoquimica de INFy aos 14 e
19 dias de gestacdo na camada do
espongiotrofoblasto em comparago com as ratas
controle (p<0,05) (Figura 3). Por outro lado, nos
animais tratados com tiroxina, observou-se um
aumento da area e intensidade de expressdo
imunoistoquimica de INFy no labirinto
placentario aos 19 dias de gestacdo em relagéo ao
grupo controle (P<0,05) (Figura 3).

Em relacdo a expressdo de MIF, o grupo
hipotireoideo mostrou um aumento da &rea e
intensidade de expressdo imunoistoquimica na

camada do espongiotrofoblasto aos 14 dias de
gestacdo em relacdo ao grupo controle, 0 mesmo
ndo sendo observado aos 19 dias de gestacdo. Ao
contrario, aos 19 dias de gestacdo, observou-se
uma reducédo na éarea e intensidade de expressdo
imunoistoquimica de MIF, na camada do
espongiotrofoblasto, nos animais hipotireoideos
em comparagdo com as ratas controle (P<0,05)
(Figura 4). Os animais tratados com tiroxina
mostraram um aumento da area e intensidade de
expressao imunoistoquimica de MIF, na camada
do espongiotrofoblasto, aos 14 e 19 dias de
gestacdo em relagcdo ao grupo controle (P<0,05)
(Figura 4). No labirinto placentario, tanto aos 14
como aos 19 dias de gestacdo, ndo houve
diferengas na expressdo imunoistoquimica de
MIF entre os grupos (P>0,05) (Figura 4).

Aos 14 dias de gestacdo, as ratas hipotireoideas
mostraram uma reducdo da éarea e da intensidade
de expressdo imunoistoquimica de INOS na
camada do espongiotrofoblasto e labirinto
placentario em relagio ao grupo controle
(P<0,05) (Figura 5). As ratas tratadas com
tiroxina, diferente do grupo hipotireoideo,
apresentaram um aumento da &rea e intensidade
de expressdo imunoistoquimica de iINOS no
labirinto placentario aos 14 dias de gestacdo em
relacdo as ratas controle (P<0,05) (Figura 5).
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Figura 3. Expressdo de INFy na placenta das ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 e 19
dias de gestacdo. A) Imagens imunoistoquimicas da expressdo de INFy (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado pela
Hematoxilina de Harris, barra = 12um.) B e C) Redugdo da area e intensidade de expressdéo de INFy na camada do
espongiotrofoblasto do grupo hipotireoideo em relagdo ao grupo controle aos 14 e 19 dias de gestagdo. Aumento da area e
intensidade de expressdo de INFy no labirinto placentario do grupo tratado com tiroxina em relagéo ao grupo controle aos 19 dias de
gestagdo. (*P<0,05)
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Figura 4. Expressdo de MIF na placenta das ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 e 19
dias de gestacdo. A) Imagens imunoistoquimicas da expressdo de MIF (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado pela
Hematoxilina de Harris, barra = 12um). B e C) Aumento da area e intensidade de expresséo de MIF na camada do
espongiotrofoblasto dos grupos hipotireoideo e tratado com tiroxina em relagdo ao grupo controle aos 14 dias de gestagdo. Redugdo
no grupo hipotireoideo e aumento no grupo tratado com tiroxina da &rea e intensidade de expressdo de MIF na camada do
espongiotrofoblasto em relagdo ao grupo controle aos 19 dias de gestagdo. (*P<0,05)
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Figura 5. Expressdo de iNOS na placenta das ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 e 19
dias de gestacdo. A) Imagens imunoistoquimicas da expressdo de iNOS (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado pela
Hematoxilina de Harris, barra = 12um). B e C) Redugdo da area e intensidade de expressdo de iNOS na camada do
espongiotrofoblasto e labirinto placentario do grupo hipotireoideo em relagdo ao grupo controle aos 14 dias de gestagdo. Aumento
da &rea e intensidade de expressdo de iNOS no labirinto placentario do grupo tratado com tiroxina em relagdo ao grupo controle aos
14 dias de gestagdo. (*P<0,05)
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Expresséo génica dos receptores Toll-Like 2 e 4

Nos trés grupos experimentais, a expressdo
génica para TLR2 na placenta dimuniu no
decorrer da gestagdo. Contudo, aos 14 dias de
gestagdo, os discos placentarios dos animais h

ipotireoideos  apresentaram  aumento  da
expressdo de mRNA para TLR2 em relacéo as
ratas controle (P<0,05). Por outro lado, o grupo
tratado com tiroxina ndo apresentou diferengas
quanto a expressdao génica para TLR2 em
comparagdo ao grupo controle, em nenhum dos
periodos gestacionais (P>0,05) (Figura 6A).
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Figura 6. A e B) Expressao relativa de transcritos génicos para TLR 2 (A) e 4 (B) (médiazDP) na placenta das ratas dos grupos
controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacéo. (*P<0,05)

Similar ao que observou-se para a expressdo
génica do TLR2, a expressdo de TLR4 também
diminuiu no decorrer da gestacdo nos grupos
controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina.
No entanto, o grupo hipotireoideo apresentou
uma reducdo da expressdo de mRNA aos 10, 14
e 19 dias de gestacdo em relagdo as ratas controle
(P<0,05) (Figura 6B). O grupo tratado com
tiroxina ndo apresentou diferengas na expressdo
génica de TLR-4 em compara¢do ao grupo

controle em nenhum dos periodos gestacionais
(P>0,05) (Figura 6B).

Expressdo  génica das  citocinas  pro-
inflamatérias INFy, MIF e TNFa

Com o avancar da gestacdo, 0s animais
hipotireoideos apresentaram uma reducdo da
expressdo de mRNA para INFy aos 10 e 14 dias
de gestagdo em relacdo as ratas controle
(P<0,05), diferente do grupo tratado com tiroxina
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que apresentou aumento da expressdo génica
para INFy em comparagéo ao grupo controle aos
19 dias de gestacdo (P<0,05) (Figura 7A).

Ja em relacdo a expressdo génica de MIF, os trés
grupos  experimentais  apresentaram  maior
expressdo aos 14 dias de gestacdo. No entanto,
diferente da expressdo génica para INFy, as ratas
hipotireoideas ndo apresentaram diferencas na
expressdo génica para MIF em relacdo as ratas
controle em nenhum dos periodos gestacionais
avaliados (P>0,05) (Figura 7B). Ja o grupo
tratado com tiroxina apresentou reducdo da
expressdo do mRNA para MIF em comparacgéo
ao grupo controle aos 10 dias de gestacdo, o que
ndo foi observado aos 19 dias de gestacdo, onde
ocorreu aumento da expressdo génica do MIF em
relacdo as ratas controle (P<0,05) (Figura 7B).

No decorrer da gestacdo, a expressao génica para
TNFa. nos grupos controle, hipotireoideo e
tratado com tiroxina foi maior no dia 10 em
relacdo aos 14 e 19 dias de gestacdo. Os animais
hipotireoideos ndo apresentaram diferencas em
relagdo as ratas controle em nenhum dos
periodos gestacionais avaliados (P>0,05), ao
contrario dos animais com excesso de T4 que
apresentaram reducdo da expressdo do mRNA
para TNFa em comparagdo ao grupo controle aos
10 dias de gestacdo (P<0,05) (Figura 7C). Aos 14
e 19 dias de gestacdo ndo houve diferencas na
expressdo génica para TNFa entre 0s grupos

controle e tratado com tiroxina (P>0,05) (Figura
7C).

Expressdo  génica das  citocinas  anti-
inflamatdrias IL-10 e iNOS

Com o avancar da gestacdo, a expressdo génica
para TNFo nos trés grupos experimentais foi
maior aos 10 dias de gestagdo em relacdo aos
outros periodos gestacionais avaliados. Contudo,
0s animais hipotireoideos apresentaram reducdo
da expressdo génica para IL-10 aos 14 dias de
gestacdo em relacdo as ratas controle (P<0,05)
(Figura 8A). Os animais tratados com tiroxina,
em contrapartida, apresentaram aumento da
expressdo génica para IL-10 em comparagdo aos
animais controle aos 10 e 19 dias de gestacdo
(P<0,05) (Figura 8A).

A expressdo génica de iNOS na placenta durante
a gestacdo nos grupos controle, hipotireoideo e
tratado com tiroxina foi maior no dia 14 em
relacio aos 10 e 19 dias de gestacdo. Nos
entanto, aos 14 dias de gestacdo, similar a
expressao de IL-10, os animais hipotireoideos
também apresentaram reducdo da expressdao do
mRNA para iINOS em relacdo as ratas controle
(P>0,05) (Figura 8B). O grupo tratado com
tiroxina ndo apresentou diferencas quanto a
expressao génica para iINOS em comparacdo ao
grupo controle em nenhum dos periodos
gestacionais (P>0,05) (Figura 8B).
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Figura 8. A e B) Expressdo relativa de transcritos génicos para IL-10 (A) e iNOS (B) (médiatDP) na placenta das ratas dos grupos
controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestagao. (*P<0.05)

Em resumo, as ratas hipotireoideas e tratadas like e mediadores inflamatérios na placenta em
com tiroxina apresentaram variacbes na relacdo as ratas controle, conforme demonstrado
expressdo génica e/ou proteica de receptores toll na Tabela 2.
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Tabela 2. Efeitos do hipotireoidismo e excesso de T4 na expressdo de receptores toll like e mediadores inflamatérios na placenta de

ratas em relagdo ao grupo controle.

Hipotireoidismo

Excesso de T4

Receptores Expressao génica
Toll like 10 dias 14 dias 19 dias 10 dias 14 dias 19 dias
TLR2 - 1 - - - -
TLR4 ! ! ! - - -
Mediadores pro- Expressdo génica
inflamatérios 10 dias 14 dias 19 dias 10 dias 14 dias 19 dias
INFy ! 1 - - N 1
MIF - - - ! - 1
TNFo - - - ! - -
Expressao imunoistoquimica
14 dias 14 dias 19 dias
EP LP EP LP EP LP EP LP
INFy 1 - ! - - - - 1
MIF 1 : L : 1 - 1 -
Mediadores anti- Expressdo génica
inflamatorios 10 dias 14 dias 19 dias 10 dias 14 dias 19 dias
IL10 - ! - 1 - 1
iNOS - ! - - - -
Expressdo imunoistoguimica
14 dias 14 dias 19 dias
EP LP EP LP EP LP EP LP
iNOS l l - - - 1 - -
DISCUSSAO expressao génica e/ou proteica de INFy, IL-10 e

O hipotireoidismo e excesso de T4 afetaram
diferentemente o perfil imune placentario, sendo
os efeitos dependentes do periodo gestacional.
As alteragBes observadas no perfil imunoldgico
placentario em ratas com hipotireoidismo e
excesso de T4 podem explicar, pelo menos em
parte, as alteraces feto-placentérias observadas
em mulheres e animais com disfuncao tireoidiana
(Shafrir et al., 1994; Morrish et al., 1997; Galton
et al., 2001; Freitas et al., 2007; Souza et al.,
2011; Silva et al., 2012), como a reducdo do peso
placentario e fetal observado em ratas com
hipotireoidismo e o parto prematuro observado
em ratas hipertireoideas (Freitas et al., 2007;
Silva et al., 2012).

A maior expressdo génica de TLR2 observada na
placenta dos animais hipotireoideos justifica o
aumento da apoptose observado por Silva et al.
(2012) na placenta de ratas hipotireoideas aos 14
dias de gestagcdo. A expressdo de TLR-2 induz
apoptose de células trofoblasticas (Koga et al.,
2009). Em contrapartida, a menor expressdo do
MRNA para TLR4 na placenta dos animais
hipotireoideos pode ter resultado na menor

iNOS, apresentada por eles. A expressdao e
ativacdo do TLR4 em células trofoblésticas induz
a expressdo e liberagdo de citocinas pro- e anti-
inflamatérias (Koga et al., 2009). Estes
resultados demonstram que alteracbes na
expressdo dos TLRs podem ser resultantes ndo
somente de processos infecciosos (Koga et al.,
2009), mas também de alteragBes no perfil
enddcrino de mulheres e animais gestantes.

Aos 14 dias de gestacdo, periodo em que ha
maior apoptose das células trofoblasticas em
animais hipotireoideos (Silva et al., 2012)
acompanhado do aumento da expressdo génica
de TLR2, observou-se reducdo da expressdo
génica e/ou proteica de IL-10 e iNOS, que sdo
citocinas anti-inflamatorias (Koga et al., 2009).
Alteracdo no perfil destas citocinas prejudica o
ambiente feto-placentario (Toder et al., 2003).
Assim, durante o desenvolvimento fetal, o
estabelecimento de um sistema imune
placentario anti-inflamatério é fundamental para
0 sucesso da gestacdo (Coulam, 2000; Toder et
al., 2003). A reducdo da expressdo de iINOS
também favorece o estresse oxidativo na
interface materno-fetal, uma importante causa de
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aborto, de natimortalidade e de parto prematuro
em mulheres (Rosario et al., 2008). Vale
ressaltar que as maiores concentragGes
plasmaticas de  progesterona em  ratas
hipotireoideas, observados por Hatsuta et al.
(2004), podem também ter favorecido a menor
expressdo génica de iNOS, uma vez que
macrofagos de camundongos sob efeito de altas
doses de progesterona apresentam reducdo da
expressao de iINOS (Miller et al.,1996).

A menor expressdo génica e proteica de INFy
observada nos animais hipotireoideos pode
também afetar o desenvolvimento feto-
placentario. O INFy influencia diretamente a
funclo das células Natural Killer uterinas que
estdo envolvidas na fungdo imune placentéaria e
na dindmica vascular (Hu e Cross, 2010). Os
animais hipotireoideos apresentam alteracdo da
vascularizacdo placentaria (Silva et al., 2012).
Além disso, o INFy estimula a atividade
fagocitaria de macréfagos e de células gigantes
trofoblasticas contra microorganismos (Ashkar et
al., 2000; Kim et al., 2005). Assim, sugere-se
gue o hipotireoidismo pode facilitar a infecgdo
do feto por patégenos e, com isso, O
desenvolvimento de complicagdes gestacionais.
Doencas metabolicas como a pré-eclampsia
podem apresentar uma doenga infecciosa como
causa, sendo que 40% dos casos de parto
prematuro em mulheres sdo resultantes de
infecces intra-uterinas (Koga et al., 2009).

O excesso de T4, diferente do hipotireoidismo,
promoveu um ambiente anti-inflamatério aos 10
dias de gestacdo. Ele reduziu a expressdo génica
de TNFo e MIF, que sdo citocinas pro-
inflamatérias, além de aumentar a expressdo
génica de IL-10. Embora ndo se tenha observado
alteracGes na expressdo génica dos receptores
TLR2 e 4 no grupo tratado com tiroxina, séo
necessarias mais pesquisas que avaliem a
expressdo dos outros receptores TLRs. Eles

também  sdo  expressos  pelas  células
trofoblasticas e podem estimular a liberagdo de
citocinas inflamatérias (Koga et al., 2009). A
menor expressio de TNFo observada nos
animais tratados com tiroxina pode ser resultante
da menor expressdo génica de MIF. O MIF,
direta ou indiretamente pelo seu receptor CD74,
promove a expressdo de uma grande variedade
de citocinas pré-inflamatérias, dentre elas do
TNFo (Faria et al., 2010; Cardaropoli et al.,
2012). Em contrapartida, 0 TNFo também induz
a expressdo de MIF em macrofagos através da
ativacéo de TLRs (Calandra et al., 1995; Todros
et al., 2005).

O aumento da expressdo génica e proteica de
INFy e MIF nos animais tratados com tiroxina,
aos 19 dias de gestacdo, pode estar associado ao
parto prematuro evidenciado em ratas com
hipertireoidismo (Navas et al., 2011). O parto é
caracterizado por um influxo de células
inflamatdrias no miométrio (Koga et al., 2009).
Este ambiente proé-inflamatério promove a
contracdo do Utero, a expulsdo do feto e a
rejeicdo da placenta (Koga et al., 2009). O parto
também ocorre em um ambiente de hipéxia,
sendo que a baixa tensdo de oxigénio in vitro
aumenta a expressdo proteica e de mRNA de
MIF em explantes de vilosidades coribnicas
(letta et al., 2007).

Conclui-se que o hipotireoidismo afeta a funcéo
imune  materna  por  comprometer 0
desenvolvimento de um ambiente anti-
inflamatorio na interface materno-fetal. O
hipotireoidismo experimental afeta a expressédo
génica dos TLRs 2 e 4 e reduz a expressdo
génica e/ou proteica de IL-10, iNOS e INFy. O
excesso de T4 experimental, pelo contrério,
promove um ambiente anti-inflamatério no meio
da gestacdo. Ele reduz a expressdo génica de
TNFo e MIF e aumenta a expressdo génica de
IL-10.
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CAPITULO 3

Os fatores angiogénicos e hormonais placentérios sdo afetados pelas disfungdes
tireoidianas maternas em ratas

Placental angiogenic and hormonal factors are affected by maternal thyroid dysfunction in
rats

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a expressdo génica e proteica de fatores hormonais e
angiogénicos na placenta de ratas com hipotireoidismo e excesso de T4. Setenta e duas ratas adultas
foram divididas igualmente nos grupos hipotireoideo, tratado com L-tiroxina e controle. O
hipotireoidismo foi induzido pela administracéo diaria de propiltiouracil. Os animais foram eutanasiados
com 10, 14 e 19 dias de gestacdo. Avaliou-se a expressdo imunoistoquimica de VEGF e seu receptor Flk-
1. A expressdo génica de VEGF, Flk-1, PGF, sFlt-1, PL-1 e rPIf foi avaliada nos discos placentarios pelo
RT-PCR tempo real. Os dados foram analisados pelo teste SNK. No dia 10, 0 excesso de T4 aumentou a
expressdo génica de VEGF e PGF, enquanto o hipotiroidismo aumentou a expressdo génica de rPIf.
Ambas as condicdes reduziram a expressao génica de FIk-1 e PL-1 no dia 10. No dia 14, o hipotiroidismo
reduziu o0 VEGF, PGF e a expressdo génica de rPIf. O hipotiroidismo reduziu a imunomarcagéo de VEGF
no labirinto placentério aos 14 e 19 dias de gestagdo, mas aumentou a sua expressao na camada do
espongiotrofoblasto no dia 14. O hipotiroidismo também aumentou a expressdo de Flk-1 aos 14 dias de
gestacdo. Nos dias 14 e 19, o excesso de T4 aumentou a expressdo génica de PL-1 e reduziu a
imunomarcacdo de VEGF. O excesso de T4 também reduziu a expressdo de FIk-1 e sFlt-1 no dia 19.
Tanto o hipotireoidismo quanto o excesso de T4 aumentaram a expressdo génica de rPIf no dia 19.
Conclui-se que o hipotireoidismo e o excesso de T4 tém efeitos diferenciados sobre a expressdo de fatores
envolvidos na atividade angiogénica e hormonal da placenta e estes efeitos sdo dependentes do periodo
gestacional.

