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RESUMO

O diabetes mellitus gestacional (DMG) €& uma alteracdo metabolica
representada pela intolerancia a glicose em graus variaveis e isso esta
associado ao aumento de complicagdes para a mae e para o feto durante a
gestacdo, devido ao aumento do estresse oxidativo, desencadeando paradas
nos ciclos celulares, suprimindo a foliculogénese ovariana. Tem-se estudado
nos ultimos anos a relagdo entre diabetes, metabolismo da glicose e
melatonina, cuja agao antioxidante ja foi demonstrada tanto in vivo como in
vitro. Assim, analisamos o efeito da melatonina sobre a histofisiologia dos
ovarios de ratas induzidas ao diabetes gestacional. Foram utilizadas 15 ratas
albinas (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar, com 90 dias de idade,
virgens, pesando aproximadamente 250 * 20g. Apds acasalamento as fémeas
foram divididas em trés grupos. GC - ratas prenhes nao diabéticas; GD - ratas
prenhes diabéticas, GDM - ratas prenhes diabéticas e tratadas
simultaneamente com melatonina. O diabetes foi induzido com inje¢cao de dose
unica de 60 mg/kg de estreptozotocina. A melatonina foi administrada em
injecbes diarias de 0,8 mg/Kg, por toda a gestacao. A eutanasia foi realizada no
202 dia de gestacdo. As fémeas do grupo GD apresentaram ovarios com
predominancia de foliculos secundarios, congestao vascular na regido medular,
aumento do colageno, reducédo dos foliculos primarios, terciarios e corpos
luteos, além de reducdo dos niveis de estradiol e progesterona. O tratamento
com melatonina preveniu essas alteracoes. Desta maneira, o presente estudo
demonstrou uma acao benéfica da melatonina contra alteragées e danos no

ovario causados pelo diabetes mellitus gestacional.

Palavras — chave: Ratas, reproducao, diabetes, morfologia, morfometria,

hormonio.
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ABSTRACT

Gestational diabetes mellitus (GDM) is a metabolic disease represented

as glucose intolerance of variable degree and its related with the
increase of complications to the mother and to the fetus during the pregnancy
due to the increase of oxidative stress oxidative stress, causing pauses in
cell cycles, suppressing  ovarian folliculogenesis. In the past years, the
relation between diabetes, glucose metabolism and melatonin has been
studied: melatonin, which is a hormone secreted by the pineal gland, has an
antioxidant action that has already been proven in vivo and in vitro. In this
experiment, an analysis of the effect of melatonin on the histophysiology of the
ovaries of rats induced to gestational diabetes was performed Fifteen Wistar
rats (Rattus norvegicus albinus) with ninety days old, virgin, weighing
approximately 250 + 20g were used in the present study. After mating, the
females were divided into three groups. GC - non-diabetic pregnant rats; GD -
diabetic pregnant rats; GDM - diabetic pregnant rats treated simultaneously
with melatonin. Diabetes was inducted with an single dose injection of
streptozotocin (60mg/kg). Melatonin was administered in daily injections of
0,8mg/kg, during all pregnancy. Euthanasia was performed on the 20th day of
pregnancy. The females on the GD group presented a predominance of
secondary (antral) follicles, vascular congestion in the medullary region,
collagen increase, reduction of corpus luteum, primary and tertiary follicles, in
addition to reduced levels of estradiol and progesterone. The treatment with
melatonin avoided these damages. Thus, the present study concluded a
positive action of melatonin against changes and damage to the ovary caused

by gestational diabetes mellitus.

Keywords: rats, reproduction, diabetes, morphology, morphometry, hormone.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus é uma doenca que causa niveis elevados de agucar
no sangue, exigindo cuidados médicos constantes com alto custo no
tratamento levando a complicagées graves (CITIL; OZTURK; GUNAY, 2010).
Atualmente destaca-se como uma importante causa de morbidade e
mortalidade. Estimativas globais indicam que 382 milhdes de pessoas vivem
com DM (8,3%), e esse numero podera chegar a 592 milhdes em 2035
(GUARIGUATA, et al., 2014). Acredita-se, ainda, que aproximadamente 50%
dos diabéticos desconhecem que tém a doenca (BEAGLEY et al., 2014). Em
2015, aproximadamente 5,0 milhdes de mortes foram atribuidas ao diabetes,
embora no mesmo ano, mais de 12% da saude global despesas foram
dedicadas ao enfrentamento da doengca e suas complicagbes
(PAPATHEODOROU, 2018). O envelhecimento da populagcédo, a crescente
prevaléncia da obesidade e do sedentarismo, e 0s processos de urbanizagao
sdo considerados o0s principais fatores responsaveis pelo aumento da
incidéncia e prevaléncia do DM em todo o mundo (MOURA, 2012).

