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RESUMO

Estudou-se o efeito do hipotireoidismo materno na expressao espaco-temporal de mediadores imunoldgicos e
na populacdo de células natural killers (NK) na decidua e na glandula metrial de ratas durante a gestacéo.
Avaliou-se a detec¢do imunoistoquimica de interferon y (IFNy), do fator inibidor de migra¢do (MIF), da
interleucina 15 (IL15), do Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), a marcacdo com lectina DBA para
evidenciagio das células NK uterinas DBA" e a expressdo génica de Ifiry e Nos2. O hipotireoidismo aumentou
0 iNOS aos sete dias, a IL15 e o MIF aos 10 e 12 dias, o IFNy e o MIF aos 14 DG ¢ a expressdo dos transcritos
génicos para iNos aos 12 e 19 dias e para Ifiy aos 14 DG. O hipotireoidismo reduziu a imunomarcacéo de MIF
e lectina DBA aos sete dias, lectina DBA aos 10 e 14 DG, IFNy aos 12 dias, ¢ a expressdo de I[fny aos 10 e 19
DG e de iNOS aos 12, 14 e 19 DG, bem como reduziu seus transcritos génicos aos 10 e 14 DG. Conclui-se que
0 hipotireoidismo compromete o perfil imunoldgico na interface materno-fetal ao longo da gestagéo,
particularmente por reduzir o fator anti-inflamatdrio iNOS e a populagéo de células uNK DBA”.

Palavras-chave: hipotireoidismo, decidua, glandula metrial, imunologia
ABSTRACT

The goal of this study was to evaluate the effect of maternal hypothyroidism on the spatiotemporal expression
of immunological mediators and population of Natural Killers cells in decidua and metrial gland of rats.
Interferon gamma (IFNy), migration inhibitory factor (MIF), interleukin 15 (IL15), inducible nitric oxide
synthase (iNOS), and DBA-Lectin labeling for evidence of uNK DBA™ cells in decidua and genetic expression
of Ifny and iNos by real-time RT-PCR were evaluated. Hypothyroidism increased protein expression of iNOS at
7 days, IL15 and MIF at 10 and 12 days, IFNy and MIF at 14 DG in the decidua and/or metrial gland and the
gene transcripts for iNOS at 12 and 19 days and for Inf at 14 DG. In addition, hypothyroidism reduced the
protein expression of MIF and DBA-Lectin at 7 days, DBA-Lectin at 10 and 14 DG, IFNy at 12 days, and the
gene transcript to Ifny at 10 and 19 DGs. Hypothyroidism also reduced the protein expression of iNOS at 12,
14 and 19 DG and reduced its gene transcripts at 10 and 14 DGs. It is concluded that hypothyroidism
compromises the immunology profile at the maternal-fetal interface throughout pregnancy, particularly by
reducing the anti-inflammatory factor iNOS and population of uNK DBA” cells.

Keywords: hypothyroidism, decidua, metrial gland, imunology

INTRODUCAO o feto (Plaisier, 2011; Cha et al., 2012) e fornece
um ambiente imunolégico que permite a
permanéncia do embrido/feto semialogénico em
intimo contato com o Utero (Gellersen et al.,
2007; Reynolds et al., 2010). Portanto, para o
sucesso da gestacdo, é fundamental que haja uma
interacdo fisiologicamente coordenada entre a
placenta e o Utero (Collins et al., 2009), que sera
orquestrada por horménios, entre 0s quais 0S

Na gestagdo, o processo de decidualizacdo €
crucial no estabelecimento da interface materno-
fetal. Isso porque a decidua promove a troca
seletiva de nutrientes e metabolitos entre a mée e
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hormonios tireoidianos (Kilby et al., 2005; Twig
et al, 2012). AlteracBes séricas desses
hormdnios durante a gestacdo tém resultado em
aborto, natimortalidade e restricio do
crescimento intrauterino tanto na mulher como
nas espécies de animais domésticos (Zhang et
al., 2007; Soares et al., 2012).

Durante a decidualizacdo em roedores, as células
natural killers uterinas (UNKs) se infiltram no
endométrio, a partir do sétimo e oitavo dias de
gestacdo, para coordenar o remodelamento
vascular e influenciar o perfil imunoldgico na
interface materno-fetal (Picut et al., 2009; Zhang
et al.,, 2011). Essas celulas sdo um tipo de
leuccito, com caracteristicas morfologicas e
bioguimicas especificas, que sintetizam uma
ampla variedade de citocinas e fatores de
crescimento na interface materno-fetal (Ashkar
et al., 2003). O recrutamento, a maturagdo e a
diferenciacdo dessas células sdo dependentes da
sintese de IFNy, IL15 e MIF, entre outras. Essas
citocinas pro-inflamatérias sdo sintetizadas por
varios tipos celulares presentes na decidua,
inclusive pelas préprias uNKs, e desempenham
papel importante na resposta imune inata e
adaptativa na interface materno-fetal (Ashkar et
al., 2000; Ashkar et al., 2003).

