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RESUMO

O impacto do &lcool na reprodugédo feminina é uma area em desenvolvimento, com
estudos sugerindo anormalidades no ciclo menstrual, auséncia de ovulacéo,
menopausa precoce e infertilidade em mulheres alcdolatras, e na gravidez traz sérias
consequéncias, incluindo aborto espontaneo, baixo peso ao nascer e parto prematuro.
A melatonina, conhecida por suas propriedades antioxidantes e beneficios anti-
inflamatorios, esta sendo estudada como um agente para reverter os efeitos
prejudiciais do alcool, incluindo os relacionados a reproducao. Este trabalho tem como
objetivo avaliar se a administragdo de melatonina durante a gravidez pode mitigar os
efeitos negativos do alcool nos ovérios. Foram utilizadas 15 ratas albinas (Rattus
novergicus albinus) prenhes, com 60 dias de idade, pesando aproximadamente *
2509 ratas prenhes da linhagem Wistar, divididas nos seguintes grupos: Controle —
Ratas prenhes que ndo receberam &lcool; Alcool - Ratas prenhes submetidas &
ingestdo de Alcool ; Alcool + Melatonina - Ratas prenhes submetidas & ingestéo de
Alcool em conjunto com administracdo de Melatonina . O estudo investigou
parametros histolégicos, histoquimicos, imunohistoquimicos e morfométricos do
ovario, incluindo receptores androgénicos e estrogénicos. A administracdo de alcool
foi realizada via intragastrica, enquanto a melatonina foi administrada via
intraperitoneal. Os resultados mostraram que o grupo Alcool apresentou foliculos com
desenvolvimento anormal, indicando disrup¢des no ciclo estral e retencao folicular.
Em contraste, os grupos Controle e Alcool + Mel demonstraram ciclos normais. A
analise histoquimica revelou maior producéo de colageno no grupo Alcool, ausente no
grupo Alcool + Mel. A expressdo de receptores androgénicos e estrogénicos foi
reduzida no grupo Alcool, mas preservada no grupo Alcool + Mel. O indice
organossomatico mostrou reducéo significativa nos ovarios do grupo Alcool, enquanto
as alteracdes nao foram observadas nos grupos Controle e Alcool + Mel. A anélise
morfométrica indicou menor nimero de foliculos primarios e corpos liteos no grupo
Alcool, mas um aumento no numero de foliculos secundarios e terciarios. Esses
resultados n&o foram observados no grupo Alcool + Mel, destacando o efeito protetor
da melatonina no desenvolvimento dos foliculos. Portanto, a melatonina parece ter um
efeito benéfico na mitigacdo dos efeitos adversos do alcool nos ovarios de ratas
prenhes, sugerindo seu potencial como intervengéo para proteger a saude reprodutiva
em contextos de consumo de alcool.

Palavras chaves: Reproducéo, pineal, imunohistoquimica, receptores de esteroides,

ratas, alcoolismo.
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ABSTRACT

The impact of alcohol on female reproduction is a developing field, with studies
suggesting abnormalities in the menstrual cycle, absence of ovulation, early
menopause, and infertility in alcoholic women. During pregnancy, alcohol can lead to
serious consequences, including spontaneous abortion, low birth weight, and
premature delivery. Melatonin, known for its antioxidant properties and anti-
inflammatory benefits, is being studied as an agent to reverse the detrimental effects
of alcohol, including those related to reproduction. This work aims to assess whether
administering melatonin during pregnancy can mitigate the negative effects of alcohol
on the ovaries. 15 pregnant albino rats (Rattus norvegicus albinus), aged 60 days and
weighing approximately + 250g, from the Wistar lineage, were used and divided into
the following groups: Control — Pregnant rats that did not receive alcohol; Alcohol —
Pregnant rats subjected to alcohol intake; Alcohol + Mel. The study investigated
histological, histochemical, immunohistochemical, and morphometric parameters of
the ovaries, including androgen and estrogen receptors. Alcohol administration was
done via intragastric route, while melatonin was administered intraperitoneally. The
results showed that the Alcohol group exhibited follicles with abnormal development,
indicating disruptions in the estrous cycle and follicular retention. In contrast, the
Control and Alcohol + Mel groups demonstrated normal cycles. Histochemical analysis
revealed higher collagen production in the Alcohol group, absent in the Alcohol + Mel
group. Expression of androgen and estrogen receptors was reduced in the Alcohol
group but preserved in the Alcohol + Mel group. The organosomatic index significantly
decreased in the Alcohol group's ovaries, while no changes were observed in the
Control and Alcohol + Mel groups. Morphometric analysis indicated a lower number of
primary follicles and corpus luteum in the Alcohol group but an increase in secondary
and tertiary follicles. These results were not observed in the Alcohol + Mel group,
highlighting melatonin's protective effect on follicle development. Thus, melatonin
appears to have a beneficial effect in mitigating alcohol's adverse effects on the
ovaries of pregnant rats, suggesting its potential as an intervention to safeguard
reproductive health in the context of alcohol consumption.

Keywords: Reproduction, pineal, immunohistochemistry, steroid receptors, rats,

alcoholism.
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FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Consumo de alcool e suas consequéncias

O alcool (ou etanol) droga licita, psicética, de baixo custo, representa uma das
principais fontes de prazer e entretenimento nas interacdes humanas desde a
antiguidade, se mostrando presente em escrituras biblicas em conjunto com as
problematicas acerca do seu consumo abusivo, este sendo influenciado por aspectos
psicolégicos, genéticos e morais (MARQUES, 2001). A principio, as bebidas
alcodlicas apresentavam baixo teor de alcool, pois eram obtidas exclusivamente do
processo de fermentacdo. No entanto, com o surgimento das técnicas de destilagéo
introduzidas na idade média a partir da cultura é&rabe, compostos mais
sobrecarregados de alcool ganharam um espaco entre o publico consumidor, sendo
chamado até mesmo de “‘remédios” para todas as doengas, ja que acreditavam

causar um alivio nas dores e dissipar preocupac¢des (OLIVEIRA et al., 2012).

Apesar de socialmente ndo ser categorizado como uma droga, o alcool € um
psicotropico depressor do sistema nervoso central, pois obtém a capacidade de
provocar estados alterados de consciéncias e mudancas comportamentais nos
individuos que o consomem em grande quantidade (COSTARDI et al., 2015).
Embora o consumo excessivo de alcool ndo classifigue de imediato um individuo
como alcoolatra, é importante mencionar que a ingestdo intensa desta substancia
pode ocasionar quadros de dependéncia quimica, neste caso, o0 alcoolismo
(BECKER, 2008). De acordo com a Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencgas Crodnicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL, 2021) o padrdo de consumo de

18,4% da populacao brasileira é de bebedor abusivo.

O alcoolismo é uma doencga cronica primaria influenciada por fatores genéticos
e psicossociais, além do meio em que individuo esta inserido para que a dependéncia
se desenvolva e consequentemente, se manifeste (MORSE; FLAVIN, 1992). De
acordo com a Organizacdo Pan Americana da Saude (OPAS) (2020) os fatores

ambientais sdo diversos, mas entre eles temos desenvolvimento econdmico, cultura,
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disponibilidade de alcool e a implantacdo e execucdo de politicas publicas sobre o

Seéu consumo.

