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RESUMO 
 
PINTO, Verônica Aiceles de Medeiros. O hipotireoidismo congênito transitório 
programa redução de hormônios tireoidianos, hiperleptinemia e hipogonadismo na 
vida adulta de ratos wistar machos. 2015. 78f.Dissertação (Mestrado em Biologia 
Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 

 
É sabido que além de gonadotropinas e testosterona, outros hormônios, como 

leptinae hormônios tireoidianos (HT) são importantes para o controle do sistema 
reprodutivo masculino. Distúrbios no status endócrino durante o período de vida 
neonatal podem afetar a susceptibilidade a doenças crônicas na vida adulta. Neste 
estudo utilizamos o hipotireoidismo congênito (HC) como modelo para estudar a 
influência do hipotireoidismo na função testicular e sua relação com a leptina, e 
objetivamos avaliar se ratos adultos com HC apresentam mudanças nos parâmetros 
de fertilidade (número de espermatozoides, morfologia, viabilidade espermática e 
produção espermática diária pelos testículos, e o tempo de trânsito espermático no 
epidídimo) e nas concentrações séricas de leptina, testosterona, tiroxina (T4), 
triiodotironina (T3), hormônio folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH). 
Nove ratas gestantes foram divididas em três grupos de acordo com o tempo de 
administração da drogaantitireoidiana. Grupo G:livre acesso à água contendo 0,03% 
de metimazol (MMI) do dia 9 de gestação até o dia do parto (D0); grupo GL:livre 
acesso à água contendo 0,03% de MMI do dia 9 de gestação ao dia 8 de lactação e 
grupo C:livre acesso à água sem MMI durante todo o experimento. Após a lactação 
os filhotes machos (n=8) tiveram livre acesso à água e a ração comercial e foram 
mantidos em grupos de até três animais por caixa até os 90 dias de idade quando 
foram mortos por inalação de CO2. Os animais submetidos ao HC apresentaram na 
vida adulta em relação ao grupo Credução nas concentrações de T3 livre 
(G=10,79% e GL=31,16% p=0,0005), T4 livre (G=18,69% e GL=20,57%, 
p=0,0200), LH (G=10,65% e GL=41,28%, p=0,0103), FSH (G=34,24% e 
GL=44,51%, p=0,0033) e testosterona (G=57,1% e GL=71,17%, p=0,0053) enquanto 
os níveis séricos de leptina foram aumentados (G=17,40% e GL=24,40%, p=0,0093). 
Foi observada redução na expressão proteica da StAR(G=27,03% e GL=22,73%, 
p=0,0111) e do receptor de leptina no testículo(G=50,79% e GL=52,92%, p=0,0169), 
embora este tenha sido aumentado no epidídimo (G=37,90% e GL=40,60%, 
p=0,0011). CH resultou ainda em redução na produção espermática diária 
(G=38,77% e GL=45,03%, p=0,0178), número de espermátides no testículo 
(G=43,17% e GL=48,97%, p=0,0042), de espermatozoides na cauda do epidídimo 
(G=29,28% e GL=42,02%, p=0,0320) e na viabilidade espermática (G=11,94% e 
GL=9,61%, p=0,0031). Não foram observadas diferenças estatísticas no tempo de 
trânsito na morfologia dos espermatozoides. Em síntese, nossos resultados mostram 
que o CH programou a função tireoidiana, desencadeou um quadro de 
hiperleptinemia e a redução na concentração de FSH e LH dos animais adultos. 
Portanto, os animais apresentam uma condição de hipotireoidismo congênito na vida 
adulta associada a uma redução na esteroidogênese e altos níveis de leptina sérica 
que culminam em alteração do potencial de fertilidade. 
 
Palavras-chaves: Hipotireoidismo congênito. Fertilidade. Leptina. Hormônio 

tireoidiano. Testículo. Epidídimo. 



 

ABSTRACT 
 
 
PINTO, Verônica Aiceles de Medeiros. The transient congenital hypothyroidism 
program reduction of thyroid hormones, hyperleptinemia and hypogonadism in 
adulthood of male Wistar rats. 2015. 78f. Dissertação (Mestrado em Biologia 
Humana e Experimental) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, 
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015. 
 

It is known that addition gonadotropinsand testosterone, other hormones are 
also important to control the reproductive system. Evidences support a pivotal role for 
both leptin and thyroid hormones (TH) in reproduction. Knowing that disturbances in 
endocrine status during the neonatal period of life may affect the susceptibility to 
chronic diseases in adulthood, in this study we used the congenital-neonatal 
hypothyroidism (CH) as an experimental model to study the influence of 
hypothyroidism on the adult testicular function and its relation with leptin. So, the aim 
of this study was to evaluate if adult rats with congenital-neonatal hypothyroidism 
presented changes in fertility parameters (sperm number, sperm morphology and 
viability, daily sperm production per testis, and transit time in the epididymis) and in 
the serum levels of leptin, testosterone, thyroxine (T4) and thriiodothyronine (T3), 
follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH). Nine pregnant rats 
were divided in 3 groups according to the time they received the drug. Group G: free 
access to water containing 0.03% methimazole (MMI) from day 9 until parturition 
(D0); group GL: free access to water containing 0.03% MMI from day 9 until 8 days 
(D8) after parturition and group C: free access to water containing no MMI during all 
the experimental time. After weaning all male pups (n=8) had free access to pelleted 
rodent chow and tap water and maintained in groups of up to three/cage until 90 
days of age when they were killed by CO2 inhalation. In the adulthood, animals 
submitted to congenital hypothyroidism presented in relation to C group low levels of 
T3 (G=10.79% e GL=31.16% p=0.0005), T4 (G=18.69% e GL=20.57%, 
p=0.0200), LH (G=10.65% e GL=41.28%, p=0.0103), FSH (G=34.24% e 
GL=44.51%, p=0.0033) and testosterone (G=57.10% e GL=71.17%, p=0.0053) while 
leptin serum levels (G=17.40% e GL=24.40%, p=0.0093) were high. StAR expression 
(G=27.03% e GL=22.73%, p=0.0111) and leptin receptors expression in the testis 
(G=50.79% e GL=52.92%, p=0.0169) was reduced, although it was increased in the 
epididymis (G=37.90% e GL=40.60%, p=0.0011). Congenital hypothyroidism resulted 
in a decrease in daily sperm production (G=38.77% e GL=45.03%, p=0.0178), 
number of spermatid in testis (G=43.17% e GL=48.97%, p=0.0042) and spermatozoa 
in epididymis cauda (G=29.28% e GL=42.02%, p=p=0.0320) and in the sperm 
viability (G=11.94% e GL=9.61%, p<0.0031). No statistical difference was seen in the 
sperm transit time and morphology. In summary, the results reported herein show 
that congenital hypothyroidism programmed the thyroid function, synthesis and 
secretion of leptin by adipose tissue and LH secretion by pituitary in the adult 
animals. Therefore, the animals presented a hypothyroidism condition in adult life 
associated with reduced steroidogenesis, high leptin serum levels and altered fertility. 

Keywords: Congenital hypothyroidism. Fertility. Leptin.Thyroidhormone. Testis. 

Epididymis. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Definida clinicamente pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como 

ausência de concepção após um ano de relações sexuais regulares sem o uso de 

métodos contraceptivos, a infertilidade apresenta aumento da taxa de prevalência 

nas últimas décadas (1). Estudos epidemiológicos apontam que 8-12% dos casais 

nas diferentes sociedades são inférteis1 e apesar de não encontrarmos dados 

epidemiológicos exclusivos da população brasileira, autores afirmam que cerca de 

20-30% dos casais nos grandes centros urbanos brasileiros apresentam algum 

problema para engravidar (2). A infertilidade conjugal pode ser ocasionada por 

ambos os sexos, individual ou simultaneamente. A infertilidade por causas 

masculinas está associada a patologias que podem ter causas genéticas diversas 

(3), criptorquia (4), falência na produção de gonadotrofinas hipofisárias ou 

testosterona (hipogonadismo), dentre outras (5, 6).  

A deficiência de hormônio tireoidiano (HT), denominada hipotireoidismo, 

recentemente reconhecida como importante causa de infertilidade em humanos e 

outros mamíferos (7-9), é uma patologia caracterizada por redução da taxa 

metabólica e consequente redução do gasto energético e temperatura corporal (10). 

O hipotireoidismo durante o período fetal constitui o distúrbio endócrino congênito 

mais frequente, com incidência de 1:1660 nascidos vivos (11). Apresenta cerca de 

20% dos casos assintomáticos ao nascimento, evidenciando a importância para seu 

diagnóstico da realização do teste do pezinho em todos os recém-nascidos nas 

primeiras 48 horas de vida. 

O tratamento consiste na reposição dos hormônios tireoidianos deficitários e 

deverá perdurar até o restabelecimento da função tireoidiana normal, ou por toda a 

vida, quando esse não ocorre livremente. Se não tratados precocemente, os 

neonatos portadores de hipotireoidismo congênito apresentam sério 

                                                           
1 World Health Organization. Infertility: A tabulation of available data on the prevalence of primary and 

secondary infertility. Programme on maternal and child health and family planning. Division of family 
health. Disponível em: <http://apps.who.int/iris/bitstream/ 10665/59769/1/WHO_M 
CH_91.9.pdf?ua=1>. Acesso em: 02 de junho de 2015. 
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comprometimento do crescimento e desenvolvimento mental, dentre uma série de 

outros sintomas (12, 13). 