A hiperglicemia se manifesta por sintomas como poliuria, polidipsia,
perda de peso, polifagia e visdo turva ou por complicagdes agudas que podem
levar a risco de vida: a cetoacidose diabética e a sindrome hiperosmolar
hiperglicémica nao cetética. A hiperglicemia crbénica esta associada a dano,
disfuncdo e faléncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos,
coracao e vasos sanguineos. Estudos de intervencao demonstraram que a
obtencdo do melhor controle glicémico possivel retardou o aparecimento de
complicagdes crénicas microvasculares, embora ndo tenha tido um efeito
significativo na reducdo de mortalidade por doenca cardiovascular (UK
PROSPECTIVE DIABETES STUDY, 1998). A longa duracdo da doenca, a
hiperglicemia prolongada, a dislipidemia, os habitos de fumar e ingerir bebida
alcodlica, a presenca de neuropatia, de doenca arterial obstrutiva periférica e
de lesdes ulcerativas prévias sao alguns dos fatores de risco para amputacao
de membros inferiores em pessoas com essa patologia (MATHEUS; PINHO
2006; NUNES, 2006). Segundo a American Diabetes, designam-se quatro tipos
de diabetes mellitus: tipo 1, tipo 2, “outros tipos especificos” e diabetes
gestacional (DIABETES CARE, 2015).

11
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No diabetes tipo 1 ocorre destruicdo das células beta do pancreas,
usualmente por processo autoimune (forma autoimune; tipo 1A) ou menos
comumente de causa desconhecida (forma idiopatica; tipo 1B) (ATKINSON;
MACLAREN 1994; IMAGAWA et al., 2000). Na forma autoimune ha um
processo de insulite e estdo presentes autoanticorpos circulantes (anticorpos
antidescarboxilase do acido glutdmico, anti-ilhotas e anti-insulina) (GROOP,;
BOTAZZO; DONIACH, 1986). A consequéncia da perda das células beta € a
deficiéncia absoluta da secre¢do de insulina, o que por sua vez deixa 0s
pacientes suscetiveis a ocorréncia de cetoacidose, muitas vezes a primeira
manifestacdo da doenca. O quadro de cetoacidose € a expressdo maxima da
deficiéncia de insulina e pode também ocorrer na presenca de estresse
infeccioso, ou de qualquer etiologia ou ser decorrente do uso inadequado da
insulina. O diabetes tipo 2 € mais comum do que o tipo 1, perfazendo cerca de
90% dos casos de diabetes. E uma entidade heterogénea, caracterizada por
disturbios da acdo e secrec¢do da insulina, com predominio de um ou outro
componente (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999). O diabetes mellito
tipo 2 classico se caracteriza pela combinagao de resisténcia a agao da insulina
e a incapacidade da célula beta em manter uma adequada secrecédo de
insulina (ZIMMET,1992). A resisténcia a acdo da insulina (RI) € uma
anormalidade primaria e precoce no curso da doencga. Esta se caracteriza pela
diminuicao da habilidade da insulina em estimular a utilizagdo da glicose pelo
figado, musculo e tecido adiposo, prejudicando a supressdao da lipdlise
mediada por esse horménio (BODEN, 1997). O diabetes mellitus gestacional
(DMG) ¢é definido como uma intolerancia a glicose que se inicia ou é detectada
pela primeira vez durante a gestacdao. Como outras formas de hiperglicemia, o
DMG é caracterizado pela insuficiéncia das células beta-pancreaticas ao suprir
a demanda corporal de insulina (BUCHANAN et al., 2007). O tipo MODY
engloba um grupo heterogéneo de diabetes sem predisposicdo para a
cetoacidose e sem obesidade, com hiperglicemia leve, com inicio antes dos 25
anos de idade (FAJANS; BELL; POLONSKY, 2001).