Palavras-chave: disfuncdo tireoidiana, placenta, trofoblasto, angiogénese, horménio, rata
ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the gene transcription and immunohistochemical
expression of hormonal and angiogenic factors of the placentas in hypothyroid and L-thyroxine (T4)-
treated rats. Seventy-two adult female rats were divided equally into hypothyroid, T4-treated, and control
groups. Hypothyroidism was induced by daily administration of propylthiouracil. The animals were
sacrificed at 10, 14, and 19 days of gestation. We evaluated the immunohistochemical expression of
VEGF and its receptor FIk-1. The gene transcription of VEGF, FIk-1, PGF, sFltl, PL-1, and rPIf was
evaluated in placental discs by real-time RT-PCR. The data were analyzed using an SNK test. At day 10,
excess of T4 increased VEGF and PGF gene expression, while hypothyroidism increased rPIf gene
expression. Both conditions reduced Flk-1 and PL-1 gene expression at day 10. At day 14,
hypothyroidism reduced VEGF, PGF, and rPIf gene expression. Hypothyroidism reduced VEGF
immunostaining in the placental labyrinth at 14 and 19 days of gestation but increased its
immunostaining in the spongiotrophoblast layer at day 14. Hypothyroidism increased also Flk-1
expression at 14 days of gestation. At days 14 and 19, excess of T4 increased PL-1 gene expression and
reduced VEGF immunostaining. Excess of T4 also reduced Flk-1 and sFIt-1 expression at day 19. Both
hypothyroidism and excess of T4 increased rPIf gene expression at day 19. In conclusion, hypothyroidism
and excess of T4 have differential effects on the expression of factors involved in placental angiogenic
and hormonal activity, and these effects are dependent on the gestational period.

Keywords: thyroid dysfunction, trophoblast, placenta, angiogenesis, hormone, rat
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INTRODUCAO

A principal fungdo da placenta é a troca de
nutrientes e metabdlitos entre a mde e o feto
(Malassiné et al., 2003), de modo que alteragGes
no desenvolvimento vascular placentario como
também na producdo de hormdnios pela placenta
estdo associadas a complicacBes gestacionais
como o aborto espontaneo, a pré-eclampsia e o
retardo do crescimento fetal intra-uterino
(Malassiné et al., 2003; Torry et al., 2004;
Redmer et al., 2005; Vonnahme et al., 2008;
Reynolds et al., 2010). Sendo assim, varias
pesquisas nesta area tém sido realizadas (Redmer
et al., 2005; Vonnahme et al., 2008; Reynolds et
al., 2010). Contudo, embora o hipo e o
hipertireoidismo em humanos e animais afete a
gestacdo e cause aborto (Poppe e Glinoer, 2003;
Stagnaro-Green, 2011), pouco se sabe sobre a
influéncia das disfunges tireoidianas na
angiogénese e no perfil endécrino placentario
(Maruo et al., 1991; Silva et al., 2012).

A angiogénese placentdria ocorre desde a
implantacdo e decidualizacdo até a formagdo
definitiva da placenta (Reynolds et al., 2010). A
ocorréncia de aborto espontdneo e de pre-
eclampsia em mulheres tém sido associada a
alteracOes na expressdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) elou seu receptor
FIk-1 e, consequentemente, & alteragdes no
desenvolvimento vascular da placenta (Redmer
et al., 2005; Vonnahme et al., 2008). Além do
VEGF, o fator de crescimento placentario (PGF)
¢ outro fator pré-angiogénico amplamente
expresso na placenta humana e dos animais
domésticos, podendo ser um mediador autécrino
da fungdo trofobléstica (Sherer e Abulafia, 2001;
Plaisier et al., 2007; Vonnahme et al., 2007;
Seidenspinner et al., 2011). Falhas na sua
expressdo também tém sido associadas a
ocorréncia de pré-eclampsia em mulheres
(Thadhani et al., 2004). O equilibrio na
expressdao desses fatores angiogénicos no
decorrer da gestagdo € fundamental para o
adequado  desenvolvimento  feto-placentario
(Plaisier et al., 2007; Vonnahme et al., 2007;
Vonnahme et al., 2008). Sabe-se que ratas
hipotireoideas apresentam reducdo de vasos
fetais e dilatacdo do seio vascular materno no
labirinto placentario aos 14 e 19 dias de
gestacdo, respectivamernte (Silva et al., 2012).
Uma hip6tese deste estudo é de que essas
alteracOes vasculares observadas na placenta de

ratas com hipofuncdo tireoidiana sejam
resultantes de alteragdo na expressdo placentaria
de VEGF e PGF.

O hipotireoidismo também causa redugdo do
peso fetal e placentario em ratas (Silva et al.,
2012), diferente de ratas com hipertireoidismo
que apresentam maior taxa de gestacdo sem
alteracdo do peso e da viabilidade fetal (Freitas et
al., 2007). O adequado desenvolvimento feto-
placentario depende ndo somente de uma
vascularizacdo placentdria adequada como
também da producdo de horménios pela propria
placenta (Malassiné et al., 2003). Entre estes
horménios, produzidos pelas celulas
trofoblasticas, encontram-se o lactogénio
placentario 1 (PL-1) e a proteina relacionada ao
proliferin (rPIr). O PL-1 é importante para o
metabolismo fetal e materno uma vez que
estimula a secrecdo de insulina durante a
gestacdo (Cross et al., 2002; Cross, 2005). J& a
rPIf inibe a migracdo de células endoteliais e a
neovascularizagdo placentaria (Jackson et al.,
1994). Outra hipotese deste estudo é que as
alteracBes placentarias e fetais observadas no
hipo e hipertirecidismo possam ser resultantes de
alteraces na expressdo placentdria de PL-1 e
rPIf.

Assim, pelo fato de haver poucas informacdes
sobre o impacto das disfuncBes tireoidianas
maternas no perfil angiogénico e enddcrino
placentario, estudar o efeito do hipotireoidismo e
do excesso de T4 na expressdo génica e proteica
de fatores angiogénicos e hormonais na placenta
é importante e foi o objetivo deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de FEtica de
Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Minas Gerais (protocolo n° 268/2011)
(ANEXO 1).

tireoidianas e

Inducdo  das  disfuncées

acasalamento

Setenta e duas ratas Wistar adultas foram usadas
neste estudo (Figura 1). Os animais foram
alojados em caixas plasticas com seis ratas/caixa
no regime de 12hs de luz e 12hs de escuro. As
ratas foram alimentadas com ragdo comercial
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contendo 22% de proteina bruta, 1,4% de calcio
e 0,6% de fosforo. Alimento e agua foram

fornecidos ad libitum.

>

72 ratas

l

/

T~

Controle Hipotireoideo

24 ratas 24 ratas

Tratado com
Tiroxina
24 ratas

PTU
(1 mg/dia)

Placebo
(H,0)

T4

(50 pg/dia) 5 dias

Citologia vaginal
(proestro/estro)

!

Copula

l

Citologia vaginal
(espermatozoides — dia O de gest

l

Eutanasia
(10, 14 e 19 dias de gestacdo)

}

Administragdo de
H,O,PTUe T4

acdo)

Figura 1. Organograma do manejo reprodutivo, indugdo das disfung@es tireoidianas e eutanasia das ratas.

Depois de um periodo de adaptacdo de sete dias,
as ratas foram divididas aleatoriamente em trés
grupos (controle, hipotirecideo e tratado com
tiroxina), com 24 animais por grupo.

O  hipotireoidismo  foi  induzido pela
administracdo de propiltiouracil (PTU)? diluido
em 5 mL de agua destilada, de acordo com Silva
et al. (2004), utilizando uma sonda orogastrica
(Img/animal/dia). As ratas tratadas com tiroxina
receberam L-tiroxina (T4)% diluida em 5 mL de
agua destilada, como descrito por Serakides et al.
(2001), utilizando uma sonda orogastrica
(50ug/animal/dia). As ratas do grupo controle
receberam 5 ml de 4gua destilada, por dia, como
placebo.

2 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
30 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA

Cinco dias apds o inicio do tratamento, as fémeas
de todos os grupos foram submetidas a citologia
vaginal para monitorar o ciclo estral. As ratas em
proestro e estro foram mantidas em caixas
plasticas com ratos adultos por 12 h. Na manha
seguinte, esfregacos vaginais foram obtidos para
detectar espermatozoides. A coépula foi
confirmada pela presenca de espermatozoides na
citologia vaginal, e esse dia foi considerado dia 0
de gestacdo. Neste periodo, seis ratas de cada
grupo também foram eutanasiadas com uma
overdose de anestésico®! para coleta de sangue,
dosagem de T3 e T4 livre e confirmacdo da
indugdo da disfuncdo tireoidiana. Apds a copula,
as fémeas foram mantidas individualmente em
caixas plasticas. Os animais dos grupos
hipotireoideo, tratado com tiroxina e controle
continuaram a receber PTU, T4 e &gua,

31 2,5% Tionembutal; ABBOTT, Sao Paulo, Brasil
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respectivamente, por sonda orogastrica, durante
todo o periodo experimental.

Anélise hormonal

Aos 0, 10, 14 e 19 dias de gestagdo, seis animais
de cada grupo foram eutanasiados com overdose
de anestésico. Aos 0 e 19 dias de gestagdo, o
sangue foi colhido com anti-coagulante
(heparina) das ratas e o plasma foi separado por
centrifugacdo e armazenado a -20 °C para a
dosagem de T3 e T4 livre, a qual foi realizada
usando a  técnica  de ELISA  de
quimiluminescéncia (sensibilidade: 0,4 ng/dl),
com Kkits comerciais e de acordo com as
instrugGes do fabricante®,

Necropsia e coleta de material

Na necropsia, o utero foi colhido juntamente com
a placenta e os fetos. Seis discos placentarios
com a decidua e glandula metrial/rata foram
fixados em paraformaldeido 4% a 4°C por 24
horas e processados pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina. Para a realizacdo da
imunoistoquimica e analise morfoldgica, sec¢bes
histolégicas (4um) dos discos placentarios junto
com a decidua e glandula metrial foram obtidas
em laminas silanizadas.

Trés discos placentarios sem decidua por rata
também foram dissecados, congelados em
nitrogénio liquido por 24 horas e armazenados a
-80°C para posterior avaliacdo da expressdo
génica de VEGF, Flk-1 (receptor do VEGF),
PGF, sFlt-1, PL-1 e rPLf utilizando RT-PCR em
tempo real. Os discos placentarios eram
formados unicamente pelo sinciciotrofoblasto,
espongiotrofoblasto e labirinto placentario.

Imunoistoquimica

Para imunoistoquimica dos discos placentarios
os anticorpos utilizados e suas diluicbes foram:
anti-VEGF®*® (1:100) e anti-FIk-1% (1:100). Foi
utilizada a técnica da estreptavidina-biotina-
peroxidase® e a recuperacdo antigénica foi

%2 IMMULITE, Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Malvern, PA, EUA

3 5¢-152, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

34 5¢-6251, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA

% Streptavidin Peroxidase, Lab Vision Corp., Fremont, CA,
USA

realizada pelo calor em banho-maria a 98°C,
utilizando solugdo Retrieval. As laminas foram
incubadas em camara Umida overnight com o
anticorpo primario e por 30 minutos nas etapas
de bloqueio da peroxidase endogena, soro
bloqueio® e estreptavidina peroxidase. A
incubacdo com o anticorpo secundario foi
realizada por 45 minutos. O cromdgeno utilizado
foi a diaminobenzidina®. As seccBes foram
contra-coradas com hematoxilina de Harris®. O
controle negativo foi obtido pela substituicdo do
anticorpo primario por IgG.

A intensidade e area de imunomarcagdo de
VEGF e Flk-1 foram avaliadas na camada do
espongiotrofoblasto e no labirinto placentéario aos
14 e 19 dias de gestagdo. O sinciciotrofoblasto
ndo foi avaliado pelo fato da sua espessura nao
ser uniforme ao longo do disco placentério e por
ndo possibilitar a aquisi¢do de uma area padrao
(mesma éarea) em todas as laminas para a
avaliacio morfométrica. A avaliagdo da
imunoistoquimica ndo foi realizada aos 10 dias
de gestacdo pois as camadas da placenta ainda
ndo estdo definidas na rata neste periodo
gestacional.

Para determinar a intensidade de imunomarcacao
e area marcada, imagens de seis e oito campos
aleatdrios/cada camada aos 14 e 19 dias de
gestacdo, respectivamente, foram fotografadas
com um microscépio Olympus BX-40 acoplado
a uma camera digital Spot Color Vision®, e a
intensidade da imunomarcacdo e area marcada
foram determinadas utilizando o software ImageJ
WCIF ®%. Color deconvolution e thresholding
foram realizadas nas imagens. Para assegurar a
objetividade do processo, uma média foi obtida a
partir da avaliacdo de trés discos placentarios por
animal. Os dados de cada disco placentéario
foram arquivados, analisados e expressos como
densidade integrada (intensidade) e &rea marcada
em pixels.

O ntmero de campos avaliados em cada camada
da placenta foi determinado pela técnica de
estudo da variacdo da instabilidade de valores
médios em relagdo a amostra que 0s originou

3 Ultra Vision, Fremont , CA , EUA

3 DAB, Ultra Vision, Fremont, CA, EUA

3 Hematoxilina de Harris, Merck, Darmstadt, DE

% SPOTTM, Sterling Heights, Michigan, EUA

0 Media Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD, EUA
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(Sampaio et al., 2007). Em uma lamina de
imunistoquimica da placenta do grupo controle
foram determinadas a area e a intensidade de
imunomarcacdo em pixels em 10 e 15 campos
para a camada do espongiotrofoblasto e labirinto
placentario, respectivamente. A seguir, foram
determinados a média, o desvio padrdo e o
coeficiente de variacdo de cada variavel estudada
em?2, 3,4,56,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14 e 15
campos, dependendo da camada da placenta.
Apos verificar que o coeficiente de variacdo se
estabilizava (ndo apresenta diferenca maior que
10%) em 6 e 8 campos para O
espongiotrofoblasto e labirinto  placentario,
respectivamente, este valor foi adotado para se
determinar a area e intensidade de
imunomarcacdo média de cada camada da
placenta.

RT-PCR em tempo real

O mRNA total dos discos placentarios foi
extraido usando o reagente Trizol*' de acordo
com as instrugdes do fabricante. Um total de 1ug
de RNA foi utilizado para a sintese de cDNA
utilizando o kit Platinum SuperScript Il qPCR
Two-Step com SYBR Green*?. As reagGes de RT-
PCR foram realizadas em um termociclador
Smart Cycler 113, A expressdo génica foi
calculada usando o método 244°t, onde os
valores das amostras foram calculados e
calibrados em relagdo aos valores do CT de j-
actina. Os primers estdo na Tabela 1. A avaliacdo
da expressdo génica foi realizada aos 10, 14 e 19
dias de gestacéo.

4 Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA
“2 |Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA
43 Cepheid Inc., Sunnyvale, CA, EUA

Anélise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com fatorial 3X3 (trés grupos; trés
periodos gestacionais) e os valores médios com o
desvio padrdo dos grupos experimentais foram
determinados e foi realizada andlise de variancia
(ANOVA). O teste de Student Newman Keuls
(SNK) foi utilizado para comparar as médias dos
grupos hipotireoideo e tratado com tiroxina em
relacio ao controle. As diferencas foram
consideradas significativas se P<0,05.
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Tabela 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para RT-PCR tempo real.

Genes

Primers

Numero de acesso

VEGF
Flk-1
PGF
sFIt-1
PL-1
rPIf

B-actin

forward 5°- GCCCAGACGGGGTGGAGAGT -3’ reverse 5°-
AGGGTTGGCCAGGCTGGGAA -3’

forward 5°- GTCCGCCGACACTGCTGCAA -3’ reverse 5°-
CTCGCGCTGGCACAGATGCT -3’

forward 5°- CCGGCCCTGGCTGCATTGAA -3’ reverse 5’-
CAGGCAAAGCCCACAGGCGA -3’

forward 5°- CGGACGCGAGACTGGGAGGA -3’ reverse 5°-
CGCCGCGAGAGCTCTTCTCG -3

forward 5’- CCTGGCTGGGAGCCTACACTGT -3’ reverse
5’- TGGCAGTTGGTTTGGAGGCCA -3’

forward 5°- CCTCGAGGCCAAGAATTCGGCA -3’ reverse 5’-
GGAGAGCCCCTGAGGAGCAAGA -3’

forward 5’- TCCACCCGCGAGTACAACCTTCTT -3’ reverse
5’- CGACGAGCGCAGCGATATCGT -3’

NM_001110336.1
NM_013062.1
NM_053595.2
NM_019306.1

NM_001083940.2
NM_053364.1

NM_031144.2

As ratas tratadas com PTU apresentaram

RESULTADOS

Inducéo das disfuncdes tireocidianas

A inducéo do hipotireodismo e excesso de T4 ao
longo de todo o periodo gestacional foi
confirmado pela concentracdo plasmética de T3 e
T4 livre aos 0 e 19 dias de gestacdo, bem como
pelos sinais clinicos apresentados pelos animais.

menores concentragdes de T3 e T4 livre em
relacdo ao grupo controle (P<0,05) (Figura 2) e
sinais clinicos de letargia e alopecia. As ratas
tratadas com tiroxina exibiram maiores
concentragbes de T4 livre comparado aos
animais controle (P<0,05) (Figura 2) e
apresentaram sinais clinicos caracterizados por
agressividade e exoftalmia.

T3 livre (ng/dL)

0 dias de gestagdo

EZ23 Confrole

EZ2 Hipofreoideo

19 dias de gestagio
E=3 Tiroxina

T4 livre (ng/dL)

ias de gestacdo
23 Confroke

B3R Hipofreoideo

19 dias de gestacido
BE= Tiroxina

Figura 2. Concentragdes plasmaticas de T3 (A) e T4 (B) livre (médiaxDP) nas ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e

tratado com tiroxina aos 0 e 19 dias de gestacéo. (*P<0,05)
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Expressdo imunoistoquimica de VEGF e Flk-1

Independentemente do grupo experimental, a
placenta apresentou expressdo de VEGF e Flk-1
nas trés camadas (sinciciotrofoblasto,
espongiotrofoblasto e labirinto placentario) aos
14 e 19 dias de gestacdo. A expressao
imunoistoquimica de VEGF foi nuclear e/ou
citoplasmatica, ao contrario da expressao de Flk-
1 que foi apenas citoplasméatica, com uma
expressdo mais intensa aos 14 dias de gestacdo
em relacdo aos 19 dias de gestacdo (Figuras 3 e
4). O sinciciotrofoblasto apresentava expressao
de VEGF e Flk-1 em algumas células
trofoblésticas. O espongiotrofoblasto mostrou
expressdo heterogénea de VEGF e Flk-1 entre as
células aos 14 e 19 dias de gestacdo. A expressdo
de VEGF foi maior nas células de glicogénio
comparado com o0s espongiotrofoblastos nos trés
grupos experimentais. A expressao de Flk-1, pelo
contrario, foi maior nos espongiotrofoblastos
comparado com as células de glicogénio. No
labirinto placentario de todos os grupos, a
expressdao de VEGF e Flk-1 foi uniforme nas
células trofoblasticas que delimitavam os seios
vasculares.