  A leptina, considerada o principal hormônio responsável pela manutenção do 

balanço energético e peso corporal e que também é requerida para um processo 

reprodutivo normal (14), tem sido associada às alterações metabólicas decorrentes 

do hipo e hipertireoidismo. Nessas disfunções do eixo hipotálamo-hipófise-tireóide 

são observadas inúmeras alterações como no ganho de peso, associadas à ação 

dos HT sobre a taxa metabólica basal, o gasto energético e o apetite (Aysin Oge 

2005) e mais recentemente no sistema reprodutivo (15). Entretanto ainda não se 

sabe completamente como a leptina e os HT interagem, principalmente a nível de 

sistema reprodutor, ou como a desregulação no eixo pode afetar e/ou ser afetado 

pela leptina. Neste trabalho, objetivamos demonstrar se o hipotireoidismo congênito 

transitório programa os parâmetros reprodutivos e a expressão proteica da leptina 

no testículo e na cauda do epidídimo da prole machos na vida adulta. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 
 
1.1 O hipotálamo  

 
 

O hipotálamo é o principal integrador das funções viscerais e límbicas, 

funcionando como elo entre o sistema nervoso e o sistema endócrino. Constitui 

parte do diencéfalo que por sua vez forma a região encefálica central. Está 

localizado ventralmente ao sulco hipotalâmico e forma o assoalho do terceiro 

ventrículo. O fórnice divide o hipotálamo em zona lateral e medial que se diferencia 

pela maior intensidade de mielina na zona lateral. A zona medial é constituída pela 

substância cinzenta, formada por um aglomerado de núcleos com funções 

fisiológicas específicas, organizados rostrocaudalmente em quatro grupos: pré-

óptico, supraquiasmático, tuberal e mamilar (16) (figura 1).  

 

Figura 1 - Principais núcleos hipotalâmicos 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Haymaker W, 1969 (17). 
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No núcleo pré-óptico estão dispostos os neurônios responsáveis pela síntese 

do hormônio liberador de gonadotropina (GnRH) (18). Já a área tuberal, maior e 

mais bem delimitada região hipotalâmica, é composta por três diferentes 

grupamentos nucleares: ventromedial, dorsomedial e arqueado (ARC). Ao núcleo 

ventromedial, constituído por pequenos neurônios, credita-se a existência de um 

centro responsável pelo controle da saciedade (19). No ARC são encontrados os 

neurônios orexígenos e anorexígenos, responsáveis pelo estímulo e inibição da 

ingestão alimentar respectivamente, sendo este núcleo o principal alvo de ação da 

leptina na supressão da ingestão alimentar (20, 21).  

O hipotálamo recebe estímulos oriundos de diversas regiões do sistema 

nervoso e faz conexão com outras estruturas anatômicas, que confere a ele a 

diversidade de ações que pode desempenhar no organismo. Dentre estas, 

destacamos a conexão realizada com a hipófise anterior, que constitui a via 

hipotálamo-hipofisária, de grande importância na regulação da função endócrina e 

reprodutiva (22). 

A função sexual masculina é majoritariamente controlada pela via hipotálamo-

hipofisária. Tem seu início com a secreção de GnRH, um peptídeo composto por 10 

aminoácidos e sintetizado pelos neurônios que possuem os corpos celulares 

localizados no núcleo pré óptico hipotalâmico e suas terminações na eminência 

mediana do hipotálamo, onde o hormônio será liberado (23, 24). Através do sistema 

vascular porta hipotalâmico-hipofisário, o GnRH será transportado até a hipófise 

anterior, onde vai agir sobre os gonadotropos, estimulando a secreção das 

gonadotropinas, denominadas: hormônio luteinizante (LH) e hormônio folículo 

estimulante (FSH). Na reprodução masculina, especificamente nos testículos, FSH 

age nas células de Sertoli estimulando o processo da espermatogênese enquanto 

LH funciona como sinal primário para a síntese de testosterona nas células de 

Leydig (25). 

A secreção dos hormônios reguladores da função sexual é cíclica, controlados 

pela liberação pulsátil de GnRH em intervalos de 1 a 3 horas, que culmina em uma 

liberação semelhante das gonatropinas pela hipófise. Esta regulação é importante 

para manter a secreção de FSH e LH constante, já que a liberação desses 

hormônios seria reduzida em caso de continuidade de estímulo do GnRH sobre os 

gonadotropos (26). 
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1.2 Função testicular e epididimária  

 

 

O testículo desempenha funções endócrinas e exócrinas que apresentam como 

eventos principais a síntese de espermatozoides e esteróides (25). É um órgão par, 

que apresenta desenvolvimento inicial dentro da cavidade abdominal e descida para 

a bolsa escrotal ao final da gestação, a fim de manter a temperatura inferior à 

temperatura corporal, requerida para a produção das células reprodutivas. 

Anatomicamente apresenta um polo superior e um inferior, duas margens (medial e 

lateral), bem como uma face anterior e uma posterior, recoberta pelo epidídimo (27).  

Cada testículo é revestido por uma camada de tecido conjuntivo, a túnica 

albugínea, que por sua vez, apresenta em sua região externa lateral e anterior, a 

túnica vaginal. A túnica albugínea emite projeções para o interior do órgão, formando 

o mediastino do testículo, de onde partem septos fibrosos que dividem o testículo 

em aproximadamente 300 lóbulos de formato piramidal, constituídos 

primordialmente por tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguíneos e linfáticos, nervos, 

células intersticiais e entre 1 a 4 túbulos seminíferos (27), como representado na 

figura 2. 

 

Figura 2 - Ilustração de uma secção de túbulo seminífero, contendo as células da 
linhagem espermatogênica, células de Sertoli, camada de células 
mióides, conjuntivo, vasos sanguíneos e células intersticiais 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Junqueira & Carneiro, 2004 (28). 
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As células intersticiais também conhecidas como células de Leydig, 

apresentam como função principal a síntese e secreção de testosterona (25, 27). No 

compartimento dos túbulos seminíferos são encontradas as células peritubulares 

mióides, lâmina basal, epitélio seminífero e lume, sendo o epitélio seminífero 

predominantemente formado por células de Sertoli (componente somático) e pelas 

células espermatogênicas (componente germinativo) (25, 28). 

O LH e o FSH secretados pela hipófise desempenham suas funções no 

testículo através de sua interação com seus receptores transmembranares 

presentes nos diferentes tipos celulares do órgão. As gonadotropinas são formadas 

por duas subunidades, α e β, sendo a primeira compartilhada com a tireotrofina 

(TSH – hormônio estimulante da tireóide) e com a gonadotrofina coriônica (HCG), 

enquanto a segunda é específica e, portanto, responsável pelas características de 

cada hormônio (29).  

LH induz a secreção de testosterona através de sua ação sobre as células 

intersticiais de Leydig, enquanto FSH se liga a seus receptores específicos nas 

células de Sertoli nos túbulos seminíferos, estimulando o crescimento destas células 

e a liberação de várias substâncias espermatogênicas. Estas substâncias, unidas à 

testosterona difundida das células de Leydig, funcionam como importantes 

estimuladores da espermatogênese (25, 30). 

Testosterona, principal hormônio sintetizado e secretado pelos testículos, age a 

partir da ligação aos seus receptores (AR) pertencentes à família dos esteróides e 

que atuam no núcleo como fatores de transcrição de genes-alvo (31, 32). No início 

da vida, a função primordial da testosterona está vinculada ao controle da 

masculinização do trato reprodutivo e da genitália, enquanto sua secreção na vida 

adulta é essencial para os eventos reprodutivos, como a espermatogênese (33-35). 

A testosterona secretada pelos testículos é capaz de regular o processo de 

síntese e secreção de LH e consequentemente sua própria secreção. Quando seus 

níveis encontram-se aumentados, através do mecanismo de feedback negativo, ela 

atua sobre o hipotálamo inibindo a secreção de GnRH, com consequente depleção 

da secreção de LH pela hipófise, e portanto, da produção de testosterona pelos 

testículos. De forma oposta, a secreção testicular de testosterona diminuída, induz o 

aumento da secreção hipotalâmica de GnRH, com aumento correspondente na 

secreção de LH hipofisário, terminando com elevação na secreção de testosterona 

pelos testículos (36, 37) (figura 3). 
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Figura 3 - Esquema representativo da regulação por mecanismo de feedback 
negativo do eixo hipotálamo-hipófise-testículo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2015. 

 

 

Outro mecanismo similar de feedback, que apresenta ação direta sobre a 

hipófise anterior e que também objetiva o controle da espermatogênese, é realizado 

por dois importantes hormônios secretados pelas células de Sertoli. Quando há 

aumento da velocidade de produção de espermatozoides ocorre redução da 

secreção de FSH, e em ocasião de redução na velocidade da espermatogênese, a 

secreção de FSH é aumentada, por ação dos hormônios inibina e ativina 

respectivamente, que também podem agir de forma mais discreta sobre a secreção 

de GnRH pelo hipotálamo (38) (figura 3). 

A maior parte da testosterona presente no plasma é sintetizada a partir do 

colesterol pelos testículos, que por sua vez é capaz de sintetizar outros andrógenos 

como dihidrotestosterona (DHT), dehidro-epiandrosterona e androstenediona. A 

glândula adrenal também possui capacidade de produzir uma porção menor de 

testosterona pela conversão periférica de androstenediona. Na circulação a 

testosterona é transportada ligada à Globulina Carreadora de Hormônios Sexuais 

(SHBG) com afinidade elevada, ou ligada à albumina com baixa afinidade podendo 

ainda ser encontrada na forma livre. Sabe-se que a testosterona ligada à albumina  
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torna-se biodisponível durante a sua passagem pelos tecidos. Tanto esta fração, 

quanto a testosterona livre constituem as formas capazes de se difundir 

passivamente pelas membranas celulares das células-alvo e interagir com receptor 

de androgênio específico (AR), sendo consideradas biologicamente ativas (39, 40). 

Contudo, a DHT é o andrógeno mais potente devido à maior afinidade e 

especificidade de ligação aos receptores específicos que os demais andrógenos. É 

sintetizado tanto a nível testicular, como principalmente a partir da conversão 

periférica da testosterona ou androstenediona pela ação da enzima 5α-redutase. 

Cabe ressaltar ainda que órgãos do sistema reprodutor, com exceção do testículo 

tem seu controle androgênico regulado principalmente pela DHT (41-43). 

Outros tecidos do sistema reprodutor também estão sobre o controle 

hormonal tanto das gonadotropinas hipofisárias quanto dos andrógenos (44, 45). 