1.2 Diabetes Mellitus gestacional
O DMG é definido como intolerancia a glicose em graus variaveis com o
inicio ou reconhecimento primeiramente durante a gravidez (METZGER;

12
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COUSTAN, 1998). Na segunda metade da gestagdo, um estado fisioldgico de
resisténcia a insulina € necessario para direcionar os nutrientes armazenados
na mae para a unidade fetoplacentaria e dar ao feto um crescimento adequado,
entretanto, quando as mulheres desenvolvem a DMG, a resisténcia a insulina é
mais pronunciada, o que modifica o ambiente intrauterino e acelera o
crescimento do feto, com alto risco de macrossomia. Embora existam varios
fatores considerados de risco para esse transtorno, os mais importantes sio:
maior idade da méae, parentes de primeiro grau com diabetes e maior indice de
massa corporal pré-gestacional (GARCIA, 2008). As anormalidades
metabdlicas subjacentes ao DMG incluem aumento da resisténcia a insulina e
defeitos das células beta pancreaticas. No entanto, esses defeitos sao quase
totalmente assintomaticos e geralmente sdo detectados apenas por causa de
testes generalizados de niveis de glicose durante a gravidez. (CATALANO;
TYZBIR; SIMS, 1990)

O diagnéstico do DMG € associado com o aumento do risco de
complica¢cdes tanto para a mae como para o feto, durante a gestacéo e, até
mesmo, anos apds o parto. Esse risco pode ser diminuido com uma dieta
apropriada concomitante a atividade fisica, possivelmente em combina¢do com
a administracdo de drogas orais ou insulina (SOKUP et al., 2013). Os
desfechos adversos relacionados ao DMG incluem anomalias fetais, recém-
nascidos grandes para a idade gestacional, sofrimento fetal, desequilibrio no
crescimento e outras complicagbes em longo prazo, incluindo obesidade e
danos ao desenvolvimento neuropsicomotor (SILVERMAN et al., 1991). Além
disso, gestantes com DMG possuem maior risco de desfechos desfavoraveis
durante a gestacdo, como parto prematuro e disturbios hipertensivos
(METZGER, 2008).

Para compreender a fisiopatologia do GDM, é necessario reconhecer as
alteracdes metabdlicas que ocorrem em uma gravidez normal. Para atender as
necessidades de energia de jejum da gravidez, producao de glicose endogena
basal (principalmente hepatica) aumenta em 30% em mulheres gravidas
saudaveis até o final da gestacdo, apesar de um substancial aumento nos
niveis de insulina em jejum (CATALANO et al., 1992). No entanto, as
concentragdes circundantes de glicose em jejum diminuem durante a gravidez,

provavelmente devido a um aumento no volume plasmatico no inicio da

13



161 gravidez e ao aumento da utilizagcdo posterior de glicose na gestacado pela
162  unidade feto-placentaria (CATALANO et al., 1991).

163 As manifestacbes fisiopatologicas do diabetes gestacional estédo
164 relacionadas as adaptacdes metabolicas ocorridas na gravidez, decorrentes da
165 solicitacdo continua de glicose e de aminoacidos essenciais pelo concepto
166 acrescentando-se as necessidades de acidos graxos e colesterol e as
167 modificagbes hormonais (principalmente as determinadas pelo glucagon,
168 somatomamotropina coribnica, estrogénios, progesterona e glicocorticoides)
169 (BERTINI, 2001). No primeiro trimestre gestacional as modificacoes
170  provocadas por horménios placentarios, como a gonadotrofina coridnica
171 humana (hCG), tem pouco efeito direto sobre o metabolismo dos carboidratos.
172  Em paralelo ao crescimento da placenta, ocorre gradualmente um aumento na
173  producdo de hormdnios que antagonizam a acgdo da insulina, como o
174  estrogeno, a progesterona e, principalmente, a somatotrofina coribnica
175 humana. Por isso, no segundo e terceiro trimestre da gestagao, é caracteristico
176  um aumento da resisténcia a insulina, resultando em aumento na concentragao
177  desta. Quando a demanda na producédo de insulina € maior que a capacidade
178 das células B pancreaticas de produzir a insulina, pode ocorrer a instalagao do
179 DMG (KITZMILLE; DAVIDSON, 2001).