O IFNy estimula a atividade fagocitaria dos
macrofagos e das células gigantes trofoblasticas
contra microrganismos (Ashkar et al., 2000;
Silva et al., 2014). A IL15 altera o fen6tipo das
células NK do intersticio uterino e do sangue
para o fenotipo das uNKs que estdo presentes no
endométrio durante a gestacdo (Kitaya et al.,
2003a,b). Além disso, a IL15 aumenta as
atividades proliferativa e citolitica das uNKs in
vitro (Ye et al, 1996). O MIF estimula a
expressdo de uma grande variedade de citocinas
pré-inflamatérias, como o fator de necrose
tumoral (TNF), o IFNy, a IL2, a IL6 ¢ a ILS8
(Faria et al.,, 2010), bem como estimula a
angiogénese; a proliferacdo celular suprime a
apoptose (Arcuri et al., 2006; Vigano et al.,
2007) e reduz a capacidade citolitica das uNKs
(Arcuri et al., 2006), antagonizando, portanto, a
IL15. Cartwright et al. (1999) demonstraram que
a motilidade e a invasdo das células
trofoblasticas na decidua sdo altamente
dependentes do Oxido nitrico sintase induzivel
(iNOS) sintetizado pelos trofoblastos in vitro,
uma citocina anti-inflamatdria.
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Ratas com hipotireoidismo apresentam reducéo
da expressio de IFNy e TNFa pelas células
trofoblasticas dependendo do periodo gestacional
(Silva et al., 2014), enquanto mulheres com
hipotireoidismo tém reducgdo da expressao de 1L4
e IL10, citocinas anti-inflamatorias, pelas células
deciduais (Twig et al., 2012). E importante
ressaltar que alteracdo na populacdo e na
atividade citolitica das uNKs no endométrio de
mulheres  gestantes  estd  associada a
complicacBes gestacionais, como aborto e
restricdo do crescimento intrauterino (Ashkar et
al.,, 2003) e ¢ modulada pela IL15 (Ye et al.,
1996). Além disso, camundongos que ndo
possuem células UNKs sdo férteis, mas exibem
remodelamento vascular uterino inadequado,
pobre decidualizacdo e baixo peso fetal (Colucci
et al., 2011). Pesquisas j& demonstraram que o
hipotireoidismo compromete o ambiente anti-
inflamatério do disco placentéario por reduzir a
expressao de IL10 e iNOS (Silva et al., 2014).
Contudo, ainda ndo h& nenhuma evidéncia se na
decidua de animais com hipotireoidismo ocorre o
mesmo efeito. O que se sabe é que a sintese in
vitro de citocinas inflamatérias pelas células
deciduais humanas é responsiva & tri-
iodotironina (Ts) (Vasilopoulou et al., 2014).

Apesar das pesquisas que investigaram os efeitos
das disfunces tireoidianas no disco placentério
de ratas (Silva et al., 2012; Silva et al., 2014;
Silva et al., 2015), a populacdo de células uUNKs
e a expressao de fatores imunoldgicos na decidua
de animais com hipotireoidismo ndo tém sido
estudadas. Assim, o objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos do hipotireoidismo na
deteccdo imunoistoquimica das citocinas IFNy,
IL15, iNOS, MIF e da lectina DBA para
avaliacdo das células uNK e da expressdo de
transcritos génicos para Ifiy e iNos na decidua e
na glandula metrial de ratas ao longo da
gestacéo.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram
aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal
de Minas Gerais (protocolo n°. 268/2011). Foram
utilizadas 72 ratas Wistar, com dois meses de
idade, alojadas em caixas plasticas (seis
animais/caixa), onde receberam racdo comercial
(1,4% de célcio, 0,60% de fdésforo e 22% de
proteina) e &gua ad libitum. As ratas foram
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mantidas em regime de 12 horas de luz e 12
horas de escuro. Apés um periodo de 30 dias de
adaptacdo, as ratas foram separadas, ao acaso,
em dois grupos: hipotireoideo e controle, sendo
cada grupo com 36 animais. O grupo
hipotireoideo recebeu diariamente, por sonda
orogastrica, durante cinco dias, 1mg/animal de 6-
propil-2-tiouracil (Silva et al., 2012), diluido em
5mL de agua destilada. Os animais do grupo
controle receberam agua destilada como placebo.

Apos cinco dias do inicio do tratamento, as
fémeas de ambos os grupos foram submetidas a
citologia vaginal para acompanhamento do ciclo
estral. Nesse mesmo periodo, seis ratas de cada
grupo foram eutanasiadas com sobredose de
anestésico para coleta de sangue e dosagem de T;
e T, livre para confirmacdo da inducdo do
hipotireoidismo. As ratas em proestro e estro
foram alojadas em caixas plasticas com ratos
adultos por 12 horas. Apds esse periodo,
esfregacos vaginais foram realizados diariamente
no inicio da manhd, a fim de se detectar a
presenca de espermatozoides, o que confirmava a
copula, e esse dia era designado como dia O de
gestacdo. Apds a copula, as ratas foram alojadas
em caixas separadas. Os animais dos grupos
hipotireoideo e controle continuaram com o
tratamento, como descrito acima, até a eutanésia.

No dia 0 e aos 19 dias de gestacéo, seis ratas de
cada grupo foram anestesiadas com cloridrato de
xilazina a 2% (Laboratoérios Konig, Avellaneda —
Argentina (5mg/kg, intramuscular) e quetamina
injetavel Vetnil - 10mg/mL - (Vetecia
Laboratérios de Produtos Veterinarios Ltda. —
Louveira — SP, Brasil) (50mg/kg, intramuscular),
para coleta de sangue por puncdo intracardiaca.
O sangue foi coletado em tubos com heparina
para obtencdo do plasma, e este armazenado a -
20°C para posterior dosagem de tri-iodotironina
(T3) e tiroxina (T,) livre. A dosagem foi realizada
pela técnica de quimioluminescéncia (Access
Immunoassay  System, Sanofi Diagnostics
Pasteur Inc., Chaska, MN, USA), em sistema
totalmente automatico e de acordo com as
recomendacdes do fabricante dos Kits.