Destacaremos aqui o epidídimo que é um dos tecidos alvo deste estudo.  

O epidídimo é um órgão androgênio-dependente, regulado primariamente 

pela DHT (46). É um ducto altamente enovelado que se estende longitudinalmente 

na face póstero-lateral testicular. Promove a ligação entre o ducto eferente e o 

deferente e em humanos apresenta três segmentos: um superior dilatado 

denominado cabeça, um central, o corpo e uma extremidade inferior afilada 

chamada cauda (47-49). Roedores apresentam também um segmento inicial, 

anterior à cabeça. Cada segmento apresenta cinco tipos celulares epiteliais, 

denominadas células principal, estreita, apical, clara e basal. A célula principal é a 

mais frequente dentre elas, correspondendo a cerca de 65 a 80% do total das 

células epiteliais (50). Cada tipo celular apresenta estrutura e função distintas, 

resultando num padrão complexo de expressão gênica e regulação ao longo do 

comprimento do órgão (49, 51, 52). 

Após a sua síntese a nível testicular, os espermatozoides continuarão seu 

percurso chegando ao epidídimo através da passagem pelo ducto eferente. O 

trânsito dos espermatozoides por toda a extensão epididimária permite a maturação 

das células reprodutivas, incluindo os eventos de aquisição da motilidade e 

capacidade de fertilização do óvulo (53).  
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1.3 Hormônios tireoidianos  

 

Os hormônios, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), são essenciais para o 

equilíbrio dos processos metabólicos e para o crescimento e desenvolvimento 

normal do organismo, estando seus níveis diretamente relacionados ao peso 

corporal e gasto energético (54-56). Sua síntese ocorre no interior das células 

foliculares tireoidianas a partir da iodação da tireoglobulina que é uma molécula 

proteica formada por 2 subunidades, de elevado peso molecular (660 KDa), 

precursora dos HT (57). O processo de síntese de T3 e T4 compreende o transporte 

ativo de iodo, oriundo principalmente da dieta, para o interior do folículo tireoidiano, 

através de um transportador transmembranar específico, o NIS, e a sua inserção 

nos resíduos de tirosina disponíveis no pró-hormônio tireoglobulina (58). Como 

resultado da iodação da tireoglobulina, ocorre a formação de resíduos 

monoiodinados (MIT) e diiodinados (DIT), que se associam enzimaticamente, 

originando T3 e T4, armazenados como polipeptídeo no colóide localizado no lume 

das células foliculares (58, 59). A figura 4 apresenta o mecanismo de síntese desses 

hormônios pela tireoide. 

Figura 4 - Esquema representativo do mecanismo de síntese e secreção dos 
hormônios tireoidianos, dependente do iodo, pelas células foliculares da 
tireoide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Vitale G et al., 2013 (60). 
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O hormônio liberador de tireotropina (TRH) é o principal regulador dos níveis 

de HT circulantes. Sua síntese ocorre nos núcleos hipotalâmicos paraventriculares, 

sendo projetado até a eminência mediana, liberado nos capilares hipotálamo-

hipofisários e transportado para os tireotrofos na adeno-hipófise (61). Nessas 

células, devido à interação do TRH com receptores de membrana específicos, 

ocorre estímulo da secreção do TSH pela hipófise anterior, que por sua vez, é capaz 

de estimular a tireoide a produzir seus produtos hormonais (62). Os HT regulam sua 

concentração através de mecanismo clássico de feedback negativo envolvendo o 

eixo hipotálamo-hipófise e exercendo controle principal sobre a resposta dos 

tireotrofos (61-63). É importante ressaltar, que este feedback sofre influência de 

outros fatores, internos e externos, como a projeção dos neurônios hipotalâmicos 

contendo POMC (pro-opiomelanocortina) e NPY (neuropeptídeo Y) sobre os 

neurônios secretores de TRH (64-68). 

O principal produto de secreção da tireóide é o T4, contudo T3 constitui a forma 

biologicamente mais ativa. A desiodação compreende a conversão periférica de T4, 

devido à remoção do iodo da molécula. Este mecanismo realizado pelas 

selenoenzimas desiodases ativam ou inativam o HT dependendo do sítio de 

remoção do iodo (69), produzindo T3 ou seus metabólitos inativos rT3 ou T2 (57, 

70). Já foram identificadas três desiodases: tipo I, II e III (D1, D2 e D3 

respectivamente). D1 e D2 são responsáveis por gerar a forma ativa do HT, 

catalisando a conversão de T4 em T3, enquando D3 age em outro sítio, estando 

relacionada à inativação do HT, pela formação de T3 reverso (rT3). As três 

desiodases são expressas nos testículos em todos os momentos da vida. Quando 

são comparadas D1 e D2, há indícios de que D2 é o tipo predominante (71-73). 

Na corrente sanguínea, HT são majoritariamente transportados ligados a 

proteínas plasmáticas, e sua captação pelos tecidos e células é dependente de 

carreadores transmembranares específicos, como o transportador celular de 

membrana (MCT) 8 e 10 e o transportador polipeptídico para ânions orgânicos 1c1 

(Oatp1c1) (74), o qual teve sua expressão gênica e/ou proteica identificada nas 

células do interstício testicular (75-77). Estudo recente identificou nas células de 

Sertoli, Leydig, espermatogônias e espermatócitos, durante toda a vida, uma nova 

classe de transportadores aniônicos específicos (GSTs) e de alta afinidade para T3 

e T4 (78). 
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No interior celular, T3 se liga aos receptores nucleares tireoidianos (TR) 

membros da superfamília dos receptores esteróides, que se encontram associados 

aos genes alvo presentes em regiões gênicas específicas, as TREs (elementos 

responsivos do hormônio tireoidiano). Foram descritas duas isoformas principais de 

TR, α e β, codificadas pelos genes c-erbAα e c-erbAβ, as quais, por splicing 

alternativo dão origem a nove isoformas (TRα1, α2, α3, Δα1, Δα2, β1, β2, β3 e Δβ3), 

sendo apenas TRα1, TRβ1 e TRβ2 funcionais, por apresentarem domínio de ligação 

ao ligante e ao DNA e portanto capazes de induzir a transcrição gênica (8). As 

demais, não possuem papel totalmente definido, mas parecem atuar como 

antagonista dos receptores funcionais (79). Duas isoformas do receptor do HT já 

foram identificadas nos testículos, TRα1 e TRβ1 (80), sendo TRα1 a isoforma 

predominante nas células de Sertoli principalmente no período fetal tardio e neonatal 

inicial, enquanto TRβ1 predomina nas células instersticiais e germinativas até a vida 

adulta, sugerindo que tanto testículos adultos quanto em desenvolvimento são alvos 

para a ação de T3 (81-84). 

 

 

1.3.1 Hormônios tireoidianos e a função testicular 

 

 

Os HT tem um papel importante no desenvolvimento e função testicular. T3 é 

responsável pela maturação dos testículos através do controle da proliferação e 

diferenciação das células de Sertoli e Leydig durante o desenvolvimento testicular, 

além de serem importantes reguladores da espermatogênese e esteroidogênese em 

ratos e outras espécies de mamíferos (8, 85). 

Foi demonstrado que o número de sítios de ligação ao T3 nos núcleos da 

célula de Sertoli é maior durante a vida fetal, reduzindo gradualmente ao longo da 

vida (82). T3 é responsável por reduzir a proliferação e estimular a diferenciação de 

Sertoli (7, 81, 86), que apresenta número diretamente relacionado ao tamanho 

testicular e espermatogênese (7, 9). Desta forma, HT parecem fundamentais para 

espermatogênese, compartilhando com FSH a responsabilidade da regulação do 

desenvolvimento tubular e epididimário (41, 87). Acredita-se que através da ação 

sobre o fator anti-mulleriano, T3 é capaz de promover alteração na diferenciação das 

células mesenquimais em células de Leydig (88). 
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 Disfunções tireoidianas são associadas a alterações da função reprodutiva 

masculina. Hipotireoidismo, caracterizado pela redução dos níveis circulantes de HT, 

quando induzido no período fetal, leva a um atraso na maturação sexual (85, 89, 90), 

pela sua capacidade de afetar o desenvolvimento testicular culminando em número 

aumentado de células de Sertoli e de Leydig, apesar do menor tamanho desta última 

(88). Apesar de controversos, alguns trabalhos mostram redução na secreção de 

testosterona devido à diminuição da resposta das células intersticiais às 

gonadotropinas, que por sua vez podem estar inalteradas, reduzidas ou aumentadas 

(91) nesta disfunção metabólica em diferentes modelos experimentais. Além disso, 

T3 parece agir diretamente sobre os gonadotrofos hipofisários, alterando a secreção 

dos hormônios gonadotróficos e então afetando a produção de testosterona pelas 

células de leydig (8).  

 

 

1.3 Leptina 

 

 

Codificada pelo gene da obesidade e sintetizada principalmente no tecido 

adiposo, a leptina é um hormônio de natureza proteica (92-94), composto por 167 

aminoácidos e peso molecular de 16 KDa. Como ação principal controla o 

metabolismo energético e o consumo alimentar, através de uma cascata de eventos 

regulatórios disparados pela interação da leptina com seus receptores no 

hipotálamo. A ligação da leptina ao seu receptor nos neurônios orexígenos inibe a 

atividade dessas células e reduz a liberação de NPY e AgRP (peptídeo relacionado 

ao gene agouti). Por outro lado, a leptina estimula a atividade dos neurônios 

anorexígenos, aumentando a liberação de MSH-α (Hormônio estimulador do 

melanócito α) e CART (Transcrito regulado por cocaína-anfetamina). Dessa forma, 

situações que aumentam a concentração plasmática de leptina levam à inibição dos 

neurônios NPY/AgRP e à estimulação dos neurônios α-MSH/CART, causando 

diminuição da ingestão alimentar. Já situações em que ocorre diminuição na 

concentração de leptina, os neurônios anorexígenos não estão suficientemente 

estimulados e os neurônios orexígenos deixam de ser inibidos, levando ao aumento 

da ingestão alimentar (20). A figura 5 esquematiza esses mecanismos: 
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Figura 5 - Ação central da leptina no balanço energético. MB (metabolismo basal); 
NY (neuropeptídeo Y); AgRP (Peptídeo relacionado ao gene agouti); 
POMC (pro-opiomelanocortina); MSH-α (Hormônio estimulador do 
melanócito α); CART (Transcrito regulado por cocaína-anfetamina) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Duclos M, 2001 (95). 