Segundo a "The 3rd National Survey on Drug Use by Brazilians" lancada pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Aproximadamente 2.3 milhdes de brasileiros
com idade entre 12 a 65 anos apresentaram sinais de dependéncia quimica, com
guadros de alcoolismo mais prevalentes entre os homens (4.6%) do que nas
mulheres (0.7%) (BASTOS et al., 2017). Com isso, com seu uso constante e 0 seu
potencial danoso ao bem estar da populacdo, o consumo de bebidas alcodlicas se

tornou uma grande questéo de saude publica mundial (OLIVEIRA et al., 2012).

O etanol é responsavel por aproximadamente trés milhdes de mortes por ano
em todo mundo (5,3% de todas as mortes), sendo a faixa etaria entre 20 e 39 anos a
mais afetada (FRANKLIN et al.,, 2021). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (2018) todas as mortes atribuidas ao consumo de bebidas alcoolicas foram
devido a lesdes (28.7%), problemas digestivos (21.3%) doencas cardiovasculares
(19%), doencas infecciosas (12.9%) céancer (12.6%), além disso, esses registros
superam as resultantes por doencas como tuberculose, HIV/AIDS e diabetes.

As consequéncias negativas para a saude motivadas pelo consumo abusivo de
alcool sao extensas. De acordo com Roerecke (2021), a ingestao crbnica de etanol
estd relacionada com diversos problemas cardiovasculares tais como doenca
cardiaca isquémica, hipertensdo, acidente cardiovascular cerebral, fibrilagdo atrial e
cardiopatia. No trato gastrointestinal, o alcool provoca um desequilibrio e modificacéo
na composicdo da microbiota gastrointestinal, fato que ocasiona um aumento na
producdo de lipopolissacarideos bacterianos (LPS), além de promover efeitos
adversos como perda do apetite, nausea e dores abdominais, sendo estes sintomas
contribuintes para reducdo de ingestdo de alimentos e consequentemente a ma
nutricdo e perda de peso indesejavel (BODE; BODE, 1997; PATEL et al., 2015).

O etanol origina varias lesbes hepéticas e desencadeia diversas complicacdes,
entre elas, esteatose, hepatite alcoolica, cirrose e hepatocarcinoma (DOMINGUES et
al., 2009). Além disso, o alcool é responsavel por promover a ma absorcdo de
nutrientes, agrava a anorexia, estimula o hipermetabolismo, estresse oxidativo, maior
excrecdo urinaria de micronutrientes hidrossollveis, e como consequéncia destas
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condicfes, 0 seu uso constante ocasiona quadros de anemia, aterosclerose, pelagra
e imunossupressado (DOMINGUES et al., 2009).

Apesar de a droga ser utillizada muitas vezes no intuito de provocar
adormecimento, o consumo moderado de &lcool diminui a quantidade de sono REM
durante a noite, além de, em doses mais altas, provocar a fragmentacdo do sono
(acordar mais vezes) fazendo com que assim em longo prazo se desenvolvam
distarbios de sono, como a insénia (CHAKRAVORTY et al., 2016).

Metabolismo do alcool

O etanol é uma substancia de estrutura quimica simples, constituida apenas
por dois carbonos associado a um grupo hidroxila (OH) (HENDRIKS, 2020). Tal
caracteristica faz com que moléculas de etanol obtenham grande capacidade de
difuséo e distribuicdo em todos tecidos e fluidos corporais, devido o balango perfeito
que apresentam entre o seu caracter hidrofilico-hidrofobico, além de baixo peso
molecular (COSTARDI et al., 2015).

De acordo com POHANKA (2016) € um composto sensivel a processos
oxidativos quimicos e fisicos, no entanto, seus principais meios de degradagcdo sdo
realizados por reacdes bioquimicas guiadas por acdes enzimaticas. A maior parte dos
tecidos constituintes do nosso corpo apresenta enzimas capacitadas para a oxidacao
de etanol, porém, atividades metabdlicas significativas ocorrem apenas no figado e,
em menor quantidade, no estdmago (LIEBER; ABITTAN, 1999). Sendo sua porta de
entrada, o etanol € absorvido rapidamente pelo trato gastrointestinal, onde apenas 2—
10% do que é ingerido é retido e eliminado através dos pulmdes e rins, sendo a
porcentagem restante oxidada por outras regides do organismo (LIEBER; ABITTAN,
1999).

Ao ser ingerida, esta substancia é primeiramente absorvida pelas mucosas da
boca, e em seguida, é direcionada para o estdbmago, local onde € oxidada devido a
um processo extremamente importante para a concentracdo de alcool no sangue,
denominado metabolismo de primeira passagem (ZAKHARI, 1993). Neste processo,

uma parte do alcool ingerido ndo entra no sistema circulatério, e com isso, acaba
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sendo oxidada por formas isomérficas das enzimas Alcool Desidrogenase (ADH),
fazendo com que ocorra uma modulacdo na toxicidade do etanol no organismo
(CEDERBAUM, 2012).

No entanto, apenas 10% do alcool € consumido pelo estdmago, e para que seu
ciclo metabdlico continue, ele precisa ser enviado para o intestino delgado (JUNG;
NAMKOONG, 2014). O intestino é responsavel pela maior parte da absorcdo do
alcool, sendo consumido de forma rapida e intensa, especialmente em condi¢des de
jejum (HOFFMAN; CARBONELL; MONTORO, 1996). Contudo, apesar da grande
contribuicdo destes Orgaos na assimilacdo do alcool no organismo, o principal érgéo
responsavel pela metabolizacdo do alcool é o figado, sendo ele encarregado de
metabolizar 90% do que foi ingerido (JUNG; NAMKOONG, 2014).

No figado, o organismo é desintoxicado e o etanol é eliminado através de uma
série de alteracdes metabdlicas de reacbes oxidativas, onde a primeira reacao é
realizada por uma enzima, a ADH (VIEIRA, 2012). Nesta via, o etanol é convertido em
acetaldeido, processo onde o NAD (dinucleotideo de nicotinamida-adenina) atua
como aceptor de hidrogénio sendo reduzido a NADH (KACHANI et al., 2008). Essa
reacao apresenta um alto fornecimento de energia do NADH para a formacédo de 16
ATP/mol de etanol, e por conta disso, a disponibilidade de NAD e atividade
mitocondrial limitam esse método, fazendo com que seja ativada principalmente em

pessoas que consomem alcool esporadicamente (KACHANI et al., 2008).

Existem outros sistemas enzimaticos responsaveis pela metabolizacdo do
alcool, sendo eles via Sistema Microssomal de Oxidagdo de Etanol (MEOS) e as
catalases, todas essas também geram como produto acetaldeido e acetato (LIEBER,;
ABITTAN, 1999). A via MEOS é responsavel por 10% do metabolismo do etanol
(DARE et al., 2019). Ela via esta presente no reticulo endoplasmatico liso dos
hepatdcitos, e utiliza o citocromo P-450 , NADPH citocromo redutase, fosfolipidos e
possui 0 NADP como aceptor de hidrogénio (KACHANI et al., 2008). E um meio de
extrema relevancia para aqueles que consomem alcool cronicamente, pois consome
energia em forma de ATP, porém, ndo gerando componentes formadores de energia

como NADH e por isso, apenas consomem energia invés de gerar (VIEIRA, 2012).
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A metabolizacdo de alcool realizado por catalases, enzimas presentes nos
peroxissomos, € limitada pela producdo enddgena de agua oxigenada. Sob
circunstancias fisiolégicas normais, a oxidagdo do etanol por catalases equivale
menos de 2%, no entanto, o consumo de etanol induz um aumento na atividade da
NADPH oxidases, o que faz com que ocorra um aumento na producdo de agua
oxigenada, e assim, resulte em uma maior contribuicdo dessa via metabdlica no

processo de degradacéo do etanol (JUNIOR et al., 1998).

