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RESUMO

O hipotireoidismo é uma disfuncdo na glandula da tireoide que se caracteriza pelos
baixos niveis dos hormoénios tireoidianos. Sabe-se que esta patologia durante o
periodo gestacional resulta em anormalidades no cérebro e no figado, e a busca por
possiveis tratamentos tornou-se cada vez mais necessaria. A melatonina é um
importante neuro-hormonio que tem apresentado uma relagao positiva com a glandula
da tireoide, além de exercer diversas funcdes neuroprotetoras e também uma acao
positiva sobre as células hepaticas. Assim, testamos a hipétese de que a melatonina
exdgena pode diminuir ou prevenir os efeitos do hipotireoidismo no cértex cerebral e
no figado de ratas. Foram utilizadas 15 ratas prenhes, divididas em 3 grupos: GC:
ratas sem inducéo ao hipotireoidismo; GH: ratas induzidas ao hipotireoidismo; GHM:
ratas induzidas ao hipotireoidismo tratadas com melatonina. O hipotireoidismo foi
induzido pela administracdo oral de propitiouracil (Img/animal) e a melatonina foi
administrada via subcutanea (10mg/kg) durante todo periodo da gestacao. No cérebro
foram analisados a morfometria, 0 estresse oxidativo, o0 indice apoptético,
histoquimica de Nissl, e histopatologia do cortex frontal. Além disso, foi avaliado
também o indice organossomaético e os niveis séricos de TSH, T3, e T4. No figado foi
analisado a histopatologia, morfometria, os niveis de AST, ALT e fosfatase alcalina, e
também o indice apoptotico. Nossos resultados mostraram grupo hipotireoidismo
apresentou resultados desfavoraveis no cérebro e no figado, como aumento do indice
apoptaético e alteracdes na morfometria. Em contrapartida, os animais do grupo tratado
com melatonina ndo apresentaram tais efeitos. Assim, concluimos que a melatonina
pode ser uma alternativa na prevencao dos efeitos do hipotireoidismo gestacional no

cérebro e figado.

Palavras-chave: Hipotireoidismo, gestacao, cérebro, figado, melatonina, apoptose.



ABSTRACT

Hypothyroidism is a dysfunction in the thyroid gland that is characterized by levels of
thyroid thyroid levels. It is known that this pathology during the gestational period
results in abnormalities in the brain and functioning, and the search for treatments has
become increasingly necessary. Melatonin is an important neurohormone that has
shown a positive relationship with the thyroid gland, in addition to exercising several
neuroprotective functions and also a positive action on liver cells. Thus, we tested the
hypothesis that exogenous melatonin can decrease or prevent the effects of
hypothyroidism on the cerebral cortex and liver of rats. We used 1 pregnant rats,
fortresses in 3 groups: GC: rats without induction of hypothyroidism; GH: rats induced
to hypothyroidism; GHM: rats induced to hypothyroidism treated with melatonin.
Thyroid was administered by oral administration of propitiouracil (1mg/animal) and
melatonin was subcutaneously hypothyroid (10mg/kg) throughout the gestation period.
In the brain, morphometry, oxidative stress, apoptotic stress, Nissl histochemistry, and
histopathology of the frontal cortex were analyzed. In addition, the organosomatic
index and serum levels of TSH, T3, and T4 were also evaluated. In the index was
developed a histopathology, morphometry, levels of AST, ALT and alkaline
phosphatase, and also the apoptotic. The result of the hypothyroidism increase group
showed growth results in the brain and in the visual, such as increased growth index
and changes in morphometry. In contrast, animals in the melatonin-treated group had
no such effects. Thus, we conclude that melatonin may be an alternative in preventing

the effects of gestational hypothyroidism on the brain and liver.

Keywords: Hypothyroidism, pregnancy, brain, liver, melatonin, apoptosis.
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RESUMO: O hipotireoidismo é considerado um estado patoldgico resultante da
deficiéncia dos hormonios circulantes da tireoide, e vem sendo apontado como um
problema de saude rotineiro, com maior ocorréncia no sexo feminino. Essa doenca
pode afetar diversos 6rgdos como o cérebro e figado, nos quais os horménios da
tireoide sdo fundamentais em seus processos fisiologicos. A melatonina, principal
produto da glandula pineal, apresenta um papel significativo na regulacéo da fisiologia
tireoidiana, e evidéncias tém mostrado a procura por mais funcdes fisiologicas para
este horménio devido a identificacdo de receptores para a melatonina em Varios
tecidos. Diante disso, este trabalho teve por objetivo mostrar a relacdo da melatonina
com o hipotireoidismo, assim como seus efeitos no cérebro e no figado. Para isso, foi
feita uma reviséo de literatura entre os meses de janeiro e junho de 2021 no qual
foram coletados dados a partir de estudos académicos ja existentes, artigos em jornais
de grande circulacdo e boletins de empresas e agéncias publicas. Os artigos
cientificos foram selecionados através do banco de dados do Scielo, Google
académico, Science direct e Pubmed. Assim, concluimos que a melatonina apresenta
uma relacao direta com o hipotireoidismo, além disso, ela é fundamental para o
desenvolvimento e funcionamento adequado do cérebro e do figado em uma condicao
patoldgica resultante da disfuncéo tireoidiana.

PALAVRAS-CHAVE: Hipotireoidismo; Cérebro; Figado; Melatonina.

ABSTRACT: Hypothyroidism is considered a pathological condition resulting from a
deficiency of circulating thyroid hormones, and has been identified as a routine health
problem, with greater occurrence in females. This disease can affect several organs
such as the brain and liver, where thyroid hormones are essential in their physiological
processes. Melatonin, the main product of the pineal gland, plays a significant role in
the regulation of thyroid physiology, and evidence has shown the search for more
physiological functions for this hormone due to the identification of receptors for
melatonin in various tissues. Therefore, this work aimed to show the relationship of
melatonin with hypothyroidism, as well as its effects on the brain and liver. For this, a
literature review was carried out between the months of January and June 2021, in
which data were collected from existing academic studies, articles in large-circulation
newspapers and bulletins from companies and public agencies. Scientific articles were

selected through the database of Scielo, Academic Google, Science direct and
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Pubmed. Thus, we conclude that melatonin has a direct relationship with
hypothyroidism, in addition, it is essential for the development and proper functioning
of the brain and liver in a pathological condition resulting from thyroid dysfunction.
KEYWORDS: Hypothyroidism; Brain; Liver; Melatonin.

1. MATERIAL E METODOS

Essa pesquisa foi realizada entre os meses de janeiro e junho de 2021. Foi
realizada uma revisao bibliografica sobre o assunto através de estudos académicos
publicados em jornais de grande circulacdo, além de banco de dados online como
Science direct, Pubmed, Google Académico e Scielo. Em seguida, essas informacgdes
foram analisadas para estruturar com conjunto especifico de informacdes no topico

em discussao.

2. INTRODUCAO

O hipotireoidismo é considerado um estado patolégico resultante da deficiéncia
dos hormonios circulantes da tireoide (CHAKER et al., 2017), denominados T3
(triiodotironina) e T4 (tiroxina) (MULLER et al., 2008; OLIVEIRA; MALDONADO,
2014). A disfuncéo tireoidiana € um problema de saude rotineiro, apresentando uma
variagdo em sua prevaléncia, como por exemplo, o sexo do individuo e sua idade
(ALVES, 2016). A insuficiéncia dos hormonios tireoidianos pode resultar em efeitos
negativos permanentes tanto no figado como no cérebro. Sendo assim, o presente
trabalho teve como objetivo realizar uma revisdo sobre a relacdo da melatonina com

o hipotireoidismo, assim como seus efeitos no cérebro e no figado.

3. HIPOTIREOIDISMO

A tireoide é uma glandula encontrada na regido cervical, e é responsavel pela
producdo dos hormonios tireoidianos (HT), triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). Estes
horménios tem atuacdo em quase todas as células do organismo e suas ac¢des sao
principalmente relacionadas a expresséo da producéo de proteinas apos a ligacao do

horménio a elementos responsivos encontrados no nucleo das células (CHAVES et
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al., 2021). Uma das principais funcdes dessa glandula é o controle do metabolismo
celular, no qual a tireoide determina o ritmo em que as células vao produzir energia
para o seu funcionamento. Entre as a¢fes sobre as células pode-se mencionar o
metabolismo somético, incluindo também, o processo de manutencdo corporal,
metabolismo de lipidios, proteinas, vitaminas, assim como a otimizacédo da acao de
diversos outros horménios (MEDEIROS-NETO et al., 2017).