 

 

Outras ações da leptina também incluem estímulo ao sistema nervoso 

simpático, aumentando a pressão sanguínea, a pulsação e a termogênese 

(produção de calor pelo gasto de energia metabólica) acoplada à cadeia de 

transporte de elétrons e produção de ATP (adenosina trifosfato) pelas mitocôndrias 

dos adipócitos (96). Além desses, tem sido demonstrada a capacidade da leptina em 

modular vários eixos neuroendócrinos, incluindo o eixo hipotálamo-hipófise-tireóide e 

o eixo reprodutivo, apesar de ainda não completamente compreendidos os 

mecanismos pelos quais essas ações são desempenhadas (97-99).  

A leptina apresenta relação mais estreita com a massa de gordura absoluta, de 

um indivíduo com peso corporal normal, do que com o IMC (índice de massa 

corpórea) (100). Os níveis de leptina circulantes parecem estar diretamente 

relacionados com a quantidade de ácido ribonucleico mensageiro (RNAm) para 



28 

 

leptina no tecido adiposo. Além disso, vários fatores metabólicos e endócrinos, 

incluindo insulina, glicocorticoides e citocinas pró-inflamatórias, contribuem para 

regular a transcrição dos genes da leptina em adipócitos (101-103). 

 
 
1.4.1 Leptina e isoformas de seus receptores 

 
 

A leptina age nas células através de seus receptores (OBR) que são membros 

da família dos receptores de classe I da citocina, cujo gene é transcrito e clivado por 

splicing alternativo em seis diferentes isoformas, esquematizadas na figura 6 (104-

106), classificadas em três categorias: longa (Ob-Rb), curta (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd, 

Ob-Rf) e solúvel (Ob-Re) (104, 106). É sabido ainda que a OB-Re circula 

sistemicamente acoplada a proteínas transportadoras e é responsável pelo controle 

dos níveis de leptina circulante (107). 

As seis isoformas, têm em comum um domínio extracelular de mais de 800 

aminoácidos e um domínio transmembranar com 34 aminoácidos. Contudo, o 

domínio intracelular é variável, característico a cada uma delas. Neste contexto, 

apenas a isoforma longa, expressa principalmente nos núcleos hipotalâmicos ventro-

medial, dorso-medial e ARC, devido à presença de domínio intracelular completo, 

revela adequação para ativar todas as vias de sinalização intracelular do hormônio 

(108), sendo considerada a isoforma biologicamente ativa (105, 109-111) e capaz de 

responder às ações centrais da leptina (111).  

 

Figura 6 - Isoformas do receptor de leptina. CR (domínio receptor de citocina); FIII 
(domínio fibronectina tipo III); Box ,2,3 (região de domínio intracelular) 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Hegyi K et al., 2004 (112). 
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1.4.2 Leptina no sistema reprodutor 

 

 

Inicialmente, as ações diretas da leptina estavam relacionadas apenas ao 

sistema nervoso central. No entanto, a ampla distribuição das isoformas dos 

receptores de leptina reflete a multiplicidade de efeitos biológicos deste hormônio 

(figura 7), incluindo o papel no sistema reprodutor através da estimulação de GnRH, 

fornecendo evidências para a extrema funcionalidade da leptina (113). 

 

Figura 7 - Representação esquemática da natureza pleiotrópica da leptina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Lago F et al., 2007 (114). 

 

 

Tecidos como testículos, epidídimos, próstata e vesícula seminal, dentre 

outros, se mostraram capazes de produzir pequenas quantidades de leptina (94, 

115-120), que apresenta um papel fundamental como sinalizador metabólico para o 

sistema reprodutivo, informando que as reservas calóricas e de gordura estão 

disponíveis para a demanda exigida na reprodução (121-123).  
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Evidências indicam que o hipotálamo é o alvo primário para a maioria das 

ações deste hormônio sobre o eixo reprodutivo (14). Baseado na caracterização da 

distribuição dos receptores e nos efeitos da leptina em sistema in vivo, locais 

adicionais para a ação do OBR têm sido sugeridos, incluindo a hipófise (124), os 

testículos (125-129), epidídimos (128), próstata e vesícula seminal (130-134). 

A correlação negativa entre os níveis de testosterona e leptina tem sido 

descrita em humanos e animais, sendo atribuída ao efeito direto dos andrógenos, 

regulando negativamente a síntese e secreção de leptina pelos adipócitos (135). 

Especula-se que exista um complexo modo de ação da leptina em múltiplos locais 

do eixo hipotalâmico-hipofisário-gonadal. Leptina é capaz de estimular a secreção 

de GnRH a nível hipotalâmico, enquanto a nível gonadal age inibindo a 

esteroidogênese (15, 136). Evidências têm indicado que a leptina utiliza diversos 

neuromoduladores para de forma indireta controlar a secreção de GnRH, já que 

esses neurônios não expressam OBR (14). Este controle é realizado via 

interneurônios aferentes, localizados no núcleo paraventricular anteroventral e 

produzidos em regiões influenciadas pela leptina, por neurônios que co-expressam o 

OB-Rb e que se projetam diretamente para os neurônios produtores de GnRH ou 

para áreas hipotalâmicas importantes na regulação do sistema reprodutivo (137, 

138). 

No testículo, a expressão de RNAm das diferentes isoformas de OBR foi 

observada nas células de Leydig (129, 139, 140), células de Sertoli (141, 142) e 

células germinativas (125), em todos os estágios da vida. Diversos trabalhos indicam 

que o OBR é regulado e responde à mudanças nos níveis séricos de hormônios 

esteróides (121, 143, 144), leptina (145, 146) e gonadotropinas (145). 

Além dos efeitos no eixo hipotálamo-hipofisário-gonadal, já foi demonstrado 

que leptina adianta o início da puberdade em roedores (118) e estimula a aromatase 

nas células da granulosa (117) e na glândula mamária (147). Trabalhos publicados 

pelo nosso grupo demonstram que a leptina atua na regulação de genes importantes 

para a fisiologia da próstata (130-132). Embora muitos trabalhos mostrem que a 

leptina desempenha um papel importante na reprodução de roedores e humanos, os 

mecanismos pelos quais a leptina regula a função reprodutiva ainda não foram 

esclarecidos (135, 148). 
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1.4 Interação Leptina e hormônio tireoidiano 

 

 

Leptina parece modular a função tireoidiana por atuar sobre o eixo hipotálamo-

hipófise-tireóide, além de agir sobre a atividade das desiodases (149-153). Agindo 

de forma direta sobre o núcleo paraventricular e indireta sobre o ARC, leptina atua 

positivamente sobre o TRH (66, 154-156), que funciona como principal integrador 

metabólico do eixo e consequentemente estimula a secreção de TSH pelos 

tireotrofos. O TSH apresenta relação positiva com leptina e com o IMC (157), 

enquanto a leptina é negativamente regulada pelos HT. Além disso, através de um 

mecanismo adicional direto, a leptina exerce efeito inibitório local da secreção de 

TSH (152, 153).  

No hipotálamo, os núcleos ARC e paraventricular integralizam os sinais 

periféricos sobre a quantidade de energia disponível, respondendo à leptina através 

de sua interação com OBR expressos nesses sítios neuronais (158, 159). Esses 

neurônios também apresentam células neuroendócrinas que expressam o TRH. Em 

situação de jejum sua expressão é reduzida resultando na redução dos níveis 

circulantes de T3. Isso indica que este neuropeptídeo possui propriedade 

anorexígena e que o eixo hipotálamo-hipófise-tireóide é influenciado pelo estoque 

energético (160, 161). 

Encontramos na literatura resultados controversos sobre os níveis séricos de 

leptina no hipotireoidismo, podendo apresentar-se inalterado (162), aumentado (163) 

ou diminuído (164). O hipotireoidismo tem sido relacionado ainda com redução da 

expressão de proteínas chave da via de sinalização da leptina no hipotálamo 

basomedial e na hipófise, corroborando com a ideia de associação entre HT e 

leptina (97). 

Estudos sugerem que ação da leptina sobre este eixo é capaz de modular os 

efeitos dos HT no sistema reprodutor, sendo os níveis adequados destes hormônios 

fundamentais para uma função reprodutiva normal (165). Entretanto, ainda não 

estão completamente entendidos os mecanismos pelo quais a leptina é capaz de 

atuar sobre o metabolismo dos HT no testículo e epidídimo, sendo necessários 

trabalhos adicionais para sua determinação. 

 Sabendo-se da ação de ambos os hormônios, HT e leptina, na regulação do 

sistema reprodutor quando estudados de forma independente, nós hipotetizamos 
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que a depleção dos níveis de HT é capaz de promover distúrbios reprodutivos 

decorrentes à alteração da expressão da leptina no sistema reprodutor. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

 

Avaliar o impacto do hipotireoidismo congênito sobre HT, leptina, hormônios 

reprodutivos e parâmetros da fertilidade de ratos wistar machos na vida adulta. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

Avaliar em animais que sofreram hipotireoidismo congênito transitório, os 

seguintes parâmetros: 

 

 

a) Massa corporal, ingestão alimentar, taxa de crescimento e comprimento 

linear; 

b) Concentrações hormonais séricos de leptina, FSH, LH, testosterona, TSH e 

HT; 

c) Morfologia, viabilidade e número total de espermatozoides; 

d) Produção espermática diária (DSP); 

e) Tempo de trânsito espermático; 

f) Peso testicular e epididimário; 

g) Expressão proteica do receptor da leptina no testículo e cauda do epidídimo. 

h) Expressão proteica da enzima StAR (proteína reguladora da esteroidogênese 

ativa) no testículo.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Desenho experimental 

 

 

O experimento foi desenvolvido no Laboratório de morfometria, metabolismo e 

doença cardiovascular do departamento de Anatomia IBRAG/UERJ, seguindo-se os 

princípios descritos em “The Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” para 

os cuidados no uso e manuseio com os animais. Este projeto foi submetido e 

aprovado pela Comissão de Ética para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais 

do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes da Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro (em anexo). 