Efeitos do Alcool nos Ovarios

O ovario € um pequeno 6rgao de morfologia ovoide, presente na cavidade
abdominal, localizado mais especificamente na regido pélvica da anatomia feminina.
Além de ser responsavel pela sintese de gametas femininos num processo
denominado de ovogénese, o ovario atua como uma glandula enddcrina temporaria a
partir da formacédo do corpo Iuteo, estrutura essa derivada pds-ovulacdo que atua na
producdo de progesterona, além de possuir organelas associadas a producdo de
horménios esteroides (ABRAHAMSOHN, 2016).

Normalmente, pesquisas realizadas para entender os efeitos do alcool na
reproducdo feminina estdo mais direcionadas a identificar maleficios do alcool na
puberdade e na gestacdo, mas ndo como afetam suas estruturas reprodutivas em si,
em especial o ovario. Entretanto, alguns poucos registros na literatura conseguiram
identificar anormalidades nas funcionalidades ovarianas humanas e de roedores
derivadas da ingestao de alcool, como ciclo menstrual irregular, auséncia de ovulacéo
e até mesmo infertilidade (EMANUELE; WEZEMAN; EMANUELE, 2002).

Diferentemente das gbnadas masculinas, as génadas femininas apresentam
uma quantidade limitada de células germinativas ao longo da sua vida sexual. Esse
fato faz com que sejam extremamente sensiveis a toxinas de impacto reprodutivo,
gerando efeitos negativos como um decréscimo na fecundidade, interrupcdo da
gravidez, entre outros danos (FAUT et al., 2009). Em um estudo realizado com ratas,
foi observado que o alcool ocasiona uma série de efeitos danosos na fisiologia e

morfologia dos ovarios, como uma reducdo do seu peso, denso estroma,
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anormalidades nos foliculos ovarianos em desenvolvimento, além da auséncia de
corpo lateo em alguns casos (VAN THIEL; GAVALER; LESTER, 1978).

A caréncia de corpos luteos acarreta uma reducdo nos niveis de progesterona
do organismo, hormonios de extrema importancia para a gravidez devido ao seu
papel na formacdo do endométrio (ROBERTS, 2017). Outro estudo realizado com
roedores demonstrou que o etanol promove alteracdes nas organelas das células da
granulosa, tais como dilatagbes anormais no reticulo endoplasmatico rugoso,
deslocamentos de ribossomos, além de mitocondrias disfuncionais (FAUT et al.,
2009) .

Em mulheres, existe uma relacéo direta entre a quantidade de alcool ingerida e
os problemas ocasionados por ela. Segundo Mendelson; Mello (1988), 60% mulheres
consumidoras abusivas de alcool e 50% daquelas que bebem de forma moderada
(ingerem mais de trés doses por dia) apresentaram problemas reprodutivos
significativos, como encurtamento da fase luteal, atraso na ovulacdo e até mesmo a
auséncia dela. Ademais, em casos de gravidez, o alcool aumenta os riscos de aborto
espontaneo devido seu impacto direito nos corpos luteos (FAUT et al., 2009).

Além disso, devido a sua metabolizacdo do alcool ocasionar a formacao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), tal estresse oxidativo promove a deterioracdo de
membrana plasmaticas, apoptose e a inibicdo da fertilizacdo (CHUFFA et al., 2011).
Ademais, ROS incita danos no DNA dos ovécitos, além de ocasionar danos na diviséo
celular, transportes metabdlicos e provocar alteracbes na funcionalidade de
mitocdndrias (TAMURA et al., 2012).

A quantidade de doses ingeridas também esté relacionada a efeitos adversos
na reserva ovariana, termo utilizado para se referir a quantidade de odcitos
armazenados por uma mulher (LI et al.,, 2013). O consumo de bebidas alcodlicas
moderado ou a longo prazo provoca a diminuicdo do volume do ovario , nimero de
foliculos antrais, aumenta o niveis séricos do horménio Foliculo Estimulantes (FSH) e
anormalidades menstruais, todos esses fatores possuem impacto direto na

quantidade odcitos disponiveis no ovario (LI et al., 2013).
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Apesar de ndo ser considerado um agente carcinogénico direto, o etanol
também pode influenciar o surgimento de neoplasias no ovario devido elevacao nos
niveis de hormonios estrogenos e andrégenos, esses possuindo um papel importante
na formacdo de canceres ovarianos (CHANG et al., 2007). Além disso, estudos
também mostraram que o acetaldeido, metabdlito primario de etanol, pode alterar o
metabolismo de folato ou metionina no organismo, mecanismo esse que ocasiona
instabilidade no DNA e em sua expressdo génica, pois induz um desequilibrio no
processo de metilagdo do DNA e no seu sistema de dano/reparo (SINGLETARY;
GAPSTUR, 2001).

Receptores Androgénicos e Estrogénicos nos Ovarios

Os horménios estrogenos sdo responsaveis pelo crescimento, diferenciacao e
funcionamento de tecidos que constituem diversos 6rgaos, como por exemplo, 0s que
compdem os testiculos e os ovarios, sendo estes também as principais fontes desses
horménios no organismo (KUIPER et al., 1997) . Estes hormdnios possuem a
capacidade de circular para dentro e fora de todas as células com extrema facilidade.
No entanto, sdo formados por um grupo especifico de proteinas ligante intracelular
que apresentam forte conexéo e afinidade, os receptores estrogénicos (ER).

Os receptores estrogénicos (ER) sdo membros da superfamilia de receptores
esterdides nucleares, junto com 60 tipos diferentes de receptores com tal
caracteristica (KLINGE, 2001). Nos mamiferos, eles sédo encontrados em duas formas
diferentes, Alfa (ERa) e Beta (ERB), ambos atuantes como transdutores de sinais e
fatores de transcricdo moduladora da expressédo de genes alvo (COUSE; KORACH,
1999). Devido ao fato de ter sido identificado primeiramente, ERa € considerado o
receptor estrogeno classico, enquanto o ERB foi estabelecido como um segundo
forma existente mais recentemente na literatura (DRUMMOUND; FINDLAY, 1999).

ERa e ERP apesar de serem isomoérficos, sdo expressos de formas e
quantidades diferentes de acordo nos diferentes 6rgao e tecidos. Em relacéo a ERa,
podemos encontrar de forma mais abundantes nas células do Utero e seios, enquanto
ERB é expresso em maior quantidade no sistema cardiovascular e no sistema

reprodutor masculino (TANG et al., 2019). Nos ovarios, os dois subtipos de receptores
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estrogénicos podem ser encontrados, ambos tendo impacto direto no processo
proliferativo e de diferenciacdo dos foliculos ovarianos. No entanto, é importante
mencionar que estudos mostram que existe uma predominancia de ERB nas células
da granulosa (BRITT; FINDLAY, 2002).

Em relacdo aos hormoénios androgénicos, apesar de ganharem apenas
destaque em estudos voltados para a reproducao e outras funcionalidades da saude
masculina, eles sdo importantes e necessarios de forma equivalente para
regularidade e a vitalidade feminina, além de também em quesitos patologicos. Os
receptores androgénicos (AR), estes pelos quais estes hormoénios se aderem, sdo
membros da superfamilia de receptores nucleares, assim como 0S estrogenos
(QUIGLEY et al., 1995).