Nos dias sete, 10, 12, 14 e 19 de gestacdo (DG),
seis ratas de cada grupo foram eutanasiadas com
sobredose de anestésico. Apds a eutanasia, o
Utero contendo a placenta e os fetos foram
separados da tuba e dos ovarios. Foram retirados
aleatoriamente  cinco sitios de insercdo
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placentéria por rata. Os sitios foram dissecados, e
a decidua juntamente com as membranas fetais
foram coletadas. As deciduas de trés sitios de
insercdo placentéria por rata foram fixadas em
paraformaldeido a 4% por 24 horas. Em seguida,
foram processadas pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina e submetidas a microtomia
para obtencdo de seccdes de 4um. As seccoes
foram coradas pela hematoxilina-eosina e
submetidas a imunoistoquimica para avaliacdo
da expresséo de IFNy, iNOS, MIF, IL15 e lectina
DBA. Para a realizacdo do RT-PCR em tempo
real para os genes Ifny e iNos, foi coletada
somente a regido de decidua, juntamente com a
glandula metrial de dois sitios da interface
materno-fetal por animal, nos periodos de 10, 12,
14 e 19 DG. As amostras foram mergulhadas
imediatamente em TRIzol (Invitrogen, Carlsbhad,
CA, USA), congeladas em nitrogénio liquido e
estocadas a -80°C, por no maximo duas semanas,
até a analise.

Foram utilizados os anticorpos anti-IFNy (1:200)
(AB9657, Abcam, Cambridge, UK), anti-iINOS
(1:100) (AB15323, Abcam, Cambridge, UK),
anti-MIF (1:500) (AB7207, Abcam, Cambridge,
UK), anti-IL15 (1:300) (AF447, RD System,
Minneapolis, USA) e antilectina DBA (1:300)
(L6533-5MG, Sigma, Saint Louis, USA). A
técnica realizada foi a da estreptavidina-biotina-
peroxidase (Streptavidin  Peroxidase, Dako
LSAB+ System-HRP, Carpinteira, CA, USA), e
a recuperacdo antigénica foi realizada pelo calor
em banho-maria a 98°C, utilizando-se tampéao
citrato (2,1g de acido citrico em 1L de agua
destilada, ajustando-se o pH em 6,0 com NaOH a
0,5%). As sec¢des histoldgicas foram incubadas
em camara Umida overnight com o anticorpo
primério e por 30 minutos nas etapas de bloqueio
da peroxidase endogena, soro de blogueio (Dako
Protein Block Serum-Free Ready-To-Use,
Carpinteira, CA, USA) e estreptavidina
peroxidase. Os anticorpos primarios anti-IFNy,
anti-iNOS, anti-MIF, anti-IL15 e antilectina
DBA foram incubados overnight. A incubacdo
com anticorpo secundario foi realizada por 45
minutos. O cromégeno foi a diaminobenzidina
(Dako DAB Substrate Chromogen System,
Carpinteira, CA, USA). As secgdes foram
contracoradas com hematoxilina. O controle
negativo foi obtido pela substituicdo do anticorpo
primério por soro blogueio.
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Foi realizada uma avaliagdo descritiva e
guantitativa da deteccdo imunoistoquimica de
IFNy, MIF, iNOS, IL15 e lectina DBA nas
camadas de  decidua  mesometrial e
antimesometrial aos sete DG, na decidua
mesometrial aos 10 DG e na decidua basal e na
glandula metrial aos 12, 14 e 19 DG, adjacente
ao sitio de insercdo placentaria. A avaliagdo
quantitativa foi realizada em trés sitios de
insercdo placentaria/rata. Uma  seccdo
histoldgica/sitio de insercdo placentéria foi feita
transversalmente, sempre no mesmo ponto,
incluindo a decidua e a glandula metrial com
seus vasos sanguineos e o disco placentario, para
padronizacdo do local de anélise. Para
determinar a area de imunomarcagdo, imagens
foram fotografadas com a cdmera digital Spot
Color Insight (SPOTTM, Sterling Heights,
Michigan, USA) acoplada a um microscopio
Olympus BX-40. A area de imunomarcagdo foi
determinada pelo WCIF Image)® (Media
Cybernetics Manufacturing, Rockville, MD,
USA). Color deconvolution e thresholding das
imagens foram feitos. Os dados de cada decidua
foram arquivados, analisados e expressos como
area de imunomarcagdo em pixels.

O mRNA total da regido da decidua e da
glandula metrial foi extraido usando-se o
reagente  TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) de acordo com as instrucfes do fabricante.
Um total de 1pug de RNA foi utilizado para a

sintese de cDNA, tilizando-se o kit
SuperScript® 111 First-Strand Synthesis SuperMix
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As reagoes
foram realizadas em um termociclador Smart
Cycler 11 (Cepheid Inc., Sunnyvale, CA, USA).