O grupo hipotireoideo mostrou um aumento da
area de imunomarcacdo de VEGF na camada do
espongiotrofoblasto em comparacdo ao grupo
controle aos 14 dias de gesta¢do, mas isto ndo foi
observado aos 19 dias de gestagdo. Em vez disso,
aos 19 dias de gestacdo, uma reducdo na area e
intensidade de expressdo de VEGF na camada do
espongiotrofoblasto foi observada nos animais
hipotireoideos em comparacdo com as ratas
controle (P<0,05) (Figura 3). No labirinto
placentério, aos 14 e 19 dias de gestacdo, o
hipotireoidismo reduziu a &rea e intensidade da
expressdo imunoistoquimica de VEGF em
relacdo as ratas controle (P<0,05). As ratas com
excesso de T4 mostraram uma reducgdo da area e
intensidade de expressdao imunoistoquimica de
VEGF na camada do espongiotrofoblasto aos 14
e 19 dias de gestacdo em comparacdo com as
ratas controle (P<0,05) (Figura 3).

Em relacdo a expressdo do Flk-1, receptor do
VEGF, o hipotireoidismo aumentou a area e
intensidade de expressdo imunoistoquimica na
camada do espongiotrofoblasto aos 14 dias de
gestacdo em relagcdo ao grupo controle (P<0,05).
No labirinto placentério, aos 14 e 19 dias de
gestacdo, ndo houve diferenca na expressdo

imunoistoquimica de Flk-1 entre os grupos
experimentais (P>0,05) (Figura 4).

Expressdo génica dos fatores pré-angiogénicos
VEGF, Flk-1 e PGF

No decorrer da gestacdo, a expressdo génica de
VEGF nos grupos controle e hipotireoideo
aumentou aos 14 dias de gestacdo, mas diminuiu
no dia 19, diferente dos animais tratados com
tiroxina que exibiram maior expressao génica de
VEGF aos 19 dias de gestacdo comparado com
0s outros periodos gestacionais avaliados. Aos
14 dias de gestacdo, os discos placentarios dos
animais hipotireoideos mostraram uma reducéo
na expressio de mMRNA para VEGF em
comparagdo com as ratas controle (P<0,05)
(Figura 5A). Isto foi diferente dos animais
tratados com tiroxina que exibiram um aumento
da expressdo génica de VEGF em comparagdo
com o grupo controle aos 10 dias de gestacdo
(P<0,05) (Figura 5A).

A expressdo génica de Flk-1 nos grupos controle
e hipotireoideo foi similiar a expressédo génica de
VEGF no trancorrer da gestacdo, diferente do
grupo tratado com tiroxina que exibiu menor
expressdo génica de Flk-1, aos 19 dias de
gestacdo, comparado com 0s outros periodos
gestacionais avaliados. Aos 10 dias de gestacéo,
0 grupo hipotirecideo mostrou uma reducdo da
expressdo génica de FIk-1 em relacdo as ratas
controle (P<0,05), diferente dos 14 dias de
gestacdo. Em vez disso, aos 14 dias de gestacéo,
foi observado um aumento da expressao génica
de Flk-1 nos animais com hipotireoidismo em
comparagdo com o grupo controle (Figura 5B). O
grupo tratado com tiroxina mostrou uma redugéo
da expressdo de mRNA para FIk-1 aos 10 e 19
dias de gestacdo comparado com o0 grupo
controle (P<0,05) (Figura 5B).

Nos grupos controle, hipotireoideo e tratado com
tiroxina a expresséo génica de PGF diminuiu no
decorrer da gestacdo. O hipotireoidismo mostrou
reducdo da expressdo de mRNA para PGF aos 14
dias de gestacdo em comparacdo com as ratas
controle (P<0,05), ao contrario dos animais com
excesso de T4 que exibiram uma maior
expressdo génica de PGF aos 10 dias de gestacdo
em relacdo ao grupo controle (P<0,05) (Figura
5C).
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Figura 3. Expressdo de VEGF na placenta das ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 14 e 19
dias de gestacdo. A) A) Imagens imunoistoquimicas da expressédo de VEGF (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado pela
Hematoxilina de Harris, barra = 12pm). B e C) Aumento da area de expressdo de VEGF na camada do espongiotrofoblasto no grupo
hipotireoideo em comparagdo ao grupo controle aos 14 dias de gestacdo. Reducdo da &rea e intensidade de expressdo
imunoistoquimica de VEGF na camada do espongiotrofoblasto nos animais com hipotireoidismo em relacéo ao grupo controle aos
19 dias de gestacdo. Redugdo da area e intensidade de expressao imunoistoquimica de VEGF no labirinto placentario dos animais
com hipotireoidismo em comparacéo as ratas controle. Ratas tratadas com tiroxina com reducéo da area e intensidade de expressdo
imunoistoquimica de VEGF na camada do espongiotrofoblasto aos 14 e 19 dias de gestagdo em comparagdo com as ratas controle.
(*P<0,05)
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Figura 4. Expressdo de Flk-1 na placenta das ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 e 19
dias de gestacdo. A) Imagens imunoistoquimicas da expressdo de Flk-1 (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado pela
ffcffcfccfHematoxilina de Harris, barra = 12um.) B e C) Aumento da area e intensidade de expresséo de Flk-1 na camada do
espongiotrofoblasto do grupo hipotireoideo em comparacéo ao grupo controle aos 14 dias de gestacéo. (*P<0,05)
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Figura 5. A-D) Expresséo relativa de transcritos génicos para VEGF(A), Flk-1 (B), PGF (C) e sFlt-1 (D) (médiaxDP) na placenta
das ratas dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 10, 14 e 19 dias de gestagdo (*P<0,05)
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Expressdo génica do fator anti-angiogénico sFlt-

Expressado génica dos hormonios PL-1 e rPIf

1

Durante a gestacéo, a expressao génica de sFlt-1
nos trés grupos experimentais diminuiu somente
aos 19 dias de gestacdo. Contudo, aos 19 dias de
gestagdo, os discos placentarios dos animais
tratados com tiroxina mostraram  menor
expressdo de mRNA para sFlt-1 em compara¢édo
com as ratas controle (P<0,05) (Figura 5D). As
ratas hipotireoideas ndo apresentaram diferencas
na expressao génica para sFlt-1 em relacdo as
ratas controle em qualquer um dos periodos
gestacionais avaliados (P>0,05) (Figura 5D).

No decorrer da gestacdo, a expressdo génica de
PL-1 nos grupos controle, hipotireoideo e tratado
com tiroxina foi menor no dia 14 e maior aos 19
dias de gestagdo. O hipotireoidismo diminuiu a
expressdo génica de PL-1 aos 10 dias de gestacéo
em comparacdo com as ratas controle (p<0,05),
ao contrario dos animais com excesso de T4 que
mostraram um aumento na expressdao do mRNA
para PL-1 em comparagdo com o grupo controle
aos 14 e 19 dias de gestacdo (P<0,05) (Figura
6A). O grupo tratado com tiroxina também
mostrou uma reducdo na expressdo génica para
PL-1 aos 10 dias de gestacdo em comparacao
com as ratas controle (p>0,05) (Figura 6A).
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Figura 6. A e B) Expressdo relativa de transcritos génicos para PL-1(A) e rPIf (B) (médiatDP) na placenta das ratas dos grupos
controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 10, 14 e 19 dias de gestacéo (*P<0,05).

A expressdo génica de rPIf aumentou nos trés
grupos experimentais com o avancar da gestacéo.
Contudo, os animais hipotireocideos mostraram
um aumento na expressdo de mRNA para rPIf
aos 10 e 19 dias de gestagdo em comparacdo com
as ratas controle (P<0,05), mas isto ndo foi

observado aos 14 dias de gestacfo. Aos 14 dias
de gestacdo, uma reducdo na expressdo génica de
rPIf foi observada nos animais com
hipotireoidismo em comparacdo com as ratas
controle (P<0,05). O grupo tratado com tiroxina
mostrou um aumento na expressdo génica para
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rPIf aos 19 dias de gestacdo em comparacdo com
as ratas controle (p<0,05) (Figura 6B).

Em resumo, as ratas hipotireoideas e tratadas
com tiroxina apresentaram variagbes na

expressdo génica efou proteica de fatores
angiogénicos e hormonais na placenta em relacéo
as ratas controle, conforme demonstrado na
Tabela 2.

Tabela 2. Efeitos do hipotireoidismo e excesso de T4 na expressdo de fatores angiogénicos e hormonais na placenta de ratas em

relagdo ao grupo controle.

Hipotireoidismo Excesso de T4
Fatores angiogénicos - - E>.<presséo génlcg - -
10 dias 14 dias 19 dias 10 dias 14 dias 19 dias
VEGF - ! - 1 - -
Flk-1 ) 1 - ! - !
PGF - ! - 1 - -
sFIt-1 - - - - - !
Expressdo imunoistoquimica
14 dias 19 dias 14 dias 19 dias
EP LP EP LP EP LP EP LP
VEGF 1 ! ! ! ! - ! -
Flk-1 1 - - - - - - -
Hormbnios Expressao génica
10 dias 14 dias 19 dias 10 dias 14 dias 19 dias
PL-1 - ! - ] - 1
rPIf - ! - - - -
DISCUSSAO 2010). Ratas com excesso de T4 apresentam

As disfungdes tireoidianas de origem materna
afetam a expressdo de fatores angiogénicos e
hormonais envolvidos no desenvolvimento e na
funcéo placentéria, sendo este efeito dependente
do periodo gestacional.

Aos 10 dias de gestacdo, as ratas tratadas com T4
apresentaram aumento na expressdo génica para
VEGF e PGF, que sdo considerados 0s principais
fatores  pro-angiogénicos  envolvidos  no
desenvolvimento vascular da interface materno-
fetal (Vuorela et al., 1997; Smith, 2000; Plaisier
et al., 2007). Em contrapartida, o hipotireoidismo
reduziu a expressdo génica para Flk-1 e PL-1 e
aumentou a expressdo de mRNA para rPIf. O
rPIf é considerado um fator anti-angiogénico por
inibir a migracdo de células endoteliais e a
neovascularizacdo placentaria (Jackson et al.,
1994; Toft e Linzer, 2000; Corbacho et al.,
2002). O aumento de VEGF e de PGF na
placenta de ratas tratadas com T4 no terco médio
da gestagdo pode favorecer um maior aporte
hematotréfico para o feto, uma vez que esses
fatores promovem neovascularizacdo e aumento
da permeabilidade vascular (Reynolds et al.,

aumento da taxa de ovulagdo (Serakides et al.,
2001) e de gestacdo (Freitas et al., 2007). E
provavel que o aumento da expressdo desses
fatores angiogénicos permita que a placenta
contribua diretamente para 0 aumento da taxa de
gestacdo no hipertireoidismo (Rosato et al.,
1998).

Contudo, aos 10 dias de gestacdo, o excesso de
T4 reduziu a expressdo génica de FIk-1 e PL-1.
Mais pesquisas avaliando a expressdo proteica
desses fatores sdo necessarias para verificar se as
alteracbes observadas na expressdo deles
poderiam estar envolvidas nos casos de aborto
que ocorrem em mulheres hipertireoideas no
terco inicial da gestagdo (Stagnaro-Green, 2011).
A avaliacdo da imunoexpressdo aos 10 dias de
gestacdo dos fatores estudados ndo foi possivel
de ser realizada uma vez que as camadas da
placenta ainda ndo estdo bem definidas.

Aos 14 dias de gestagdo, o hipotireoidismo
reduziu a expressdo proteica e génica de VEGF e
a expressdo génica de PGF. Este resultado pode
justificar, pelo menos em parte, a redugdo dos
capilares fetais no labirinto placentario de ratas
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com hipotireoidismo aos 14 dias de gestacdo
(Silva et al, 2012). Houve oscilagdo na
expressdo de rPIf na placenta de ratas com
hipotireoidismo, havendo aumento aos 10 dias e
reducdo ao 14 dias. O papel anti-angiogénico do
rPIf no desenvolvimento placentario ainda é
pouco estudado (Toft e Linzer, 2000; Corbacho
et al., 2002), mas sabe-se que ele apresenta
maior acdo bioldgica na segunda metade da
gestacdo (Toft e Linzer, 2000; Corbacho et al.,
2002). Como a placenta definitiva da rata se
estabelece por volta dos 10 dias (Cross, 2000), é
provavel que o aumento da expressdo de rPIf aos
10 dias ja possa ter contribuido negativamente
para a alteragdo vascular placentaria observada
nestas ratas (Silva et al., 2012). Outro ponto
importante é que a oscilacdo na expressdo de
fatores angiogénicos ao longo da gestacdo pode
ser danosa uma vez que, o equilibrio na
expressdo de fatores pro-angiogénicos e anti-
angiogénicos no decorrer da gestacdo €
fundamental para o desenvolvimento feto-
placentario adequado (Plaisier et al., 2007;
Vonnahme et al., 2007; Vonnahme et al., 2008).
Além disso, em condi¢Bes normais, 0 aumento
do fluxo sanguineo placentario deve ocorrer a
partir do 12° dia de gestacdo na rata para
possibilitar um desenvolvimento feto-placentério
adequado e evitar a exposicdo inadequada do
feto aos efeitos deletérios de espécies reativas de
oxigénio (Correia-da-Silva et al., 2004; Burton,
2009). Assim, acredita-se que as alteragdes
observadas na expressdo de VEGF, PGF e de
rPIf na placenta de ratas hipotireoideas do
presente estudo possam corroborar com a
restricdo  de  crescimento intra-uterino,
natimortalidade e aborto observados em
mulheres e animais com hipotireoidismo (Poppe
e Glinoer, 2003; Stagnaro-Green, 2011; Silva et
al., 2012).

A reducdo da expressdo génica de VEGF na
placenta das ratas hipotireoideas aos 14 dias de
gestacdo resultou das alteracBes observadas no
labirinto placentario, uma vez que o mesmo
apresentou reducdo da imunomarcacdo de
VEGF, diferente da camada do
espongiotrofoblasto que apresentou aumento da
imunomarcacfo. E importante ressaltar que o
labirinto placentario compde a maior parte do
disco placentario (Cross, 2005). Desta forma, o
aumento da imunomarcacdo de VEGF no
espongiotrofoblasto ndo impediu que houvesse
reducdo da expressdo génica de VEGF no disco

placentario. Estas observacGes demonstram a
importancia da utilizagdo da imunoistoquimica,
uma vez que essa técnica permite associar a
imunomarcacgdo a morfologia do tecido.

Contudo, além do aumento da imunomarcagao
de VEGF na camada do espongiotrofoblasto, os
animais hipotireoideos também apresentaram
aumento da expressdo proteica e génica para Flk-
1 aos 14 dias de gestacdo. A expressao de Flk-1 é
auto-regulada e estimulada pelo VEGF
(Andraweera et al.,, 2012). Sugere-se que 0
aumento observado na expressdo de VEGF e de
Flk-1 na camada do espongiotrofoblasto dos
animais hipotireoideos aos 14 dias de gestacdo
tenham duas possiveis explicacBes. Primeiro, ele
pode ser resultante do aumento da populagéo de
células de glicogénio na camada do
espongiotrofoblasto observado nestes animais
aos 14 dias de gestacdo (Silva et al., 2012), uma
vez que as células de glicogénio apresentam
expressdo imunoistoquimica para VEGF mais
intensa que as células citotrofoblasticas (Silva et
al.,, 2012). Segundo, ratas hipotireoideas
apresentam redugdo na expressdo génica de
leptina  placentdria neste mesmo periodo
gestacional (Silva et al., 2014). A leptina
placentaria é produzida no espongiotrofoblasto e
influencia a atividade angiogénica placentéria
inibindo a expressdo de VEGF (Gambino et al.,
2010; Gambino et al., 2012). A camada do
espongiotrofoblasto é a principal regido na
placenta da rata onde ocorre a producdo dos
fatores angiogénicos (Voss et al., 2000, Maynard
et al., 2003; Plaisier et al., 2009). Entretanto, o
aumento na expressio de VEGF no
espongiotrofoblasto de ratas hipotireoideas pode
ser insuficiente para permitir o desenvolvimento
vascular adequado do labirinto placentéario, como
demonstrado em pesquisas realizadas
anteriormente  (Silva et al, 2012), em
decorréncia das alteracdes negativas observadas
na expressdo de fatores angiogénicos pelo
préprio labirinto placentario.

Aos 19 dias de gestacao, as ratas tratadas com T4
apresentaram aumento da expressdo génica para
PL-1, similar ao que observou-se aos 14 dias de
gestacdo. Este aumento na expressdo de PL-1 no
terco final da gestacdo pode contribuir para o
aumento da taxa de gestacdo (Freitas et al.,
2007). O PL-1 influencia o metabolismo materno
e fetal, pois estimula a secre¢do de insulina
durante a gestacdo (Sorenson e Brelje, 1997
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Cross et al., 2002; Cross, 2005). A insulina é
fundamental para o desenvolvimento fetal, pois
proporciona maior quantidade de glicose e de
nutrientes para o feto em desenvolvimento
(Inhasz et al., 2013). Vale lembrar que ratas
hipotireoideas apresentam redugdo do peso fetal
e placentério (Silva et al., 2012), e que aos 10
dias de gestacdo elas apresentaram reducdo da
expressao génica para PL-1. Além disso, aos 19
dias de gestacdo, as ratas hipotireoideas
apresentaram reducdo da expressdo proteica de
VEGF na camada do espongiotrofoblasto e do
labirinto placentério, como também aumento na
expressdo génica de rPIf. A alteracdo desses
fatores pode ser a causa da redugdo dos vasos
fetais e dilatagdo do seio vascular materno
observado no labirinto placentério de animais
com hipotireoidismo aos 14 e 19 dias de
gestacao, respectivamente (Silva et al., 2012).