A expressao de receptores androgénicos exerce um papel essencial nas acdes
mediadas por hormdnios androgénicos em todos os mamiferos em diversas
funcionalidades, no entanto, eles influenciam de forma crucial o desenvolvimento de
foliculos ovarianos, em quase todas suas fases (WALTERS, 2015). Ao longo dos
ovarios, AR sao expressos nos 00citos, células da granulosa e células da teca, mas,
além disso, eles sdo temporariamente regulados durante o desenvolvimento folicular
(ASTAPOVA; MINOR; HAMMES, 2019).

Melatonina e seu Potencial Terapéutico

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormonio pertencente a classe
das indolaminas e é sintetizada principalmente pela glandula pineal, estrutura
esférica, localizada na regido central do cérebro sobre o terceiro ventriculo cerebral
(GUERRERO; CARRILLO-VICO; LARDONE, 2007). E um composto organico, de
coloracdo amarelo claro, altamente lipossoltvel, com vida média variando entre 30 a
60 minutos, sendo transportada no plasma principalmente aderida a proteinas, em
especial, a alboumina (MAGANHIN et al., 2008).

Anos de pesquisa dedicada a esse horménio essencial revelam que sua
sintese ndo se limita a glandula pineal. Fontes extra pineais de producédo de
melatonina também foram identificadas, incluindo a retina, intestino, pele, plaquetas e

a medula 0ssea, onde embora outras regides possam contribuir para a producao, elas
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ndo apresentam grande significancia sistémica comparada as principais
(CLAUSTRAT; LESTON, 2015).

A sintese de melatonina é iniciada em resposta a sinais foto periddicos que
seguem o ciclo claro/escuro. Esses sinais séo transmitidos da retina por meio de um
oscilador enddgeno localizado no ndcleo supraquiasmatico do cérebro, conhecido
como um dos reldgios bioldégicos humanos. As projecfes que atingem esse nucleo
estabelecem uma relagdo entre o ambiente ciclico externo e o reldgio interno do
organismo (SOARES, 2019; PEVET, 2002). Durante o dia, esse processo se mostra
quiescente, com a sintese e secrecdo sendo inibida com a luz. No entanto, a noite

obtém o seu apice, motivo este pelo o qual a melatonina € chamada de

"demonstrag¢do quimica da escuriddo" (REITER, 1991).

A sua biossintese € derivada da serotonina, que por sua vez, apresenta o
aminoacido triptofano como seu precursor (MAGANHIN et al., 2008). Primeiramente,
a reacdo se inicia quando o triptofano € hidroxilado a 5-hidrotriptofano por meio da
enzima triptofano hidroxilase, esse descarboxilado pela enzima I-amino, que por fim
formara a serotonina (SOARES, 2019). A serotonina € acetilada pela enzima N-
acetiltransferase (NAT), sendo ela responsavel em converter a serotonina em N-
acetilserotonina, que em seguida é metilada através de outra enzima hidroxindol-O-
metil-transferase (HIOMT), tendo como produto final, a melatonina (MALHOTRA;

SAWHNEY; PANDHI, 2004; SOARES, 2019).

Uma vez sintetizada, a melatonina é liberada no sistema vascular, percorrendo
tecidos, fluidos e compartimentos celulares como o cérebro, foliculos pré ovulatérios,
sémen, liquido amnidtico e leite materno (GUERRERO; CARRILLO-VICO; LARDONE,
2007). Interferéncias na producdo enddgena de melatonina impactam de maneira
negativa a progresséao de fatores de riscos que promovem doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, hipertensao e cancer (TAN et al., 2015; CHITIMUS et al., 2020).

Apesar de a melatonina ter sido extensivamente estudada e detectada em no
reino animal, estudos mais recentes comprovaram sua presenca em diferentes
estruturas de plantas (frutos, sementes, folhas), além disso, ela também foi
identificada em outros filos como bactérias, protozoarios e fungos (HARDELAND;
PANDI-PERUMAL, 2005; CLAUSTRAT; LESTON, 2015). Posto que seres
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unicelulares ndo apresentem 6rgados e mecanismos de sinalizacdo tdo complexos, a
melatonina atua como um antioxidante para esses organismos, devido a sua atuacao
na prevencgao de radicais livres induzidos por ambientes estressores (REITER; TAN;
GALANO, 2014).

Os efeitos antioxidantes exercidos pela melatonina atuam por mecanismos
diretos e indiretos, sendo um incomparavel protetor endégeno contra radicais livres
altamente toxicos derivados do oxigénio e nitrogénio, onde seus principais
mecanismos de acdo sao a eliminacéo de radicais livres e a protecao de mitocondrias
contra estresses oxidativos (CHITIMUS et al., 2020). Em consequéncia da sua acao
antioxidante, a melatonina reduz a peroxidacédo de lipideos, preservando a fluidez das
membranas, além de proteger as proteinas da degradacdo oxidativa (MAYO et al.,
2017). A melatonina consegue se distinguir de outros oxidantes classicos devido a
sua reacdo em cascata, onde a mesma e seus metabdlitos secundarios e terciarios
conseguem eliminar numerosos derivados toxicos do oxigénio, com a capacidade de
até 10 espécies reativas de oxigénio (ROS), diferente de antioxidantes classicos como
as vitaminas C, E, o NADH e a glutationa que eliminam um ou menos ROS (TAN et
al., 2015).

Devido ao seu potencial antioxidante, a melatonina apresenta uma série de
beneficios cruciais para a homeostase do organismo. Essa indolamina desempenha
um papel protetor notavel no trato gastrointestinal, onde demonstra a capacidade de
prevenir ulceracdes. Ela alcanca esse efeito ao reduzir a secrecdo do acido
hidrocloridrico e neutralizar as agfes oxidativas dos acidos biliares no epitélio
intestinal. Esse processo € facilitado pelo aumento da producdo de bicarbonato na
regiao correspondente (TORDJMAN et al., 2017). Para além de sua acao protetora no
trato gastrointestinal, a melatonina também exerce um papel importante na diminuicao
de fatores de riscos associados a doencgas cardiovasculares, como hipertenséo,
isquemia, hipertrofia cardiaca, que em alguns casos pode levar a faléncia cardiaca,
além disso, estudos a categorizam como uma potente inibidora de drogas de alta
toxicidade para o coracdo, sendo ela uma grande aliada deste 6rgdo (YANG et al.,
2013).
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Além de suas influéncias jA& mencionadas, a melatonina emerge como uma
parceira no tratamento de doencas metabdlicas, incluindo a obesidade, dislipidemia,
hipertenséo e pré-diabetes, desempenhando um papel significativo neste cenario por
meio de suas propriedades imunomoduladoras, antioxidantes e anti-inflamatorias
(CHITIMUS et al., 2020). A melatonina atua como agente pro-apoptotico em uma
variedade de tipos de cancer, tais como neuroblastoma, hepatocarcinoma, glioma e
linfoma. Esse composto exibe concentra¢cdes substanciais em células neoplésicas, o
que contribui para a inibicdo da proliferacdo e/ou inducdo da diferenciacéo,

particularmente em células neurais (BIZZARRI et al., 2013).

Efeitos da Melatonina nos Ovéarios

Por muito tempo, as acdes benéficas da melatonina se mostravam voltadas
apenas para o sistema nervoso central. No entanto, hoje sabe-se que a melatonina
apresenta um papel de extrema importancia no ciclo reprodutivo dos mamiferos, uma
vez que a atua como uma mediadora na percepcado das condicbes ambientais,
sinalizando se estdo propicias ou ndo para a copula e o0 nascimento das crias
(ROCHA et al., 2011).