O hipotireoidismo é um estado clinico que se refere a quantidade insuficiente ou
auséncia dos hormonios circulantes da glandula tireoide T3 e T4 (CALACO, 2019). O
distarbio na producdo desses hormonios resulta em uma hipersecrecdo de outro
horménio, o estimulador da tireoide (TSH). Deste modo, os horménios tireoidianos se
apresentam em niveis séricos inferiores, e os niveis de TSH mais elevados (CHAVES
et al., 2021). A falta desses horménios causados por uma disfuncdo na tireoide pode
gerar uma série de alteracdes no organismo humano principalmente de carater
metabdlico (OLIVEIRA; MALDONADO, 2014), Os sintomas e efeitos ocasionados por
esse disturbio incluem, na grande maioria dos casos, fadiga muscular, intolerancia ao
frio, resisténcia vascular sistémica aumentada, aumento de peso, constipacéo e pele
com aspecto seco, entre outros (MEDEIROS-NETO et al., 2017).

No Brasil, acredita-se que aproximadamente 12% da populacdo apresente a
alteracdo nos niveis dos horménios tireoidianos (GALDO-RIVEROS et al., 2017). A
predominancia dessa doenca esta relacionada com diversos fatores, como o género,
uma vez que ocorre com mais frequéncia no sexo feminino. Estudos também
mostraram que ele esta associado com idade, sendo constante em pessoas mais
velhas, com a variacao entre regides e a ingestdo do consumo de iodo. Pacientes que
apresentam doencas autoimunes como diabetes mellitus tipo 1, atrofia gastrica
autoimune, Sindrome de Down e de Turner, tem maiores chances de desenvolver
essa condicao patolégica (CHAKER et al., 2017).

O hipotireoidismo se apresenta em diversos tipos, sendo classificado em
primario, congénito, central e subclinico. A forma mais predominante é a primaria, no
qgual se tem uma incapacidade parcial ou total da glandula em produzir os hormonios
tireoidianos. Entretanto, este tipo pode ser transitério ou permanente, no qual se tem
defeitos na formacdo da glandula da tireoide durante a embriogénese (OLIVEIRA,
MALDONADO, 2014).
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No congénito, se tem uma reducdo significativa ou total auséncia dos
horménios produzidos pela tireoide. Esse tipo da disfuncdo tireoidiana € mais
frequente durante a infancia, apresentando sua incidéncia variando de 1:2.000 a
1:4.000 criancgas nascidas vivas, e entre 0s principais sintomas se pode citar hipotonia
muscular, dificuldades respiratorias, anemia, sonoléncia excessiva, choro rouco, pele
seca, fria e sem elasticidade, e atrasos no desenvolvimento neuropsicomotor
(SILVESTRE et al., 2020). O tipo central é caracterizado quando o defeito esté situado
no eixo hipotalamo-hipofisario, podendo ser subdividido em secundario ou terciério,
de acordo com a localizacdo da lesdo sendo na hipofise ou hipotalamo (SANTOS et
al., 2021). O hipotireoidismo subclinico € definido pela normal condi¢do dos niveis de
hormonios tireoidianos T3 e T4 ao mesmo tempo em que 0 TSH tem seu nivel sérico
elevado, acima do normal (OLIVEIRA; MALDONADO, 2014). O diagndstico do tipo
subclinico é feito de forma laboratorial, uma vez que o paciente portador de disfuncéo
se apresenta assintomaticos, oligoassintomaticos ou com sintomas inespecificos
(NEVES et al., 2016).

4. EFEITOS DO HIPOTIREOIDISMO NO CEREBRO E NO FIGADO

Os hormoénios tireoidianos sdo essenciais para muitos processos fisiologicos, e
principalmente para o desenvolvimento adequado do sistema nervoso central em
humanos (LIU et al., 2010). No desenvolvimento cerebral, estes hormoénios estimulam
e coordenam processos importantes como a proliferacdo neuronal, migracéo,
crescimento de axdénios e dendritos, na formacdo de sinapses e no processo de
mielinizagdo (ROVET, 2014; SHIMOKAWA et al., 2014). A desordem nesses
processos pode resultar em anormalidades na rede neuronal, podendo levar ao
desenvolvimento de retardo mental e outras disfungdes neuroldgicas permanentes,
como habilidades motoras e processamento visual prejudicado (AHMED, 2015).

O hipotireoidismo foi associado com diversas complicacdes durante a gestacéo,
como o risco de um parto prematuro (SHEENAN et al., 2015), abortos, baixo peso ao
nascer, além de efeitos negativos sobre o desenvolvimento neurocognitivo fetal
(BENHADI et al.,, 2009). Em humanos, a tiroxina (T4), é importante para o
desenvolvimento do cérebro durante o inicio da fase da embriogénese. Assim como

nos humanos, em ratos, o T4 fetal € fornecido pela mée durante o primeiro trimestre,
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sendo importante para o desenvolvimento do cérebro, uma vez que o feto é
completamente dependente do suprimento materno por sua glandula ser incapaz de
produzir os hormonios tireoidianos até o segundo trimestre (LIU et al., 2010).

Em modelos experimentais foi mostrado que o hipotireoidismo durante a gestacao
resultou em anormalidades como o aumento de neurites, reducdo nas células da
camada granulosa no giro dentado do hipocampo, como também uma diminuicdo em
seu volume (HASEGAWA et al., 2010). Foi demonstrado também que essa patologia
pode diminuir a atividade de enzimas importantes para o sistema nervoso (AHMED et
al., 2010), e esta associada ao estresse oxidativo, uma vez que as mudancas nos
niveis dos hormonios tireoidianos afetam a geracdo de radicais livres na mitocéndria
e possui efeitos na sintese e degradacdo de proteinas antioxidantes e vitaminas
(TORUN et al., 2009).

O estresse oxidativo é caracterizado pela producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) em grande quantidade, e diminuicdo de defesas antioxidantes
(SIREESHA; RAO, 2015). O cérebro é considerado diferenciado pois, apresenta uma
taxa metabdlica elevada. Isso se deve ao fato deste 6rgdo consumir aproximadamente
20% do oxigénio inspirado durante o repouso (SHULMAN et al., 2004), tornando-o
tecido mais suscetivel aos danos oxidativos (IMBRAHIM, 2017).

A tireoide e o figado séo vitais para o funcionamente adequado do metabolismo
humano. A glandula da tireoide em um estado saudavel é essencial para que o figado
apresente um metabolismo correto, assim como o figado exerce um papel importante
no metabolismo dos horménios da tireoide (MANSOURIAM, 2013), fabricando
proteinas necessarias para se conectar com os horménios dessa glandula, como a
globulina de ligagéo a tiroxina (TBG), pré-albumina e albumina. Sabe-se também que
o figado € o principal local em que ocorre o metabolismo periférico desses horménios,
além de estar relacionado em sua conjugacdo, excrecdo biliar, e a desiodacao
extratireoidiana da tiroxina (T4) para triiodotironina (T3) (HUANG; LIAW, 1995).

A gestacdo é uma situacdo em que ocorre mudancas no metabolismo e na
utilizacdo dos nutrientes. O aumento nos niveis de estrogénio plasmatico que ocorre
durante o periodo da gestacdo € um dos principais fatores que resulta em um estado
de hipertrigliceridemia materna, fazendo com que seja alvo de pesquisas em humanos
e ratos (RAMOS; HERRERA, 1996; HAPON, 2005).
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Os hormoénios tireoidianos tem influéncia em todas as principais vias
metabdlicas, sendo a sua a¢cdo mais conhecida no aumento do gasto de energia basal
através de sua acao no metabolismo de proteinas, carboidratos e lipidios. No figado,
0os hormdnios da tireoide estimulam a producdo dos &cidos graxos, do colesterol
plasmatico e triglicerideos (HAPON et al., 2014). Essa condicao beneficia a progénie,
uma vez que sao fornecidos os acidos graxos necessarios para um desenvolvimento
fetal satisfatorio, além de haver a circulagdo dos &acidos graxos esterificados
associados a lipoproteinas. Uma relacdo entre o colesterol e triglicerideo materno e
fetal foi relatada, mostrando haver uma ligacdo com o peso do recém-nascido
(HERRERA, 2002).