Entretanto, aos 19 dias de gestacdo, o grupo
tratado com tiroxina apresentou redugdo na
expressao proteica de VEGF na camada do
espongiotrofoblasto, além de redugdo da
expressdo génica para Flk-1 e sFlt-1. Neste

mesmo periodo gestacional, também ocorreu
aumento da expressdo de mRNA para rPIf.
Sugere-se que a reducdo na expressdo de VEGF
e Flk-1 seja resultante do aumento da expressdo
de rPIf devido a sua acdo anti-angiogénica
(Jackson et al., 1994; Maynard et al., 2003;
Plaisier et al., 2009). Sabe-se que, em condi¢Ges
normais, a expressdo de VEGF e de Flk-1 em
mulheres é mais intensa no inicio da gestacdo e
diminui com o avancar dela (Jackson et al.,
1994). Contudo, se ao final da gestacdo, houver
reducdo do VEGF para limites inferiores ao
fisiologico, pode haver parto prematuro em
mulheres (Kramer et al., 2005; Andraweera et
al.,, 2012). Nossa hipdtese é que a reducdo de
VEGF e Flk-1 em ratas com excesso de T4 ao
final da gestagdo possa estar envolvida na génese
do parto prematuro j& descrito em ratas
hipertireoideas (Navas et al., 2011).

Conclui-se que a disfuncéo tireoidiana materna
afeta de forma diferenciada a expresséo proteica
e/ou génica de fatores envolvidos na atividade
angiogénica e hormonal placentaria, sendo estes
efeitos dependentes do periodo gestacional.
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CAPITULO 4

A cinética de migracdo trofoblastica intrauterina é afetada pelas disfuncdes tireoidianas
maternas em ratas

Intrauterine trophoblast migration kinetics is affected by maternal thyroid dysfunctions in
rats

RESUMO

A migracdo de células trofoblasticas na interface materno-fetal é um processo chave na placentagdo e
essencial para o sucesso da gestagdo em mulheres e roedores. Por isso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar
a migracao trofoblastatica intrauterina e a expressdo de transcritos génicos envolvidos neste processo ha
placenta de ratas hipotireoideas e tratadas com L-tiroxina (T4). Cento e vinte e seis ratas adultas foram
divididas igualmente nos grupos hipotireoideo, tratado com T4 e eutireoideo (controle). O
hipotireoidismo foi induzido pela administracéo diaria de propiltiouracil. Os animais foram eutanasiados
aos 10, 14, 15, 16, 17 e 18 dias de gestacdo. Foram avaliadas a profundidade da invasdo trofoblastica
intrauterina intersticial e endovascular bem como a expressdo génica de leptina placentaria e das
metaloproteinases 2 e 9 (MMP2, MMP9) pelo RT-PCR tempo real. Os dados foram analisados pelo teste
SNK. O hipotiroidismo reduziu a migracédo trofobléstica endovascular aos 16 e 17 dias de gestagdo, bem
como a migracdo trofoblastica intersticial aos 15 e 17 dias de gestagdo (P<0,05). Além disso, 0
hipotiroidismo reduziu a expressdo de mRNA das MMPs 2 e 9 e de leptina placentaria (P<0,05). O
excesso de T4 aumentou a expressdo de mMRNA de MMP2 aos 10 dias de gestagdo (P<0,05), mas reduziu
a migracdo trofobléastica endovascular aos 18 dias de gesta¢cdo (P<0,05). Conclui-se que o hipotireoidismo
e excesso de T4 afetam a migragdo trofoblastica intrauterina, especialmente o hipotireoidismo, sendo
estes efeitos dependentes do periodo gestacional.

Palavras-chave: disfuncéo tireoidiana, migragéo, trofoblasto, rata
ABSTRACT

The migration of trophoblast cells in the maternal-fetal interface is a key process in placentation and
essential for the success of pregnancy in women and rodents. Because of that, the objective of this study
was to evaluate the intrauterine trophoblast migration and the expression of gene transcripts involved in
this process in the placenta of hypothyroid and L-thyroxine (T4)-treated rats. One hundred twenty-six
adult female rats were divided equally in the groups hypothyroid, T4-treated and control. The
hypothyroidism was induced by daily administration of propylthiouracil. The animals were sacrificed at
10, 14, 15, 16, 17 and 18 days of gestation. It was evaluated the depth of interstitial and endovascular
intrauterine trophoblast invasion and the gene expression of placental leptin and metalloproteinases 2
and 9 (MMP-2, MMP-9) by real time RT-PCR. The data were analyzed by SNK test. Hypothyroidism
reduced the endovascular trophoblast migration at 16 and 17 days of gestation (P<0.05), as well the
interstitial trophoblast migration at 15 and 17 days of gestation (P<0.05). Furthermore, hypothyroidism
reduced the mRNA expression of the MMPs 2 and 9 and of placental leptin (P<0.05). Excess of T4
increased the mRNA expression of MMP-2 at 10 days of gestation (P<0.05), but reduced at 18 days of
gestation the endovascular trophoblast migration (P<0.05). We conclude that hypothyroidism and excess
of T4 affect the intrauterine trophoblast migration, especially the hypothyroidism, and these effects are
dependent of the gestational period.

Key words: thyroid dysfunction, migration, trophoblast, rat
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INTRODUCAO

A migrac8o de células trofoblésticas na interface
materno-fetal & um processo chave na
placentagdo e, consequentemente, essencial para
0 sucesso da gestacdo em mulheres e roedores
(Hammer, 2011). Falhas na placentacdo devido a
extensiva invasdo trofoblastica ou invasdo
trofoblastica  superficial sdo causas de
complicacBes obstétricas e neonatais importantes
como a pré-eclampsia, a restricdo de crescimento
intra-uterino, o aborto precoce, prematuridade ou
até mesmo a morte materna ou fetal (Hammer,
2011; Soares et al., 2012). Por isso, algumas
pesquisas tém procurado avaliar 0s mecanismos
moleculares que controlam a invasdo do
trofoblasto em  condicBes fisioldgicas e
patoldgicas (Rosario et al., 2008; Soares et al.,
2012). Contudo, embora haja pesquisas que
avaliaram o efeito de disfun¢Bes enddcrinas na
migracdo de células trofoblasticas (Shimonovitz
et al., 1998; Dai et al., 2003; Spencer et al.,
2004; Miko et al., 2011; Gambino et al., 2012),
ndo ha estudos sobre o efeito do hipo e do
hipertireoidismo na cinética de migracdo
trofoblastica intrauterina.

Sabe-se que a hipofungdo tireoidiana afeta o
desenvolvimento feto-placentario por prejudicar
a decidualizacdo, a vascularizagcdo e o
desenvolvimento placentario, e por aumentar a
apoptose e reduzir a proliferacdo das células
trofoblasticas (Galton et al., 2001; Shafrir et al.,
1994; Morrish et al., 1997; Silva et al., 2012). O
hipertireoidismo, em contrapartida, aumenta a
eficiéncia reprodutiva em modelos animais
experimentais, uma vez que causa alteracdes
placentarias importantes no que concerne a
proliferacdo celular sem alterar a viabilidade
embrionéaria e fetal (Serakides et al., 2001;
Freitas et al., 2007). Vale ressaltar que estas
alteracBes placentarias observadas no hipo e no
hipertireoidismo podem ser influenciadas pela
cinética de migracdo das células trofoblasticas
(Knofler, 2010; Hammer, 2011; Chakraborty et
al., 2011; Soares et al., 2012).

Os trofoblastos  invasivos  desempenham
numerosas fun¢fes como a de ancorar a placenta
ao tecido materno, secrecdo de hormdnios,
modulacdo da angiogénese e linfangiogénese
decidual e remodelamento das artérias
espiraladas uterinas maternas (Kndofler, 2010;
Chakraborty et al., 2011). As modificacbes

vasculares sdo fundamentais para aumentar o
fluxo sanguineo para a placenta e assegurar,
desse modo, a transferéncia adequada de
nutrientes e oxigénio para o feto em
desenvolvimento (Knofler, 2010; Chakraborty et
al., 2011).

Silva et al. (2012) observaram que a placenta de
ratas com hipotireoidismo apresenta alteracdo na
populacdo de células de glicogénio como
também de células gigantes trofoblasticas,
sugerindo uma falha na cinética de migracdo
dessas células em direcdo a decidua. Além disso,
a vascularizacdo placentaria de ratas com
hipotireoidismo estd comprometida (Silva et al.,
2012). E importante ressaltar que uma redugéo
da invasdo trofoblastica na decidua compromete
a vascularizacdo na interface materno-fetal,
resultando em estresse oxidativo na placenta. Isto
tem sido implicado na patogénese da pré-
eclampsia, do aborto precoce e do parto
prematuro (Burdon et al., 2007).

As pesquisas tm mostrado que um nimero cada
vez maior de fatores de crescimento e
angiogénicos, citocinas e proteases controlam a
cinética de migracdo da célula trofoblastica
(Soares et al., 2012). Entre estes fatores estdo as
metaloproteinases de matriz 2 e 9, a leptina
placentaria, o fator de crescimento epidermal e o
fator de crescimento semelhante a insulina-1
(Knofler, 2010; Soares et al., 2012). No entanto,
ainda ha pouca informagdo sobre como estes
fatores influenciam a dindmica das células
trofoblasticas na interface materno-fetal (Ain et
al., 2003). A falha na cinética de migracdo das
células  trofoblasticas no  hipotireoidismo
necessita ser comprovada, bem como a
participagdo das  metaloproteinases  nesse
processo in vivo, ja que in vitro a expressdo de
metaloproteinases pelas células trofoblésticas é
responsiva a triiodotironina (OKki et al., 2004). A
hipétese do presente estudo é de que as
disfuncbes tireoidianas alteram a cinética de
migracdo das células trofoblasticas como
também a expressdo de metaloproteinases e de
leptina placentaria. Isto explicaria, pelo menos
em parte, as alteragdes placentarias observadas
no hipo e no hipertireoidismo (Galton et al.,
2001; Shafrir et al., 1994; Morrish et al., 1997;
Freitas et al., 2007; Silva et al., 2012).

Por isso, estudar a cinética de migracdo das
células trofoblasticas como também a expressdo
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génica das metaloproteinases 2 e 9 e da leptina
placentria na placenta de ratas com disfuncéo
tireoidiana € importante e consiste 0 objetivo
deste trabalho.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de FEtica de
Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Minas Gerais (protocolo n° 268/2011)
(ANEXO 1).

Inducdo  das  disfuncdes tireoidianas e

acasalamento

Cento e vinte e seis ratas Wistar adultas foram
usadas neste estudo (Figura 1). Os animais foram
alojados em caixas plasticas com seis ratas/caixa
no regime de 12hs de luz e 12hs de escuro. As
ratas foram alimentadas com racdo comercial
contendo 22% de proteina bruta, 1,4% de célcio
e 0,6% de fosforo. Alimento e &gua foram
fornecidos ad libitum.

** 126 ratas

|

/

T~

Tratado com

Controle Hipotireoideo Tiroxina

42 ratas 42 ratas 42 ratas
Placebo PTU T4 5 4
(H,0) (1 mg/dia) (50 pg/dia) 1as

|

Citologia vaginal
(proestro/estro)

!

Copula

l

Citologia vaginal

l

Eutanasia

(espermatozoides — dia 0 de gestagdo)

(10, 14, 15, 16, 17 e 18 dias de gestagdo)

}

Administracao de
H,O, PTU e T4

Figura 1. Organograma do manejo reprodutivo, inducéo das disfuncdes tireoidianas e eutanasia das ratas.

Depois de um periodo de adaptacéo de sete dias,
as ratas foram divididas aleatoriamente em trés
grupos (controle, hipotireoideo e tratado com
tiroxina), com 42 animais por grupo.

O  hipotireoidismo  foi  induzido  pela
administracdo de propiltiouracil (PTU)* diluido

4 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

em 5 mL de agua destilada, de acordo com Silva
et al. (2004), utilizando uma sonda orogéstrica
(Img/animal/dia). As ratas tratadas com tiroxina
receberam L-tiroxina (T4)* diluida em 5 mL de
agua destilada, como descrito por Serakides et al.
(2001), utilizando uma sonda orogastrica
(50ug/animal/dia). As ratas do grupo controle

4 Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA
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receberam 5 mL de agua destilada, por dia, como
placebo.

Cinco dias ap0s o inicio do tratamento, as fémeas
de todos os grupos foram submetidas a citologia
vaginal para monitorar o ciclo estral. Seis ratas
de cada grupo também foram eutanasiadas com
uma overdose de anestésico*® para coleta de
sangue, dosagem de T3 e T4 livre e confirmacéo
da inducdo da disfuncdo tireoidiana. As ratas em
proestro e estro foram mantidas em caixas
plasticas com ratos adultos por 12 h. Na manhd
seguinte, esfregagos vaginais foram obtidos para
detectar  espermatozoides. A  copula foi
confirmada pela presenca de espermatozoides na
citologia vaginal, e esse dia foi considerado dia 0
de gestacdo. Apds a cépula, as fémeas foram
mantidas individualmente em caixas plasticas.
Os animais dos grupos hipotireoideo, tratado
com tiroxina e controle continuaram a receber
PTU, T4 e é&gua, respectivamente, por sonda
orogastrica, durante todo o periodo experimental.

Analise hormonal

Aos 0, 10, 14, 15, 16, 17 e 18 dias de gestacéo,
seis animais de cada grupo foram eutanasiados
com overdose de anestésico*’. Aos 0 e 19 dias de
gestacdo, o sangue foi colhido com anti-
coagulante (heparina) das ratas, sendo o plasma
separado por centrifugacdo e armazenado a -20
°C para a dosagem de T3 e T4 livre, quando
utilizou-se a técnica de ELISA de
quimiluminescéncia (sensibilidade: 0,4 ng/dL),
com Kkits comerciais e de acordo com as
instrucGes do fabricante®®,

Necropsia e coleta de material

Na necropsia, o Utero foi colhido juntamente com
a placenta e os fetos. Seis discos placentarios por
rata foram fixados em paraformaldeido 4% a 4°C
durante 24 h e foram processados pela técnica
rotineira de inclusdo em parafina. Para realizar as
avaliagdes morfoldgicas e de imunoistoquimica,
cortes histologicos (4um) dos discos placentérios
foram obtidos e colocados em laminas
silanizadas. Trés discos placentarios sem decidua
por rata também foram dissecados, congelados

46 2,5% Tionembutal; ABBOTT, S&o Paulo, Brasil

472,5% Tionembutal, ABBOTT, Séo Paulo, Brasil

4 IMMULITE, Siemens Medical Solutions Diagnostics,
Malvern, PA, EUA

em nitrogénio liquido por 24 horas e
armazenados a -80°C para posterior avaliacdo da
expressdo génica de MMP2 e 9 e de leptina
placentaria usando RT-PCR tempo real.

Avaliacdo morfoldgica e imunoistoquimica

As células trofoblasticas invasoras da rata foram
detectadas  utilizando o0 anticorpo  anti-
citoqueratina AE1/AE3* na diluicdo de 1:100.

Para imunoistoquimica foi utilizada a técnica da
estreptavidina-biotina-peroxidase® e a
recuperacdo antigénica foi realizada pelo calor
em banho-maria a 98°C, utilizando solucio
Retrieval. As ladminas foram incubadas em
cdmara Umida overnight com o anticorpo
primario e por 30 minutos nas etapas de bloqueio
da peroxidase enddgena, soro bloqueio®™ e
estreptavidina peroxidase. A incubagdo com o
anticorpo secundario foi realizada por 45
minutos. O cromoégeno utilizado foi a
diaminobenzidina®. As secgbes foram contra-
coradas com hematoxilina de Harris®. O controle
negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo
primario por IgG.

A profundidade da invasdo trofoblastica
intrauterina intersticial e endovascular foi usada
para determinar um indice de invasdo de acordo
com Rosario et al. (2008) (Figura 2). A invasdo
trofobléastica endovascular foi avaliada pela
medida da distdncia do local de célula
trofoblastica  endovascular  positiva  para
citoqueratina em relagdo a camada do
sinciciotrofoblasto/distancia total da camada do
sinciciotrofoblasto até a camada mesometrial
externa do UGtero. A invasdo trofoblastica
intersticial foi medida pela distancia do local de
célula trofoblastica intersticial positiva para
citoqueratina em relagdo & camada do
sinciciotrofoblasto/ distancia total da camada do
sinciciotrofoblasto até a camada mesometrial
externa do Gtero. A profundidade da invasdo de
células trofoblésticas intrauterinas foi avaliada a
partir de um plano histolégico no centro de cada
local de placentacdo. Todas as analises foram

4 AE1, AE3 Clone, Dako, St Louis, MO, EUA

%0 Streptavidin Peroxidase, Lab Vision Corp., Fremont, CA,
USA

51 Ultra Vision, Fremont , CA , EUA

52 DAB, Ultra Vision, Fremont, CA, EUA

%3 Hematoxilina de Harris, Merck, Darmstadt, DE
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realizadas em discos placentarios com 14, 15, 16,

Trofoblasto intersticial

17 e 18 dias de gestacdo.

Trofobl

Miométrio

Decidua
nciciutrofoblasto
»Espongiotrofoblasto
abirinto placentario
SINCICIO -> TROFOBL. ENDOVASCULAR (2) SINCICIO -> TROFOBL. INTERSTICIAL (3)

INDEX ENDOVASCULAR = INDEX INTERSTICIAL =

SINCICIO - MIOMETRIO (1)

SINCICIO - MIOMETRIO (1)

Miométrio

Trofoblasto intersticial

Trofoblasto endovascular

Sinciciotrofoblasto

Figura 2. Histomorfometria da migracéo trofoblastica intrauterina endovascular e intersticial.

RT-PCR tempo real

O mRNA total dos discos placentérios foi
extraido usando o reagente Trizol> de acordo
com as instrugdes do fabricante. Um total de 1ug
de RNA foi utilizado para a sintese de cDNA
utilizando o kit Platinum SuperScript 111 gPCR

5 Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA

Two-Step com SYBR Green®. As reagfes de RT-
PCR foram realizadas em um termociclador
Smart Cycler 11, A expressdo génica foi
calculada usando o método 222°, onde os
valores das amostras foram calculados e
calibrados em relagdo aos valores do CT de j-
actina. Os primers estdo na Tabela 1. Todas as

% Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA
% Cepheid Inc., Sunnyvale, CA, EUA
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analises foram realizadas nos discos placentarios

com 10, 14 e 18 dias de gestacéo.

Tabela 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para RT-PCR tempo real.