Realizou-se PCR em tempo real com Platinum®
SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) no AB The Applied
Biosystems  ViiA™ 7  system  (Applied
Biosystems, Life Technologies). Para os controles
negativos, utilizou-se o mix de amplificacdo de
DNA completo, e a amostra contendo o cDNA-
alvo foi substituida por &gua. As amplificacdes
foram realizadas utilizando-se as condicGes de
ciclagem padrdo: ativagdo da enzima a 95°C
durante 10min, 40 ciclos de deshaturagdo a 95°C
durante 15s e pareamento dos primers/extensdo a
60°C durante 60s. Para avaliar a linearidade e a
eficiéncia da amplificacdo por PCR, foram
geradas curvas-padrdo para todos os transcritos,
utilizando-se dilui¢des em série de cDNA. A
curva de fusdo foi obtida para os produtos de
amplificacdo  para  determinar as  suas
temperaturas de fusdo. A expressdo génica foi
calculada usando-se 0 método 2", em que os
valores das amostras foram calculados e
calibrados em relagcdo aos valores do CT de p-
actina. Os primers estdo listados na Tab. 1.
Todas as analises foram realizadas nas regides de
decidua mais glandula metrial aos 10, 12, 14 e 19
DG.

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

Genes Primers Ndmero de acesso
Forward 5°- AGTGCTACACGCCGCGTCTT -3’

Ifny Reverse 5'- AGTGTGCCTTGGCAGTAACAGCC -3 NM_138880.2

iNos Forward 5°- TGGTCCTGCAGGCTCACGGT -3°, NM_012611.3
Reverse 5°- ACTCGAGGCCACCCACCTCC -3’

. Forward 5°- TCCACCCGCGAGTACAACCTTCTT-3
practina - erse 5°- CGACGAGCGCAGCGATATCGT -3° NM_031144.2
O delineamento foi inteiramente ao acaso, com RESULTADOS

fatorial 2x5 (dois grupos, cinco periodos), para
as analises imunoistoquimicas e fatorial 2x4
(dois grupos, quatro periodos), para 0 RT-PCR
em tempo real. A ANOVA foi realizada e, para
cada varidvel, foi determinada a média e o
desvio-padrdo. As médias foram comparadas
pelo teste SNK. Diferencas foram consideradas
significativas se P<0,05.

180

A inducdo do hipotireoidismo durante todo o
periodo gestacional foi confirmada pela
concentragdo plasmatica de T e T, livre nos dias
0 e 19 de gestacdo e pela sintomatologia
apresentada pelos animais. As ratas tratadas com
PTU apresentaram concentracdes menores de Ts
(Tab. 2) e T, (Tab. 3) livres em relacdo as do
grupo controle (Tab. 2 e 3) e sinais clinicos de
letargia e alopecia.
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Tabela 2. Concentracfes plasmaticas de T3 livre (médiatDP) nas ratas gestantes dos grupos controle e
hipotireoideo aos 0 e 19 dias de gestacdo

Periodo Controle Hipotireoideo
Dia0 2,345 0,289 a 1,856 +0,188 b
19 dias 1,757 +0,281 a 1,180 +0,155 b

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

Tabela 3. Concentracfes plasmaticas de T, livre (médiatDP) nas ratas gestantes dos grupos controle e
hipotireoideo aos 0 e 19 dias de gestacao

Periodo Controle Hipotireoideo
Dia 0 1,196 £0,123 a 0,437 £0,095 b
19 dias 0,795 10,173 a 0,104 +0,080 b
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P< 0,05)
As regides de decidua mostraram deteccdo de DBA, que foi apenas citoplasmatica.
IFNy (Fig. 1), IL15 (Fig. 2), iNOS (Fig. 3), MIF Independentemente do grupo, a deteccdo maxima
(Fig. 4) e lectina DBA (Fig. 5) nas camadas de de IFNy (Fig. 1F), IL15 (Fig. 2F) e iNOS (Fig.
decidua mesometrial e antimesometrial, aos sete 3F) ocorreu aos 12 DG, em comparacdo aos
DG, na decidua mesometrial, aos 10 DG, e na demais periodos de gestagdo. J4 o MIF e a lectina
decidua basal e na glandula metrial, aos 12, 14 e DBA ndo tiveram um padrdo de expressao bem
19 DG. A detec¢ao imunoistoquimica de IFNy, definido entre os periodos e ndo apresentaram
IL15 e MIF foi nuclear e/ou citoplasmatica, ao diferencas estatisticas entre os periodos avaliados
contrario da expressdo do iINOS e da lectina (Fig. 4F e 5F).
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Figura 1. Detec¢@o imunoistoquimica de IFNy na decidua de ratas dos grupos controle e hipotiroideo. (A) Decidua aos sete dias de
gestacdo (DG) sem diferenga entre os grupos tratado e controle. (B) Decidua aos 10 DG sem diferenca significativa entre os grupos
tratado e controle. (C) Decidua basal e glandula metrial aos 12 DG com reducéo da &rea de imunomarcacdo em ambas as areas
avaliadas. (D) Decidua basal e glandula metrial aos 14 DG com aumento da area de imunomarcacdo em ambas as areas avaliadas.
(E) Detecgao imunoistoquimica de IFNy na decidua basal na glandula metrial aos 19 DG sem diferenga significativa entre os grupos
controle e hipotireoideo. (F) Perfil de imunomarcagio de IFNy na decidua de ratas ao longo da gestagdo em cada grupo. Aos 12 DG,
houve um pico da imunomarcagéo para IL15 em relacdo aos demais periodos analisados (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).
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Figura 2. Detecgéo imunoistoquimica de IL15 na decidua de ratas dos grupos controle e hipotiroideo. (A) Decidua aos sete DG sem

diferenca entre os grupos controle e hipotireoideo. (B) Decidua mesometrial aos 10 DG com aumento da &rea de imunomarcacéo do
grupo hipotireoideo na regido lateral. (C) Decidua e glandula metrial aos 12 DG com reducdo da area de imunomarcacdo na
glandula metrial e aumento na decidua basal do grupo hipotireoideo em relagéo ao controle. (D) Decidua e glandula metrial aos 14
DG com redugdo da area de imunomarcacédo na regido de glandula metrial. (E) Decidua e glandula metrial aos 19 DG com reducéo
da area de imunomarcacao na regido de decidua basal do grupo hipotireoideo em relagdo ao controle. (F) Perfil de imunomarcacédo
de IL15 na decidua de ratas ao longo da gestagdo em cada grupo. Aos 12 DG, houve um pico da imunomarcagéo para IL15 em

relacdo aos demais periodos analisados. (*P<0,05; **P<0,01).