A disfuncé@o da tireoide € normalmente relacionada com alteragcdes nos niveis
plasmaticos de lipidios. Em estudos experimentais de hipotireoidismo induzido pelo
tratamento de propiltiouracil (PTU), houve um acumulo do colesterol LDL plasmatico
e reducdo de lipoproteinas de densidade baixa (VLDL) e triglicerideos (TGs)
(DANESE et al., 2000 ; MUKHOPADHYAY et al.,, 2003; HAPON et al., 2005). Os
mecanismos pelos quais o hipotireoidismo promove modificacdes no metabolismo
lipidico séo diversos, incluindo uma diminui¢do na expressao do receptor de LDL no
figado e na atividade das lipases hepaticas, lipoproteica e da proteina de transferéncia
de éster de colesterol (DUNTAS, 2002; CESENA et al., 2005). Além disso, a literatura
também indica outra estreita relacédo entre o figado e o hipotireoidismo, sendo esta
patologia muitas vezes chamada de doenca pseudo-hepatica, por apresentar
sintomas similares aos identificados em patologias do figado, como fadiga, caimbras
musculares, mialgias (LAYCOCK; PASCUZZI, 1991; MALIK; HODGSON, 2002).

Sabe-se também que o hipotireoidismo materno pode influenciar no status de
glicose da mée, sendo este determinante para a homeostase do glicogénio e
transporte de glicose entre a mae e o feto. Além disso, a disfun¢éo tireoidiana grave
materna foi relacionada com uma reducdo no peso do figado fetal, e com uma

desordem no armazenamento de glicogénio hepatico (PICKARD et al., 2003).

5. MELATONINA E HIPOTIREOIDISMO

A melatonina é um neuro-hormoénio importante secretado pela glandula pineal

(BALTACI; MULGOKI, 2018), que exerce influéncia na regulacdo da fisiologia

20



tireoidiana (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014), e tem um importante papel na
gestacdo (SUMAYA et al., 2005), fazendo sua modulacdo (MAGANHIN et al., 2008) e
estando intimamente relacionado com o seu mantimento, além de fornecer a protecao
antioxidante necessaria para o embrido (TAMURA et al.,, 2014). Os efeitos da
melatonina sobre a secrecdo dos hormdénios da tireoide podem ser diretos ou
indiretos, entretanto os mecanismos correspondentes ainda nao foram totalmente
esclarecidos (BALTACI et al., 2004).

A procura por mais fungdes fisiologicas para a melatonina tem sido estimulada pela
identificacdo de receptores para esse hormdénio em uma variedade de tecidos
(CAMPINO et al., 2008). Em estudos sobre a presenca de receptores de melatonina
na glandula da tireoide, foi demonstrado que sua aplicacdo exdgena em ratas prenhas
resultou no aumento nos niveis de T4 (LASKAR et al., 2015).

6. RELACAO DO HIPOTIREOIDISMO E MELATONINA NO CEREBRO E
FIGADO

A melatonina, principal produto da pineal (SUMAYA et al., 2005; MAGANHIN et
al., 2008) que tem um importante papel na regulacéo da fisiologia tireoidiana (ACUNA-
CASTROVIEJO et al, 2014). No cerebro fetal, a melatonina exerce diversas fungdes
neuroprotetoras, atuando contra varias patologias neurolégicas, diminuindo também
0 estresse oxidativo cerebral que resulta em inflamacdes e apoptose celular
(PASCHEN, 2000; MAGHOLL et al., 2013).

No figado, pesquisas demonstraram que a melatonina atua positivamente na
diminuicdo de alteracdes histopatologicas (AYDIN et al., 2003), nos niveis de
triglicerideos e colesterol total (OHTA et al., 2006), na apoptose, e ha expressao de
citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-6 (TIAO et al., 2014). Além disso, modelos
experimentais sobre a presenca de receptores de melatonina na glandula da tireoide,
demonstraram que a aplicacdo exdégena de melatonina em ratas prenhas resultou no
aumento nos niveis de T4 (LASKAR et al., 2015), encontrando uma preven¢do no
decaimento dos niveis deste hormonio tireoidiano (SKIPOR et al., 2010), reforgcando
a ideia de que a melatonina possui efeito sobre os hormonios tireoidianos (BALTACI
et al., 2004 ; BALTACI & MULGOKI, 2018).
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7. CONCLUSAO

Podemos concluir que existem diversos indicativos de que a melatonina
apresenta uma relacao direta com o hipotireoidismo, uma vez que este hormoénio atua
na fisiologia da glandula da tireoide. Além disso, as evidéncias também mostram que
ela é fundamental para o desenvolvimento e funcionamento adequado do cérebro e

do figado em uma condicao patoldgica resultante da disfuncéo tireoidiana.
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RESUMO

O hipotireoidismo é uma disfuncdo na glandula da tireoide que se caracteriza pelos
baixos niveis dos horménios tireoidianos. Sabe-se que esta patologia durante o
periodo gestacional resulta em anormalidades no cortex cerebral e também no
estresse oxidativo. Disturbios neuroldgicos resultantes do hipotireoidismo estado se
tornando cada vez mais comuns, e a busca por possiveis tratamentos tornou-se cada
vez mais necessario. A melatonina € um importante neuro-horménio que tem
apresentado uma relacdo positiva com a glandula da tireoide, além de exercer
diversas funcdes neuroprotetoras. Assim, testamos a hipotese de que a melatonina
exogena pode diminuir ou prevenir os efeitos do hipotireoidismo no cortex cerebral de
ratas. Foram utilizadas 15 ratas prenhes, divididas em 3 grupos: GC: ratas sem
inducdo ao hipotireoidismo; GH: ratas induzidas ao hipotireoidismo; GHM: ratas
induzidas ao hipotireoidismo tratadas com melatonina. O hipotireoidismo foi induzido
pela administragéo oral de propitiouracil (mg/animal) e a melatonina foi administrada
via subcuténea (10mg/kg) durante todo periodo da gestacdo. Foram analisados o
peso dos animais, dos cérebros, o indice organossomatico, os niveis hormonais de
TSH, T3 e T4, a morfometria, o estresse oxidativo, o indice apoptotico, além da
histoquimica de Nissl e histopatologia do cortex frontal. Os resultados mostraram a
confirmacéo do hipotireoidismo nas ratas do grupo sem tratamento pelo aumento
significativo no nivel do TSH quando comparado ao grupo controle e tratado com
melatonina. As fémeas do grupo hipotireoidismo, apresentaram ganho de peso,
diminuicao significativa no peso dos cérebros e no indice organossomatico, reducao
no namero de neurénios, elevacao do indice apoptético, reducao dos corpusculos de
nissl, além de aumento nos niveis de peroxidacao lipidica e reducdo da glutationa
reduzida. O tratamento com melatonina preveniu esses efeitos. Assim, concluimos
gue a melatonina pode ser uma alternativa na prevencdo dos efeitos do

hipotireoidismo gestacional no cortex cerebral.

Palavras-chave: Hipotireoidismo, cérebro, melatonina, ratos, apoptose, estresse

oxidativo.
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ABSTRACT

Hypothyroidism is a disorder of the thyroid gland that is characterized by low levels of
thyroid hormones. It is known that this pathology during the gestational period results
in abnormalities in the cerebral cortex and also in oxidative stress. Neurological
disorders resulting from hypothyroidism are becoming more and more common, and
the search for possible treatments has become increasingly necessary. Melatonin is
an important neurohormone that has shown a positive relationship with the thyroid
gland, in addition to exerting several neuroprotective functions. Thus, we tested the
hypothesis that exogenous melatonin can decrease or prevent the effects of
hypothyroidism in the cerebral cortex of rats. Fifteen pregnant rats were divided into 3
groups: GC: rats without induction of hypothyroidism; GH: rats induced to
hypothyroidism; GHM: hypothyroidism-induced rats treated with melatonin.
Hypothyroidism was induced by the oral administration of propitiouracil (1mg/animal)
and melatonin was administered subcutaneously (10mg/kg) throughout pregnancy.
Animal weight, brain weight, organosomatic index, hormone levels of TSH, T3 and T4,
morphometry, oxidative stress, apoptotic index, as well as Nissl histochemistry staining
and histopathology of the frontal cortex were analyzed. The results showed the
confirmation of hypothyroidism in the rats of the untreated group by the significant
increase in the level of TSH when compared to the control group and treated with
melatonin. Females in the hypothyroidism group showed weight gain, significant
decrease in brain weight and organosomatic index, reduction in the number of
neurons, elevation of the apoptotic index, reduction of nissl bodies, in addition to
increased levels of lipid peroxidation and reduction of reduced glutathione. Treatment
with melatonin prevented these effects. Thus, we conclude that melatonin may be an
alternative in preventing the effects of gestational hypothyroidism in the cerebral

cortex.