Genes Primers

Numero de acesso

forward 5’- TGGGCCCTCCCCTGATGCTG -3’

MMP2 reverse 5’- AGCAGCCCAGCCAGTCCGAT -3° NM_031054.2
forward 5’- TGCACCACCTTACCGGCCCT -3’
MMP9 reverse 5°- CAGCGCCCGACGCACAGTAA -3’ NM_031055.1
. » forward 5°- CTGGAGACCCCTGTGCCGGT -3°
Leptina placentaria reverse 5’ GCCTGGCGGATACCGACTGC -3’ NM_013076.3
Beacting forward 5°- TCCACCCGCGAGTACAACCTTCTT-3 NM_031144.2

reverse 5°- CGACGAGCGCAGCGATATCGT -3’

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com fatorial 3X3 (trés grupos; trés
periodos gestacionais) para a avaliacdo da
expressdo génica e 3X5 (trés grupos; cinco
periodos gestacionais) para a avaliagdo da
cinética de migracdo. Os valores médios com 0
desvio padrdo dos grupos experimentais foram
determinados e foi realizada andlise de variancia
(ANOVA). O teste de Student Newman Keuls
(SNK) foi utilizado para comparar as médias dos
grupos hipotireoideo e tratado com tiroxina em
relagdo ao controle. As diferencas foram
consideradas significativas se P<0,05.

RESULTADOS

Inducéo das disfuncdes tireoidianas

A indugdo do hipotireoidismo e excesso de T4
durante todo o periodo gestacional foi
confirmada pela concentracdo plasmatica de T3 e
T4 livre nos dias 0 e 19 de gestagdo e pela
sintomatologia apresentada pelos animais. As
ratas tratadas com PTU  apresentaram
concentragdes menores de T3 e T4 livre em
relagdo as do grupo controle (P<0,05) (Figura 3)
e sinais clinicos de letargia e alopecia. As ratas

tratadas com tiroxina exibiram concentracdes
maiores de T4 livre quando comparadas as dos
animais do grupo controle (P<0,05) (Figura 3) e
apresentaram sinais clinicos caracterizados por
agressividade e exoftalmia.

Cinética da migracédo trofoblastica intrauterina

Aos 16 e 17 dias de gestagdo, os discos
placentarios  dos animais  hipotireoideos
apresentaram reducdo do indice de invasdo
trofoblastica endovascular em relagdo as ratas
controle (P<0,05) (Figuras 4 e 5), sendo o
mesmo observado aos 15 e 17 dias de gestacdo
em relacdo ao indice de invasdo trofoblastica
intersticial (P<0,05) (Figuras 4 e 5).

Ja em relacdo aos animais tratados com tiroxina,
aos 18 dias de gestacdo observou-se redugdo da
invasdo  trofoblastica  endovascular  em
comparagdo ao grupo controle (P<0,05) (Figura
4), ndo sendo observadas diferencas nos outros
periodos gestacionais (P>0,05). Em relacdo a
invasdo trofoblastica intersticial, o grupo tratado
com tiroxina ndo apresentou diferencas em
relagdo ao grupo controle em nenhum dos
periodos gestacionais avaliados (P>0,05) (Figura
4).
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Figura 3. Concentragdes plasmaticas de T3 (A) e T4 (B) livre (médiatDP) nas ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e
tratado com tiroxina aos 0 e 19 dias de gestacéo. (*P<0,05)
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Figura 4. A e B) Index (médiatDP) de migracdo endovascular (A) e intersticial (B) das células trofoblasticas na decidua das ratas
gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14, 15, 16, 17 e 18 dias de gestagdo. (*P<0,05)
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Figura 5. Imagens de imunoistoquimica representando a cinética de migracéo das células trofoblésticas endovascular e intersticial na
decidua das ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 (A-C), 15 (D-F), 16 (G-1), 17 (-L) e
18 (M-0) dias de gestagdo. G-I) Invasdo trofoblastica endovascular menor nas ratas do grupo hipotireoideo (H) em relacéo ao grupo
controle (G) aos 16 dias de gestacédo. J-L) Menor invasdo trofoblastica intersticial nas ratas do grupo hipotireoideo (K) em relagéo
ao grupo controle (J) aos 17 dias de gestagdo. M-O) Menor invaséo trofoblastica intersticial nas ratas do grupo tratado com tiroxina
(O) em relagéo ao grupo controle (M) aos 18 dias de gestagéo. (Estreptavidina-biotina-peroxidase, contracorado pela Hematoxilina
de Harris, Barra = 360pm).
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Expressdo génica das metaloproteinases de
matriz2e9

No decorrer da gestacdo, nos trés grupos
experimentais, a expressdo génica para MMP2
nos discos placentarios foi maior aos 18 dias de
gestacdo. Contudo, os animais hipotireoideos
apresentaram reducdo da expressdo de mRNA
para MMP2 aos 14 dias de gestacdo em relacdo
as ratas controle (P<0,05) (Figura 6A). Os
animais tratados com tiroxina, ao contrario do
grupo hipotireoideo, apresentaram aumento da
expressito de mMRNA para MMP2 em
comparacdo aos animais controle aos 10 dias de
gestacdo (P<0,05) (Figura 6A).

Diferente da expressdo génica para MMP2, a
expressdo de MMP9 durante a gestagéo foi maior
aos 14 dias de gestagdo nos grupos controle,
hipotireoideo e tratado com tiroxina em relagdo
aos outros periodos gestacionais avaliados. No
entanto, 0s animais hipotireoideos apresentaram
reducdo da expressdo do mRNA para MMP9 em

relacdo as ratas controle aos 18 dias de gestacéo
(P>0,05) (Figura 6B). O grupo tratado com
tiroxina ndo apresentou diferencas quanto a
expressao génica para MMP9 em comparacéo ao
grupo controle em nenhum dos periodos
gestacionais avaliados (P>0,05) (Figura 6B).

Expressédo génica de leptina placentaria

Durante a gestagdo, a expressdo génica para
leptina placentaria nos discos placentarios foi
maior no dia 10 em relacdo aos 14 e 18 dias de
gestacdo. Similar ao que observou-se quanto a
expressdo génica para MMP-2, os animais
hipotireoideos tambeém apresentaram reducéo da
expressao do mRNA para leptina placentaria em
relacdo as ratas controle aos 14 dias de gestacéo
(P<0,05) (Figura 6C). O grupo tratado com
tiroxina ndo apresentou diferengas quanto a
expressao génica para leptina placentaria em
comparagdo ao grupo controle em nenhum dos
periodos gestacionais avaliados (P>0,05) (Figura
6C).
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Figura 6. A, B e C) Expressao relativa de transcritos génicos para MMP2 (A) MMP9 (B) e leptina placentaria (C) (médiatDP) na
placenta das ratas dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 10, 14 e 18 dias de gestacdo. (*P<0,05)

DISCUSSAO

As disfungdes tireoidianas maternas afetaram a
cinética de migracdo das células trofoblasticas
em direcdo a decidua, sendo este efeito
dependente do periodo gestacional. Assim, o
presente estudo confirmou a nossa hipétese e a
suspeita de Silva et al. (2012) de que a migragéo

das células trofoblasticas é afetada nas
disfungdes tireoidianas, principalmente no
hipotireoidismo.

O hipotireoidismo reduziu a invasdo intrauterina
de células trofoblésticas endovasculares e de
células trofoblasticas intersticiais. As células
trofoblasticas invasoras, que se originam da zona
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juncional, participam do remodelamento vascular
uterino, além da secrecdo de horménios. Estas
células envolvem e penetram as artérias
espiraladas uterinas (Ain et al., 2003; Caluwaerts
et al., 2005; Konno et al., 2007). Pesquisas tém
mostrado que as artérias presentes na interface
materno-fetal comegam a se dilatar quando estéo
préximas de trofoblastos intersticiais (Kaufmann
et al., 2003). Estas células trofoblasticas
expressam Oxido nitrico sintetase, dxido nitrico
sintetase endotelial (eNOS) e, possivelmente,
oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS)
(Kaufmann et al., 2003). Cartwright et al. (1999)
também demonstraram que a motilidade celular e
a invasdo trofoblastica in vitro sdo fortemente
dependentes da NOS produzida pelo prdprio
trofoblasto.  Ratas com  hipotireoidismo
apresentam reducdo da expressdo de mRNA de
iNOS durante a gestacdo (Silva et al., 2014). A
coordenacdo precisa de todo o processo de
remodelamento vascular uterino é fundamental
para o sucesso da gestagdo (Burton, 2009). Ela
garante a chegada adequada de nutrientes para o
feto além de evitar a exposi¢do inadequada do
feto aos efeitos deletérios de espécies reativas de
oxigénio (Burton, 2009). Assim, os resultados do
presente estudo explicam, pelo menos em parte,
0 baixo desenvolvimento fetal encontrado em
ratas com hipotireoidismo (Silva et al., 2012).
Falhas no remodelamento vascular uterino tém
sido associadas a patologias gestacionais como a
pré-eclampsia, a restricdo de crescimento
intrauterino e o parto prematuro (Rosario et al.,
2008).

Os animais hipotireoideos também apresentaram
reducdo da expressdo génica das MMPs 2 e 9 e
de leptina placentaria, ao contrario dos animais
tratados com tiroxina, quando observou-se
aumento do transcrito génico para MMP2. As
MMPs 2 e 9, sintetizadas principalmente pelas
células trofoblasticas na interface materno-fetal,
permitem a migragdo celular por degradar
proteinas da matriz extracelular (Lala e
Chakraborty, 2003; Varanou et al., 2006). Estes
resultados estdo de acordo com Oki et al. (2004)
ao observarem que a deficiéncia dos hormonios
tireoidianos in vitro reduz a expressdo de mMRNA
das MMPs 2 e 3, de fibronectina fetal e de
integrinas pelo trofoblasto extravilos humano. A
expressdo das MMPs 2 e 9 também é estimulada
pela leptina placentaria (Gambino et al., 2012),
corroborando com os resultados encontrados
neste estudo.

A leptina placentaria é um hormdnio chave na
placenta (Gambino et al., 2012) por induzir a
proliferacdo de células trofoblasticas e inibir a
apoptose. Além disso, regula o crescimento e 0
desenvolvimento fetal por afetar o processo de
condrogénese e de osteogénese (Masuzaki et al.,
1997; Senaris et al., 1997; Henson et al., 1998;
Gambino et al, 2010; Miko et al., 2011;
Gambino et al, 2012). Ratas com
hipotireoidismo  apresentam  reducdo da
proliferacdo das células trofoblasticas, aumento
da apoptose e reducdo do desenvolvimento fetal
(Silva et al., 2012). A deficiéncia de leptina
placentaria tem sido implicada na patogénese de
diversas patologias gestacionais em humanos
como o aborto recorrente, a diabetes gestacional,
o retardo do crescimento intrauterino e a pré-
eclampsia (Bajoria et al., 2002; Sagawa et al.,
2002; Gambino et al., 2012). Assim, a redugdo
da expressdo génica da leptina placentaria como
também das MMPs 2 e 9 nas ratas hipotireoideas
justifica a falha na cinética de migracdo das
células trofoblasticas apresentada por estes
animais.

As maiores concentragcbes plasmaticas de
progesterona em ratas hipotireoideas (Hatsuta et
al., 2004) favorece também a redugdo da
migracdo das células trofoblasticas. A
progesterona reduz a secrecdo de gelatinase e de
MMP2 e 9 pelo trofoblasto (Shimonovitz et al.,
1998; Dai et al., 2003; Spencer et al., 2004;
Miko et al., 2011). O fator bloqueador induzido
pela progesterona (PIBF), identificado em
humanos e camundongos, foi inicialmente
descrito como uma molécula induzida pela
progesterona para mediar os efeitos dela durante
a gestacdo (Szekeres-Bartho et al., 1985). Foi
constatado que o PIBF reduz a expressdo de
leptina placentéria e seu receptor, demonstrando
outra via pela qual a progesterona pode também
afetar a invasdo trofoblastica (Miko et al., 2011).

A menor invasdo trofoblastica endovascular
observada nos animais tratados com tiroxina, aos
18 dias de gestacdo, pode estar relacionada ao
parto prematuro apresentado por estes animais
(Navas et al., 2011). Para a ocorréncia do parto e
apés o parto hd morte e remocgdo das células
trofoblasticas invasoras (Soares et al., 2012). Isto
é importante para a ocorréncia adequada do
parto, sendo também critico para a salde da mée
e para 0 sucesso das gestacfes subsequentes
(Soares et al., 2012). Uma maior invasao
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intrauterina de células trofoblasticas ao final da
gestacdo, acompanhada por falha em sua
remocdo da decidua uterina, ao contréario do que
se observou nas ratas tratadas com T4, é uma
importante causa de retencdo de placenta, parto
distocico e hemorragia pés-parto na mulher e em
espécies animais domésticas, podendo ser fatal
(Tanthirojn et al., 2008; Rosario et al., 2009).

Conclui-se que as disfuncdes tireoidianas
maternas afetam a migracdo trofoblastica
intrauterina, principalmente no hipotireoidismo,
sendo este efeito dependente do periodo
gestacional. O hipotireoidismo experimental
reduz a expressdo génica das MMPs 2 e 9 e de
leptina placentéria, ao contrario do excesso de T4
experimental que aumenta a expressao génica de
MMP2.

104



CAPITULO 5

Efeitos in vitro da triiodotironina na expressao de transcritos génicos em celulas
trofoblasticas de camundongo

In vitro effects of trilodothyronine on the gene transcripts expression in mouse trophoblast
cells

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a diferenciagdo e a expressdo génica in vitro de fatores
hormonais, angiogénicos e imunes em células trofoblasticas de camundongo com diferentes doses de T3.
Vinte e cinco camundongos fémeas adultas foram eutanasiadas com 7,5 dias de gestacdo. Os cones
ectoplacentarios foram dissecados dos tecidos maternos e cultivados durante 24 e 48 horas em meio
padrdo sem T3 (controle) e com diferentes doses de T3 (10° M, 107 M, 10 M). A expressdo génica de
Tpbp, Pri3bl, VEGF, PGF, PL-1 e INFy foi avaliada nas células trofoblasticas por RT-PCR tempo real.
Os dados foram analisados pelo teste SNK. As doses de 107 e 10° M de T3 aumentaram a expressdo do
mRNA para Tpbp, PGF, INFy e PL-1 com 24 e/ou 48 horas de cultivo. Além disso, a dose de 10”7 M de
T3 aumentou a expressdo génica de VEGF e PI3b1 com 24 horas de cultivo. A dose de 10* M de T3, pelo
contrario, reduziu a expressdo de mRNA para PL-1 e VEGF com 24 e 48 horas de cultivo,
respectivamente. Conclui-se que as doses de 107 e 10° M de T3 aumentam a diferenciacéo e expressio
génica de fatores hormonais, angiogénicos e imunes pelas células trofoblasticas de camundongos e esses
efeitos sdo dependentes do tempo de cultivo. Em contraste, a dose de 10 M de T3 reduz a expressdo
génica de VEGF e PL-1 pelas células trofoblasticas.

Palavras-chave: triiodotironina, trofoblasto, cultura, diferenciagdo, camundongo

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the differentiation and gene expression in vitro of
hormonal, immune and angiogenic factors in mouse trophoblast cells with different doses of T3. Twenty-
five adult female mouse were sacrificed at 7,5 days of gestation. Ectoplacental cones were dissected from
the maternal tissues and cultured during 24 and 48 hours in standard medium without T3 (control) and
with different doses of T3 (10° M; 107 M; 10* M). The gene expression of Tpbp, Pri3bl, VEGF, PGF,
PL-1, and INFy was evaluated in trophoblast cells by real-time RT-PCR. The data were analyzed using
an SNK test. The doses of 107 and 10° M of T3 increased the mRNA expression for Tpbp, PGF, INFy,
and PL-1 with 24 and/or 48 hours of culture. In addition, the dose of 10”7 M of T3 also increased the gene
expression for PI3b1 and VEGF with 24 hours of culture. The dose of 10 M of T3, on the contrary,
reduced the mRNA expression for PL-1 and VEGF with 24 and 48 hours of culture, respectively. In
conclusion, the doses of 107 and 10° M of T3 increased the differentiation and gene expression of
hormonal, immune and angiogenic factors by mice trophoblast cells and these effects were dependent of
the culture time. In contrast, the dose of 10* M of T3 reduced the gene expression of VEGF and PL-1 by
trophoblast cells.

Keywords: triiodothyronine, trophoblast, culture, differentiation, mouse
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INTRODUCAO

Os horménios tireoidianos sdo vitais para a
funcdo reprodutiva normal, pois influenciam o
desenvolvimento normal da placenta (Cross,
2005). Durante este  processo, células
trofoblasticas se diferenciam e produzem
diversos fatores de crescimento e de sinalizacdo
que sdo criticos para o desenvolvimento feto-
placentério (Oda et al., 2006; Hu e Cross, 2010).
Como o hipotireoidismo materno causa aborto
precoce em mulheres (Maruo et al., 1992) e tanto
0 hipo quanto o hipertireoidismo resultam em
alteracdo na populagdo de células trofoblasticas
na placenta de ratas (Freitas et al., 2007; Silva et
al., 2012), é plausivel que a diferenciagdo destas
células no inicio da gestagdo possa ser afetada
pelos hormonios tireoidianos.

Lactogénio placentario 1 (PL-1), fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento placentario (PGF) e interferon gama
(IFNy) sdo produzidos pela célula trofoblastica
diferenciada e influenciam o desenvolvimento
vascular placentario, a imunologia placentéria e
0 metabolismo materno-fetal (Kim et al., 2005;
Plaisier et al., 2009; Hu e Cross, 2010). Todos
estes fatores sdo afetados pelas disfuncdes
tireoidianas na placenta de ratas (Silva et al.,
2014a; Silva et al., 2014b), mas ndo se sabe se
este efeito é resultante de uma acdo direta ou
indireta dos horménios tireoidianos na célula
trofoblastica. Pesquisas in vitro j& mostraram que
a triiodotironina (T3) aumenta a atividade
enddcrina e o potencial invasivo da célula
trofobléastica (Maruo et al., 1991; Oki et al.,
2004), mas ainda ndo hd nenhum estudo que
avaliou o efeito da T3 na expressdo in vitro de
fatores angiogénicos e imunoldgicos pela célula
trofobléstica. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estudar o papel in vitro da triiodotironina na
expressao de transcritos génicos envolvidos na
diferenciacgdlo e na atividade endocrina,
angiogénica e imune de células trofoblasticas de
camundongo.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Minas Gerais (protocolo n° 268/11).

Manejo dos animais e acasalamento

Vinte e cinco camundongos fémeas Balb-C com
2 meses de idade foram alojadas em caixas
plasticas onde receberam a mesma ragdo
comercial (1,4% de célcio, 0,60% de fosforo e
22% de proteina) e A&gua ad libitum. Os
camundongos foram mantidos em regime de 12
horas de luz e 12 horas de escuro.

Apb6s um periodo de 7 dias de adaptacdo, os
camundongos foram submetidos a citologia
vaginal para acompanhamento do ciclo estral. Os
camundongos em proestro foram alojados em
caixas plasticas com camundongos machos por
12 horas durante a noite. Ap6s esse periodo, a
copula foi confirmada pela observacéo do plug
nas fémeas e esse dia foi designado como 0,5°
dia de gestacdo. Apds a copula, os camundongos
foram alojados em caixas separadas.