Machos e Fêmeas Wistar de 30 dias foram obtidos do Centro de Criação de 

Animais de Laboratório (Cecal/Fiocruz), para o acasalamento e geração da prole, e 

mantidas em biotério setorial do Laboratório de Ciências Radiológicas, ciclo claro-

escuro (12h/12h), com temperatura constante (22°C), livre acesso à água e a ração 

Nuvilab com 23% de proteína, obtida de Nuvital (Curitiba, PR, Brasil), até atingirem 

os 90 dias de idade, quando as fêmeas foram colocadas para acasalamento com os 

machos, na proporção de duas fêmeas para cada macho. O sucesso do 

acasalamento foi confirmado pela presença de plugue vaginal visualizado por 

esfregaço vaginal realizado a cada 24h de acasalamento, definindo-se o dia 0 de 

gestação.  

O hipotireoidismo em animais é um modelo experimental conseguido pela 

adição de drogas antitireoideanas na água de beber, sendo as drogas geralmente 

utilizadas o propiltiouracil (PTU) e o metilmazole (MMI) (97, 166, 167). Neste estudo, 

optamos pelo MMI por ser a droga mais indicada para ser utilizada a partir do 

segundo trimestre de gestação (168) e assim a de melhor escolha para induzir o 

hipotireoidismo congênito. 

O hipotireoidismo congênito foi induzido acrescentando-se 0,03% de metimazol 

(MMI; Tapazol - Biolab) na água de beber ofertada livremente às mães, por ser 

eficiente na redução dos níveis de hormônios tireoidianos nas progenitoras e suas 

proles oriundas (169). Nove ratas Wistar fêmeas foram divididas em três grupos 
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experimentais de acordo com o período de tratamento com MMI, conforme descrito a 

seguir:  

 

a) Controle (C): com livre acesso à água pura filtrada durante todo o 

experimento; 

b) Gestação (G): com livre acesso à água acrescida de MMI a 0,03%, do 9º dia 

de gestação até o dia do nascimento da prole; 

c) Gestação + Lactação (GL): com livre acesso à água acrescida de MMI a 

0,03%, do 9º dia de gestação até o 8º dia de lactação; 

 

A escolha de iniciar o tratamento a partir do dia 9 de gestação se deu pelo fato 

de se tratar do período imediatamente anterior à diferenciação do testículo (170) e 

por relatos de trabalhos da literatura de que a exposição materna ao MMI num 

período anterior ao dia 9 resulta em maior perda fetal (42).  

A partir do 18º dia de gestação, as progenitoras foram monitoradas diariamente 

para a observação da data do parto, considerada como dia 0 (D0). Proles com 

número inferior a oito animais nascidos ou àquelas em que houve canibalismo 

materno foram descartadas. A prole, preferencialmente formada por machos, foi 

ajustada em seis filhotes por mãe para a manutenção do potencial lactotrófico 

máximo (171). Nas proles em que o número de machos não chegava a seis, o ajuste 

foi realizado completando-se o n com filhotes fêmeas. Durante todo o período 

experimental tanto a massa corporal quanto a ingestão alimentar das mães foram 

avaliadas.  

A fim de confirmar a condição de hipotireoidismo foi realizado outro 

experimento com o mesmo modelo, paralelamente. Três progenitoras de cada grupo 

foram sacrificadas no dia do nascimento da prole (dia 0) e no 8º dia de lactação, 

cursando com os períodos de administração de MMI. O sangue foi coletado por 

punção cardíaca para posterior dosagem dos níveis de HT e TSH. O hipotireoidismo 

nos filhotes foi confirmado pela quantificação dos níveis séricos de TSH nos dias 0 e 

8º de lactação de seis filhotes por grupo. 

Ao desmame, oito filhotes de cada grupo tiveram acesso à ração comercial 

padrão e água pura até os 90 dias de idade quando foram mortos por inalação de 

CO2. A partir do dia do nascimento da prole, massa corporal, crescimento linear 

(naso-anal), taxa de crescimento e ingestão alimentar foram avaliados diariamente 
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até o término da lactação e a cada três dias do desmame até o sacrifício, aos 90 

dias de vida. A taxa de ganho de peso foi calculada de acordo com a seguinte 

fórmula: [(massa corporal (g) do dia – massa corporal (g) do dia anterior)/ massa 

corporal do dia anterior] x 100 (166).  

No momento do sacrifício, o sangue foi coletado por punção cardíaca e o soro 

armazenado a -20°C para posterior dosagem hormonal de TSH, FSH, LH, T3, T4, 

leptina e testosterona. Os testículos e epidídimos localizados do lado direito e a 

gordura epididimária total foram excisados e pesados. Testículos e a cauda do 

epidídimo foram então imediatamente congelados a -80°C para posterior 

processamento para a quantificação da expressão proteica por western blot, 

enquanto seus contralaterais foram imediatamente processados para a coleta dos 

espermatozoides. 

 

 

3.2 Obtenção dos espermatozoides totais 

 

 

No momento do sacrifício, os epidídimos coletados foram segmentados de 

acordo com suas regiões e a cauda foi isolada em placas de Petri, cortada em 

fragmentos menores com uma tesoura, e seu conteúdo disperso em tampão fosfato 

de Ringer (RPS): (glicose 10 mM, NaCl 119 mM, KCl 5 mM, MgSO4 1,2 mM, fosfato 

de potássio monobásico 16,3 mM; pH 6.9). Foram realizadas 7 lavagens sucessivas 

de cada fragmento do tecido em RPS pré-aquecido (37ºC). O número total de 

lavagens foi determinando por ser o mais eficiente para a retirada total dos 

espermatozoides.  

Para a obtenção dos espermatozoides totais nos testículos, imediatamente 

após a sua excisão, os tecidos foram desencapsulados, fragmentados e 

homogeneizados em 5 mL de tampão RPS para a dispersão de seu conteúdo (172). 
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3.3 Contagem dos espermatozoides totais 

 

Para a determinação da concentração de espermatozoides na amostra, foram 

transferidas alíquotas da amostra diluída para a câmara de Neubauer e contadas as 

espermátides finais em microscópio de luz, em um aumento de 200x.  

Foram analisados quatro quadrantes, onde apenas os espermatozoides que se 

encontravam no limite interno foram contados, conforme representado na figura 8. 

 
Figura 8 - Grade da câmara de Neubauer com os quatro quadrantes utilizados na 

contagem dos espermatozoides marcados em vermelho 
 

 

 

 

 

Fonte: Silva TA, 2007 (173). 

 

 

Além disso, estabelecemos contar apenas as cabeças dos espermatozoides 

para evitar dupla contagem e um mínimo de 200 células por amostra, para diminuir a 

margem de erro.  

Para determinar o número de espermatozoides em células/ml da amostra 

original e consequentemente o número total de células foram utilizadas as seguintes 

fórmulas:  

 

a) Número de células/mL: média do número de células (média dos quadrantes 

contados) X inverso da diluição X 10000.  

b) Número total de células: células/mL X volume original da suspensão celular.  

 

A determinação do número total de células é importante por ser utilizado como 

parâmetro de medida da capacidade de produção de espermatozoides dos 

testículos e a obstrução do trato genital masculino (174, 175). 
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3.4 Produção espermática diária (DSP) e tempo de trânsito 

 

 

Para calcular a produção espermática diária (DSP), o número total de 

espermátides no estágio final da espermatogênese foi contada no testículo e este 

valor dividido por 6,1, que reflete o número de dias que estas espermátides ficam 

presentes no epitélio seminífero. Após processamento semelhante ao testículo como 

descrito acima, o tempo de trânsito espermático através do epidídimo foi 

determinado pela razão entre o número total de espermatozoides na cauda do órgão 

pelo DSP (174).  

 

 

3.5 Viabilidade 

 

 

A maturação do espermatozoide dentro do epidídimo tem sido mostrado pela 

maior habilidade de espermatozoides coletados da cauda do epidídimo em relação 

àqueles da cabeça, em fertilizar o óvulo após a inseminação no útero (176). Desta 

forma, utilizamos neste estudo espermatozoides coletados da cauda do epidídimo 

para avaliar o número e viabilidade dos espermatozoides e morfologia espermática. 

Uma alíquota da amostra de espermatozoides foi incubada com tampão 

hiposmótico (citrato 2,5 mM e frutose 7,5 mM) e mantidos por 30 minutos a 37°C. 

Para a observação do resultado foram feitos esfregaços em lâmina e analisadas 200 

células por animal, em microscopia de luz em um aumento de 200x (Microscópio 

Marca: Olympus, modelo: BX51 - Infinity 1–5c digital câmera, formato TIFF, 36-bit 

Collor, 1280 × 1024 pixels). As alterações visualizadas na cauda do espermatozoide 

são baseadas na semipermeabilidade da membrana, que provoca aumento do 

volume da célula em condições hipo-osmóticas devido ao influxo de água, o que 

leva a alterações morfológicas que mostram a integridade de suas membranas e 

determina a viabilidade dos espermatozoides (177). 
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3.6 Morfologia 

   

 

Uma alíquota da amostra de espermatozoides foi incubada com Eosina Y 

0,5%. A partir de esfregaço em lâmina, um total de 200 células por animal foi 

analisada por microscopia de luz, em aumento de 400x (Microscópio Marca: 

Olympus, modelo: BX51 - Infinity 1–5c digital câmera, formato TIFF, 36-bit Collor, 

1280 × 1024 pixels). Alterações de cabeça, de peça intermediária e de cauda foram 

identificadas (178) e os espermatozoides classificados como normais ou anormais. 