Keywords: Hypothyroidism, brain, melatonin, rats, apoptosis, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

O hipotireoidismo é uma disfuncdo na glandula da tireoide que se caracteriza
pelos baixos niveis dos hormonios tireoidianos (HTs) (CARDOSO et al., 2021) sendo
0 segundo distarbio enddcrino mais frequente que atinge mulheres em idade
reprodutiva (MORAES et al., 2021). A gestacéo influencia em diversas mudancas
fisiologicas maternas, sendo uma delas na funcéo tireoidiana (BARTH et al., 2010).
Durante o periodo gestacional, a concentragdo dos horménios tireoidianos da méae
passa por alteracdes, resultantes de mudancas dos hormonios presentes no processo
de gravidez (SANTOS et al., 2020).

Fundamentais para regulacdo de funcdes neurolégicas em todas as fases da
vida, os hormonios da tireoide modulam processos como a neurogénese, evolugao
glial, e o desempenho cognitivo (CARDOSO et al., 2021). Em modelos experimentais
em ratos foi mostrado que o hipotireoidismo durante a gestacdo resultou em
anormalidades na regido do cértex frontal do cérebro, como o aumento de neurites, e
também uma diminui¢cdo em seu volume (HASEGAWA et al., 2010). Foi demonstrado
também que essa patologia esta associada a apoptose (HIDAYAT et al., 2019), ao
estresse oxidativo (TORUN et al., 2009), e com manifestacdes neurolégicas
constantes como diminui¢do na capacidade cognitiva, da memodria, da concentracao
e também foi relacionada com a ocorréncia de depressdo (GUYOKHON et al., 2021).

Estudos tem mostrado uma relagéo positiva entre a melatonina e a tireoide
(BALTACI et al.,, 2004 ; LASKAR et al., 2015; BALTACI & MULGOKI, 2018),
reforcando a ideia de que esta indolamina possui efeito estimuladores sobre os
horménios tireoidianos (HAPON et al., 2010). A melatonina é um importante neuro-
horménio secretado pela glandula pineal (BALTACI & MULGOKI, 2018), que exerce

influéncia na regulacéo da fisiologia tireoidiana (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014).
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Em pesquisas sobre a presenca de receptores deste hormoénio na glandula da tireoide,
foi revelado que sua aplicacdo exdgena em ratas prenhas resultou no aumento nos
niveis de T4 (LASKAR et al., 2015). Além disso, a melatonina exerce diversas funcées
neuroprotetoras atuando contra varias patologias neurolégicas (MAGHOLL et al.,
2013) e tem sido efetivamente indicada para combater o aumento do estresse
oxidativo e a apoptose celular (REITER et al., 2016).

Disturbios neuroldgicos resultantes do hipotireoidismo estéo se tornando cada
vez mais comuns, e a busca por possiveis tratamentos tornou-se cada vez mais
necessario (GUYOKHON et al., 2021). Assim, testamos a hipotese de que a terapia
com melatonina exdgena pode minimizar os efeitos no cérebro de ratas induzidas ao

hipotireoidismo durante a gestacao.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Estudos Morfolégicos em
Vertebrados e Invertebrados (LABEMOVI) do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Foram utilizadas 15
ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias de idade, virgens, pesando
aproximadamente 200+30g, da linhagem Wistar, procedentes do biotério do DMFA-
UFRPE. Os animais foram mantidos em gaiolas com alimentacdo e agua ad libitum,
permanecendo em condi¢des padrbes de 22+10C com periodo de luz entre 6h-18h,
divididos nos seguintes grupos:

GC - (Controle): ratas sem a inducéo do hipotireoidismo;
GH - Ratas induzidas ao hipotireoidismo;

GHM - ratas induzidas ao hipotireoidismo e tratadas simultaneamente com melatonina
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O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica institucional de n°

36/2017.

2.1 Inducéo ao hipotireoidismo e tratamento com melatonina

A inducdo ao hipotireoidismo foi realizada através da administracdo de 6-
propyl-2-thiouracil (PTU) na dose de 1mg/animal, diluido em 5mL de agua destilada
através de uma sonda orogastrica (SILVA, 2014) durante toda a gestacdo. O
tratamento com melatonina (Sigma, St Louis, MO, USA) foi realizado por meio de
injecdo subcutanea, diariamente, no inicio da noite (18h) durante toda prenhez,
simultdnea ao tratamento com PTU. A melatonina foi dissolvida em etanol e diluida
em solucao salina, na dosagem de 10mg/kg de peso corporal animal (OZGUNER et

al., 2006).

2.2 Dosagem hormonal

A coleta de sangue foi realizada no 200 de gestacao por punc¢éo da veia caudal.
O material foi centrifugado sob refrigeracdo (-4°C) e o soro foi congelado a -20°C. Os
niveis sérios de TSH, T3 e T4 livre foram dosados para a confirmacdo do
hipotireoidismo utilizando-se o método de quimioluminescéncia, através do

equipamento Hormoénios DXI 800. Todas as dosagens foram realizadas em triplicata.

2.3 Peso dos animais e do cérebro

As ratas foram pesadas no 7°, 14° e 20° dia de gestacdo. ApOs 0 nascimento
dos filhotes (21° dia de gestacao) procedeu-se a eutanasia utilizando-se cetamina (80
mg/kg) e xilazina (6 mg/kg) por via intramuscular, associadas a 100 mg/kg de tiopental

intraperitoneal. Em seguida os cérebros foram removidos e pesados em balanca
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analitica, fixados em formaldeido tamponado a 10% e processados para inclusdo em
parafina. Para obtencdo do indice organossomatico foi calculado a razdo entre os
pesos dos cérebros pelo peso corporeo de cada animal, conforme a formula abaixo.
O peso corporeo utilizado foi o do 200 dia de gestacao.

|O: indice organossomatico;

PO: Peso do 6rgéo; 0 = PO x 100
PC

PC: peso corporal

2.4 Histopatologia e histoquimica

Cortes do cortex frontal com espessura de 7 ym e 10 um de distancia de um
corte para outro, foram submetidos a técnica de coloracdo pela Hematoxilina - Eosina
(H.E.) e histoquimica de Nissl para analise histopatoldgica e viabilidade neuronal,

respectivamente, em microscépio Olympus® 1005 Bx50.

2.5 Anélise morfométrica

Trés laminas coradas por H.E. por animal/grupo foram avaliadas. O volume [V
(ref)] do cortex frontal foi obtido pelo método de Cavalieri (GUNDERSEN; JENSEN,
1987). A estimativa da densidade numérica dos neurénios (Nv) no cortex foi calculada
usando o método descrito por Gundersen (1987) e Villeda-Hernandez et al. (2006). O
total do niamero de neurdnios (N) foi calculado por meio da seguinte férmula: N = V
(ref) - Nv (Korbo et al., 1990; West 1993). A densidade foi expressa por unidade de
area (mm?). Foram contados pelo menos 10 campos aleatérios ndo objetiva de 40X,
trés secdes, de cada animal, por grupo (LI et al., 2007; AKSIC et al., 2021).

Na substancia branca realizou-se uma avaliagdo morfométrica do percentual

de fibras nervosas utilizando-se uma ocular de 10x (contendo internamente um
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reticulo de WAIBEL com 25 pontos) (WEIBEL et al., 1966) e objetiva de 40x, onde
foram contados seis campos, todos aleatorios e em sentido horario, levando em
consideracao apenas 0s pontos que incidiram sobre as fibras. No total foram contados

150 pontos por animal totalizando 450 pontos por grupo.

2.6 Estresse oxidativo tecidual

A mensuracdo dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) foi realizada pelo método de Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Fragmentos do
cérebro foram macerados em banho de gelo com 5 mLK de KCI 1, 15% + EDTA 3mM
por grama de tecido. Em seguida, 10 mg de tecido foram adicionados a um meio de
reacao contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,4%, acido tricloroacético (TCA)
7,5% e acido tiobarbitdrico 0,3%. Os tubos de reacdo foram selados e incubados a
95° C por 60 minutos. Apds resfriamento em agua corrente, foi adicionado um volume
de n-butanol para cada volume de reacéo e os tubos foram centrifugados a 1000 x g
por 10 minutos. A absorbancia da fase organica foi mensurada em 535nm. O resultado
foi corrigido pela concentracdo de proteina do homogenato. A dosagem de proteina
foi realizada pelo método de Folin, utilizando BSA como padrédo (LOWRY et al., 1951).