Estudos focados na acdo da melatonina na reproducdo tém observado sua
influéncia no eixo hipotalamo hipdéfise. A melatonina possui a capacidade de regular a
secrecdo do hormodnio liberador de gonadotrofinas (GNRH) de neurénios
hipotalamicos, sendo este responsavel por induzir a secre¢do do Horménio
Luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH) (DUBOCOVICH et al., 2003). Além
disso, a melatonina regula a maturacdo sexual, estro sazonal, comportamento
reprodutivo, homeostase redox, e também promove a prote¢do dos gametas (ZHANG
et al., 2017).

Com a identificacdo de sitios de ligacdo e a caracterizacdo de receptores de
melatonina nos ovarios de ratas (MT1 e MT2), além da observacéo sua capacidade
de ligacdo ser alterada conforme os ciclos reprodutivos, o interesse pelo uso da
melatonina na reprodugcdo feminina tem apresentado um substancial aumento
(MAGANHIN et al.,, 2008; OTSUKA, 2018). Estudos também demonstraram a

presenca de concentracdes elevadas de melatonina em foliculos pré-ovulatorios
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humanos, além da caracterizacdo de seus receptores nas células da granulosa,
trazendo evidéncias a respeito da influéncia melatonina das funcionalidades ovarianas
tanto de seres humanos como ratas (NILES et al., 1999; ZHANG et al., 2017).

Dados obtidos mais recentemente informam que a melatonina atua sim de
forma direta na fisiologia do ovario, se mostrando presente esteroidogénese,
producdo de progesterona, maturacdo od0citos, ovulacdo, além de também estar
relacionada com a modulagdo do ciclo reprodutivo, desenvolvimento folicular e
implantacdo embrionaria (MAGANHIN et al., 2008; TAKAHASHI; OGIWARA, 2021; AL
SHAHAT et al.,, 2022). Na maturacdo de oolcitos, a melatonina atua em vias de
sinalizacao celular que afetam positivamente este processo, além de ativar enzimas
antioxidativas, promover a expansdo de células cumulus, fatores de maturacdo do

od6cito, metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas (YONG et al., 2021).

Devido a sua natureza lipofilica, a melatonina apresenta facilidade em penetrar
em qualguer membrana celular e tecidos, mas uma vez que entra no sistema, a
melatonina se concentra particularmente nos ovarios (YONG et al.,, 2021). Em
humanos, as concentra¢cdes de melatonina nos fluidos ovarianos apresentam maiores
concentracbes do que no que encontramos no sangue, sendo estas intensificadas

pelo crescimento folicular e durante a ovulacdo (OTSUKA, 2018).

Ndo somente de forma enddgena a melatonina se mostra aliada nos
mamiferos. A eficacia do uso da melatonina exdégena na modificacdo em
particularidades de estruturas reprodutivas vem sendo amplamente observada em
diversas espécies, isso variando conforme a idade do animal e tempo de
administragao da melatonina em relacéo aos ciclos claro/escuro ou fase do ciclo estral
(SRINIVASAN et al., 2009)

De acordo com alguns estudos onde animais foram submetidos a
pinealectomia, a auséncia de melatonina provocou um decréscimo na ovulacdo em
conjunto com diversas modificagdes histolégicas, como uma redu¢do nos nimeros de
corpos lateos, aumento das células da teca e das camadas de células intersticiais,
além dos ovarios apresentaram formacdo de microcistos (CIPOLLA-NETO et al.,
2022). No entanto, de forma contraria a esse efeito, a administracdo de melatonina
em animais pinealectomizados demonstrou uma atenuacdo na proliferacdo de
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estruturas ovarianas, como as células da teca, além de intensificar a producdo de

corpos luteos e progesterona (ROMEU et al., 2010).

Sendo a ovulacdo um fendmeno reprodutivo que se assemelha a um processo
inflamatdrio, gerando ROS naturalmente com a ruptura folicular, o aumento na
formacdo desses radicais livres impacta negativamente a maturacdo de odcitos, a
fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario, além de causar atresia folicular e reduzir
a quantidade de odcitos (TAMURA et al., 2020). A melatonina presente nos foliculos
pré ovulatérios com seu potencial antioxidante, consegue reduzir tais danos,

promovendo a protecdo dos odcitos e células da granulosa (TAMURA et al., 2020).

De acordo com um estudo realizado por Zonta e colaboradores (2017), &
melatonina reduz a massa e volume de céanceres presentes no ovario, através de sua
acao apoptotica e antiproliferativa no desenvolvimento dessas neoplasias. Em adicéo,
0 uso terapéutico da melatonina em longo prazo reduz fatores de crescimento
angiogénicos como o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), em
carcinomas ovarianos, devido a sua acdo redutora na densidade de microvasos,

provando ser um aliado na inibicdo da neovascularizacdo em tecidos ovarianos.

Devido a todas as evidéncias de que o uso terapéutico da melatonina € de fato
promissor na reproducdo feminina, esta indolamina é utilizada na reproducdo humana
assistida. A administragcdo de melatonina em mulheres com problemas de fertilidade
causa 0 aumento das concentracdes foliculares deste hormdnio, reduzindo assim o
estresse oxidativo, além de promover odcitos de melhor qualidade e quantidade de
oocitos maduros, de forma que melhore a taxa de fertilizagdo e maiores chances de
gravidez (TAMURA et al., 2020).
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INTRODUCAO

O consumo de bebidas alcodlicas é uma pratica existente desde os primérdios
da sociedade, e com isso, ao longo da sua existéncia carrega consigo impacto
econdmico, social, religioso, mas principalmente, tem seu grande triunfo quando se
trata da saude humana e seus efeitos colaterais. Sendo marcado como o melhor e
mais conhecido meio de atingir estados alterados de consciéncia (MARSHALL, 1979),
ndo h& duvidas que a ingestdo exacerbada de alcool possa ocasionar dependéncia
quimica, além de doencas fisicas como pancreatite cronica e canceres (HENDRIKS,
2020). No entanto, pouco é discutido sobre os efeitos do alcool na reproducéo,

especialmente a feminina.

Conforme os papéis de género foram se tornando menos restritivos, as
mulheres foram se inserindo cada vez mais em novos espagos, como 0 mercado de
trabalho, e com isso, 0 acesso ao alcool acompanhou esta mudanca social. A taxa de
consumo de bebidas alcéolicas entre mulheres ainda € menor do que a dos homens,
mas essa distancia é um tanto estreita. Na ultima década, o alcoolismo entre o publico
feminino teve um aumento de 84%, enquanto o masculino atingiu 35% (GRANT et al.,
2017). Este aumento progressivo € um tanto preocupante jA que biologicamente, o

sexo feminino é mais vulneravel aos efeitos deletérios do alcool (SACCO et al., 2009).

O organismo feminino apresenta diferentes reagbes ao consumo de alcool
devido a algumas caracteristicas fisiologicas divergentes. As mulheres possuem um
menor volume de &gua distribuida pelo corpo, maior concentracdo de gordura
corporal, além disso, uma reduzida quantidade de enzimas responsaveis pela
metabolizacdo do &lcool (SIMAO et al., 2002). Essa caracteristica Gnica faz com que
atinjam niveis maiores de alcool no sangue que um homem, mesmo que consumam a
mesma quantidade de bebidas alcoolicas (GABRIEL et al., 1998). Fatos como esse
demonstram que as mulheres apresentam maior susceptibilidade de desenvolver
problemas de salde relacionados ao alcoolismo, incluindo nisto transtornos

reprodutivos.