Os resultados são apresentados como percentual de células normais em relação ao 

total de células analisadas. 

 

 

3.7 Determinação das concentrações séricas hormonais 

 

 

As concentrações séricas de T3 e T4 livres e testosterona total foram 

determinadas no soro através de quimioluminescência específica para cada 

hormônio (ICN Pharmaceuticals, Inc., CA, USA). O coeficiente de variação intra e 

inter ensaio foi respectivamente 5,0 e 8,2 para T3, 3,5 e 5,4 para T4 e <20% para 

testosterona. A Sensibilidade analítica dos ensaios foi de 0,260pg/mL para T3, 

0,023ng/dL para T4 livre e 0,02ng/mL para testosterona. O nível sérico de leptina foi 

mensurado por método de ELISA (Rat/Mouse Leptin ELISA Cat. #EZML- 82K, 

Millipore, Missouri, USA), sendo o coeficiente de variação intra e inter ensaio de 

1,88% e 3,93% respectivamente e a sensibilidade de 0,08 ng/mL. Os níveis séricos 

de TSH, LH e FSH foram dosados no soro dos animais através de painel Multiplex 

(Rat Pituitary Magnetic Bead Panel Cat #RPTMAG-86K, Millipore, Missouri, USA), 

com coeficiente de variação inter e intra ensaio de 2,8% e 12,8% respectivamente e 

sensibilidade de 0,87 pg/mL para TSH, 7,62 pg/mL para FSH e 3,28 pg/mL para LH. 
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3.8 Western Blot  

 

Os tecidos previamente congelados foram divididos ao meio e 

homogeneizados em 500µL de tampão RIPA (TRIS 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 

0,1%, NP-40%, 1mM EDTA, 1mM Na3VO4, 1mM NaF, 1 mM PMSF, pH 7,8) 

acrescido de coquetel contendo inibidores de proteases. O homogenato resultante 

foi centrifugado a 12000 RPM em microcentrífuga refrigerada (Cientec CTR15000) 

por 30 minutos e o sobrenadante separado e congelado a -80°C. A concentração 

total de proteínas foi determinada pelo método de BCA (Thermo Scientific, Rockford, 

IL, USA). Quarenta microgramas de proteína foram separadas por eletroforese em 

gel de poliacrilamida e transferidas para membrana de nitrocelulose (Amersham 

Biosciences, Piscataway, NJ) por duas horas em cuba úmida (BioRad Mini-

PROTEAN Tetra System). A membrana de nitrocelulose foi posteriormente incubada 

com anticorpos específicos para OBR, StAR e β-actina (tabela 1), acrescidos de 

albumina sérica bovina (BSA) a 3% e seguida de incubação com anticorpos 

secundários respectivos (tabela 1) por 1 hora. A detecção das bandas foi realizada 

pelo sistema de quimioluminescência (Kit Amersham ECL Plus Western Blotting 

Detection System, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) e fotodocumentada pelo 

sistema ChemiDoc (MPsystem Bio-Rad, Life Science Research, USA). A análise 

densitométrica das bandas foi realizada através do software Image J versão 1.45 e 

normalizado pela expressão da proteína β-actina. 

 

Tabela 1 - Tabela de anticorpos primários e secundários utilizados na técnica de   
western blot 

Anticorpo primário Diluição Fabricante 

Beta actina (sc 81178) 1:500 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, USA. 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, USA. 

OBR (SC 8391) 1:500 

StAR (ab58013) 1:500 Abcam, Cambridge, Reino Unido. 

Anticorpo secundário Diluição Fabricante 

Goat anti-mouse (sc 2005) - 
Conjugated HRP 

1:5000 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, USA. 

Rabbit anti-goat (sc 2768) - 
Conjugated HRP 

1:2000 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, USA. 

Goat anti-rabbit (12-348) - 
Conjugated HRP 

1:2000 Millipore Corporation, Billerica, MA, USA. 
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3.9 Análise estatística 

 

Foi utilizado o programa Graphpad Prism® 6.03. Após análise de normalidade 

pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, os dados foram analisados utilizando-se ANOVA 

univariada com pós teste Holm- Sìdak. Dados são expressos como média ± erro 

padrão e o nível de significância adotado foi de p ≤ 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

 

As concentrações séricas de TSH, T3 e T4 das progenitoras, e o TSH da 

prole nos dias 0 e 8 de lactação estão apresentados na tabela 2.  Os resultados 

mostram que no dia 0 as concentrações de T3 e T4 das progenitoras foram 

significativamente reduzidas (p=0,0075 e p=0,0234, respectivamente) e TSH 

aumentado (p=0,0283) em ambos os grupos de progenitoras submetidas ao 

tratamento, enquanto no dia 8 essas alterações apenas foram observadas no grupo 

GL (T3 p=0,0011; T4 p=0,0007 e TSH p=0,0007). A concentração sérica de TSH da 

prole no dia 0 mostrou um aumento significativo (p=0,0128) deste parâmetro nos 

dois grupos com hipotireoidismo congênito quando comparados ao grupo controle, 

enquanto apenas o grupo GL apresentou concentrações séricas aumentadas de 

TSH no dia 8 (p=0,0036). 

 

Tabela 2 - Concentrações séricas hormonais das progenitoras e da prole dos grupos 
controle (C), gestação (G) e gestação + lactação (GL) nos dias 0 e 8 de 
lactação. Os dados são expressos como média ± erro padrão da média de 
três animais 

  C G GL 

Progenitoras TSH D0 (pg/mL) 1617±819,50 25399±3771* 14871±3764* 
T3 D0 (pg/mL) 1990±0,17 0,96±0,05* 0,83±0,08* 
T4 D0 (ng/dL) 0,65±0,10 0,16±0,14* 0,01±0,00* 
TSH D8 (pg/mL) 1193±102,20 3027±1756 15513±1502*# 
T3 D8 (pg/mL) 1933±0,10 2165±0,13 1117±0,04*# 
T4 D8 (ng/dL) 0,71±0,06 0,67±0,11 0,02±0,01*# 

     
Filhotes TSH D0 (pg/mL) 1273±193,7 7595±1239* 8256±1990* 

TSH D8 (pg/mL) 1315±219 4101±369,70 17747±3704*# 
*Diferença significativa entre C e G ou GL.  
#Diferença significativa entre G e GL. 

 

 

A evolução da massa corporal e do crescimento linear da prole do dia do 

nascimento até o término da lactação está apresentada na figura 9. Podemos 

observar que a prole de ambos os grupos submetida ao hipotireoidismo congênito 

apresentou uma diminuição significativa (G p<0,0348; GL p<0,0085) da massa 

corporal em relação ao controle a partir da primeira semana de vida dos animais. 
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Resultados semelhantes foram observados em relação ao comprimento linear no 

mesmo período (G p<0,0180; GL p<0,0055). 

 

Figura 9 - Evolução da massa corporal (g) do dia 1-21 (A) e do comprimento linear 
do dia 1-21 (B) dos animais do grupo controle (C), gestação (G) e 
gestação + lactação (GL). Valores expressos como média ± erro padrão 
de 8 animais por grupo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2015. 

 

 

A figura 10 apresenta os dados de massa corporal, comprimento linear, 

ingestão alimentar e taxa de ganho de peso da prole após a lactação até a idade 

adulta. A massa corporal permaneceu reduzida apenas no grupo GL em relação aos 

grupos C e G até o 67º dia de vida dos animais (p<0,0256). Quanto ao comprimento 

linear do grupo GL, observamos que este continuou reduzido em relação ao C até a 

idade adulta (p<0,0318), enquanto o grupo G apresentou um reestabelecimento 
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deste parâmetro a partir do 30º dia de vida dos animais. Não foi observada alteração 

na ingestão alimentar e no ganho de peso. 

Figura 10 - Evolução da massa corporal (g) do dia 22-90 (A), comprimento linear do 
dia 22-90 (B); ingestão alimentar do dia 22-90 (B) e percentual de ganho 
de peso (D) dos animais do grupo controle (C), gestação (G) e gestação 
+ lactação (GL). Valores expressos como média ± erro padrão de 8 
animais por grupo 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: A autora, 205. 
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Na vida adulta, o peso testicular dos animais foi significativamente aumentado 

(p=0,0038) enquanto o peso epididimário sofreu redução significativa (p=0,0004) em 

ambos os grupos que sofreram hipotireoidismo congênito quando comparados ao 

grupo controle. Em relação à gordura epididimária não foi observada diferença 

significativa entre os grupos experimentais. Esses dados estão apresentados na 

figura 11. 

 

Figura 11 - Peso testicular (A), epididimário (B) e da gordura epididimária (C) dos 
animais do grupo controle (C), gestação (G) e gestação + lactação (GL) 
aos 90 dias de idade. Valores expressos como média ± erro padrão de 8 
animais por grupo  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: A autora, 2015. 

 

 

 

Na figura 12 são observados os resultados das concentrações séricas de 

hormônios tireoidianos e TSH da prole na vida adulta. O hipotireoidismo congênito 

levou a uma redução significativa nos níveis séricos de T3 (p=0,0005) e T4 
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(p=0,0200) nos animais adultos de ambos os grupos, G e GL, enquanto TSH se 

manteve inalterado neste período.  

 

Figura 12 - Concentrações séricas de TSH (A), T3 livre (B) e T4 livre (C) dos animais 
do grupo controle (C), gestação (G) e gestação + lactação (GL) aos 90 
dias de idade. Valores expressos como média ± erro padrão de 6-8 
animais por grupo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora, 2015. 
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 A figura 13 apresenta as concentrações séricas de testosterona, leptina e 

gonadotropinas dos animais do grupo C, G e GL aos 90 dias de idade. Em relação 

às gonadotropinas, observamos que o hipotireoidismo congênito levou a uma 

redução significativa das concentrações séricas de FSH em ambos os grupos, G e 

GL (p=0,0033). Porém, em relação ao LH, essa redução foi significativa apenas no 

grupo GL quando comparado ao C (p=0,0103). Quanto à testosterona, podemos 

observar uma redução significativa nos grupos submetidos hipotireoidismo congênito 

em relação ao controle (p=0,0053), enquanto a leptina sérica foi significativamente 

aumentada em ambos os grupos, G e GL quando comparados ao grupo controle 

(p=0,0093). 