Os niveis da glutationa reduzida (GSH) foram determinados através da
mensuracao de grupamentos sulfridilas nao protéicos (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A
partir do homogenato obtido para avaliacdo da peroxidacéo lipidica, 80 a 160 mg do
tecido foram precipitados em solucdo de TCA 5%. Em seguida, um volume do
sobrenadante foi adicionado a um volume de meio de reagdo contendo TRIS
4mM,EDTA 4mM e DTNB 4mM a um pH 8,9. A reacao foi incubada em temperatura
ambiente por 5 minutos e a absorbancia foi mensurada em 412 nm. O resultado foi

corrigido pela concentracéo de proteina do homogenato. Todas as dosagens foram
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realizadas em triplicata.
2.7 Imuno-histoquimica (indice apoptético)

Para apoptose, foi utilizado o método TUNEL. Os cortes foram inicialmente
desparafinizados e desidratados e, logo em seguida, incubados em PBS por 5 minutos
a temperatura ambiente. Apds, a Proteinase K foi aplicada sobre as laminas por 15
minutos. As laminas foram lavadas em agua destilada e incubadas em peréxido de
hidrogénio por 5 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS
e incubados em tampéo equilibrio por 60 minutos a 4 °C. Depois, 0s cortes foram
incubados em TdT a 37 °C por 1 hora em camara umida. Foi aplicada a solucao stop
por 10 minutos em temperatura ambiente, em seguida, as laminas foram lavadas em
PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As laminas foram enxaguadas em PBS e os
cortes revelados com substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB,
DakoCytomation TM ) (x20 minutos), sendo contracorados com hematoxilina por 20 a
30 segundos. Apos isso, as laminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas
em concentracdes crescentes de alcool e colocadas em xilol para serem montadas e
observadas em microscopio de luz. O indice apoptético foi determinado pela
contagem da porcentagem de células positivas a partir de, pelo menos 500 nucleos
subdivididos em 10 campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40X

(WU et al., 2013).

2.8 Analise estatistica
Todos os dados morfométricos e imuno-histoquimicos foram submetidos a
Andlise de Variancia, quando significante esta sera complementada pelo teste de

Comparacoes Mdltiplas de Tukey e Kramer (P<0,05).
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3. RESULTADOS

3.1 Niveis hormonais

As dosagens hormonais confirmaram o estabelecimento do quadro de
hipotireoidismo nas fémeas do grupo GH, caracterizado pelo aumento significativo do
TSH e reducdo dos niveis de T3 e T4. O tratamento simultdneo com melatonina

promoveu niveis hormonais similares aos observados no grupo controle (Figura 1).

3.2 Peso dos animais, dos cérebros e indice organossomatico

Houve aumento progressivo de peso nas fémeas do grupo GH em relacdo ao
controle e o0 GHM, a partir do 14° dia de prenhez. Em contra partida, as fémeas do
grupo hipotireoidismo mostram reducao significativa do peso do cérebro e do indice

organossomatico em relacéo aos outros grupos (Figura 2).

3.3. Histopatologia e histoquimica

Na regido cortical nao foram observados alteracdes histopatolégicas como
degeneracgéao ou atrofia ou vacuolizagcéo neuronal e/ou gliose. A coloracao de Nissl na
regido cortical do lobo frontal revelou que os neurbnios dos animais do grupo
hipotireoidismo apresentaram uma predominéncia de neurdnios com reducgdo dos
corpusculos de Nissl no citoplasma, indicando uma reacdo ao processo de lesdo
neuronal, quando comparado aos demais grupos. As fémeas que
receberammelatonina apresentaram caracteristicas semelhantes as observadas nos

animais do controle (Figura 3).
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3.4. Morfometria

A quantificacdo da densidade de neurbnios no cortex frontal do cérebro dos
animais dos grupos experimentais revelou reducao significativa nos animais do grupo
GH em relacdo aos demais grupos. Nao houve diferencas significativas entre o grupo

GC e os tratados com melatonina (Figura 4).

3.5 Estresse oxidativo

Os niveis da peroxidacdo lipidica (TBARS) no cérebro foram bastante
elevadosnas fémeas do grupo hipotireoidismo, diferindo dos demais. As fémeas dos
grupos controle e tratadas com melatonina ndo apresentaram diferencas entre si
(Figura 5). Com relacdo ao GSH, verificou-se reducéo significativa nas fémeas do
grupo hipotireoidismo quando comparado ao controle e tratadas com melatonina. A

melatonina preveniu esse efeito (Figura 6).

3.6 Imuno-histoquimica (Apoptose)
A analise da apoptose pelo teste de TUNEL, revelou forte marcacdo nos
cérebros das fémeas do grupo hipotireoidismo, quando comparado aos demais

grupos, o que foi confirmado pelo indice apoptético (Figs. 7 e 8).

4. DISCUSSAO

O hipotireodismo geralmente é caracterizado pelo aumento nos niveis séricos
do hormodnio estimulador da tireéide (TSH) diante dos niveis normais de T4 e T3
(SILVA & COSTA, 2013). O 5-propiltiouracil (PTU) interage diretamente com a enzima
peroxidase tireodidea, inibindo sua atividade. Esta enzima é uma parte importante no

processo de iodagcao dos aminoacidos, como a tirosina, que produz os hormonios T3
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e T4 (SINGH et al.,, 2022). As fémeas do grupo hipotireoidismo, tratadas com
propiltiouracil (PTU), apresentaram niveis de TSH bastante elevados quando
comparado ao grupo controle e ao grupo tratado com melatonina, apoiando dados de
trabalhos anteriores (HAPON et al., 2003 ; ALBUQUERQUE et al., 2020). O aumento
nos niveis de T3 e T4 observados nos animais do grupo tratado com melatonina pode
ser devido a acdo tireotropica direta deste hormdnio, uma vez que a melatonina
também atua como estimulador do horménio T4 e T3 (LASKAR et al., 2015). A
melatonina exdgena é capaz de modificar a expressao de proteinas receptoras MT1
e MT2 na glandula da tireoide em condicdes de hipotireoidismo experimental,
sugerindo entdo que a melatonina regula a funcéao tireoidiana através da ativacao dos
seus receptores na glandula tireoide (SINGH et al., 2022).

Em relacdo ao ganho de peso, nossos resultados mostraram que as ratas do
grupo GH apresentaram um ganho de peso durante a gestacdo quando comparadas
aos demais grupos. A disfuncéo tireoidiana foi relacionada a mudancas no peso, na
composicdo corporal e no gasto energético. Se sabe que os horménios tireoidianos
participam da regulacdo do metabolismo basal, da termogénese e desempenham um
papel significativo no metabolismo de lipidios e glicose, além da ingestédo alimentar e
oxidag&o de gordura (SANYAL & RAYCHAUDHURI, 2016). Acredita-se também que
ratos com hipotireoidismo apresentam taxas inferiores do hormdénio do crescimento
(GH) (HAPON et al., 2010). Entretanto, houve um aumento na perda de peso dos
animais tratados com melatonina, mostrando que este hormonio pode regular o peso
corporeo atraves do balanco energético, no qual € utilizada toda energia captada pela
alimentacdo e armazenada como estoque energético (SBEM, 2017).

A analise histopatoldgica nao revelou alteracdes entre 0s grupos experimentais.

Entretanto a coloracéo de Nissl mostrou que houve uma reducéo dos corpusculos de
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Nissl dos neurdnios da regido cortical. Estes corpusculos sdo abundantes inclusdes
granulares basdfilas, espalhados pelo pericario e pelo citoplasma dos dendritos, que
possuem uma elevada quantidade de ferro, e catalisam reacdes de oxidagcdo e
contribuem na transmissdo dos impulsos nervosos (SANTOS et al.,, 2004). Esta
coloracdo é um indicador da viabilidade neuronal, no qual o desaparecimento dos
corpusculos de Nissl apontam lesao neuronal, sendo este fendmeno conhecido como
cromatolise (SCORZA et al., 2006). Estudos mostraram que ratos com hipotireoidismo
tratados com PTU apresentaram uma reducdo dos corpusculos devido a esta
patologia levar a déficits no sistema neuronal e ocasionar prejuizos posteriores a
funcdo neuronal (GONG et al., 2010). Diferente a isto, o grupo GHM apresentou
resultados semelhantes ao grupo controle, apontando uma maior sobrevivéncia
celular, indicando uma verdadeira neuroprotecdo da melatonina (MEHRAEIN et al.,
2011).

A andlise morfométrica mostrou que houve uma reducdo significativa no
namero de neurdnios do grupo de hipotireoidismo. Certamente, esta diminuicao esta
relacionada ao alto indice apoptdtico também observado nesse grupo, explicando
também a reducdo do peso do cérebro das ratas com hipotireoidismo contrastando
com as do grupo controle e tratadas com melatonina. A apoptose € um mecanismo
que induz a morte celular, e em uma situacéo de hipotireoidismo, 0s baixos niveis dos
hormdnios tireoidianos provocam mudanc¢as na morfologia, resultando em uma perda
de neurbnios através do apoptose no cortex cerebral (HIDAYAT et al., 2019).