180180

181 1.3 Diabetes Mellitus e seus efeitos no ovario

182 Nas mulheres, o diabetes causa uma diminuicdo na qualidade nuclear e
183  citoplasmatica do ovdcito, levando a reducéao da fertilidade. O diabetes materno
184 causa disfungcdo mitocondrial e defeitos meidticos em odcitos murinos, bem
185 como diminuicdo da captacdo de glicose nas células do cumulus oophorus
186 (WANG et al., 2009, 2012). A condicao diabética afeta negativamente o padrao
187 de distribuicdo do reticulo endoplasmatico durante a maturagcao de odcitos de
188 camundongos e o seu desenvolvimento embrionario inicial.

189 A deficiéncia no controle glicEmico resulta em perturbagcdes no eixo
190 hipotalamo-hipodfise-ovariano (SHARPLESS, 2005). Os érgaos-alvo classicos
191 para a acao da insulina sdo o musculo, o figado e o tecido adiposo. No entanto,
192  expressao de receptores de insulina, nos ovarios de humanos e animais
193 demonstram um papel para a acao da insulina. Receptores de insulina séao

194  amplamente distribuidos em todos os componentes ovarianos, incluindo as

14



195 células da granulosa, compartimentos da teca e estroma (PORETSLY et al.,
196 1984; PORETSKY, 1985). Estudos sugerem que a insulina atua como uma co-
197  gonadotrofina ao nivel do ovario. Isto aumenta as respostas esteroidogénicas
198  as gonadotrofinas tanto in vivo quanto in vitro (GARZO; DORRINGTON, 1984;
199  WILLIS, 1996; DAVOREN;, HSUEH, 1984; WILLIS et al.,1996). A insulina
200 também estimula o crescimento ovariano induzido pela gonadotrofina coribnica
201  humana (hCQG) (BENITO, 2011).

202 Estudos revelaram que estresse oxidativo elevado, estresse no reticulo
203 endoplasmatico, e a consequente apoptose celular excessiva sao os eventos
204  causais para complicagdes relacionadas ao diabetes (WU et al., 2015; 2016). O
205 diabetes induziu significativamente apoptose de células da granulosa
206 desencadeando danos ao DNA e estresse ao reticulo endoplasmatico durante
207 o desenvolvimento folicular ovariano e formagcdo do corpo luteo,
208 consequentemente levando a desenvolvimento folicular anormal. Estudos
209  anteriores demonstraram que o sistema vascular no ovario se origina da teca
210 interna e se divide em uma rica rede de capilares que constroem uma rede
211 semelhante a uma cesta em torno o estrato granuloso avascular (TAMANINI;
212 DE AMBROGI, 2004; ROBINSON et al., 2009). O movimento de nutrientes e
213  pequenas macromoléculas dos vasos sanguineos da teca para o fluido folicular
214  é essencial para o desenvolvimento do 6vulo e do foliculo. A angiogénese é
215 necessaria em todos os processos de desenvolvimento folicular, incluindo ciclo
216  ovulatério e formacgao do corpo luteo (WULFF et al., 2002; ZIMMERMANN et
217 al., 2011). Estudos recentes relataram que o fator de crescimento endotelial
218 vascular tem um papel critico no processo de angiogénese tecal durante o
219 desenvolvimento folicular (QIU et al., 2012; FU 2013). Exposi¢cado crénica a
220 hiperglicemia suprime significativamente o fator de crescimento endotelial
221  vascular (ZHANG et al., 2017).