Extracdo e cultivo das células trofoblasticas

Com 7,5 dias de gestacdo os animais foram
eutanasiados com overdose de anestésico®” para a
extragdo e o cultivo das células do cone
ectoplacentario, conforme Hoshida et al. (2007).

Apb6s a eutanésia, o Utero desses animais foi
imediatamente dissecado em solucdo de fosfato
tamponada (PBS) estéril contendo 10% de soro
fetal bovino (FBS). Com o uso de um bisturi,
cuidadosamente foi separado o embrido da
decidua e dissecado o cone ectoplacentario do
tecido embriondrio remanescente.

Os cones ectoplacentarios dos  grupos
experimentais foram cultivados em placas de 6
pocos com 3ml de meio padrdo (DMEM-
F12)/poco, suplementado com 10% de FBS, 0,5
mg/mL de lactato de célcio, 0,2 ng/mL de
Mito+TMSerum  Extender® e antibidtico-
antimicotico (60ug/L de gentamicina, 100 U/mL
de penicilina, 100pug/mL de estreptomicina e
25ug/L  de anfotericina). Os cones foram
cultivados por 24h sob condi¢do padréo (36,5°C,
5% de CO2 e humidade). O periodo
experimental iniciou-se neste ponto, ou seja,
apés 24 h de cultivo (tempo experimental= 0 h).

57 2.5% Tionembutal; Abbott, Sio Paulo, Brazil
% Becton Dickinson Labware, Bedford, MA, USA
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A caracterizacdo da populacdo de células
trofoblasticas foi realizada por meio da
imunolocalizagdo  positiva de  filamentos
intermediarios de citoqueratina endo-A e
reatividade negativa para vimentina, conforme
Hoshida et al. (2007) e Leanza et al. (2007). As
células foram cultivadas em pogos com laminula
(22x22mm) para depois serem fixadas com
paraformaldeido a 4% por 15 min. Foi utilizada a
técnica da  estreptavidina-biotina-peroxidase®.
As laminas foram incubadas em camara Umida
overnight com o anticorpo primario e por 30
minutos nas etapas de bloqueio da peroxidase
enddgena, soro de bloqueio® e estreptavidina
peroxidase. Os anticorpos primarios, anticorpo
anti-citoqueratina®? e anti-vimentina®?, foram
diluidos a 1:100 e 1:200, respectivamente. A
incubagdo com anticorpo secundario®® foi
realizada por 45 minutos. O cromogeno foi a
diaminobenzidina®. As secgbes foram contra-
coradas com hematoxilina de Harris®. O
controle negativo foi obtido pela substituicdo do
anticorpo primario por 1gG. Considerou-se uma
cultura pura de células trofoblasticas quando a
populacdo celular era 100% positiva para
citoqueratina AE1-AE3 e negativa para
vimentina.

No tempo O de cultivo, trés cones
ectoplacentéarios/poco  foram cultivados em
placas de 6 wells com 3 mL de meio/poco.
Foram cultivados 6 pocos/tratamento para cada
periodo experimental. Os grupos eram formados
pelo controle (sem 3,3°,5-triiodo-L-tironina; T3)
e tratados com diferentes doses de T3 (10 107
e 10 M de T3) em dois periodos de tempo (24 e
48 horas). As doses de T3 foram estabelecidas
conforme estudos realizados por Maruo et al.
(1991) e OKki et al. (2004), que avaliaram o efeito
da T3 na sintese de lactogénio placentario.

Nos tempos 24 e 48 horas de cultivo avaliou-se a
expressdo génica de fatores envolvidos na
diferenciagdlo e na atividade endocrina,

% Streptavidin Peroxidase, Lab Vision Corp. Fremont, CA,
USA

8 Ultra vision Block, Lab Vision Corp. Fremont, CA. USA
61 Clone AE1-AE3, Dako, St Louis, MO, USA

62 Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA

& Biotin Goat, Lab Vision Corp., Fremont, CA. USA

% DAB Substrate system, Lab Vision Corp. Fremont, CA.
USA

5 Hematoxilina de Harris, Merck, Darmstadt, DE

angiogénica e imune das células trofoblasticas no
grupo controle e nas diferentes doses de T3.

A diferenciagdo em espongiotrofoblastos e
trofoblasto invasivo foi avaliada pela expressdo
de mRNA para proteina alfa especifica de
trofoblastos (Tpbpa) e prolactina 3bl (Pri3bl),
respectivamente. O perfil enddcrino foi avaliado
pela expressédo génica de lactogénio placentario 1
(PL-1); o perfil angiogénico pela expressdo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e fator de crescimento placentario (PGF) e o
perfil imune pela expressdo de interferon gama
(INFy). Todas as avaliagbes foram feitas pela
RT-PCR tempo real.

Quantificacdo relativa dos transcritos génicos
para Tpbpa, Pri3bl, PL-1, VEGF, PGF e INF-y
pela RT-PCR tempo real

Para a técnica de RT-PCR tempo real a extracao
do RNA total das células como também a sintese
do cDNA e as reacfes de PCR foram realizadas
utilizando Kit comercial®. As reactes de RT-
PCR foram conduzidas no termociclador Smart
Cycler 1157, Foram realizadas as reagGes de PCR
utilizando-se 4uL de cDNA, 600nM de cada
primer e 10uL do reagente Syber Green
acrescido de agua DNAse e RNAase free até
obter-se um volume final de 20 pL de reacdo. As
reacbes foram realizadas no aparelho Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System®®. Os
primers foram delineados com base na sequéncia
do mRNA para Mus musculus (Tabela 1).

A expressdo génica foi calculada pelo método 2-
AACT “onde os resultados obtidos para cada grupo
foram comparados quantitativamente apds a
normalizacdo baseada na expressdo de GAPDH
Mus musculus.

% Power SYBER® Green Cells-to-Ct™ Kit; Life
Technologies, Ambion, CA, USA

67 Cepheid Inc., Sunnyvale, CA, USA

8 Applied Biosystems, Life Technologies, CA, USA
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Tabela 1. Lista de genes e sequéncia de nucleotideos dos primers para RT-PCR tempo real.

Gene Primers N° acesso

Prds1 Reverss primer TCGCGGOATTTCAAGACCTTGAGA NM_0125352
o e TGTeCC TGS AT TSGCCTCR
vecF Reverse rimer AGGGTTGGCCAGGCTGEOAA NM_001110336.1
INE-y Revers primer AGTGTGCCTTGGCAGTAACAGCC NM_138850.2
PGF Rovess primer CAGGCAAAGCCCACAGGCOA NM_053595.2
GAPDH Forward primer GGGGCTCTCTGCTCCTCCCTGT NM_017008.3

Reverse primer TGACCCTTTTGGCCCCACCCT

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com fatorial 4X2 (quatro grupos;
dois tempos de cultivo) e os valores médios com
0 desvio padrdo dos grupos experimentais foram
determinados e foi realizada andlise de variancia
(ANOVA). O teste de Student Newman Keuls
(SNK) foi utilizado para comparar as médias dos
grupos tratados com T3 em relacdo ao controle.
As diferencas foram consideradas significativas
se P<0,05.

RESULTADOS

Diferenciacdo trofoblastica

Em relagdo a expressdo génica para Tpbp, gene
expresso por células do espongiotrofoblasto, as
doses de 107 e 10° M de T3 aumentaram sua
expressdo em relagdo ao grupo controle com 24 e
48 horas de cultivo (P<0,05). A dose de 10** ndo
alterou a expressdo de mRNA para Tpbp em
relagdo ao controle em nenhum dos tempos de
cultivo (P>0,05) (Figura 1A).

A dose de 107 M de T3 aumentou a expressdo
génica de PrI3bl, gene expresso pelo trofoblasto
invasivo, em relacdo ao controle com 24 horas de
cultivo. As doses de 10 e 10° ndo alteraram a

expressdo génica de PrI3bl em relagdo ao
controle em nenhum dos tempos de cultivo
(P>0,05) (Figura 1A).

Expressdo génica dos fatores pré-angiogénicos
VEGF e PGF

A dose de 107 M de T3 aumentou a expressio
génica de VEGF pelas células trofoblasticas em
relacdo ao controle com 24 horas de cultivo
(P<0,05). A dose de 10* M de T3, pelo
contrario, reduziu a expressdo de mRNA de
VEGF pelas células trofoblasticas em
comparagdo ao grupo controle com 48 horas de
cultivo (P<0,05). A dose de 10° M de T3 nio
afetou a expressdo génica de VEGF em nenhum
dos tempos de cultivo (P>0,05) (Figura 1B).

Em relacdo ao PGF, as doses de 107 e 10° M de
T3 aumentaram a expressdo génica das células
trofoblésticas em relagdo ao controle com 24 e
48 horas de cultivo (P<0,05). A dose de 10* M
de T3 ndo afetou a expressdo de mMRNA de PGF
em comparagdo ao controle em nenhum dos
periodos gestacionais (P>0,05) (Figura 1B).

Expressdo génica do mediador inflamatério
INFy
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A dose de 10° M de T3 aumentou a expressio
génica de INFy pelas células trofoblasticas em
relacdo ao controle com 24 horas de cultivo
(P<0,05). A dose de 107 M de T3 aumentou a
expressdéo génica de INFy pelas células
trofoblasticas em comparacdo com controle com
48 horas de cultivo (P<0,05). A dose de 10 M
de T3 ndo afetou a expressdo de mRNA de INFy
em comparacdo ao controle em nenhum dos
periodos gestacionais (P>0,05) (Figura 1C).

Expressdo génica do horménio PL-1

Com 24 horas de cultivo, as doses de 107 e 107
M de T3 aumentaram a expressdo de mRNA de
PL-1 em comparagdo ao controle, diferente da
dose de 10* M de T3 que reduziu a expressdo
génica de PL-1 pelas células trofoblasticas
(P<0,05). Com 48 horas de cultivo, a dose de 10
M de T3 também aumentou a expressdo génica
de PL-1 nas células trofoblasticas (P<0,05)
(Figura 1C).

Tpbp
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Figura 1. Expressdo génica (médiatDP) de Tpbp, Pri3bl, VEGF, PGF, INFy e PL-1 nas células trofoblasticas dos grupos controle
(sem T3), 10° M de T3, 107 M de T3 e 10* M de T3 com 24 e 48 horas de cultivo. A) Expressdo relativa de transcritos génicos para
Tpbp e Pri3bl. B) Expresséo relativa de transcritos génicos para VEGF e PGF. C) Expressao relativa de transcritos génicos para

INFy e PL-1. (*P <0,05)
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DISCUSSAO

As doses de 107 e 10° M de T3 aumentaram a
expressdo génica de Tpbp com 24 e 48 horas de
cultivo. A dose de 107 M de T3, considerada
uma dose fisiolégica (De Vito et al., 2012),
aumentou a expressao génica de PrI3bl com 24
horas de cultivo. Estes resultados demonstram
que a triiodotironina estimula a diferenciacdo das
células trofoblasticas, uma vez que Tpbp e
Pri3bl sdo genes expressos pelo
espongiotrofoblasto e trofoblasto invasivo,
respectivamente, durante a diferenciacéo do cone
ectoplacentario  (Cross, 2005). Ratas com
hipotireoidismo apresentam reducdo de c-fos
placentario, gene relacionado a diferenciacéo
trofoblastica (Leonard et al., 1999).

As doses 107 efou 10° M de T3 também
aumentaram a expressdo génica de VEGF, PGF,
PL-1 e INFy com 24 e/ou 48 horas de cultivo,
corroborando com os resultados de Maruo et al.
(1991) que observaram in vitro o aumento da
producdo hormonal em explante placentério
humano tratado com as doses de 107 e 10 M de
T3. O hipotireoidismo materno em ratas causa
reducdo da expressdo de VEGF, PGF e INFy
pelo trofoblasto (Silva et al., 2014a; Silva et

al.,2014b). A T3 também estimula a producéo in
vitro e in vivo de VEGF pelo tecido nervoso
(Zhang et al., 2010).

Contudo, a dose de 10* M de T3 reduziu a
expressdo de PL-1 e VEGF com 24 e 48 horas de
cultivo, respectivamente, mostrando um efeito
negativo de maiores doses de T3 sobre a
atividade hormonal e angiogénica da célula
trofobléstica. Estes resultados corroboram com
Maruo et al. (1991) e Nishii et al. (1991) que
mostraram que 10“ M de T3 in vitro reduz a
producdo de horménios pelo citotrofoblasto
humano. Ratas com hipertireoidismo também
apresentam reducdo da expressdo de VEGF
placentario no final da gestagdo (Silva et al.,
2014b).

Conclui-se que a triiodotironina estimula a
expressdo génica de fatores envolvidos com a
diferenciacdo e a atividade angiogéncia, imune e
endocrina em  células  trofobléasticas de
camundongo e estes efeitos sdo dose-dependente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os hormdnios tireoidianos sdo fundamentais para
a fungdo reprodutiva, de modo que alteragfes em
seus niveis séricos podem resultar em
infertilidade tanto na mulher como nos animais
domésticos. Os resultados in vivo e in vitro
encontrados neste trabalho mostram que 0s casos
de aborto, restricdo do crescimento fetal,
natimortalidade observados em ratas com
hipotireoidismo e a maior taxa de gestacdo e
parto  prematuro  observados em ratas
hipertireoideas podem ser decorrentes de
alteracBes no perfil de citocinas, horménios e
fatores de crescimento envolvidos na fungéo
placentaria.

O presente trabalho demonstrou que ndo somente
a expressdo de transcritos génicos como também
a expressao proteica de algumas citocinas e
fatores de crescimento sdo alteradas nas
disfungbes tireoidianas, como a reducdo da
expressdo de iINOS e INFy no hipotireoidismo no
meio da gestacdo e a reducdo da expressdo de
VEGF nas ratas tratadas com tiroxina ao final da
gestacdo. Além disso, a imunoistoquimica
permitiu ndo somente quantificar a expressao
proteica através da morfometria, como também
avaliar no disco placentario como ocorria a
expressdao dos diferentes fatores estudados no
espongiotrofoblasto e labirinto placentario. Isto
possibilitou, por exemplo, mostrar que ha uma
expressao diferenciada de VEGF e Flk-1 entre os
espongiotrofoblastos e células de glicogénio na
camada do espongitrofoblasto, como também um
aumento da expressdo proteica de VEGF no
espongiotrofoblasto das ratas hipotireoideas, com
uma reducdo concomitante da sua expressdo no
labirinto placentério.

Trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo
de pesquisa mostraram que o0 labirinto
placentario de ratas com hipotireoidismo
apresenta reducdo dos vasos fetais e dilatagédo
dos seios venosos maternos, além de reducgdo do
peso fetal e placentario. E plausivel que estas
alteracGes sejam decorrentes, pelo menos em
parte, da redugdo da expressdo dos principais
fatores angiogénicos placentarios, VEGF e PGF,
observado na placenta destes animais,
concomitantemente com o aumento do horménio

rPIf, que tem acdo anti-angiogénica. AlteracGes
na vascularizagdo placentaria sdo as principais
causas de aborto e restricdo de crescimento fetal
na mulher e nas espécies animais domésticas, por
comprometer o ftransporte de nutrientes e
metabélitos e, consequemente, 0
desenvolvimento fetal e placentario.

Estudos anteriores também realizados pelo grupo
de pesquisa também mostraram que ha aumento
da populacdo de células de glicogénio e células
gigantes trofoblasticas na placenta de ratas com
hipotireoidismo, levantando a suspeita de que
haja falha da migracéo destas células em direcdo
a decidua. Nosso trabalho demonstrou que a
migracdo de células trofoblasticas na interface
materno-fetal esta reduzida nestes animais, o que
pode comprometer mais ainda a vascularizacéo
uterina, uma vez que a célula trofoblastica ajuda
no remodelamento dos vasos sanguineos
maternos. A reducdo da migragdo teve como
causa nhdao somente a reducdo  das
metaloproteinases e leptina placentéria por estes
animais, como também da citocina inflamatéria
iNOS, uma vez que a motilidade celular e a
invasdo trofoblastica in vitro sdo fortemente
dependentes da NOS produzida pelo préprio
trofoblasto.

Diferente das ratas hipotireoideas, ratas com
hipertireoidismo apresentam maior taxa de
nascimentos sem afetar o peso fetal. Isto
provavelmente pode estar relacionado ao
aumento da expressdo de lactogénio placentério
1 na placenta destes animais observado no
presente trabalho, que é o principal horménio
envolvido no metabolismo e desenvolvimento
fetal. As ratas com hipotireoidismo, pelo
contrario, apresentaram reducdo da expressdo
deste horménio pela placenta, o que também
deve contribuir para a reducdo do peso fetal que
estes animais apresentam.

Contudo, o desenvolvimento fetal e placentario
também é dependente do estabelecimento de um
ambiente  anti-inflamat6ério  apropriado na
interface materno-fetal durante a gestacdo. Vale
ressaltar que os processos de vascularizagao,
migracéo trofobléstica e nutri¢do do feto sofrem
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a influéncia de mediadores inflamatdrios
produzidos pela placenta. Por isso, o estudo
destes fatores no presente trabalho foi
imprecindivel para uma melhor compreenséo das
alteraces placentarias e reprodutivas observadas
nas disfuncdes tireoidianas.

Nossos resultados mostraram que a expressdo de
TLRs ¢ influenciada por alteragcdes endécrinas,
pelo fato das ratas hipotireoideas terem
apresentado uma reducdo da expressao de TLR4
e um aumento de TLR2 no disco placentario.
Além disso, o estabelecimento de um ambiente
anti-inflamatdrio na placenta destes animais foi
comprometido, uma vez que houve reducdo das
principais citocinas anti-inflamatorias, 1L10 e
iNOS. Nas ratas tratadas com tiroxina, pelo
contrario, h4 aumento no meio da gestagdo de
citocinas anti-inflamatdrias na placenta, além de
reducdo de TNFa, uma citocina pré-inflamatoria.
Todo este perfil imunol6gico na placenta destes
animais contribui para um ambiente anti-
inflamat6rio no meio da gestacdo. Contudo, é
importante ressaltar que um deshalanco na
expressdo de mediadores infamatérios na
interface materno-fetal pode também favorecer a
infeccdo  feto-placentéria. Por isso, mais
pesquisas avaliando a susceptibilidade de
individuos com disfuncéo tireoidiana a infec¢des
feto-placentérias sdo necessérias, uma vez que o
hipotireoidismo & uma das principais
endocrinopatias que acometem a mulher durante
o0 periodo gestacional.