Sabe-se que o tecido cerebral contém um elevado nivel de melatonina em
relacdo a outros tecidos (WANG et al., 2019). Diversos estudos registraram os efeitos
anti-apoptoéticos da melatonina (GARCIA et al., 2010; TAN et al., 2016), sendo este

horménio capaz de reduzir a apoptose neuronal melhorando a estabilidade da
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membrana celular. Neste estudo, o grupo tratado com melatonina apresentou
resultados semelhantes ao grupo controle, corroborando com estudos prévios no qual
a melatonina diminuiu significativamente apoptose associada ao hipotireoidismo. Ao
inibir o processo de apoptose, a melatonina auxilia para preservar a funcao neuronal
e a sobrevivéncia das células (HIDAYAT et al.,, 2019). A relevante atuacdo deste
hormdnio ocorre através da sua atividade inibitoria sobre as vias intrinsecas da
apoptose e sobre as vias de sinalizacdo que podem originar doencas cerebrais
(WANG, 2009).

O estresse oxidativo € um importante mecanismo envolvido na patogénese do
hipotireoidismo (CARDOSO et al., 2021). Diversos estudos registraram os efeitos
adversos desta patologia no sistema de defesa antioxidante em variadas regides do
cérebro (PACHER et al., 2007). Nossos resultados mostraram que no grupo
hipotireoidismo houve um aumento nos niveis de peroxidacéo lipidica (TBARS). Isso
poderia ser explicado pelo hipotireoidismo esta intimamente relacionado a este
processo por ocasionar uma reducao na capacidade antioxidante (NOVAKOVIC et al.,
2017), aumentar os niveis celulares de espécies reativas de oxigénio e substancias
reativas de &cido tiobarbitirico na regido cortical de ratos com hipotireoidismo
(CARDOSO et al., 2021).

Em contraste a isso, 0 grupo tratado com melatonina apresentou resultados
semelhantes ao grupo controle. A melatonina € extraordinariamente eficiente na
diminuicdo do estresse oxidativo em diversas circunstancias, eliminando espécies
reativas de oxigénio (ROS), e principalmente estimulando enzimas antioxidantes
como a glutationa peroxidase e a glutationa redutase. A capacidade da melatonina de
prevenir o dano oxidativo ja € bem conhecida em diversos estudos, especialmente em

orgaos como cérebro e coracao protegendo as células e tecidos contra esses danos,
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preservando ou aumentando suas func¢des (ZHANG & ZHANG, 2014 ; REITER et al.,

2016).

5. CONCLUSAO

Diante dos resultados do nosso trabalho, pode-se concluir que o
hipotireoidismo pode ocasionar diversas complica¢cées no funcionamento adequado
do cérebro durante e apos o periodo gestacional. Entretanto, a melatonina exégena
se mostrou benéfica, revertendo os efeitos do hipotireoidismo no cérebro de ratas

induzidas durante a gestacao.
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Figura 1. Niveis hormonais de TSH (A), T3 (B) e T4 (C), no vigésimo dia de gestagdo nas ratas dos
grupos experimentais. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si teste
de Comparacdes Mdltiplas de Tukey e Kramer (P>0,05).
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Figura 2. Peso das fémeas aos 7, 14 e 20 dias de gestacao (A), dos cérebros (B) e
indice organossomatico (C). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si teste de Comparagfes Mdltiplas de Tukey e Kramer

(P>0,05).
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Figura 3. Fotomicrografia do cortex frontal das fémeas dos grupos experimentais. A e
D — Controle; B e E — Grupo hipotireoidismo; C e F — Grupo tratado com melatonina.
Setas — neurbnios apresentando corpusculo de Nissl distribuido na periferia nuclear,;
Ponta de setas — neurbnios apresentando reducao dos corpusculos de Nissl. A, Be C
— coloracao H.E; D, E e F — coloracao de Nissl.
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Figura 4. Estimativa da densidade neuronal no cortex frontal. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si teste de Comparacgdes
Multiplas de Tukey e Kramer (P>0,05).
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Figura 5. Niveis da peroxidacao lipidica (TBARS) no cértex frontal. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si teste de Comparacdes
Multiplas de Tukey e Kramer (P>0,05).
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Figura 6. Niveis de GSH no cértex frontal. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si teste de Comparac¢8es Mdltiplas de Tukey e Kramer
(P>0,05).
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Figura 7. Imuno-histoquimica do TUNEL nos cértex frontal das fémeas dos grupos
experimentais. A-B (GC), C-D (GH) e E-F (GHM). Notar células com marcac¢éao positiva

(setas curtas).

53



[y
7))
]

a
S '
=
wn
2
=104
€3]
2 b b
= — S
=
= 54
-
&
=P
=
X
0 T T T
& & &

Figura 8. indice apoptotico (IA) no cortex frontal das ratas dos grupos experimentais.
Notar maior percentual de apoptose no grupo GH em relacdo aos demais grupos
experimentais. Teste TUNEL. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de multiplas de Tukey e Kramer (P<0,05).
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RESUMO

O figado é um 6rgado importante para o funcionamento adequado do metabolismo, e
durante o periodo gestacional passa por uma adaptacao, influenciando na evolucao
da gravidez. Acredita-se que a disfuncéo tireoidiana pode resultar em complicacfes
neste orgao, ocasionando em problemas na gestacao e trazendo complicacdes para
mae e para o feto. O hipotireoidismo € uma condi¢cdo patoldgica caracterizada por
uma diminuicdo nos niveis dos horménios da tiredide, e vem sendo associado a
disturbios hepaticos durante o periodo gestacional. A melatonina € um neuro-
horménio produzido na glandula pineal que tem uma participacdo importante na
regulacdo da fisiologia tireoidiana, além de apresentar propriedades protetoras ao
figado. Assim, a presente pesquisa testou a hipotese de que a melatonina exégena
pode prevenir ou diminuir os efeitos do hipotireoidismo no figado de ratas. Foram
utilizadas 15 ratas prenhes, divididas em 3 grupos: GC: ratas sem inducdo ao
hipotireoidismo; GH: ratas induzidas ao hipotireoidismo; GHM: ratas induzidas ao
hipotireoidismo tratadas com melatonina. O hipotireoidismo foi induzido pela
administracdo oral de propitiouracil (Img/animal) e a melatonina foi administrada via
subcutéanea (10mg/kg) durante todo periodo da gestacdo. Foram analisados a
histopatologia, morfometria, indice apoptético, os niveis das enzimas AST, ALT e
fosfatase alcalina. Os resultados mostraram que as ratas do grupo com
hipotireoidismo apresentaram alteracfes histopatoldgicas, elevados escores de
inflamacé&o lobular e de hepatécitos com balonamento, além de um aumento no indice
apoptético e nos niveis de AST, ALT e fosfatase alcalina. O tratamento com
melatonina indicou uma diminuicdo desses efeitos. Assim, concluimos que a
melatonina pode ser uma alternativa na prevencao dos efeitos do hipotireoidismo

no figado durante o periodo gestacional.

Palavras-chave: Hipotireoidismo, figado, melatonina, ratos, gestacdo, apoptose.
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ABSTRACT

The liver is an important organ for the proper functioning of metabolism, and during the
gestational period it undergoes an adaptation, influencing the evolution of pregnancy.
It is believed that thyroid dysfunction can result in complications in this organ, causing
problems in pregnancy and bringing complications for the mother and the fetus.
Hypothyroidism is a pathological condition characterized by a decrease in the levels of
thyroid hormones, and has been associated with liver disorders during pregnancy.
Melatonin is a neurohormone produced in the pineal gland that plays an important role
in the regulation of thyroid physiology, in addition to having liver-protective properties.
Thus, the present research tested the hypothesis that exogenous melatonin can
prevent or reduce the effects of hypothyroidism in the liver of rats. Fifteen pregnant
rats were divided into 3 groups: GC: rats without induction of hypothyroidism; GH: rats
induced to hypothyroidism; GHM: hypothyroidism-induced rats treated with melatonin.
Hypothyroidism was induced by the oral administration of propitiouracil (1mg/animal)
and melatonin was administered subcutaneously (10mg/kg) throughout pregnancy.
Histopathology, morphometry, apoptotic index, levels of AST, ALT and alkaline
phosphatase enzymes were analyzed. The results showed that the rats in the
hypothyroid group presented histopathological alterations, high scores of lobular
inflammation and of ballooning hepatocytes, in addition to an increase in the apoptotic
index and in the levels of AST, ALT and alkaline phosphatase. Treatment with
melatonin indicated a decrease in these effects. Thus, we conclude that melatonin may
be an alternative in preventing the effects of hypothyroidism in the liver during
pregnancy.