Aos 12 DG, houve redugdo da imunomarcagéo
de IFNy no grupo hipotireoideo (P<0,01) (Fig.
1C) em relacéo ao controle. Ao contrério, aos 14
DG, houve aumento da area de imunomarcacédo
de IFNy em relagdo ao controle na decidua basal
e na glandula metrial (Fig. 1D). Aos 10 DG,
houve aumento da area de imunomarcagdo para
IL15 na regido lateral no grupo hipotireoideo em
comparacdo ao controle (Fig. 2B; P<0,01). Aos
12 dias, 0 aumento da area de imunomarcagao se
manteve no grupo hipotireoideo na regido da
decidua basal (Fig. 2C; P<0,01). Contudo, na
regido da glandula metrial, houve redugdo no
grupo hipotireoideo (P<0,01) (Fig. 2C). Apesar
dessa reducéo, foi observado o pico de expressdo
de IL15 aos 12 DG tendo sido estatisticamente
diferente dos demais periodos analisados (Fig.
2F). Aos 19 DG, entretanto, houve reducdo da
area de imunomarcacdo para IL15 na regido de
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decidua basal no grupo hipotireoideo (P<0,05)
(Fig. 2E).

Com relacdo & imunomarcagdo para o 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), aos sete DG,
observou-se aumento da &rea de imunomarcagéo
na regido de decidua no grupo hipotireoideo (Fig.
3A,; P<0,05). Jd aos 12 DG, na decidua basal e na
glandula metrial, houve reducdo no grupo
hipotireoideo da é&rea de imunomarcagdo de
iNOS em relacéo ao controle (Fig. 3C; P<0,05).
Apesar dessa reducdo, foi observado o pico de
expressdo de iNOS aos 12 DG tendo sido
estatisticamente diferente dos demais periodos
analisados (Fig. 3F), como ocorreu na IL15 e no
IFNy. Aos 14 e 19 DG, a reducdo da area de
imunomarcacdo de iINOS no grupo hipotireoideo
manteve-se na glandula metrial (Fig. 3D; 3E;
P<0,05) em relacdo ao grupo controle.
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Figura 3. Deteccdo imunoistoquimica de iNOS na decidua e na glandula metrial de ratas dos grupos controle e hipotiroideo. (A)

Decidua aos sete DG com aumento da area de imunomarcacéo de iNOS na regido da decidua mesometrial e antimesometrial no
grupo hipotireoideo em comparagdo com o grupo controle. (B) Decidua mesometrial aos 10 DG sem diferenca significativa entre os
grupos hipotireoideo e controle. (C) Decidua e glandula metrial aos 12 DG com redugéo da area de imunomarcagéo na decidua basal
e na glandula metrial do grupo hipotireoideo em relagéo ao controle. (D) Decidua e glandula metrial aos 14 DG, com reducédo da
area de imunomarcagdo na regido de glandula metrial do grupo hipotireoideo em relagéo ao controle. (E) Decidua e glandula metrial
aos 19 DG com redugéo da &rea de imunomarcacéo na regido da glandula metrial do grupo hipotireoideo em relagéo ao controle. (F)
Perfil de imunomarcagdo de iNOS na decidua de ratas ao longo da gestagdo em cada grupo. Aos 12 DG, houve um pico da
imunomarcagao para IL15 em relagdo aos demais periodos analisados (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

A érea de imunomarcacdo para o0 MIF reduziu-se
intensamente no grupo hipotireoideo aos sete DG
em relacdo ao controle (Fig. 4A; P<0,001). Aos
10 DG, o grupo hipotireoideo apresentou
aumento da imunomarcacgéo para MIF (Fig. 4B).
Aos 12 DG, na decidua basal, houve aumento da
imunomarcacdo de MIF no grupo hipotireoideo
(Fig. 4C; P<0,01) em relacdo ao controle, mas
sem diferenca na regido da glandula metrial
(P>0,05). Aos 14 dias, na decidua basal e na
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glandula metrial, observou-se aumento de MIF
no grupo hipotireoideo (Fig. 4D; P<0,05) em
relacdo ao controle. Aos 19 DG, ndo foram
observadas diferencas significativas entre grupos
(Fig. 4E). Ainda com relagcdo a expressdo de
MIF, observou-se que a flutuacdo da expresséo
de MIF ao longo da gestacdo ndo seguiu um
padrdo, com um pico de expressdo, cOmMO nhas
marcacdes pelos IFNy, IL15 e iNOS (Fig. 4F).
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Figura 4. Deteccdo imunoistoquimica de MIF na decidua e na glandula metrial de ratas dos grupos controle e hipotiroideo. (A)