Apesar ainda existir muitas incognitas acerca de quanto o alcool pode afetar a
reproducado feminina, o consumo moderado e exacerbado de bebidas alcoolicas ja se
mostra correlacionado com diversos transtornos reprodutivos, acarretando desde
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anormalidades no ciclo menstrual como amenorreia, anovulacdo e insuficiéncia da
fase lutea, até condicbes como hiperprolactinemia e principalmente, doencas
ovarianas (HUGUES et al., 1980). Sendo o ovério o 6rgdo responsavel pela producéo
de gametas femininos, ele também atua de forma assidua na sintese e controle dos

horménios sexuais andrégenos e estrogenos.

Para que atuem de forma eficiente, os ovarios possuem receptores dos
hormdnios androgenos e estrégenos na sua morfologia, sendo estes de extrema
importancia para as funcionalidades ovarianas. Os receptores estrogénicos (ER) séo
fundamentais para a manutencdo da diferenciacdo das células da granulosa,
crescimento e desenvolvimento de ovécitos e foliculos ovarianos e a decorréncia da
ovulacdo (TANG et al., 2019). J& os receptores androgénicos (AR), apesar de serem
normalmente correlacionados com a sexualidade masculina, ha evidéncia clinicas que
mulheres submetidas altos niveis de horménios androgénicos podem desenvolver

algumas patologias como Sindrome do Ovario Policistico (WALTERS, 2015).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), hormonio conhecido principalmente
por sua atuacao no ciclo sono vigilia dos seres vivos, vem despertando interesse
nestes Ultimos anos em relacdo a sua acdo no sistema genital feminino, devido a
identificacdo de sitios de ligacao e receptores de melatonina no ovario de ratas, além
da correlagdo de niveis séricos deste horménio com disturbio de ovulacdo em
mulheres (MAGANHIN et al., 2008). Levando em consideracédo os efeitos negativos
do alcool na reproducédo feminina, a melatonina se torna um potencial terapéutico
para anormalidades causadas pelo alcool. No entanto, estudos como esse precisam

ser realizados para a obtencéo de Novos resultados.
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438 OBJETIVOS
439 Geral:

440 Avaliar se a melatonina administrada durante a gestacdo pode prevenir 0s

441  efeitos deletérios produzidos pelo alcool no ovario

442 Especificos:

443 e Analisar o peso e o indice organossomatico do ovario;

444 e Analisar histologicamente o ovario;

445 e Avaliar a expresséo dos receptores androgénicos e estrogénicos;
446 e Avaliar morfometricamente o ovario;

447 e Avaliar histoquimicamente o ovario.

448

449  MATERIAL E METODOS

450 Foram utilizadas 15 ratas albinas (Rattus novergicus albinus), pesando
451 aproximadamente entre 200 + 30g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do
452 Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da UFRPE com aprovacdo da
453 Comissdo de Etica Institucional (CEUA) sob n° 5329121120. Os animais foram
454 mantidos em gaiolas com alimentacdo e &gua ad libitum, permanecendo em
455  condicdes padrdes de 22 + 1°C com periodo de luz entre 06:00 — 18:00 h, divididos

456  em trés grupos da seguinte maneira:

457

458 e Controle - Ratas que nao receberam alcool durante a gestacao;

459 e Alcool - Ratas submetidas ao consumo de alcool durante a gestagao;

460 e Alcool + mel - Ratas submetidas ao consumo de &lcool e tratadas
461 simultaneamente com melatonina durante a gestacgéao.

462

463  Acasalamento dos Animais:

464 As fémeas dos experimentos foram colocadas para acasalar na propor¢ao de

465 um macho para cada trés fémeas, sempre no inicio da noite (18:00h). No dia
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seguinte, foram realizados exames colpocitoldgicos, método onde hastes de algodao
umedecidas em soro fisiolégico sédo introduzidas no canal vaginal do animal com
movimentos rotatérios. Com isso, 0 material coletado é transferido para laminas
histolégicas, onde sdo submetidos ao método de coloragdo de Shorr-Harris, sempre
no periodo da manha (06:00h), para a confirmacdo do acasalamento, tomando se
com parametro a presenca de espermatozoides. Se confirmado, este é considerado o

primeiro dia de prenhez.

Inducéo do alcoolismo:

Foi administrado, por gavagem intragastrica, a dosagem de 3 g/Kg de alcool
etilico em ratas durante a prenhez (VARLINSKAYA et al., 2001; ARAUJO-FILHO et
al., 2007; SCHEIDT et al., 2015; MARCO et al., 2017).

Tratamento melatonina:

A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) foi administrada em injecdes diarias de 0,8 mg/Kg, por toda a gestacao. Para
tanto, a melatonina foi dissolvida em 0,2 mL de etanol e diluida em 0,8mL NaCl a
0,9%. As injecdes foram aplicadas via intraperitoneal, sempre no periodo das 18:00h
as 19:00h. (PAGET; BARNE, 1994; MOUSTAFA et al.,, 1999; ABD-ALLAH et al.,
2003).

Histopatologia e Histoquimica:

Apos 20 dias de tratamento, as fémeas foram eutanasiadas com hidrocloridato
de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) associados a tiopental (100mg/kg) por
via intramuscular, para remocdo dos ovarios, que foram pesados e em seguida,
fixados em formol tamponado a 10% durante 48 horas . Apos a fixacdo, o material foi
desidratado em alcool etilico, diafanizado pelo xilol e impregnado em parafina para
sua inclusédo e posterior cortes no micrétomo ajustado em 5 pum por corte. Os cortes

foram colocados em laminas histologicas e foram submetidos a técnica de coloracao
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pela Hematoxilina Eosina (H.E.) para analise de rotina histopatolégica, e para

histoquimica foi utilizado Tricdbmico de Mallory para a quantificacdo de colageno.

Célculo do indice Organossomatico:

Foi utilizado para observacdo do aumento dos ovarios como um indicativo da
acdo do alcool. Para tanto foi calculado a razdo entre os pesos dos Orgaos e peso
corpéreo de cada animal para a obtencdo de seus respectivos indices

organossomaticos como na figura abaixo:

PO
[0=—Xx100
PC

Onde: 10: indice Organossomatico/ PO: Peso do 6rgéo/ PC: peso corporal.

Analise Morfométrica:

Para determinar a percentagem da area ovariana ocupada pelos foliculos, as
laminas foram observadas em uma ocular de 10x, contendo no interior um reticulo de
WEIBEL com 25 pontos. Foram utilizadas cinco laminas nas quais foram contados os
pontos que incidiram sobre os foliculos, com uma objetiva de 10x. Foram
determinados quatro campos no ovario, sendo contados 100 pontos por animal,

totalizando 500 pontos por grupo.