De forma interessante, as ratas com excesso de
T4 apresentaram aumento de citocinas
inflamatorias no final da gestacdo, além de uma
reducdo da migracdo trofoblastica endovascular e
da expressdo dos fatores angiogénicos VEGF e
FIk-1. Acredita-se que todas estas alteracdes
estdo envolvidas com o parto prematuro
apresentado por estes animais, descrito em outros
trabalhos que apresentam uma metodologia
semelhante ao do presente trabalho. Para a
ocorréncia do parto ocorre reducdo de fatores
angiogénicos  pela  placenta além do
estabelecimento de um ambiente inflamatdrio na
interface materno-fetal. Este ambiente
inflamatorio é indispensavel, entre outras
fungdes, para a remocdo dos trofoblastos
presentes na decidua e liberacdo da placenta.

Todos os resultados obtidos in vivo no presente
trabalho corroboraram com os resultados obtidos

in vitro com cultura de células trofoblésticas de
camundongo. Inicialmente, a pretensdo do
trabalho era utilizar cones ectoplacentarios de
rata, uma vez que todos os nossos resultados e os
que constam na literatura a respeito de disfuncéo
tireoidiana sdo em ratas. Contudo, a dissecacdo
do cone ectoplacentario de ratas para o cultivo é
muito dificil, uma vez que o mesmo ndo é muito
visivel sob um estereomicroscopio e se desfaz
facilmente durante a manipulagdo. Entretanto, o
camundongo também é visto como o principal
modelo experimental junto com a rata para o
estudo da placentagdo de humanos, ndo somente
pela similaridade da morfofisiologia placentéria
como também por apresentarem a expressao dos
mesmos genes durante o desenvolvimento
placentério.

O presente trabalho mostrou que a triiodotironina
em doses fisioldgicas estimula a expressdo
génica em células trofoblasticas de fatores
envolvidos com a diferenciacdo e a atividade
imune, angiogénica e enddcrina, sendo que doses
maiores apresenta efeito negativo sobre a
expressao de VEGF e PL-1. Isso mostra que ndo
somente a deficiéncia de hormdnios tireoidianos
como também o excesso pode comprometer a
fungdo da célula trofoblastica. Mais pesquisas
s80 necessarias para compreender por que o
excesso de horménio tireoidiano afeta a atividade
trofobléstica, se é por um esgotamento das
reservas energéticas da célula e/ou por resultar
em estresse metabdlico, como o estresse
oxidativo e/ou do reticulo endoplasmatico. As
principais patologias gestacionais que acometem
a mulher como a pré-eclampsia, a restrigdo de
crescimento intrauterino e o aborto apresentam o
estresse oxidativo e o estresse do reticulo
endoplasméatico como as principais causas da
perda de funcéo e morte da célula trofobléstica e,
consequentemente, da disfuncdo placentéria.

Todos 0s nossos resultados contribuem para o
esclarecimento dos possiveis mecanismos pelos
quais as disfuncdes tireoidianas maternas podem
comprometer a fungdo  placentaria e,
consequentemente, a atividade reprodutiva em
mulheres e nos animais domésticos. Por isso,
avaliar o perfil sérico dos horménios tireoidianos
durante a gestacéo e realizar o tratamento quando
hd alteracdo é indispensavel para o
desenvolvimento feto-placentario adequado e o
sucesso da gestagéo.
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ANEXO 2

CAPITULO 2

Tabela 1. Concentragdes plasmaticas de T3 livre (média£DP) nas ratas gestantes dos grupos controle,
hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 0 e 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
0 dias de gestacdo 2,34+£0,29 A 1,85+0,19 B 2,63+£0,28 A
19 dias de gestacéo 1,76+0,28 A 1,18+0,15B 1,98+0,55 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 2. Concentragdes plasmaticas de T4 livre (médiatDP) nas ratas gestantes dos grupos controle,
hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 0 e 19 dias de gestacé&o.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
0 dias de gestacdo 1,20+0,12 B 0,44+0,09 C 4,7310,89 A
19 dias de gestacdo 0,79+0,17 B 0,10+0,08 C 2,46+0,64 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 3. Area de expressdo imunoistoquimica de INFy em pixels (x10°) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 3,3210,81 A 2,4610,92 B 3,62+0,36 A
Labirinto placentério 4,68+0,83 A 5,94+0,58 A 5,28+1,08 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 4. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de INFy em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 dias de gestag&o.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 5,11+1,08 A 3,91+131 B 5,54+0,44 A
Labirinto placentério 6,85+0,91 A 8,14+0,84 A 7,48+1,29 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 5. Area de expressdo imunoistoquimica de INFy em pixels (x10°) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestagdo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 3,15+0,54 A 2,28+0,68 B 3,52+0,75 A
Labirinto placentario 3,42+0,79 B 3,31+0,55 B 4,60+0,42 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
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Tabela 6. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de INFy em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 4,9140,77 A 3,56+1,10 B 5,58+1,18 A
Labirinto placentario 5,37+1,19 B 5,17+0,81 B 7,01+0,61 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 7. Area de expressdo imunoistoquimica de MIF em pixels (x10°) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 dias de gestac&o.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 3,86+0,55 B 4,78+0,39 A 4,62+0,33 A
Labirinto placentério 4,76x£1,43 A 4,79+0,42 A 4,62+1,22 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 8. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de MIF em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 6,00+0,72 B 7,34+0,48 A 7,00£0,42 A
Labirinto placentario 6,77+1,61 A 6,79+0,33 A 6,77+1,78 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 9. Area de expressdo imunoistoquimica de MIF em pixels (x10°) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 2,22+0,20 B 1,07+0,80 C 3,41+0,40 A
Labirinto placentério 0,70+0,37 A 0,49+0,27 A 0,51+0,40 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 10. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de MIF em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestacao.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 3,64+0,30 B 1,70£1,27 C 5,48+0,62 A
Labirinto placentario 1,10+0,60 A 0,77+0,43 A 0,79+0,65 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 11. Area de expressdo imunoistoquimica de iINOS em pixels (x10°) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 2,97+0,80 A 2,08+£0,21 B 2,92+0,60 A
Labirinto placentério 3,56+0,74 B 1,72+0,51 C 4,331£0,38 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
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Tabela 12. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de iNOS em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 4,63+0,99 A 3,49+0,44 B 4,49+0,87 A
Labirinto placentario 5,24+0,96 B 2,65+0,85C 6,21+0,37 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 13. Area de expressdo imunoistoquimica de iINOS em pixels (x10°) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestagdo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 2,33+0,71 A 1,92+0,39 A 1,97£0,42 A
Labirinto placentario 1,34+0,33 A 1,15+0,32 A 1,56+0,21 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 14. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de iNOS em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 3,7811,12 A 3,14+0,62 A 3,34+0,60 A
Labirinto placentario 2,12+40,52 A 1,87+0,49 A 2,504£0,34 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 15. Expressdo relativa de transcritos génicos para TLR2 (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,08+£0,41 A 1,31+0,47 A 1,22+0,36 A
14 dias 0,67+0,13 B 0,91+0,08 A 0,71+0,15 B
19 dias 0,26+0,03 A 0,26+0,06 A 0,26+0,06 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 16. Expressdo relativa de transcritos génicos para TLR4 (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,03+0,15 A 0,73+0,04 B 0,93+0,36 AB
14 dias 0,36+0,11 A 0,20+0,05 B 0,36+0,13 A
19 dias 0,07£0,01 A 0,05+0,01 B 0,07+0,01 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
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Tabela 17. Expressao relativa de transcritos génicos para INFy (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,024+0,23 A 0,57+0,22 B 1,2740,42 A
14 dias 1,2140,27 A 0,54+0,19 B 0,9740,52 A
19 dias 0,53+0,08 B 0,72+0,25 B 1,94+0,24 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 18. Expressdo relativa de transcritos génicos para MIF (médiaxDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,024+0,23 A 0,78+0,18 AB 0,59+0,19 B
14 dias 1,7940,27 A 2,11+0,39 A 1,95+0,28 A
19 dias 0,17+0,03 B 0,19+0,03 B 0,26+0,03 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 19. Expressdo relativa de transcritos génicos para TNFa (média+DP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,01+0,12 A 0,74+0,29 B 0,64+0,24 AB
14 dias 0,32+0,09 A 0,37£0,12 A 0,42+0,15 A
19 dias 0,25+0,06 A 0,27+0,09 A 0,29+0,06 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 20. Expressdo relativa de transcritos génicos para IL-10 (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestac&o.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,19+0,70 B 0,92+0,38 B 2,54+0,54 A
14 dias 0,41+0,11 A 0,25+0,07 B 0,40+0,15 A
19 dias 0,21+0,04 B 0,28+0,09 B 0,62+0,18 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 21. Expressdo relativa de transcritos génicos para iNOS (média£DP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,11+0,54 A 1,09+0,31 A 0,94+0,43 A
14 dias 8,47£1,47 A 551+1,26 B 8,52+1,53 A
19 dias 2,04+0,14 A 2,40+0,60 A 2,32+0,29 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)
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CAPITULO 3

Tabela 1. Concentragdes plasmaticas de T3 livre (médiatDP) nas ratas gestantes dos grupos controle,
hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 0 e 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
0 dias de gestacdo 2,34+£0,29 A 1,85+0,19 B 2,63+0,28 A
19 dias de gestacéo 1,76+£0,28 A 1,18+0,15B 1,98+0,55 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 2. Concentragdes plasmaticas de T4 livre (médiatDP) nas ratas gestantes dos grupos controle,
hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 0 e 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
0 dias de gestacdo 1,20+0,12 B 0,44+0,09 C 4,7310,89 A
19 dias de gestacdo 0,79+0,17 B 0,10+0,08 C 2,4610,64 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 3. Area de expressdo imunoistoquimica de VEGF em pixels (x10%) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 dias de gestagdo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 2,79+0,78 B 3,58+0,65 A 1,37+0,65 C
Labirinto placentario 2,31+0,82 A 1,33+0,24 B 1,75£0,74 AB

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 4. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de VEGF em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 3,96+1,09 AB 4,68+0,72 A 1,81+0,80 C
Labirinto placentério 3,43+1,14 A 1,96+0,40 B 2,30+1,15 AB

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 5. Area de expressdo imunoistoquimica de VEGF em pixels (x10°) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestagdo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 4,04+1,91 A 1,75+0,47 B 2,30+1,48 B
Labirinto placentario 3,07+0,66 A 1,74+0,27 B 2,71+1,30 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
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Tabela 6. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de VEGF em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 5,61+2,31 A 2,64+0,70 B 3,27+1,88 B
Labirinto placentario 4,19+0,71 A 2,50+0,43 B 3,971, 74 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 7. Area de expressdo imunoistoquimica de FIk-1 em pixels (x10°) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 14 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 1,42+0,83 B 2,81+0,76 A 1,66+0,83 B
Labirinto placentario 3,37£1,42 A 3,77x0,94 A 3,83+1,48 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 8. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de FIk-1 em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 2,26+1,13 B 3,96+1,02 A 2,48+1,20 B
Labirinto placentario 4,48+1,58 A 4,91+0,97 A 5,15+1,73 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 9. Area de expressdo imunoistoquimica de FIk-1 em pixels (x10°) na placenta das ratas gestantes
dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestagdo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 1,26+0,68 A 1,96+0,84 A 1,95+0,65 A
Labirinto placentario 0,29+0,18 A 0,37+0,10 A 0,44+0,21 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 10. Densidade integrada da expressdo imunoistoquimica de Flk-1 em pixels (x107) na placenta das
ratas gestantes dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina com 19 dias de gestac&o.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
Espongiotrofoblasto 1,92+1,02 A 2,93+1,16 A 3,00+0,99 A
Labirinto placentério 0,37+0,23 A 0,46+0,12 A 0,60+0,32 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 11. Expressdo relativa de transcritos génicos para VEGF (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,03+£0,27 B 1,17+0,31 B 1,77+0,41 A
14 dias 3,73x1,25 A 2,08+0,75 B 3,0040,98 AB
19 dias 1,47+0,24 A 1,97+0,80 A 4,2643,73 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
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Tabela 12. Expressao relativa de transcritos génicos para Flk-1 (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,02+0,20A 0,50+0,19C 0,76+0,20 B
14 dias 1,66+0,36 B 2,20+0,19 A 1,95+0,27 AB
19 dias 0,38+0,07 A 0,32+0,05 AB 0,29+0,05 B

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 13. Expressédo relativa de transcritos génicos para PGF (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 0,99+0,22 B 1,06+0,23 B 2,08+0,69 A
14 dias 0,86+0,37 A 0,46x0,11 B 1,004£0,34 A
19 dias 0,48+0,18 A 0,47+£0,19 A 0,55+0,11 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 14. Expressdo relativa de transcritos génicos para sFlt-1 (médiaxDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,1240,56 A 1,194+0,52 A 0,931+0,32 A
14 dias 0,93+0,24 A 1,12+0,25 A 1,11+0,21 A
19 dias 0,66+0,07 A 0,67+0,18 A 0,44+0,14 B

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 15. Expressdo relativa de transcritos génicos para PL-1 (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacao.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,04+0,30 A 0,57+0,32 B 0,65+0,22 B
14 dias 0,12+0,02 B 0,11+0,05 B 0,19+0,03 A
19 dias 1,63+0,21 B 1,62+0,46 B 2,11+0,13 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 16. Expressdo relativa de transcritos génicos para rPIf (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacé&o.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,04+0,36 B 2,67£0,47 A 1,46+0,57 B
14 dias 7,14+413 A 3,69+1,05 B 7,13+2,53 A
19 dias 5,50+£1,09 A 10,41+3,07 B 11,38+4,50 B

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
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CAPITULO 4

Tabela 1. Concentragdes plasmaticas de T4 livre (médiatDP) nas ratas gestantes dos grupos controle,

hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 0 e 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
0 dias de gestacdo 1,20+0,12 B 0,44+0,09 C 4,7310,89 A
19 dias de gestacéo 0,79+0,17 B 0,10+0,08 C 2,460,64 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 2. Index (médiatDP) de migracdo endovascular das células trofoblasticas na decidua das ratas
gestantes dos grupos controle, hipotirecideo e tratado com tiroxina com 14, 15, 16, 17 e 18 dias de

gestacdo.
Controle Hipotireoideo Tiroxina
14 dias 0,61+0,27 A 0,59+0,21 A 0,68+0,18 A
15 dias 0,69+0,11 A 0,64+0,23 A 0,67+0,13 A
16 dias 0,84+0,09 A 0,72+0,06 B 0,83+0,08 A
17 dias 0,88+0,12 A 0,66+0,09 B 0,82+0,07 A
18 dias 0,96+0,12 A 0,90+0,11 AB 0,83+0,13 B

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 3. Index (médiatDP) de migracdo intersticial das células trofoblésticas na decidua das ratas
gestantes dos grupos controle, hipotirecideo e tratado com tiroxina com 14, 15, 16, 17 e 18 dias de

gestacao.
Controle Hipotireoideo Tiroxina
14 dias 0,30+0,13 A 0,24+0,12 A 0,31+0,14 A
15 dias 0,65+0,10 A 0,43+0,26 B 0,54+0,11 AB
16 dias 0,81+0,11 A 0,81+0,14 A 0,82+0,11 A
17 dias 0,92+0,11 A 0,82+0,13 B 0,88+0,05 AB
18 dias 0,96+0,05 A 0,97+0,11 A 0,92+0,12 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 4. Expressdo relativa de transcritos génicos para MMP2 (médiazDP) na placenta das ratas dos

grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestagéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,01+0,15B 1,24+0,38 B 2,27+0,80 A
14 dias 1,41+0,57 A 0,58+0,25 B 1,85+0,77 A
19 dias 3,06£1,78 A 4,81+1,61 A 2,87+1,82 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
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Tabela 5. Expressdo relativa de transcritos génicos para MMP9 (médiatDP) na placenta das ratas dos
grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestacéo.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,05+0,33 A 0,75+0,14 A 1,07+0,68 A
14 dias 3,7740,95 A 5,15+2,25 A 5,08+2,17 A
19 dias 1,1340,25 A 0,86+0,17 B 1,13+0,41 AB

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 6. Expressdo relativa de transcritos génicos para leptina placentaria (médiaxDP) na placenta das
ratas dos grupos controle, hipotireoideo e tratado com tiroxina aos 10, 14 e 19 dias de gestagé&o.

Controle Hipotireoideo Tiroxina
10 dias 1,09+0,48 A 1,3910,23 A 1,06+0,44 A
14 dias 0,52+0,18 A 0,33+0,08 B 0,41+0,08 AB
19 dias 0,50+0,08 A 0,54+0,08 A 0,57+0,16 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)
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CAPITULO5

Tabela 1. Expressao génica (médiaxDP) de Tpbp nas células trofoblasticas dos grupos controle (sem T3),
10* M de T3, 107 M de T3 e 10°° M de T3 com 24 e 48 horas de cultivo.

Controle 104 T3 107 T3 10°T3
24 horas 1,00+0,13 BC 1,88+0,97 B 5,25+2,12 A 5,88+0,88 A
48 horas 0,77+0,31 B 4.00+2,09 AB 7,93+5,72 A 7,08+3,71 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 2. Expressdo génica (médiatDP) de Pri3bl nas células trofoblasticas dos grupos controle (sem
T3),10* M de T3, 107 M de T3 e 10° M de T3 com 24 e 48 horas de cultivo.

Controle 104 T3 107 T3 10°T3
24 horas 2,72+3,02B 2,201,411 B 10,80+3,24 A 4,34+1,40 B
48 horas 0,30+0,34 A 5,60+£8,50 A 5,52+4,86 A 4,47£3,74 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 3. Expressdo génica (médiatDP) de VEGF nas células trofoblésticas dos grupos controle (sem
T3),10* M de T3, 107 M de T3 e 10° M de T3 com 24 e 48 horas de cultivo.

Controle 104 T3 107 T3 10°T3
24 horas 1,18+0,73 B 0,63+0,32 B 6,02+3,88 A 1,52+0,51 B
48 horas 2,14+1,83 A 0,25+0,10 B 1,62+1,43 A 4,15+3,52 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P<0,05)

Tabela 4. Tabela 1. Expressao génica (médiaxDP) de PGF nas células trofoblasticas dos grupos controle
(sem T3), 10* M de T3, 107 M de T3 e 10° M de T3 com 24 e 48 horas de cultivo.

Controle 104 T3 107 T3 10°T3
24 horas 1,02+0,23 B 1,36+0,49 B 2,09+0,58 A 2,31+0,71 A
48 horas 1,09+0,42 B 1,70+0,72 B 2,51+0,95 A 2,33+0,85 A

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)

Tabela 5. Expressao génica (médiaxDP) de INFy nas células trofoblésticas dos grupos controle (sem T3),
10* M de T3, 107 M de T3 e 10° M de T3 com 24 e 48 horas de cultivo.