222222

223 1.4 Melatonina

224 A N-acetil-5-metoxitriptamina (melatonina) foi isolada da glandula pineal
225 de mamiferos e caracterizada quimicamente por Lerner et al. (1959). Sua
226  produgédo ocorre em todas as espécies de mamiferos, incluindo humanos,
227  regulado pelo ambiente fotoperiodico com o periodo diario de luz sendo

228 associada a produgao minima de melatonina, enquanto durante a escuridao a
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sintese e secrecdo da molécula aumentam. Por causa deste mecanismo
regulatério dependente da luz, a melatonina € produzida e liberada em ritmo
circadiano em todos os vertebrados (REITER, 1991). Estudos histoldgicos da
glandula pineal revelam a presenca de um tipo celular especifico, denominado
pinealdcito, cuja fungdo é traduzir as informagdes do ciclo claro-escuro
ambiental (ZHDANOVA; TUCCI, 2003). Os pinealdcitos s&o células
neuroendocrinas, responsaveis pela sintese e liberacao de melatonina na fase
de escuro. A melatonina também pode ser secretada em menor quantidade
pela retina, ossos, pele, intestino, plaquetas, bile (ACUNA-CASTROVIEJO et
al. 2014) timo, baco, coracao, musculo esquelético, figado, estbmago, intestino,
placenta, testiculos, ovarios, cortex cerebral e corpo estriado (STEFULJ et al.
2001, SANCHEZ-HIDALGO et al. 2009).

Inicialmente, a melatonina estava associada sobretudo a reorganizagéo
do sistema circadiano enddgeno, promogao do sono e regulagdo dos ciclos
reprodutivos sazonais (ARENDT, 1998). Hoje sabe-se que € uma molécula
mais versatil, apresentado um papel neuroprotector, antioxidante, anti-
inflamatério, anti-envelhecimento, anticancerigeno e também estéo
documentadas fun¢des importantes na génese e agregacao de plaquetas, na
composicdo do sangue, no endotélio dos vasos, na atividade sexual, na
temperatura corporal, entre outras (RODRIGUES et al., 2014; VIELMA et al.,
2014). Ultimamente, também tem sido estudada como uma possivel ferramenta
no tratamento de infec¢des causadas por bactérias, virus e parasitas (VIELMA
et al., 2014). Disturbios neurolégicos que foram relatados como melhorados
pela administracdo de melatonina sao os seguintes: Parkinsonismo (THOMAS;
MOHANAKUMAR, 2004), doenca de Alzheimer (SRINIVASAN et al.,, 2006),
edema cerebral e lesdo cerebral traumatica (DEHGHAN et al., 2013),
alcoolismo (BAYDAS; YASAR; TUZCU,, 2005), depressao (WEIL et al., 2006),
isquemia cerebral (LEE, 2005), glioma (MARTIN et al., 2006) e fenilcetonuria
(MARTINEZ; OSUNA; GUERRERO, 2006).

Quando a melatonina passa pelas membranas celulares, ela se localiza,
principalmente em posicdo superficial nas bicamadas lipidicas, proxima a
cabeca polar dos fosfolipideos da membrana. Nessa posicéo, ela é capaz de
funcionar como um “removedor” (scavenger) de radicais livres e também

promover meios indiretos pelos quais as membranas podem resistir ao dano
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oxidativo, estabilizando a fluidez da membrana e preservando sua eficiéncia
(REITER, 2000). Por se localizar em varias regides dentro da célula, a
melatonina se torna um potente antioxidante endégeno (MARTIN, 2000). Ela
pode, ainda, estimular a atividade das enzimas antioxidantes superdxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase
(KARBOWNIK; REITER, 2000). Numerosos estudos demonstraram in vitro e in
Vivo que concentragoes fisiologicas e farmacologicas da melatonina proteger
contra o dano oxidativo de radicais livres (REITER et al., 2003). Estudos in vitro
(TAN; POEGGELER; REITER, 1993 b) e in vivo (TAN; CHEN; POEGGELER,
1993 a) basearam seus resultados antioxidantes em uma potente atividade
neutralizante de radicais livres da melatonina, uma atividade que é
especificamente direcionada contra os radicais hidroxila e peroxila (TAN;
CHEN; POEGGELER, 1993 a; PIERI et al., 1994). A capacidade de eliminacao
do radical hidroxila é devido a sua estrutura quimica; especificamente, ele
reside no grupo metil na posi¢do 5-OH do anel indol, enquanto o grupo N-acetil
exerce uma acao sinérgica (TAN; CHEN; POEGGELER, 1993 a) com vitaminas
C e E. Também foi possivel mostrar uma agao antioxidante da melatonina
contra outros radicais, especificamente radicais peroxidos (PIERI et al., 1994),
(SCAIANO, 1995) e oxigénio singleto (REITER, 1995), (ACUNA-
CASTROVIEJO, 1996).