Decidua aos sete DG com reducéo da area de imunomarcacdo de MIF na regido da decidua mesometrial e antimesometrial do grupo
hipotireoideo em relagdo ao controle. (B) Decidua mesometrial aos 10 DG com aumento da area de imunomarcagédo nas regides
lateral e central do grupo hipotireoideo. (C) Decidua e glandula metrial aos 12 DG com aumento da area de imunomarcagao na
decidua basal no grupo hipotireoideo em relacéo ao controle. (D) Decidua e glandula metrial aos 14 DG com aumento, da area de
imunomarcacdo, na regido de decidua basal e na glandula metrial do grupo hipotireoideo, em relagédo ao controle. (E) Decidua e
glandula metrial aos 19 DG sem diferencas significativas entre os grupos. (F) Perfil de imunomarcagdo de MIF na decidua de ratas
ao longo da gestacdo em cada grupo (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

A imunomarcagdo para lectina DBA aos sete DG
reduziu-se no grupo hipotireoideo em relagdo ao
controle (P<0,001) (Fig. 5A). Aos 10 DG, na
regido lateral, também houve reducdo da
imunomarcacdo neste grupo para as células uNK
DBA'(Fig. 5B), sendo sua presenca mais
evidente na regido central, onde ha a presenca da
arteriola espiralada central. Nessa regido, as
células uNK apresentavam-se ora volumosas, ora
semelhantes a linfocitos com escasso citoplasma.
Nesse periodo da gestacdo, as células deciduais
também expressaram lectina DBA. A expressdo
de lectina DBA nas células uNK foi diferenciada,
forte e junto a membrana nuclear. Nesse periodo,
foi possivel visualizar as células uNKs
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infiltrando-se na glandula metrial e dispondo-se
concentricamente ao redor dos vasos sanguineos.
Esse padrdo concéntrico torna-se mais evidente
aos 12 e 14 DG. Aos 14 DG, observou-se
reducdo da éarea (P<0,01) de imunomarcacdo
para lectina DBA no grupo hipotireoideo
somente na regido de decidua basal (Fig. 5D).
Aos 19 DG, a marcacgdo torna-se mais fraca e as
células tém aspecto mais vacuolizado,
caracterizando o0 processo degenerativo que
ocorre comumente ao final da gestacdo. Nesse
periodo, ndo houve diferenga de imunomarcacao
entre os grupos (Fig. 5E).
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Figura 5. Detecgdo imunoistoquimica de lectina DBA na decidua e na glandula metrial de ratas dos grupos controle e hipotiroideo.
(A) Decidua mesometrial e antimesometrial aos sete DG com reducéo da area de imunomarcagdo de lectina DBA na regido da
decidua mesometrial e antimesometrial do grupo hipotireoideo em relagdo ao controle. (B) Decidua mesometrial aos 10 DG com
reducdo da area de imunomarcacéo na regido central e na glandula metrial do grupo hipotireoideo. (C) Decidua basal e glandula
metrial aos 12 DG sem diferenca entre os grupos. (D) Decidua basal e glandula metrial aos 14 DG com redugdo da area de
imunomarcagédo na regido de decidua basal no grupo hipotireoideo em relagdo ao grupo controle. (E) Decidua basal e glandula
metrial aos 19 DG sem diferencas significativas entre os grupos. (F) (F) Perfil de imunomarcagéo de lectina DBA na decidua de
ratas ao longo da gestagdo em cada grupo (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

Aos 10 DG, a expressdo dos transcritos génicos
para Ifny (Fig. 6A; P<0,01) e iNos (Fig. 6B;
P<0,01) reduziu-se no grupo hipotireoideo em
relacdo ao controle. Aos 12 DG, a expressao
génica de Nos2 aumentou no grupo hipotireoideo
em comparacdo ao controle (Fig. 6B; P<0,001),
diferentemente dos 14 DG, em que sua expressao
reduziu-se (Fig. 6B; P<0,05). Em contrapartida,
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0 Ifny apresentou maior expressdo génica no
grupo hipotireoideo em relacdo ao controle aos
14 DG (Fig. 6A; P<0,05). Aos 19 dias, o
hipotireoidismo reduziu a expressao de Ifiny (Fig.
6A; P<0,01) na decidua. Contudo, aumentou a
expressdo de iNos em relagdo ao controle (Fig.
6B; P<0,01).
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Figura 6. Expressdo relativa génica de IFNy e iNOS na
decidua de ratas dos grupos controle e hipotiroideo aos sete,
10,12, 14 e 19 DG. (A) Expressdo relativa de Ifiny
apresentando reducdo no grupo hipotireoideo aos 10 DG,
aumento aos 14 DG e reducdo aos 19 DG em relagdo ao
grupo controle. (B) Expressdo relativa de iNos apresentando
reducdo aos 10 DG, aumento aos 12 DG, reducéo aos 14 DG
e aumento aos 19 DG do grupo hipotireoideo em relagdo ao
controle (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

DISCUSSAO

O hipotireoidismo materno alterou o perfil de
expressdo  espaco-temporal  dos  fatores
imunoldgicos na decidua e na glandula metrial
de ratas ao longo da gestacdo. Embora a resposta
tenha sido varidvel dentro do grupo, dependendo
da regido e do periodo analisados, a reducéo do
fator anti-inflamatério iINOS e da marcacéo de
células uNKs DBA" foi evidente no grupo
hipotireoideo, o que pode comprometer nao
somente o desenvolvimento de um ambiente
anti-inflamatdrio na interface materno-fetal como
também o remodelamento arterial intrauterino
pelas células trofoblésticas. E pertinente destacar
que efeitos semelhantes foram observados no
disco placentério de ratas com hipotireoidismo
materno (Silva et al., 2014).