 

Figura 13 - Concentrações séricas de FSH (A), LH (B), testosterona (C) e leptina (D) 
dos animais do grupo controle (C), gestação (G) e gestação + lactação 
(GL) aos 90 dias de idade. Valores expressos como média ± erro padrão 
de 6-8 animais por grupo 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: A autora, 2015. 
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A figura 14 apresenta a expressão proteica do receptor da leptina e da proteína 

StAR no testículo, e do receptor de leptina na cauda do epidídimo dos animais aos 

90 dias de idade. Os resultados mostram uma redução da expressão de OBR e 

STAR no testículo em ambos os grupos G e GL (p=0,0169 e p=0,0111, 

respectivamente) quando comparados ao C. No entanto na cauda do epidídimo foi 

observado um aumento na expressão proteica de OBR em ambos os grupos G e GL 

(p=0,0011) quando comparados ao C. 

 

Figura 14 - Expressão proteica de OBR (A), de StAR (B) no testículo, de OBR na 
cauda do epidídimo (C) e bandas representativas das marcações pela 
técnica de western blot (D), dos animais do grupo controle (C), gestação 
(G) e gestação + lactação (GL) dos animais aos 90 dias de idade. 
Valores calculados como % do C e expressos como média ± erro padrão 
de 8 animais por grupo 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: A autora, 2015. 

 

 

A contagem do número de espermátides totais no estágio 19 no testículo e de 

espermatozoides no epidídimo, a produção espermática diária, o tempo de trânsito 

espermático, bem como a viabilidade e morfologia dos espermatozoides na cauda 
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epididimária dos animais aos 90 dias de vida estão representados na figura 15. Pode 

ser observado que o hipotireoidismo congênito transitório induzido no início da vida 

reduziu significativamente o número das espermátides no testículo (p=0,0042), bem 

como a produção espermática diária (p=0,0178). O número de espermatozoides 

totais na cauda do epidídimo foi significativamente reduzido apenas no grupo GL em 

relação ao grupo C (p=0,0320). Em relação à viabilidade dos espermatozoides, 

ambos os grupos G e GL, apresentaram porcentagem significativamente menor de 

células espermáticas viáveis (p=0,0031). A análise da morfologia dos 

espermatozoides e do tempo de trânsito espermático não apresentou diferença 

significativa entre os grupos experimentais estudados.             
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Figura 15 - Número de espermátides testiculares (A), Produção espermática diária 
(B), número de espermatozoides na cauda do epidídimo (C), tempo de 
trânsito espermático (D), Morfologia (E) e Viabilidade dos 
espermatozoides (F) dos animais do grupo controle (C), gestação (G) e 
gestação + lactação (GL) aos 90 dias de idade. Valores expressos como 
média ± erro padrão de 8 animais por grupo 

                 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: A autora, 2015. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Devido ao efeito que as drogas antitireoidianas têm durante o período fetal-

neonatal, PTU e MMI tem sido extensivamente utilizadas para induzir o 

hipotireoidismo congênito transitório (179-182). Neste estudo avaliamos os níveis de 

HT para confirmar a eficiência do tratamento com MMI. Nossos resultados mostram 

que no dia 0, progenitoras de ambos os grupos G e GL, apresentaram T3 e T4 

reduzidos e níveis de TSH aumentados confirmando o quadro de hipotireoidismo. No 

dia 8, essas alterações só estavam presentes no grupo GL, devido à continuidade 

do tratamento nesse grupo e o retorno da tireóide na síntese de HT no grupo G. 

Esses dados confirmam a efetividade do MMI em induzir uma condição de 

hipotireoidismo nas progenitoras. O metimazol pode atravessar a barreira 

placentária (183) e também pode ser secretado no leite das progenitoras (184). 

Desta forma, os filhotes também são afetados pelo MMI. Neste trabalho 

confirmamos o hipotireoidismo pela análise da concentração sérica de TSH na prole. 

Ambos os grupos, G e GL, apresentaram altos níveis de TSH no dia 0, enquanto, 

conforme era esperado, este parâmetro estava aumentado no dia 8 somente no 

grupo GL. Com isso, podemos assegurar que o tratamento com MMI também foi 

eficiente em induzir o hipotireoidismo congênito transitório nos filhotes. 

Hipotireoidismo congênito induzido do dia 9 de gestação e continuado até o 

dia 0 ou 8 pós-natal, resultou em alterações no peso corporal e crescimento linear 

da prole. Uma redução significativa na massa corporal e comprimento linear foi 

observada em ambos os grupos com hipotireoidismo congênito quando comparados 

ao controle, desde o nascimento da prole, persistindo até o período lactacional. 

Esses dados estão de acordo com a literatura (88, 166, 167, 185-187). Contudo, 

após o desmame, a massa corporal e o comprimento linear foram rapidamente 

normalizados no grupo G, enquanto no GL as alterações de massa corporal 

permaneceram até o dia 67 e o comprimento linear não foi normalizado até o 

momento do sacrifício. Essas alterações são dependentes da duração do 

tratamento, como sugerido por trabalhos prévios (179, 188-190). 

 É bem sabido que hormônios tireoidianos são essenciais para o crescimento 

e o desenvolvimento (191, 192). Podemos assumir que a redução da massa corporal 

e o comprimento linear são uma resposta direta à condição de hipotireoidismo 
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apresentada por esses animais (baixos níveis séricos de TSH). Podemos supor que 

as diferenças na massa corporal e no comprimento linear após o desmame entre os 

grupos G e GL sejam consequência da duração do tratamento com MMI, e que os 

animais do grupo GL, necessitaram de um tempo maior para alcançar o peso do 

grupo controle desde que o tratamento com MMI foi descontinuado no dia 8 de 

lactação. Alterações de peso corporal dependentes da duração do tratamento já 

foram sugeridas por outros autores (166, 184). 

Embora, os hormônios tireoidianos sejam importantes determinantes da 

regulação do apetite, não foram observadas diferenças significativas na ingestão 

alimentar entre os grupos. A taxa de crescimento também foi a mesma para todos os 

grupos, o que provavelmente é um reflexo da ingestão alimentar. Esses dados 

sugerem que uma taxa de crescimento normal pode ter sido responsável pela 

recuperação gradual e normalização da massa corporal e comprimento linear de 

ambos os grupos com hipotireoidismo congênito. Em mamíferos, a administração 

periférica de T3 resulta em diminuição da massa corporal. Contudo, quando o 

hormônio tireoidiano é injetado no hipotálamo ocorre um aumento no apetite, 

resultando em ganho de massa corporal. Já foi descrito na literatura que em 

camundongos, jejum aumenta a produção local de T3 no ARC, levando à 

estimulação de neurônios orexígenos NPY/AgRP (193). Além disto, T3 exerce um 

feedback negativo na expressão hipotalâmica do MC4R (194), um mediador chave 

dos efeitos anoréticos da leptina (195). 

Na vida adulta, os animais de ambos os grupos G e GL apresentaram uma 

condição de hipotireoidismo evidenciada por baixos níveis de hormônios 

tireoidianos, e níveis de TSH normais. Esses animais também apresentaram altos 

níveis séricos de leptina. Estudos prévios sugerem que a regulação da massa 

corporal na vida adulta é determinada em estágios iniciais da gestação e/ou lactação 

e poderia ser mediada por mudanças nos níveis séricos de hormônios tireoidianos e 

leptina. Esses hormônios poderiam regular um ponto chave para ingestão energética 

e a taxa metabólica em animais adultos (184, 196-198). Nossos dados mostram que 

neste modelo de hipotireoidismo, os mecanismos fundamentais para regulação do 

apetite e a taxa de crescimento dos animais adultos não são regulados pelos HT e 

leptina presentes na vida adulta. Nossos dados sugerem a possibilidade de uma 

programação metabólica no hipotálamo desses animais pelo insulto hormonal 

sofrido nos primeiros dias de vida. Acreditamos que possa estar ocorrendo um 



53 

 

mecanismo de resistência a leptina no hipotálamo desses animais na vida adulta 

tendo em vista que a massa corporal e ingestão alimentar dos animais se encontram 

normais independente das altas concentrações séricas de leptina. 

Mudanças nos níveis séricos de hormônios tireoidianos durante o período 

perinatal podem afetar permanentemente a sensibilidade do eixo hipotálamo-hipófise 

a esses hormônios (199-201). Tem sido mostrado que animais submetidos ao 

hipertireoidismo durante os primeiros dias de vida apresentaram baixos níveis 

séricos de TSH e hormônios tireoidianos sugerindo uma programação metabólica 

(99, 201). Corroborando esses achados, nossos dados de baixos níveis séricos de 

T3 e T4 e níveis normais de TSH em ambos os grupos G e GL na vida adulta, 

sugerem que o hipotireoidismo congênito programou a glândula tireoide desses 

animais. Devido à incapacidade da hipófise em aumentar a secreção de TSH em 

resposta às baixas concentrações séricas de HT (feedback) podemos supor que o 

insulto hormonal no início da vida possa ter programado esta glândula. 

 Em modelos similares de hipotireoidismo congênito (42, 166, 184) ou 

neonatal (188) não são observados os mesmos resultados. Nesses estudos, apesar 

da função tireoidiana se mostrar afetada pelo hipotireoidismo induzido nos primeiros 

dias de vida, ela é normalizada antes do animal chegar na vida adulta. É possível 

que o período de indução do hipotireoidismo, a duração do tratamento e a dose de 

MMI usada para induzir o hipotireoidismo possam ter influenciado para as diferenças 

observadas entre os estudos. 