Segundo a revisao feita por Reiter em 1998, apds os setenta anos de
idade o chamado relégio biolégico perde a sua eficiéncia em produzir
melatonina, propiciando o aparecimento de patologias como doencas
cardiovasculares, canceres, doencas neurodegenerativas, diminuicdo da
resisténcia a infeccbes, diabetes mellitus, dentre outras. Talvez, essa
diminuicdo na producao de melatonina pela pineal associado a outros fatores
predominantes como o envelhecimento da glandula e do préprio organismo,
possibilite a formacao dessas patologias. Niveis diminuidos de melatonina, que
superam aqueles observados durante o envelhecimento normal, foram
descritos repetidamente em doencas neurodegenerativas, especialmente na
doenca de Alzheimer e outros tipos de deméncia senil (SKENE, 1990;
FERRARI, 2000). Em muitos individuos afetados, o ritmo da melatonina é
praticamente abolido. Esses declinios parecem ser, em muitos casos,

consequéncia da degeneracdo do sistema nervoso central ou na glandula
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pineal que leva a reducdo da secrecao da melatonina e disturbios do sono
também foram observados em outros casos. Isso foi relatado, por exemplo,
para menores hamartomas, que causam puberdade precoce (COMMENT,;
HELMKE, 1995), e para craniofaringiomas (MULLER et al., 2002; LIPTON et
al., 2009).

1.5 Atuacao da Melatonina no Tecido Ovariano

Por muito tempo, o conhecimento da acdo da melatonina esteve restrito
ao sistema nervoso central. Contudo, o interesse da melatonina diretamente
nas gbnadas aumentou muito nos ultimos anos com a identificagdo de sitios de
ligacdo desta molécula (SIROTKIN; SCHAEFFER, 1997) e da caracterizagcéo
de receptores da mesma em ovarios de ratas (DUBOCOVICH, 2003). Além
disso, alteragcdes nos niveis séricos de melatonina estdo relacionados com
disturbios da ovulagcdo em mulheres (LUBOSHITZKY et al., 2003), bem como
em ratas (DAIR et al., 2007). Em ratas e no ser humano ha evidéncias da sua
acao direta sobre a fungdo ovariana e na modulacdo da sua esteroidogénese
(MASANA; SOARES; DUBOCOVICH, 2005), principalmente na producdo de
progesterona (ADRIAENS et al.,, 2006). Além disso, ha presenca de altas
concentragcbes deste horménio no liquido do foliculo pré-ovulatério
(RONNBERG, 1990) e de receptores de melatonina do tipo | (MT1) e do tipo Il
(MT?2) nos foliculos ovarianos humanos (VIJAYALAXMI, 2002).

Os radicais livres funcionam nos microambientes de odcitos,
espermatozoides e no fluido folicular (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005).
Mudancas nesses microambientes tém uma influéncia direta no
desenvolvimento folicular, ovulacdo, qualidade dos odcitos, interacao
espermatozoide-odcito, implantacdo e desenvolvimento inicial embrionario. Os
radicais livres mediam suas a¢des por meio de uma variedade de citocinas pro-
inflamatorias com esses processos tendo sido proposto como um fator
subjacente comum para endometriose, cancer de ovario, sindrome do ovario
policistico, e varias outras patologias que afetam o trato reprodutivo da mulher
(AGARWAL; GUPTA.; SIKKA, 2006). Os efeitos da melatonina na fisiologia
reprodutiva feminina sdo mediados por meio de seus receptores em locais
hipotalamicos, hipofisarios e ovarianos (REITER et al., 2009). A melatonina

também € um potente eliminador de radicais livres que exerce efeitos
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protetores nos 6rgaos reprodutores femininos; por exemplo, esta envolvido na
protecédo do odcito contra o estresse oxidativo, particularmente no momento da
ovulagdo. Também pode ser usado para proteger o feto em desenvolvimento
do estresse oxidativo (TAN; CHEN; POEGGELER, 1993 a; TAN, 2003). Os
niveis de melatonina no fluido folicular sdo mais elevados do que seus niveis
no sangue (ITOH et al., 1997). A concentragdo de melatonina no fluido folicular
aumenta significativamente a medida que os foliculos tornar-se maduro
(REITER et al., 2014).