Aos sete DG, o hipotireoidismo aumentou a

imunomarcacdo de iNOS e reduziu a
imunoexpressdo de MIF e a populagdo de células
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UNK DBA". O iNOS tem efeitos anti-
inflamatorios, e o seu aumento na interface
materno-fetal estd associado ao  estresse
oxidativo (Leanza et al., 2007). E importante
ressaltar que, nesse periodo gestacional, é
necessario um ambiente pro-inflamatdrio que
permita o processo de implantagdo embrionéria e
migracdo trofoblastica (Koga et al., 2009), sendo
que 0 aumento da expressdao de iNOS observado
nos animais hipotireoideos, nesse periodo
gestacional, pode comprometer tais processos.
Além disso, a menor expressdo de lectina DBA
nos animais hipotireoideos sugere menor nimero
ou diferenciacdo de células uNKs. Esse achado
pode tanto desfavorecer o perfil imunoldgico da
interface materno-fetal quanto prejudicar o
remodelamento vascular, uma vez que as celulas
UNKSs estdo envolvidas nesse processo (Plaisier,
2011). O MIF é uma citocina multifuncional que
tem sido relacionada, na interface materno-fetal,
a angiogénese, a proliferacdo celular (Vigano et
al., 2007; Faria et al., 2010), a supressdo da
apoptose e ao aumento na sintese proteica (Faria
et al., 2010). Dessa forma, a reducdo da
imunoexpressdo de MIF na decidua dos animais
hipotireoideos poderia explicar o retardo na
diferenciacdo dos fibroblastos intersticiais em
células deciduais, a auséncia do estimulo tréfico
dos horménios tireoidianos (Galton et al., 2001)
e a consequente reducdo da area da decidua aos
10 DG (Souza et al., 2017).

Aos 10 DG, o hipotireoidismo aumentou a
imunomarcacdo de I1L15 e MIF, mas reduziu a
imunomarcacdo das células uNK para lectina
DBA, além de reduzir a expressdo génica de Ifiy
e iNos. Esses achados sdo semelhantes aos
encontrados por Silva et al. (2014) no disco
placentario. O IFNy influencia diretamente a
funclo das células uNKs que estdo envolvidas
tanto na imunidade quanto na dindmica vascular
placentaria e decidual (Hu e Cross, 2010). Além
disso, o IFNy esta relacionado a atividade
fagocitica de macrdfagos, importante para a
diferenciagdo do trofoblasto durante o periodo de
diferenciacdo do cone ectoplacentario (Leanza et
al., 2007). Portanto, a expressao reduzida de Ifiy
pode ter sido a causa do subdesenvolvimento da
decidua observado por Souza et al. (2017) em
animais com hipotireoidismo. O IFNy sintetizado
pelas células uNKs interfere na fungdo imune
decidual e modifica a expressdo de genes pelas
células endoteliais e estromais e pelos midcitos,
favorecendo o inicio do remodelamento vascular
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na decidua (Ashkar et al., 2000; Hu e Cross,
2010). Mas a redugdo do IFNy poderia implicar
retardo do remodelamento vascular,
prejudicando a vascularizagdo decidual, e ser a
causa do retardo da diferenciacdo dos
fibroblastos intersticiais em células deciduais
(Galton et al., 2001). Esses fatos conjuntamente
agravariam ainda mais o desenvolvimento da
decidua e justificariam o baixo peso fetal e
placentario apresentado por animais com
hipotireoidismo materno (Silva et al., 2012).

O aumento da IL15 na regido lateral da decidua
mesometrial dos animais hipotireoideos aos 10
DG pode ter ocorrido pelo fato de que é também
observado, nesse mesmo periodo, o acimulo de
UNKSs na regifo central de ratas gestantes, bem
como sua diferenciacdo (Bilinsk et al., 2008).
Contudo, esse acuimulo de uNKs nao foi
observado no grupo hipotireoideo, uma vez que
houve reducdo das uNKs DBA'. Existem
subtipos de uNKs, algumas sdo DBA™ e outras
sdo DBA" (Zhang et al., 2009). Tal fato pode ter
ocorrido pelo aumento de células uNKs DBA',
que ndo foram avaliadas neste estudo. A I1L15,
além do seu papel pré-inflamatério, também
promove a mudanga no fenétipo das células NK
para as células uNKs, que tém morfologia e
funcionalidade peculiares durante a gestacdo
(Kitaya et al., 2003b). Contudo, a IL15 ndo so
aumenta a proliferacéo e a diferenciacdo da uNK
como também é responsavel por aumentar a
atividade citolitica dessas células (Clifford et al.,
1999). O aumento da expressdo de IL15 acima
do fisiologico poderia exacerbar a atividade
citolitica da  uNK, prejudicando  0s
desenvolvimentos embrionério e fetal, e ser um
dos fatores pelos quais se explica a reducdo da
migracdo das células trofoblasticas na decidua de
ratas com hipotireoidismo (Silva et al., 2014).