Apesar de haver uma relação direta entre leptina sérica e massa de gordura 

absoluta, no modelo utilizado neste estudo observamos aumento de leptina sérica, 

sem alteração da massa de gordura. A falta de relação entre a massa de gordura 

epididimária e a concentração sérica de leptina poderia estar relacionada ao fato da 

massa de gordura epididimária não representar a massa total de gordura corporal 

responsável pela síntese de leptina. Outra hipótese seria a programação da síntese 

e secreção da leptina pelo insulto hormonal no início da vida. 

Existe uma correlação inversa entre leptina e hormônios tireoidianos já 

descrita na literatura (152, 153). Podemos hipotetizar que em nosso modelo o 

aumento dos níveis séricos de leptina podem ter resultado de uma regulação direta 

dos baixos níveis de hormônios tireoidianos presentes nos animais adultos 

submetidos ao hipotireoidismo congênito. Outra explicação poderia ser que a síntese 
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e secreção da leptina pelo tecido adiposo possa ter sido programada pelo 

hipotireoidismo nos primeiros dias de vida. 

Em relação ao eixo hipotálamo-hipófise-gonadal, a leptina pode estimular a 

secreção de GnRH no hipotálamo (202), inibir a secreção de gonadotropinas pela 

hipófise (165, 203), além de ter um efeito negativo sobre a esteroidogênese no 

testículo (204). Portanto, nós poderíamos assumir que a leptina atuando 

negativamente em nível hipofisário poderia ser a responsável pelos baixos níveis 

séricos de FSH e LH nos animais submetidos ao hipotireoidismo congênito quando 

comparados ao grupo controle. Nossos achados de baixos níveis séricos de FSH e 

LH estão de acordo com alguns estudos que usaram modelos similares de 

hipotireoidismo neonatal (180, 205). 

LH e FSH são os estímulos primários para a função testicular. Células de 

Leydig, sob a influência de LH, estimulam a esteroidogênese para produzir 

testosterona e estradiol, que tem um papel essencial na regulação da 

espermatogênese (8). No modelo de hipotireoidismo congênito usado neste estudo, 

houve uma redução significativa dos níveis séricos de testosterona. Para um melhor 

entendimento do processo de esteroidogênese, a expressão da proteína StAR foi 

também avaliada por western blot. Animais submetidos ao hipotireoidismo congênito 

apresentaram uma menor expressão desta proteína, o que, associada a baixos 

níveis de testosterona, sugere uma redução no processo de esteroidogênese 

possivelmente por menor estímulo de LH. Efeitos modulatórios dos hormônios 

tireoidianos na esteroidogênese testicular são bem compreendidos (91). Desta 

forma, baixos níveis de hormônios tireoidianos observados nos animais com 

hipotireoidismo congênito na vida adulta pode também ser responsáveis pela falta 

de estímulo na esteroidogênese, resultando em uma baixa expressão da proteína 

StAR e nos níveis séricos de testosterona.  

No entanto, cabe ressaltar que níveis séricos de testosterona reduzidos 

levariam a um aumento na produção e secreção de LH, pelo mecanismo de 

feedback  negativo. A falha nesse mecanismo associado à falha do feedback em 

resposta aos HT sugere uma programação da hipófise pelo insulto hormonal no 

início da vida. É possível que as baixas concentrações de gonadotropinas 

hipofisárias nos animais adultos estejam mais relacionadas a essa programação do 

que a possível resposta inibitória da leptina. 
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A leptina tem um papel chave na homeostase da massa corporal (20) e esta 

emergiu recentemente como um relevante mediador neuroendócrino em diferentes 

tipos celulares, incluindo células testiculares (204). Este hormônio parece agir 

inibindo a esteroidogênese testicular por inibir a secreção de testosterona (91, 206) 

e a expressão da enzima StAR (207). Assim, altos níveis de leptina associado com 

baixos níveis séricos de T3 e LH no hipotireoidismo congênito poderiam ser 

responsáveis pelo baixo estímulo da esteroidogênese que resultou em baixos níveis 

de testosterona sérica. 

Membro da família das citocinas, OBR é conhecido por ser internalizado após 

a ligação aos sítios em endossomos iniciais, ser processado para a degradação ou 

reciclado para retornar a superfície celular (208). Apesar de não termos evidências 

diretas para provar nossa hipótese, poderíamos especular que os altos níveis de 

leptina presentes nos animais submetidos ao hipotireoidismo congênito podem ter 

causado down regulation dos receptores de leptina. Contudo, este processo 

regulatório não parece ocorrer a nível epididimário, uma vez que observamos um 

aumento na expressão proteica de OBR em ambos os grupos G e GL. 

Apesar de não apresentarem diferença na massa corporal, no momento do 

sacrifício, observou-se alteração significativa no peso do epidídimo e do testículo em 

ambos os grupos com hipotireoidismo congênito. Esses achados estão de acordo 

com a literatura apesar da diferença dos modelos experimentais (188-190). Além 

disto, situações adversas no período inicial da vida, podem promover mudanças na 

programação original dos órgãos, especialmente aqueles em fase de 

desenvolvimento, podendo resultar em modificações no metabolismo a longo prazo. 

(126, 209-212). 

Mudança no peso dos órgãos reprodutivos pode resultar em alterações da 

fertilidade. FSH, LH e testosterona são importantes hormônios que estimulam e 

mantém a espermatogênese (8, 91). O número de espermátides presentes no 

testículo e a eficiência da produção espermática diária são importantes indicadores 

do potencial de fertilidade masculina (213). Nossos resultados sugerem que a 

diminuição dos níveis séricos de FSH, LH e testosterona poderiam ser responsáveis 

pelo número reduzido de espermátides presentes no testículo e DSP exibidos nos 

animais adultos submetidos ao hipotireoidismo no inicio da vida e que esses animais 

poderiam apresentar um potencial de fertilidade reduzido. 
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Espermatozoides que saem dos testículos são altamente diferenciados, mas 

funcionalmente imaturos. Essas células necessitam ainda de uma maturação dentro 

do epidídimo para adquirir a capacidade de fertilizar o ovócito (214). Os epidídimos 

são altamente dependentes de androgênios (215, 216) e apresentam redução de 

25% no seu peso após a castração. Esta alteração é revertida pela administração de 

testosterona (217). O epidídimo também está sob regulação de gonadotropinas e 

andrógenos (44, 218-220). Este fato sugere que a redução nos níveis séricos de 

testosterona e gonadotropinas nos animais submetidos ao hipotireoidismo congênito 

poderiam afetar diretamente o peso epididimário e o número de espermatozoides. 

Além disso, como a região da cauda do epidídimo funciona como um sítio de 

estocagem para espermatozoides funcionalmente maduros, podemos sugerir que 

esta função é reduzida pelo hipotireoidismo congênito já que o numero de 

espermatozoides na cauda do epidídimo está reduzido nestes animais. 

Embora o tempo de trânsito espermático através do epidídimo tenha um papel 

importante na maturação dos espermatozoides, a qualidade do esperma e potencial 

de fertilidade parecem não ser prejudicados quando o tempo de trânsito através do 

epidídimo é modificado (221, 222). Durante a migração dos espermatozoides da 

região proximal para a distal do epidídimo, estes passam por uma serie de 

mudanças morfológicas, bioquímicas e fisiológicas, que resultam na aquisição 

progressiva da motilidade e habilidade para fertilizar o ovócito (223). Neste estudo 

observamos que o hipotireoidismo congênito levou a redução da viabilidade dos 

espermatozoides sem, no entanto, alterar sua morfologia. A redução da viabilidade 

resulta na falência do espermatozoide em conseguir regular seu volume em 

condições hipo-osmóticas, o que o torna não apto para fertilização (224). Apesar do 

hipotireoidismo congênito não ter alterado a morfologia dos espermatozoides, 

acreditamos que o número reduzido de espermatozoides, associado a menor 

produção diária e menor viabilidade, sejam fatores suficientes para contribuir 

negativamente para o potencial de fertilidade desses animais. 

Alguns estudos tem mostrado que o epidídimo, bem como o testículo, 

apresenta receptores para a leptina (126, 128), embora o papel fisiológico deste 

hormônio não tenha sido ainda determinado. Nossos resultados mostram que o 

hipotireoidismo congênito leva a um aumento na expressão de OBR na cauda do 

epidídimo. Poderíamos especular que os efeitos observados na fertilidade, relativos 

a esse órgão (estoque de espermatozoide e DSP) são consequentes à ação da 
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leptina e da testosterona no tecido. No entanto, mais estudos são necessários para 

se determinar qual o papel efetivo da leptina no epidídimo. 

Em suma, no modelo utilizado nesse estudo, o insulto hormonal no início da 

vida (hipotireoidismo congênito) parece ter programado diversos órgãos. As baixas 

concentrações séricas de HT associado à TSH normal sugere programação do eixo 

hipotálamo-hipofise-tireóide da mesma forma que baixas concentrações de LH e 

FSH associadas à baixa testosterona sérica sugerem programação do eixo 

hipotálamo-hipofise-gônada. Além disto, a hiperleptinemia presente nesses animais 

sugere programação do tecido adiposo. A falha no mecanismo de feedback em 

resposta aos HT e testosterona sugere uma programação direta da hipófise da 

mesma forma que a falência na síntese dos HT sugere uma programação direta da 

tireoide. No entanto, não podemos afirmar que a gônada tenha sido programada 

diretamente pelo insulto hormonal no inicio da vida visto que a falta de estimulo 

pelos HT e de gonadotropinas associada ao efeito inibitório da leptina podem 

justificar a redução da função testicular que culminou em menor potencial de 

fertilidade. No entanto, esses dados não permitem isolar os efeitos de cada 

hormônio na função gonadal e assim determinar a importância de cada um 

isoladamente na alteração da fertilidade. 
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CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que o hipotireoidismo 

congênito transitório programou a função tireoidiana, evidenciada pela redução das 

concentrações de HT, associado a um quadro de hiperleptinemia e depleção de LH 

e FSH pela hipófise nos animais na vida adulta, que culminam em um potencial de 

fertilidade alterado.  
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