A regulacéo do eixo reprodutivo tem sido relatada a partir da maturagéo
sexual. Em humanos, tem sido sugerido que o padrao de secrec¢ao noturno de
melatonina durante a infancia inibe a secrecao hipotalamica de GnRH. Antes
da puberdade, as concentragoes de melatonina sdo muito altas para permitir a
ativacao hipotaldmica (BUCHANAN et al., 2001). Porém, aos nove ou dez anos
de idade, um declinio na melatonina sérica sinaliza o hipotalamo e o inicio da
puberdade. O mecanismo pelo qual a melatonina inibe o eixo reprodutivo até a
puberdade ndo € claro. Porém ha evidéncias de que a melatonina esteja
envolvida no controle da secrecao pulsatil de LH (CAVALLO, 1993). A partir da
puberdade, a melatonina ira apresentar efeitos estimulatorios ou inibitérios
sobre o eixo hipotdlamo-hipofise-gbnadas (HHG) dependendo da espécie. Em
roedores de laboratorio, o efeito da melatonina sobre o eixo HHG é
predominantemente inibitério. Em células liberadoras de GnRH com expresséao
de receptores para melatonina (MT1 e MT2), observou-se que a melatonina
reduziu a expressao do mRNA para o GnRH (ROY et al., 2001). Isso sugere a
possibilidade de um efeito direto da melatonina na secre¢cdo de GnRH em
neurdnios hipotalamicos. Por outro lado, estudos recentes sugerem um efeito
indireto na regulacdo do eixo HHG através do estimulo da secrecao de
proteinas denominadas de kisseptinas (BERLINGUER et al., 2009).
Considerando que as kisseptinas potencialmente influenciam a secrecao de
FSH/LH, a ativacdo dessa via enddcrina pela melatonina poderia gerar um
ambiente hormonal mais propicio para o crescimento folicular e a maturacao
oocitéaria.

A presencga da serotonina, um precursor da melatonina, nas células da
granulosa e oocitos € consistente com a sintese local de melatonina (CRUZ,
2014). No fluido folicular, a melatonina atua eliminando os radicais livres,
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365 estimulando enzimas antioxidantes e promovendo a producdo de hormdnios
366 esterdides sexuais pelas células da granulosa (REITER, 2013). Diversos
367 estudos também descreveram os efeitos da melatonina em foliculos antrais,
368 como regulacdo da producao de esterdides sexuais, Expressao de mRNA de
369 LH, fator de crescimento semelhante a insulina e fator de crescimento
370 transformador beta (TAMURA 2009; TAMURA, 2008; TAMURA 2012).
371  Acredita-se que o0 aumento na concentracdo de melatonina no foliculo humano
372 em crescimento seja um fator importante para evitar a atresia (TAMURA,
373  2009), porque a melatonina neste fluido reduz a apoptose de células criticas,
374 permite que foliculos pré-ovulatérios se desenvolvam completamente, e
375  propicia maturidade para odcitos ovularem (TAMURA, 2008).

376376

377 2. INTRODUCAO

378 O DM é uma desordem metabdlica de multipla etiologia, caracterizada por
379 hiperglicemia crénica decorrente de defeitos na secre¢céo e/ou agao da insulina.
380 A hiperglicemia crénica € o fator primario desencadeador das complicagdes
381 dessa enfermidade. E comum o desenvolvimento das macroangiopatias, que
382 comprometem as artérias coronarianas, dos membros inferiores e as cerebrais.
383 Outras complicagcbes também sao conhecidas no DM e englobam as
384  microangiopatias, afetando, especificamente, a retina, o glomérulo renal e os
385 nervos periféricos. O DM é classificado em tipo 1 e 2, diabetes gestacional e
386 outros tipos. No DM tipo 1 ocorre a destruicdo crbnica das células
387  pancreaticas, por meio de mecanismos autoimunes. No DM tipo 2, o principal
388 fenbmeno fisiopatologico é a resisténcia a acdo da insulina, diminuindo a
389 captacdo de glicose em tecidos insulina dependentes. O DMG ¢é determinado
390 pela diminuicdo de tolerancia a glicose, quando o inicio ou o reconhecimento
391 acontece durante a gestacdo, podendo ou nao persistir apés o parto
392 (FERREIRA etal.,, 2011).