Keywords: Hypothyroidism, liver, melatonin, rats, pregnancy, apoptosis.
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1. INTRODUCAO

O hipotireoidismo é frequentemente caracterizado por uma alta producéao do
horménio estimulador da tireoide (TSH) e baixos niveis dos hormonios triiodotironina
(T3) e tiroxina (T4) que sao produzidos na glandula da tireoide (MORAIS et al., 2021).
A prevaléncia do hipotireoidismo em mulheres em idade reprodutiva é relativamente
alta (HAPON et al., 2003) em consequéncia das alteragcdes hormonais que interferem
diretamente nas concentracdes dos hormoénios tireoidianos (SANTOS et al., 2020).

Estudos mostram que mulheres diagnosticadas com hipotireoidismo durante a
gravidez vivenciam consequéncias de curto e a longo prazo, mas os efeitos dessa
patologia no figado ainda sdo pouco elucidados (ZHOU et al., 2018). Entretanto,
estudos em animais indicam que o hipotireoidismo pode causar danos de modo direto
as células do figado (REDDY et al., 2007), estando também relacionado aos niveis
anormais de enzimas indicadoras de distarbios hepéticos, como alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FA)
(BEEK et al.,, 2013). Além disso, alteracdes nos niveis séricos dos hormonios
tireoidianos também foram relacionados com o processo de apoptose (HIDAYAT et
al., 2019).

A melatonina € um neuro-hormdnio secretado pela glandula pineal (BALTACI
& MULGOKI, 2018) que participa significativamente da regulacdo da fisiologia
tireoidiana (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014) e do processo gestacional (SUMAYA
et al., 2005). Pesquisas sugerem que este hormonio pode atuar de forma positiva no
figado, atuando na diminuicdo de alteracdes histopatologicas (AYDIN et al., 2003) e
no processo de apoptose (TIAO et al., 2014). Modelos experimentais sobre a presenca
de receptores de melatonina na glandula da tireoide, demonstraram que a aplicacéao

exogena de melatonina em ratas prenhas resultou no aumento nos niveis de T4
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(LASKAR et al., 2015), encontrando uma prevencao no decaimento dos niveis deste
horménio tireoidiano (SKIPOR et al., 2010), reforcando a ideia de que a melatonina
possui efeito sobre os horménios tireoidianos (BALTACI et al., 2004 ; BALTACI &
MULGOKI, 2018).

Dessa forma, sabendo que a disfuncdo tireoidiana pode resultar em
complicacBes no figado e ocasionar adversidades a gestacdo, o faz-se necessario
investigar o efeito da acdo da melatonina exdégena sobre o figado de ratas induzidas

ao hipotireoidismo durante a gestacao.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Estudos Morfolégicos em
Vertebrados e Invertebrados (LABEMOVI) do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Foram utilizadas 15
ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias de idade, virgens, pesando
aproximadamente 200+30g, da linhagem Wistar, procedentes do biotério do DMFA-
UFRPE. Os animais foram mantidos em gaiolas com alimentacao e agua ad libitum,
permanecendo em condi¢cbes padrées de 22+10C com periodo de luz entre 6h-18h,
divididos nos seguintes grupos:

GC - (Controle): ratas sem a induc¢éo do hipotireoidismo;

GH - Ratas induzidas ao hipotireoidismo;

GHM - ratas induzidas ao hipotireoidismo e tratadas simultaneamente com melatonina
O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica institucional de n°

36/2017.
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2.1 Inducéo ao hipotireoidismo e tratamento com melatonina

A inducdo ao hipotireoidismo foi realizada através da administracdo de 6-
propyl-2-thiouracil (PTU) na dose de 1mg/animal, diluido em 5mL de agua destilada
através de uma sonda orogastrica (SILVA, 2014) durante toda a gestacdo. O
tratamento com melatonina (Sigma, St Louis, MO, USA) foi realizado por meio de
injecdo subcutanea, diariamente, no inicio da noite (18h) durante toda prenhez,
simultanea ao tratamento com PTU. A melatonina foi dissolvida em etanol e diluida
em solucao salina, na dosagem de 10mg/kg de peso corporal animal (OZGUNER et

al., 2006).

2.2 Andlise Bioquimica

A funcéo hepética foi determinada pela atividade das transaminases, alanina
aminotransferase (ALT ou TGP), aspartato aminotransferase (AST ou TGO) e
fosfatase alcalina no soro / plasma. As analises foram realizadas utilizando kits de

analise bioquimica (Doles, Brasil).

2.3 Histopatologia
Cortes do figado com espessura de 7 um e 10 ym de distancia de um corte
para outro, foram submetidos a técnica de coloracao pela Hematoxilina- Eosina (H.E.)

analise histopatol6gica em microscopio Olympus® 1005 Bx50.

2.4 Analise morfométrica
O estudo morfométrico foi realizado por métodos estereoldgicos, segundo a
metodologia descrita por Engelman et al. (2001), analisando a propor¢ao entre o

parénquima nao lobular e lobular do figado das maes dos grupos experimentais,
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utilizando uma quadricula com 100 pontos-teste, colocada sobre os cortes das
preparacdes histologicas coradas pelo H. E. A contagem foi feita em trés laminas, de
maneira que, foram contados 10 campos utilizando-se a objetiva de 40x, perfazendo
um total de 3.000 pontos por grupo. De maneira semelhante, foram quantificadas as
células de Kupffer, as quais apresentam nucleo alongado e caracteristico dessas
células em relacdo aos nucleos volumosos e arredondados dos hepatdcitos.

Foi realizada uma avaliacdo semiquantitativa dos escores das mudancas
hepaticas proposta pelo Comité de Patologia da NASH (Nonalcoholic Steatohepatitis)
Clinical Research Network (Kleiner et al., 2005), as quais sdo obrigadas a seguir:
esteatose (<5% = 0; 5— 33% = 1; 33-66% = 2;> 66% = 3); infamacao lobular (nenhum
= 0; 2 focos = 1; 2-4 focos = 2; > 4 focos = 3); e balonismo hepatocelular (nenhum =
0; poucos = 1; proeminente = 2). Todas as caracteristicas foram pontuadas de maneira
cega em trés laminas / grupo, avaliado cinco campos / lamina. Para isso as imagens
foram capturadas com uma camera de video Sony ® acoplada a um microscopio
Olympus ® Bx50. Todas as quantificacdes foram realizadas no editor de imagens

Gimp ® 2.8.

2.5 Imuno-histoquimica (indice apoptético)

Para apoptose, foi utilizado o método TUNEL. Os cortes foram inicialmente
desparafinizados e desidratados e, logo em seguida, incubados em PBS por 5 minutos
a temperatura ambiente. Apos, a Proteinase K foi aplicada sobre as laminas por 15
minutos. As laminas foram lavadas em agua destilada e incubadas em peréxido de
hidrogénio por 5 minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS
e incubados em tampéao equilibrio por 60 minutos a 4 °C. Depois, os cortes foram

incubados em TdT a 37 °C por 1 hora em camara umida. Foi aplicada a solucao stop
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por 10 minutos em temperatura ambiente, em seguida, as laminas foram lavadas em
PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As laminas foram enxaguadas em PBS e os
cortes revelados com substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB,
DakoCytomation TM ) (x20 minutos), sendo contracorados com hematoxilina por 20 a
30 segundos. Apos isso, as laminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas
em concentracdes crescentes de alcool e colocadas em xilol para serem montadas e
observadas em microscépio de luz. O indice apoptético foi determinado pela
contagem da porcentagem de células positivas a partir de, pelo menos 500 nucleos
subdivididos em 10 campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40X

(WU et al., 2013).

2.6 Analise estatistica
Para a comparacdo dos dados morfométricos foram realizadas a Analise de
Variancia, quando significante esta sera complementada pelo teste de Comparacdes

Multiplas de Tukey e Kramer (P<0,05).

3. RESULTADOS
3.1 Histopatologia e morfometria

A analise histopatoldgica do figado das fémeas dos grupos GC e GHM revelou
parénquima hepético sem alteracbes com cordBes de hepatdcitos organizados
contornando a veia central lobular, intercalados por capilares sinusdéides. Entretanto,
nos figados das ratas do grupo GH, foi observada balonamento hepatocelular e
infiltrado leucocitario (Fig. 1). Houve aumento do percentual de parénquima lobular, e

reducdo do parénquima nao lobular no figado das ratas do grupo GH. A melatonina
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preveniu esses efeitos apresentando parametros semelhantes em relacdo ao grupo
controle (Tabela 1).