Controle 104 T3 107 T3 10°T3
24 horas 1,02+0,25 B 1,02+0,27 B 1,03+0,24 B 1,72+0,32 A
48 horas 0,55+0,23 B 0,66+0,09 B 1,37+0,53 A 1,02+0,13 B

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
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Tabela 6. Expressdo génica (médiatDP) de PL-1 nas células trofoblasticas dos grupos controle (sem T3),
10* M de T3, 107 M de T3 e 10° M de T3 com 24 e 48 horas de cultivo.

Controle 104 T3 107 T3 10°T3
24 horas 1,03+0,26 B 0,49+0,27 C 1,61+0,27 A 1,60+0,24 A
48 horas 1,02+1,94 B 0,41+0,29 B 4.22+2 37A 1,01+0,44 B

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05)
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ANEXO 3

PROTOCOLO DA ANALISE MORFOMETRICA DA IMUNOISTOQUIMICA PELO
PROGRAMA WCIF ImageJ

1. Abrir o programa WCIF ImageJ

2. File

3. Open (escolha uma imagem do grupo controle para padronizar a leitura)

\

Image)
Edit

Ctrl+N
Cirl+0
Ctrl+Shift+O

New...

Open...

Open Next
Open Samples
Open Recent
Import

Image Process Analyze Plugins Window Help

lal@ 4107|288

N A

Close
Save
Save As
Revert

Page Setup...
Print...

Quit

4. Plugins — Colour functions — Colour Deconvolution

4 control.59.14-1 40X_espongio2.tif (50%)
1.53x3.41 inches (1360x1024); RGB; 5.3MB
% = 3

7 R %

I8 O] | O~ =[N AN £ acos
Shortcuts
Utilities
New...
Edit

Compile and Run

Online Help [F1]
Enhance Image

Deconvolution
Lt
Movies

Particle Analysis
ROI

Segmentation
Spatial calibration
Stacks - Building
Stacks - Reducing
Stacks - Shuffling
Stacks - T-functions
Stacks - Z-functions
Tools

File Edit Image Process Analyze Iﬁ!: iﬂ Window Help

Intensity vs. Time plot

Colocalisation Analysis >

Colour functions lJ  Align RGB planes

Crl+Shift+N

Ctri+1

Clri+E

» | Colour Balance

*»|  Colour Correct

,
»|  Colour merge
RGB Gray Merge
RGB Measure
RGB Profiler
RGB to Montage
Resize2Rotate
RGB recolor

>
»
>
>
>
>
3
3
>
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5. Escolher “DAB H”

4 control.59.14-1_40X_espongio2.tif (50%) SIrE s | & mege) ErE=]

153,341 Inches (1360¢1024), ROB, 538 File Edit Image Process Analze Plugins Window Help

[+7 # v bR v, B olx|ol~=A4l+N Al [l 4]7]71a)m] 8]
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6. A imagem sera dividida em trés planos: Colour 1, Colour 2 (da marcagdo pelo DAB) e Colour 3. Feche
as janelas da Colour 1 e 3.

=5
Flle Eot Image Process Analyze Plugine Window Help
TiEolcloNzMA+N Al |aloC]s]2]7la/na]

% control 59.14-1 40X _espongicZ 1 (0%)
1.533.41 inches (1360x1024), RGS, 5 3MB.

3 contiol.59.14-1 40K _espongied 4 (Colour(2) (50%]
136061024 poisis; B-0it 1.IME

=160, y=152, salue=145
| control 52141 80X espongio2tf (Colour2]) (0%) | | & © of |
801024 prals, -0, 1 3MB 8
=
»
s ®
& 2
e § A
<i X,
a” .
E $ 8,
nie ;
{ e¢ e
\
§
% oy
. L
5 d
&
. es,
4 A B9,
EAmsa¥s

7. Image — Adjust — Threshould
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8. Coloque 0 na primeira barra e escolha um valor na segunda barra que represente a marcagéo na sua
imagem de imunoistoquimica (vermelho). Este valor devera ser o mesmo em todas as outras imagens dos
outros grupos experimentais.

Obs.: Para cada periodo experimental e para cada anticorpo deve-se realizar a padronizacéo deste valor
antes de proceder a analise.
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12. Ctrl+ M

== o =
“
A [Area [Mean [intDen | [ - e .

347959 118 41017096

13. O resultado pode ser salvo e/ou copiado para o programa Excel.
14. Escolha a proxima imagem e repita a analise.
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ANEXO 4

PROTOCOLO DA IMUNOISTOQUIMICA
Kit: Estreptovidina-biotina-peroxidase

Xilol 1 (30 min)

Xilol 2 (30 min)

Alcool absoluto 1 (5 min)

Alcool absoluto 2 (5 min)

Alcool absoluto 3 (5 min)

Alcool 90% (5 min)

Alcool 80% (5 min)

Alcool 70% (5 min)

Agua corrente (5 min)

Banho Maria a 98°C (Tampao Citrato pH 6,0) (20 min dentro e 20 min na temperatura ambiente)
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Blogueio da peroxidase (30 min) (no escuro — 6 ml de H.O e completar para 200 ml de metanol —
FAZER NA HORA)

=  PBS (5min)

=  PBS (5 min)

= Soro bloqueio (30 min) — (cAmara Umida a temperatura ambiente)
= Anticorpo 1° (overnight) — (cAmara Umida na geladeira)

Obs: A diluicdo do arquivo esta presente no material e métodos.
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Anticorpo 2° (45 min) — (cAmara Umida a temperatura ambiente)
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Estreptovidina-peroxidase (30 min)- (cAmara Umida a temperatura ambiente)
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

DAB (1 gota em 1 ml de diluente)

Obs.: O tempo do DAB variou de acordo com o anticorpo primario.
Agua corrente (10 min)

Hematoxilina (60 seg)

Agua corrente (10 min)

Alcool 70% (3 min)

Alcool 80% (3 min)

Alcool 90% (3 min)

Alcool absoluto 3 (10 min)

Alcool absoluto 2 (10 min)

Alcool absoluto 1 (10 min)

Xilol 2 (10 min)

Xilol 1 (10 min)

Montagem da lamina
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Preparo dos reagentes:

TAMPAO CITRATO: 1,05g de &cido citrico + 500ml de dH,O (ajustar o pH para 6,0)
PBS: 7,2g de NaCl + 0,43g de fosfato de sddio monobasico +1,48g de fosfato de sodio dibasico + 1 L de

dH:0
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ANEXO 5

EXTRACAO DE RNA TOTAL COM TRIZOL (TECIDO):

1. Homogeneizar o fragmento de tecido dentro de um eppendorfe de 1,5 ml com 500 pL de Trizol com o
uso de um homogeinizador.

2. Adicionar mais 500 pL de Trizol no eppendorfe e incubar por 5 minutos em temperatura ambiente.
3. Adicionar 200 uL de cloroférmio/eppendorfe, agitar vigorosamente, incubar por 3 minutos no gelo.
4. Centrifugar por 15 minutos a 12000g (4°C).

5. Transferir a fase aquosa para outro eppendorfe.

6. Adicionar 500 pL de isopropanol e incubar por 30 minutos a -80°C .

7. Descongelar no gelo e centrifugar por 10 minutos a 12000g (4°C).

8. Retirar o sobrenadante e colocar em outro eppendorfe. Acondicionar o pellet no gelo e centrifugar o
sobrenadante por 10 min a 12000g (4°C).

9. Descartar o sobrenadante e lavar os pellets com 1 ml de etanol 75%.

10. Centrifugar por 5 minutos a 10500g (4°C).

11. Secar o pellet por 5 minutos.

12. Dissolver o pellet em dgua DEPC (20 pl).

13. Colocar todos os tubos no termobloco a 56°C durante 10 minutos (para solubilizar o RNA)

14. Dosar o RNA em espectrofotdmetro ou Nanovit. Caso for realizar a dosagem no espectofotémetro,
fazer uma diluicdo do RNA de 1:50.

Obs.: Estocar o RNA a -80°C.

Diluicéo para dosar:
Utilizar o eppendorfe de 600 L.
Colocar 98 pl de 4gua DEPC + 2 pul do RNA

Leitura no espectofotémetro:

Liga o aparelho no botéo atras do mesmo (espera 30 minutos para iniciar)
RNA

DILUICAO

BLANK— 100pul 4gua DEPC

SAMPLE— 100pl do RNA diluido 1:49 = 2:98
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ANEXO 6

SINTESE DO cDNA:

1. Kit utilizado: Kit Super Script 111 Platinum two step gqRT-PCR with SYBR Green (cat. n. 11735-032).
Obs. 1: Antes de sintetizar o cDNA, fazer a dosagem do RNA em espectrofotdmetro e calcular a
quantidade de RNA que sera necessaria para fazer o MIX.

Obs. 2: Concentracdo de RNA - 1ug de RNA total.

Ex.: a dosagem de um determinado RNA foi: 400 jg/1000 pL
400 pg 1000 pL

1ug X
x =25 L de RNA
Assim colocar 2,5 uL de RNA + 5,5 pL de agua DEPC, pois o volume total (RNA + &gua) € de 8 pL.

3. Preparar o Master MIX :

Master MIX 1x EX.: 5x
2x RT reaction MIX 10 pL 50 pL
RT enzyme MIX 2 uL 10 pL
RNA (1pg) 2uL e
Agua DEPC qsp 20 pl 6uL e

Obs.: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 12 uL de MIX em cada tudo e acrescentar 8
uL de RNA + agua DEPEC (um por amostra).

4. Fazer um spin nos tubos e coloca-los no Termociclador programado da seguinte forma:
- programacéo A:

25°C por 10 minutos

42°C por 50 minutos

85°C por 5 minutos

Hold — 4°C

5. Colocar no gelo as amostras e adicionar 1 pL de RNase H por tubo. Coloca-los no Termociclador
novamente programado da seguinte forma:

- programacéo B:

37°C por 20 minutos

Hold — 4°C

6. Estocar o cDNA a -20°C
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.ANEXO 7

RT-PCR TEMPO REAL.:

1. Kit utilizado: Kit Super Script 11 Platinum two step qRT-PCR with SYBR Green (cat. n. 11735-032).

2. Aparelho utilizado: Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System

3. Recomendacdo do kit: volume final de reacdo de 50 L, porém faz-se 25 uL de volume final, ou seja,
2,5 uL de cDNA para 25 pL de reacéo.

4. Preparar 0 Mix:

MIX 1x EX.: 6x
SYBR Green 12,5 L 75 pL
Primer foward 1uL 6 uL
Primer reverse 1uL 6 UL
Rox 1puL 6 pL
cDNA 25puL -
Agua DEPC 7,0 uL 42 uL

Obs.: Preparar o0 MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 22,5 pL de MIX em cada pogo e acrescentar
2,5 ul de cDNA (um por amostra) ou 2,5 pl de &gua DEPC (controle negativo).

Diluigdo do Rox: 1pl do Rox concentrado para 9uL de 4&gua DEPC

Preparar um MIX para cada primer, sendo que se coloca primeiro a 4gua DEPC, segundo o SYBR Green,
terceiro o Rox e depois os primers foward e reverse.

5. Apos preparar a placa de PCR contendo MIX + cDNA é importante dar um spin na placa antes de
colocé-la na maquina de PCR tempo real.

6. Programacédo da maquina de RT-PCR (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System):

Estégio Repeticbes  Temperatura Tempo

Ativacédo da enzima (hold) 1 1 95°C 10 min
. 95°C 15 sec

PCR (ciclos) 2 40 60°C 1 min
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ANEXO 8

REACAO RT-PCR TEMPO REAL (CELULA)
Kit utilizado: Power SYBR® Green Cells-to-CtTM

LISE CELULAR

Obs.: Mantenha todos os reagentes acondicionados no gelo durante o procedimento.

1- Aspire e descarte 0 meio de cultura.

2- Lave 1X as células com PBS a 4°C na placa de cultura e remova 0 maximo de PBS possivel.

3- Adicione 50puL de solucdo de lise (com DNase 1 na proporcao de 1:100) em cada poco.

4- Misture a solucdo de lise com as células 5X com o uso de uma pipeta. Cuidado para ndo formar
bolha.

5- Incube a reagdo de lise por 5 min a temperatura ambiente.

6- Adicione 5uL de solucéo stop em cada poco e misture 5X. Cuidado para ndo formar bolha.

7- Incube a reagdo por 2 min a temperatura ambiente.

Obs.: O lisado pode ser estocado no gelo por no maximo 2 horas ou a -20°C ou -80°C por no maximo 5
meses.

SINTESE DO cDNA

1. Preparar o Master MIX:

Master MIX 1x EX.: 5x
2x SYBR® RT Buffer 25 L 125 pL
20X RT Enzyme Mix 2,5puL 12,5 pL
Agua DEPC 12,5 uL 62,5 pL
Lisado opyr e

Obs.: Preparar o0 MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 40 uL de MIX em cada tudo e acrescentar
10 pL do lisado (um por amostra). Volume final de 50pL.
As reacBes podem ser estocadas a 4°C por até 4 horas.

2. Fazer um spin nos tubos e colocé-los no Termociclador programado da seguinte forma:
- programacgéo A:

37°C por 60 minutos

95°C por 5 minutos

Hold — 4°C

3. Estocar o cDNA a -20°C
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RT-PCR TEMPO REAL

1. Aparelho utilizado: Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
2. Recomendacéo do kit: volume final de reacdo de 20 pL ou 50 pL.

3. Preparar o Mix:

MIX 1x (Volume final: 20 pL) EX.: 6x
Power SYBR® Green PCR Master Mix 10 pL 60 pL
Primer foward 1puL 6 pL
Primer reverse 1puL 6 pL
Agua DEPC 4 L 12 pL
cDNA 4 uL -

Obs.1: Preparar o MIX em tubos DNase e RNase free. Pipetar 16 uL de MIX em cada poco e acrescentar
4 ul de cDNA (um por amostra) ou 4 ul de agua DEPC (controle negativo).

4. Apbs preparar placa de PCR contendo MIX + cDNA é importante dar um spin na placa antes de
colocé-la na maquina de PCR tempo real.

5. Programacéo da maquina de RT-PCR (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System):

Estagio Repeticbes  Temperatura Tempo

Ativacdo da enzima (hold) 1 1 95°C 10 min
. 95°C 15 sec

PCR (ciclos) 2 40 60°C 1 min
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ANEXO 9

COLETA DO CONE ECTOPLACENTARIO

A coleta de cone ectoplacentario do camundongo ¢é realizada com 7,5 dias de gestacdo. Na rata é

aos 8,5 dias de gestacdo.

Para realizar a coleta deve-se preparar:

Meio: PBS + SFB 10% + Anfotericina + Gentamicina + AB (estreptomicina + penicilina)
Dois conjuntos de tesoura e pinca

Pinca e tesoura de uso oftalmologico para dissecar o cone ectoplacentario

Alca de uso microbioldgico para retirar os embrides do corno uterino

Agulha

Placas de 33 e 60mm com meio a 37°C

PROCEDIMENTO:

1-
2-
3-
4-
5-

6-

7-
8-

Eutanasia do animal (deslocamento cervical).

Abre a cavidade peritoneal.

Desloca lateralmente os intestinos.

Expde 0s cornos uterinos (com outra pinga e tesoura).

Retira todo o Utero cortando apds a cérvix e depois dos ovérios (pediculo ovariano) e coloca
dentro de uma placa de 60mm com meio. Faz a limpeza do Utero no meio retirando o excesso de
sangue e de tecido adiposo.

Com uma tesoura fina abre o Utero expondo os sitios placentarios. Cuidado para ndo abrir a
membrana cérioalantdidea.

Com o uso de um alga microbioldgica retira os sitios de implantagdo de forma delicada.

Coloca os sitios de implantagdo na placa de 60mm com meio.
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9- Com o uso de um estereomicroscépio realiza a dissecagdo dos cones ectoplacentarios.
9.1- Sera visualizado todo o sitio de implantagdo de cada embrido.

9.2- Estabiliza o sitio com uma pinca e corta no meio dele entre duas dilatagdes que se encontra em
um dos pélos (corta o sitio entre as duas redes vasculares evidenciadas em vermelho).

9.3- Sera observado todo o embrido ligado ao cone ectoplacentario e as membranas
extraembrionarias.

9.4- Destaca 0 embrido com o uso de uma agulha.

9.5- Apds destacar vai ficar de um lado o embrido (se retird-lo inteiro)/ou o cone ectoplacentario com
anexos e do outro lado a decidua (mesometrial e antimesometrial).
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9.6- Disseca todo o embrido com o uso de duas agulhas até que sobre apenas o cone ectoplacentario.
Cuidado para ndo encostar no cone ectoplacentario.

9.7- Apds dissecar, coloque o cone em uma placa de 33mm com meio com o uso de uma pipeta e
mantenha a 37°C até que finalize os outros sitios.
9.8- Leve 0s cones para o cultivo.
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ANEXO 10

CULTIVO DO CONE ECTOPLACENTARIO

1. Passe os cones coletados para outra placa de 60mm com meio suplementado*. V& realizando a troca
de uma placa pra outra com meio suplementado até que ndo haja mudanga da cor do meio (mais
claro) ao redor dos cones. Faga isso com o uso de uma pipeta.

2. Coloque as placas ou pogos com laminulas contendo os cones na estufa a 37°C e 5% de CO2.
Realize a troca do meio a cada 2 dias ou antes caso o meio fique mais alaranjado.

3. Em 24 hs os cones j& vdo comecar a aderir na placa e as células trofoblasticas vao comecar a se
diferenciar e espalhar na placa. Podera ser observado células gigantes trofoblasticas ja com 24 ou 48
hs de cultivo (Figura 1).

Figura 1. Cultivo de cone ectoplacentario. A) 24 horas de cultivo. B) 48 horas de cultivo. C-F) 72 horas
de cultivo.

*PREPARAGAO E CONCENTRAGAO DOS REAGENTES:

Mitos: ja compra pronto pra uso

BSA: preparado na concentracdo de 30%
Estreptomicina: 100mg/mi

Penicilina: 100.000 Ul/ml

Gentamicina: 50 mg/ml

Insulina: 50pl/ml de H20 Milli-Q estéril
Anfotericina: 25 Ul/ml

Heparina: 5.000 Ul/ml

Dexametasona: 20ug/ml

Vitamina C: pronto pra uso
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MEIO PARA CULTIVO DE CONE ECTOPLACENTARIO:

Para 10 ml de meio:

pH: 7,8 -8,0

DMEM

Piruvato de sodio — 200 pl
Lactato de célcio - 200 pl
Insulina; 10 pl

Mitos: 10 pl

BSA: 100 pl

AB: 10 ul

Gentamicina: 10 pul
Anfotericina: 25 pl

SFB: 2 ml (20%)
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