Imunohistoquimica receptor de andrégeno e estrégeno:

Foram utilizados os anticorpos ERB (B-3) SC-373853 e AR (441) SC-7305,
ambos da Santa Cruz Biotechnology, na proporc¢éo de diluicdo de 1: 100 em PBS 5%.
As laminas foram desparafinizadas e reidratas em xilol e alcoois, respectivamente. A
recuperacédo do antigeno foi realizada através da solugcéo tampéao de citrato (pH 6) em
alta temperatura no micro-ondas por 5 minutos. A peroxidase enddgena foi inibida
pela solugcdo de perdxido de hidrogénio (3%) em metanol. A reagcdo inespecifica
antigeno-anticorpo sera bloqueada pela albumina de soro bovino a 5% (BSA) por 1
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hora. Posteriormente, os cortes foram incubados com anticorpos em camara umida a
temperatura ambiente por 1h. Em seguida, foram tratados com Histofine (Cod.
414191F, N- Nicherei Biosciences, Téquio, Japdo) por 30 min. A reacdo antigeno-
anticorpo nos cortes foi observada através da aplicagdo do cromogeno 3,3’-
diaminobenzidina por 4 min e contra-corado com hematoxilina. As imagens foram
capturadas por uma camera de video Sony acoplada ao microscopio OLYMPUS BX-
50. A contagem das células marcadas foi realizada usando um reticulo WEIBEL de
25 pontos, seguido por uma ocular de 10x. Foram utilizadas trés laminas por grupo,
onde foram analisados quatro campos nos ovarios com uma objetiva de 10x. Em cada
campo, 300 células dos foliculos ovarianos foram contadas e transformadas em

porcentagem de células marcadas (Weibel 1963).
Andlise estatistica:

Para a analise estatistica do peso dos ovarios, indice organossomatico,
morfometria, histoquimica, e dos receptores de andrégenos e estrégenos foi utilizado

o método ndo paramétrico de Kruskal-Wallis em post-hoc de Dum (p<0,05).

30



540

541
542
543
544
545
546

547
548
549
550
551
552
553
554

555
556
557
558
559
560

561
562
563
564

565
566

RESULTADOS

A analise histopatolégica dos ovarios das fémeas dos grupos controle e Alcool +
Mel apresentaram foliculos em desenvolvimento, além de varios corpos luteos
indicando que as ratas estavam ciclando normalmente. Porém, nos ovarios de ratas
prenhes submetidos ao consumo crénico de 4&alcool por toda sua gestacao,
evidenciando-se a presenca de foliculos em forma de cistos, fato que sugere a quebra

da ciclicidade estral e retencéo folicular destes animais (Figura 1A-C).

A analise histoquimica para as fibras colagenas nos ovarios mostrou que estas
estavam e distribuidas no estroma ovariano, tanto na regiao cortical, como na regido
medular, nas fémeas dos grupos controle e alcool. Estas caracteristicas foram
também observadas nos ovarios das fémeas do grupo alcool + mel, porém com
menor intensidade. A andlise quantitativa do colageno revelou aumento significativo
nos ovarios do grupo alcool em relagdo aos demais grupos. Os ovarios das fémeas
do grupo alcool + mel apresentaram o menor teor de colageno, diferindo do controle,

gue apresentou niveis intermediarios (Figura 2).

Houve reducdo do indice organossomético nos ovarios das fémeas que
receberam alcool em relacdo aos grupos controle e alcool + mel (Figura 3). A andlise
imunohistoquimica revelou marcacao positiva para os receptores de estrégeno e
andrégenos, entretanto, a andlise quantitativa desses receptores mostrou reducéo
significativa, para ambos receptores, nas ratas que receberam alcool em relacdo aos

demais grupos (Figuras 4 e 5).

Apos analise morfométrica observou-se no grupo alcool que o0s ovarios
apresentaram menor numero de foliculos primarios, terciarios e corpos lateos. Por
outro lado houve aumento no nimero de foliculos secundarios e foliculos atrésicos
(Tabela 1).
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Figura 1: Fotomicrografia dos ovarios das fémeas dos grupos experimentais. A —
controle; B — &lcool e C — alcool + mel. Verificar em A e C corpos lateos (Cl), alguns
foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento (setas curtas). Notar em B
foliculos em forma de cistos (setas longas). Coloracao H.E.
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Figura 2: Histoquimica para o coldgeno nos ovarios das fémeas dos grupos
experimentais. A — controle; B — alcool e C — alcool + mel. Observar marcacdao mais
intensa em A e B, e menos intensa em C. Em D quantificagdo do colageno. Notar
aumento significativo no grupo alcool e reducdo no grupo alcool + mel. Coloragéo
Tricrdbmico de Mallory. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis em post-hoc de Dum
(p<0,05).
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Figura 3: indice organossomatico dos ovarios das fémeas dos grupos experimentais.
Verificar reducao significativa no grupo alcool. Médias seguidas pela mesma letra nao
diferem significativamente pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis em post-hoc
de Dum (p<0,05).
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Figura 4: Imunohistoquimica para receptor de andrégeno. A — controle; B — &lcool e C
— alcool + mel. Observar marcagdo mais intensa em B. Notar que A e C apresentam
marcacdes semelhantes. Em D quantificagdo das células andrégeno positivas. Notar
reducdo significativa no grupo alcool. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis em post-hoc de Dum
(p<0,05).
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Figura 5: Imunohistoquimica para receptor de estrogeno. A — controle; B — alcool e C
— alcool + mel. Observar marcacdo mais intensa em B, enquanto A e C apresentam
marcacdes semelhantes. Em D quantificacdo das células estrégeno positivas. Notar
reducdo significativa no grupo alcool. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis em post-hoc de Dum
(p<0,05).
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Tabela 1. Medias

experimentais.

dos dados morfométricos dos ovarios das ratas dos grupos

% Controle Alcool Alcool + Mel P
Foliculo primario 9,65+ 1,21a 5,87+1,73b 8,22 +1,01a 0,0112
Foliculo secundério 13,65 £ 0,95b 38,54 +1,34a 12,85 £ 0,64b 0,0002
Foliculo terciario 40,11 + 3,20a 33,66 + 1,50b 38,80 + 1,46a 0,0342
Corpo lateo 35,00 + 2,09a 13,96 + 1,61b 38,08 * 3,40a 0,0265
Foliculo atrésico 1,59 + 0,35b 7,97 + 0,55a 1,73+1,23b 0,0109

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas nao diferem significativamente pelo teste

nao paramétrico de Kruskal-Wallis em post-hoc de Dum (p<0,05)..
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DISCUSSAO

Devido os complexos feedbacks hormonais que regulam os ciclos menstruais,
alinhada com a rapida metabolizagdo do &lcool no organismo, entender como a
substancia impacta a reproducao feminina, em especial a morfologia e fisiologia dos
ovarios se torna um grande desafio, carecendo assim de estudos detalhados e
abregentes acerca desta problematica (SCHLIEP et al., 2015). No entanto, o
alcoolismo j& foi correlacionado com alguns desequilibrios nas funcionalidades
reprodutivas femininas como problemas de fertilidade, anormalidades no ciclo
menstrual e mudancas nas caracteristicas sexuais secundarias (VAN THIEL;
GAVALER; LESTER, 1978).

No estudo em questdo, foram observadas no grupo Alcool, alteracbes na
morfologia e desenvolvimento de foliculos, como a formagéo de cistos, resultados
estes n&o formulados nos Controle e Alcool + mel, pois demonstram normalidade no
desenvolvimento folicular e ciclicidade dos animais. De acordo com Kukura et al
(2010), lesbes ovarianas cisticas representam falhas no fluido folicular de forma que
ocasiona o desenvolvimento incompleto dos foliculos. Visto que o etanol suprime o
Eixo-Hipotalamo-Hipdéfise-Gonodal, as concentracbes de LH e FSH sofrem um
decréscimo em conjunto com a producdo de estradiol e progesterona, de tal forma
que a maturacao de foliculos e a ovulacdo sejam comprometidas, acarretando assim
quebra dos ciclos reprodutivos (ALFONSO; DURAN; MARCO, 1992; EMANUELE et
al., 2005).