Na avaliacdo semiquantitativa dos escores das alteracdes hepaticas revelou
nas fémeas do grupo GH elevados escores de inflamacéo lobular e de hepatoécitos
com balonamento. O tratamento com melatonina reduziu consideravelmente esses
efeitos, com pontuacdes semelhantes ao grupo controle. Nao houve diferencas

significativas nos escores da esteatose entre os grupos experimentais (Fig. 2).

3.2 Andlise Bioquimica
As analises de ALT, AST e fosfatase alcalina apresentaram niveis elevados no
figado das femeas do grupo GH, diferindo significativamente dos grupos GC e GHM,

gue néo diferiram entre si (Tabela 2).

3.3 Imuno-histoquimica
A andlise da apoptose pelo teste de TUNEL, revelou forte marcacéo nos figados das
fémeas do grupo hipotireoidismo, quando comparado aos demais grupos, o que foi

confirmado pelo indice apoptotico (Figs. 7 e 8).

4. DISCUSSAO

O hipotireoidismo esta associado com danos as células do figado (REDDY et
al., 2007). A histopatologia do figado evidenciou que o grupo GH apresentou
balonamento hepatocelular, infiltrado leucocitario e aumento do parénquima lobular.
No infiltrado leucocitario, a presenca das células pertencentes ao sistema imune
apresenta funcéo na progresséo de doencas, inicialmente ocasionando a inducéo de

apoptose nos hepatocitos (GAO & TSUKAMOTO, 2016). No que se refere a avaliacdo
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semiquantitativa dos escores das alteracdes hepaticas, o grupo GH também revelou
elevados escores de infiltracdo leucocitaria e hepatécitos com balonamento, sendo
este caracterizado por um inchagco dos hepatécitos com citoplasma rarefeito que
indica uma lesé@o no hepatocito (ANZAI, 2015).

Em contrapartida, o grupo GHM apresentou resultados semelhantes ao grupo
controle, provavelmente devido a acdo hepatoprotetora da melatonina, que atenua
modificacdes no tecido hepatico inflamado (SUBRAMANIAN et al., 2007). O figado
acumula e metaboliza uma alta concentracdo de melatonina, sendo bem
documentado suas funcdes protetoras sobre este o6rgdo (MORTEZAEE &
KHANLARKHANI, 2018). Os efeitos deste hormoénio no figado ndo se limitam ao seu
papel antioxidante, sendo descritas diversas funcbes que contribuem para a
manutencdo do figado em lesBes hepaticas (SATO et al., 2020). Na literatura, estudos
experimentais mostraram que a melatonina minimizou alteracdes histopatolégicas no
tecido hepatico (AYDIN et al., 2003), evitando a infiltracdo de neutréfilos (CALVO et
al., 2001), e protegendo as células do figado de possiveis lesbes (OHTA et al., 2006).

Entre as diversas enzimas sintetizadas no figado, a alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e a fosfatase alcalina (FA) sdo muito
utilizadas na prética clinica para diagnésticos de disturbios hepaticos inclusive durante
a gestacdo, uma vez que patologias no figado durante esse periodo pode vir a trazer
complica¢des (BELO & PATRICIO, 2009).

Nossos resultados revelaram um aumento nos niveis de ALT, AST e fosfatase
alcalina nas ratas pertencentes ao grupo hipotireoidismo. Sabe-se que a fosfatase
alcalina quando se apresenta elevada, marca disturbios hepaticos (MINCIS & MINCIS,
2007). Um efeito negativo bem documentado do hipotireoidismo & a toxicidade

hepatica, que é indicada por uma elevacao nos niveis séricos de ALT e AST (CHUNG
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et al.,, 2012). Quando os niveis sanguineos destas enzimas estdo elevados, isso
significa que a membrana celular hepatica foi danificada, e assim marcam a leséo
hepatocelular (BEEK et al., 2013).

Por outro lado, o grupo tratado com melatonina ndo apresentou elevacdo nos
niveis das enzimas hepaticas, indicando que este hormdnio pode restaurar estas
enzimas, reestabelecendo seus valores normais e possui funcéo citoprotetora sobre
os hepatocitos (SUBRAMANIAN et al., 2007). Estudos experimentais mostraram que
a administracdo exogena da melatonina reduziu significativamente os niveis séricos
de AST e ALT (SATO et al., 2020), corroborando com nossos resultados.

Em relacdo a marcacédo de células em apoptose, o grupo GH apresentou uma
forte marcacdo em consequéncia da mudanca nos niveis séricos dos hormonios
tireoidianos, que resulta em distarbios que ocasionam a apoptose desnecessaria
(HIDAYAT et al., 2019). Diferente disso, o grupo GHM néo diferiu do grupo controle.
Certamente, este resultado poderia ser explicado pela acdo antiapoptética da
melatonina, que ja € bem documentada na literatura em diversos tecidos, incluindo o
figado (FERREIRA et al.,, 2010). A diminuicdo do processo apoptético pode ter
ocorrido através da diminuicdo da proteina quinase 1, que regula e sinaliza este
processo (SATO et al., 2020).

Acredita-se também que que a melatonina exerca sua funcao antiapoptotica
através de seus efeitos benéficos na funcdo mitocondrial, evitando a mitofagia e
preservando as células hepaticas da apoptose induzida por lipotoxicidade
(MANSOORI et al.,, 2020). Além disso, estudos anteriores comprovaram que O
tratamento de melatonina exdgena diminuiu a apoptose hepatica (HU et al., 2009).
Este hormonio pode inibir esse processo, atuando tanto na via extrinseca, modulando

a atividade de receptores de morte celular, quanto na via intrinseca, eliminando os
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radicais livres do citoplasma (FERREIRA et al.,, 2010). A suplementacdo de
melatonina, pode ser uma estratégia terapéutica promissora para doencas hepaticas
(SATO et al., 2020) devido a suas varias funcdes biologicas e fisioldgicas (ZHANG et

al., 2017).

5. CONCLUSAO

Diante dos resultados, pode-se concluir que o hipotireoidismo pode causar
diversos danos ao figado trazendo irregularidades a gestacdo. Entretanto, o
tratamento exdgeno da melatonina se mostrou benéfico prevenindo os efeitos do

hipotireoidismo no figado de ratas durante a gestacéo.
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Figura 1. Fotomicrografia do figado das fémeas dos grupos experimentais. A — B
(GC); C -D (GH); E - F (GHM). Vc — veia centro lobular; Setas longas — corddes de
hepatocitos; Ponta de setas — balonamento de hepatdcitos; Seta curta — infiltrado
leucocitéario. H.E.
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Tabela 1. Média + desvio padrao do percentual do parénquima lobular e ndo
lobulardo figado das fémeas dos grupos experimentais.

Grup Parénquima Parénquima Nao
0s Lobular Lobular
GC 75,43 £1,76b 2457 £2,77a
GH 86,32 +2,09a 13,68 £ 1,33b
GHM 73,44 £3,11b 26,56 + 1,88a
P 0,0111 0,0308

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem significativamente

entre si teste de Comparacdes Mdltiplas de Tukey e Kramer (P>0,05).
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Figura 2. Gréfico do escore das alteracdes hepaticas. Verificar aumento significativo

do balonamento hepatocelular em GH. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Comparacdes Multiplas de Tukey e Kramer

(P>0,05).
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Tabela 2. Média + desvio padrdo de parametros bioquimicos hepaticos nas fémeas dos grupos

experimentais.

Grupos GC GH GHM P

ALT (U/L) 12,22 + 1,090 17,67 + 2,55a 13,11 + 2,300 0,0212
AST (U/L) 35,15+ 3,70b 54,03 + 1,99a 37,48+ 3,73b 0,0119
Fosfatase Alcalina (U/L) 65,14 +2,92b 82,01+ 5,20a 68,36 + 3,88b 0,0044

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si teste

de Comparacdes Mdltiplas de Tukey e Kramer (P>0,05).
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Figura 3. Imunohistoquimica do TUNEL nos figados das fémeas dos grupos
experimentais. A-B (GC), C-D (GH) e E-F (GHM). Notar células com marcacéo positiva

(coloracdo marrom).

73



N
=]
|

|72}
S a
=
2 15- — —
=
e
=
= 10-
|72}
=
= b b
& 5 —
=]
=
=X
0 T T T

o

Figura 4. indice apoptdético (IA) nos figados das femeas dos grupos experimentais.
Teste TUNEL. Notar maior percentual de apoptose no grupo GH em relacdo aos
demais grupos experimentais. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de multiplas de Tukey e Kramer (P<0,05).
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