Aos 12 DG, nos animais hipotireoideos, foi
observada reducdo da imunomarcacdo de IFNy e
iNOS e aumento de IL15, de MIF e da expresséo
génica de iNos. Estudos anteriores demonstraram
que o IFNy, além de ativar macréfagos
deciduais, na interface materno-fetal, também
induz a sintese de iINOS pelos trofoblastos fetais
(Hoshida et al., 2007). A reducdo de
imunomarcacdo de iINOS em  animais
hipotireoideos foi observada aos 12, 14, e 19 DG
e a reducdo da expressdo génica foi observada
aos 10 DG. Contudo, houve periodos em que o
seu aumento também foi observado no
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hipotireoidismo, como aos sete DG, pela
imunoistoquimica, e aos 12 e 19 DG, na
expressdo dos transcritos génicos. A diferenca
entre os resultados de RT-PCR e da
imunoistoquimica para o iINOS pode ser
explicada pelo fato de que o primeiro teste reflete
a expressdo do transcrito génico, enquanto o
segundo permite avaliar a expressdo da proteina.
A reducdo do iNOS tem sido associada a pré-
eclampsia e a restricdo de crescimento
intrauterino (Liao et al., 1996). O tratamento de
ratas gestantes com inibidor de iNOS resulta em
sintomas semelhantes ao pré-eclampsia. Isso
ocorre porque o iINOS promove o relaxamento
muscular e, na sua auséncia, haveria aumento da
pressdo dos vasos sanguineos e da contracdo
uterina (Liao et al., 1996). Segundo Purcell et al.
(1997), 0 iNOS presente na placenta de ratas esta
relacionado aos niveis de progesterona materno.
Sabe-se que ratas com hipotireoidismo materno
geralmente apresentam niveis elevados de
progesterona (Hatsuta et al., 2004), e esse fato
pode ter favorecido a reducdo dos niveis de
iINOS em praticamente todos o0s periodos
gestacionais. Além disso, a progesterona é o
hormdnio com maior efeito na tensdo vascular ao
longo da gestagdo em ratas (Liao et al., 1996).
Outro fato interessante, que corrobora os achados
do presente estudo, é que macréfagos de ratas
sob influéncia de altas doses de progesterona
apresentam reducdo da expressdo de iINOS
(Miller et al., 1996).

Pesquisas anteriores realizadas pela equipe do
presente trabalho demonstraram que, no disco
placentario de ratas com hipotireoidismo
materno, ha redugdo de imunomarcagdo de IFNy
aos 14 e 19 DG no espongiotrofoblasto e redugdo
de transcritos génicos aos 10 e 14 DG (Silva et
al., 2014). A redugdo da imunomarcagéo de IFNy
nos animais hipotireoideos do presente trabalho
aos 12 DG corrobora os resultados de Silva et al.
(2014) e pode comprometer o desenvolvimento
placentario e decidual. O IFNy influencia
diretamente a funcdo das uNKs que estdo
envolvidas na fungdo imune e na dindmica
vascular placentéaria e decidual (Ashkar et al.,
2000; Hu e Cross, 2010). Camundongos
knockout para IFNy e seu receptor ou sem
leucocitos  apresentam  tecido  decidual
subdesenvolvido (Ashkar et al., 2000). Esses
individuos, quando tratados com IFNy
recombinante, podem ter um remodelamento
vascular mais préximo do normal e um melhor
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desenvolvimento decidual (Monk et al., 2005).
Outro fato que reforca essa afirmativa é que
animais com hipotireoidismo apresentam intenso
comprometimento vascular na placenta e redugdo
do peso fetal (Silva et al., 2012).

Aos 14 DG, tem-se o ponto maximo do
desenvolvimento vascular da decidua e da
glandula metrial (Picut et al., 2009; Plasier,
2011). Nesse periodo foi observado, nos animais
hipotireoideos, aumento da imunomarcagdo de
IFNy, MIF e redugdo de iNOS e das células
uUNKs DBA’, além do aumento da expressdo
génica de Ifiy e redugdo do Nos2. O aumento do
IFNy ¢ oposto ao resultado observado no disco
placentario de ratas com hipotireoidismo no
mesmo periodo gestacional, nas quais hé reducéao
de expressdo génica e proteica de IFNy (Silva et
al., 2014). Esse fato poderia ser a explicagdo
para abortos recorrentes em algumas mulheres
com hipotireoidismo subclinico (Fontana et al.,
2010). Além disso, células trofoblasticas
humanas cultivadas em meio com IFNy tém o
seu crescimento inibido e apresentam alteracdes
degenerativas (Raghupathy, 1997).

Aos 19 DG, o hipotireoidismo resultou em
reducdo de IL15, na decidua basal, de iNOS, na
glandula metrial, e de transcritos génicos para
Ifny e aumento de iNos. Nesse periodo ha
regressdo da decidua basal e da glandula metrial,
com presenca de células uNK degeneradas (Picut
et al., 2009; Souza et al., 2017). Em condigdes
normais, ha aumento de iNOS ao longo da
gestacdo e reducdo ao final (Dong et al., 1998),
como confirmado pelo presente trabalho.
Entretanto, observou-se que o hipotireoidismo
aumentou a transcricdo génica de iNos, que
poderia aumentar posteriormente, mais préximo
ao parto, a expressdo proteica de iNOS, criando
um ambiente anti-inflamatério e, dessa forma,
provocar o atraso no parto observado em animais
com hipotireoidismo (Hapon et al., 2003). Isso
porque o iNOS promove o relaxamento da
musculatura do Utero durante a gestagcdo para
evitar perda embrionaria e fetal, mantendo o
Utero quiescente (Dong et al., 1998).

CONCLUSOES
Conclui-se que o hipotireoidismo materno altera
a expressdo espaco-temporal de fatores

imunolégicos na decidua e na glandula metrial
de ratas ao longo da gestacdo e que a resposta a
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hipofuncéo tireoidiana é variavel, dependendo da
regido e do periodo analisados. O
hipotireoidismo reduz o fator anti-inflamatdrio
iNOS e as células uNKs DBA, principalmente
entre 12 e 14 DG, periodo de maior
remodelamento vascular e mais critico para o
desenvolvimento placentario.
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