Por sua vez, a melatonina associada ao éalcool (Alcool+Mel), foi capaz de
prevenir as possiveis alteracdes ocasionadas pelos efeitos danosos do alcool,
mantendo a maturacao de foliculos semelhantes a do grupo controle, proporcionando
o desenvolvimento ideal para os foliculos ovarianos e assim, a normalidade nos ciclos
das ratas. Resultado semelhante foi observado em estudo realizado por Tamura et al.
(2020), onde animais tratados com melatonina apresentaram um numero significativo
de foliculos ovarianos remanescentes em diferentes estagios de desenvolvimento,
além de uma grande quantidade de odcitos ovulados, sendo maior que no grupo

controle.
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Na andlise histoquimica para fibras colagenas, foi detectada no grupo Alcool
uma maior expresséo de colageno quando comparadas aos grupos Controle e Alcool
+ Mel. Sendo o coladgeno uma das moléculas que compdem a matriz extracelular
responsavel por manter a integridade dos tecidos, o0 excesso em sua producao indica
que temos um possivel desequilibro no processo de remodelacdo de tecidos
lesionados, gerando desconfiguracdes na arquitetura do tecido e 0 comprometimento
do funcionamento do 6rgéo, caracteristicas de um quadro de fibrose (BRILEY et al.,
2016). Considerando que no ovério j4 foram detectados metabolitos de etanol
responsaveis por ocasionar quadros de estresse oxidativo como o acetiladeido, ele se
torna suscetivel a danos que causem modificacfes direta na sua ultraestrutura, além
de, consequentemente, reduzir a quantidade de ovdcitos funcionais e a sintese de
horménios responsaveis pelo desenvolvimento de células reprodutivas (FAUT et al.,
2009). Por outro lado, a melatonina associada ao alcool pode ter agido contra o
estresse oxidativo evitando o estabelecimento de uma fibrose ovariana (Zhang et al.,
2019).

O indice organossomético, andlise crucial para o entendimento de como um
orgdo estd respondendo a mudancas ambientais, demostrou uma reducéo
significativa no peso do ovério de ratas submetidas ao consumo de alcool em relagéo
ao peso seu corporal. Assim como demostrou o estudo realizado por Moritiwon et al
(2021), onde as ratas albinas submetidas ao consumo bebidas alcoolicas tradicionais
S apresentaram uma drastica diminuicdo no peso dos ovarios, em conjunto com o
Utero. Devido a sua capacidade de reduzir as concentracdes de estradiol circulantes
por meio da producao e ativagdo de Oxidos nitricos, o alcool ocasiona um decréscimo
no volume de ¢6rgdos alvo da acdo de hormdnios estrogénicos, desencadeando
apoptose (VAN THIEL; GAVALER; LESTER, 1978; LI et al., 2013). Sabe-se que a
melatonina possui propriedades antiapoptéticas, o que pode ter prevenido os efeitos
do alcool. De fato, de acordo com Liu et al. (2022), este hormonio foi capaz de
prevenir a reducédo do peso do ovario e danos em sua morfologia, através da inibicao
de apoptose nas células da granulosa, além da inibicdo das vias de autofagia celular
(PISK/AKT/mTOR) nestes 6rgaos.
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As andlises morfométricas realizadas no presente estudo indicaram no grupo
alcool uma reducdo no numero de foliculos primarios e corpos luteos. Tais resultados
sdo consequéncias da intervencdo negativa do &lcool no desenvolvimento de
foliculos, pois devido a sua capacidade gerar ROS no fluido folicular, 0 mesmo acaba
induzindo a apoptose das células da granulosa por meio de danos na membrana
celular e mitocobndria, ocasionando a fragmentacdo de DNA, sendo esses
mecanismos responsaveis por ocasionar a perda de foliculos e causar
desregularidades na foliculogénese (MUSANEJAD et al., 2021). A diminuicdo na
formacdo de corpos lateos é uma indicacdo de que os foliculos ndo estéao
amadurecendo como deveriam, indicando uma reducéo na ovulacdo (KRUEGER; BO;
RUDEEN, 1983). Por outro lado, o grupo recebeu alcool e melatonina apresentou a
maior quantidade de corpos liteos e uma quantidade menor de foliculos atrésicos que
0 grupo alcool. Isso pode ser explicado pelo falta da melatonina exdgena contribuir
para o seu aumento no fluido folicular desempenhando um papel relevante na
prevencdo da atresia folicular, através da reducdo da apoptose, capacitando os
foliculos a amadurecerem completamente e promover a ovulagdo (GUO et al., 2021).

Uma possivel explicacdo para a reducdo observada na expressao de receptores
androgénicos e estrogénicos pode estar relacionada a complexa interacdo entre o
alcool e o sistema enddcrino, uma vez que estudos prévios sugerem que a substancia
€ responsavel por desregular o sistema endocrino além de interferir na sensibilidade
hormonal dos tecidos alvo (RONIS et al., 2007). Além disso, a ativacao de vias de
sinalizacao celular como a via de fator nuclear kappa B (NF-Kb), pode ser afetada
pelo consumo de alcool, este que por sua vez influencia expressdo de receptores
estrogénicos, induzindo sua repressao, muito comum em quadros patolégicos como
cancer de mama, neoplasia fortemente associada com a expressdo destes
receptores, além de ser uma via mediadora na resisténcia das células do ovario a
estresses oxidativados (FRASOR et al., 2015; HARRIGTON; ANNUNZIATA, 2019;).

Entretanto, de forma contraria a esses efeitos, o grupo Alcool+Mel apresentou
uma quantificacdo de receptores estrogénicos semelhante ao grupo controle,
mostrando que a melatonina apresentou um papel protetor sobre estes receptores.

Uma explicacdo para esse resultado, é que a melatonina regula negativamente a via

40



766
767
768
769
770
771

772
773
774
775
776
777
778
779

780

781
782
783
784

785

786

787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797

fator nuclear kappa (NF-kb), uma vez que esta via inflamatéria é responsavel por
suprimir receptores estrogénicos em situacdes estressoras (SHI et al., 2012). Além de
tudo, com a presenca de receptores de melatonina em células da granulosa, ela
regula o desenvolvimento de foliculos diminuindo espécies reativas de oxigénio, o que
consequentemente contribui para a producdo de hormoénios esteroides de forma
positiva (MINGUINI et al., 2019).

Estudos demonstram que um equilibrio entre acbes androgénicas através dos
seus receptores (AR), € crucial para a manutencdo da taxa de ovulacdo e o
desenvolvimento folicular em niveis fisiolégicos, uma vez que atua no aumento FSH,
este responsavel por estimular P450 aromatase, enzima chave na biossintese de 17f3-
estradiol a partir de hormoénios androgénicos (PRIZANT; GLEICHER; SEN, 2014;
SANTAMARIA et al., 2016). Segundo Ware (1982) e Chuffa et al. (2011) a melatonina
exdgena regula a expressdo dos receptores androgénicos indicando que para

ovulacéo é necessario um ambiente androgénico adequado.

CONCLUSAO

Assim, os resultados deste estudo demonstram que a melatonina desempenha
um papel protetor na histofisiologia ovariana contra os efeitos prejudiciais do consumo
de etanol, principalmente sobre os impactos negativos na expressao dos receptores

androgénicos e estrogénicos.
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