393 O DMG esta associado ao aumento de complicacbes para a mae
394 durante a gestacdo e na vida do feto, recém-nascido, jovem e adulto. A
395 gestante com esta alteragcao tem aumento no risco de doencas hipertensivas
396 na gravidez e morbidades associadas ao diabetes. As consequéncias
397 perinatais estdo relacionadas com o tempo de aparecimento do diabetes, com
398 as concentragcdes de glicose materna e com a duracdo, onde pode haver
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macrossomia fetal, hipoglicemia neonatal, hiperbilirrubimenia, trauma fetal
durante o nascimento e morte fetal neonatal (VIGIL-DE GRACIA; OLMEDO,
2017). Sao considerados fatores de risco associados ao DMG: histérico familiar
de diabetes, mae portadora de DM tipo 2, histérico de macrossomia,
obesidade, antecedentes de glicosuria gestacional, ganho de peso excessivo
na gestacdo, sindrome dos ovarios policisticos, entre outros (BEZERRA;
CARLOTTO, 2019).

O diabetes gestacional desencadeia significativamente o aumento do
estresse oxidativo, que por sua vez ocasiona danos ao DNA. Além disso,
propde-se que o DM induz significativamente a apoptose de células da
granulosa, desencadeando danos ao desenvolvimento folicular ovariano e a
formacao do corpo luteo (WU et al., 2017).

A exposicado a hiperglicemia crbénica suprime significativamente o fator
de crescimento endotelial vascular, que tem um papel critico no processo de
angiogénese tecal durante o desenvolvimento folicular. A angiogénese é
necessaria em todos os processos de desenvolvimento folicular, incluindo ciclo
ovulatério e formacgao do corpo luteo (WU et al., 2017).

A melatonina € um horménio produzido principalmente pela glandula
pineal, que atua nos ciclos de sono-vigilia, (MAGANHIN, 2008). Age sobre a
maturacéo fetal e homeostase placentaria, exercendo uma protecdo nos
foliculos ovarianos, auxiliando no desenvolvimento do odcito, reduzindo dano
oxidativo e sua concentracdo pode aumentar durante a gestacdo. (TAMURA et
al., 2012; REITER et al., 2014) A melatonina € uma molécula anfifilica com
capacidade de atravessar a placenta e a barreira hematoencefalica, atuando
assim como agente neuroprotetor durante o periodo natal e em condi¢cdes de
neurodegeneracao (JAHNKE et al., 1999; VOICULESCU et al., 2014; MILLER
et al., 2015). Portanto essa substancia pode ajudar preventivamente em
gravidezes de risco, uma vez que atua em mecanismos epigenéticos,
antioxidantes e antiapoptoéticos (BAYDAS et al., 2007; CHEN et al., 2013). A
melatonina é um poderoso agente antioxidante ndo enzimatico, devido a sua
capacidade de detoxificar as espécies reativas de oxigénio e reduzir o estresse
oxidativo. (PREVIDE, 2011). Segundo Reiter et al. (2003), a ag&o antioxidante
da melatonina parece agir e trés vias: (1) como neutralizador direto de radicais

livres, (2) como antioxidante indireto via estimula¢do de enzimas antioxidantes,
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433 (3) amentando a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa mitocondrial e reduzindo
434  vazamento de elétrons e (4) aumentando a eficiéncia de outros antioxidantes.
435 Além da atividade sistémica da melatonina, estudos tém sugerido uma
436  atuacao deste horménio sobre a fisiologia ovariana, uma vez que foram
437  detectadas altas concentragdes de melatonina no fluido folicular (RONNBERG
438 et al.,, 1990). Sua atuagdo bem documentada como antioxidante pode estar
439 associada ao desenvolvimento folicular e a qualidade oocitaria, interferindo em
440  processos como ovulagdo (TAMURA et al., 2008). Baseado nisso, o presente
441 trabalho objetiva a uma analise histofisiologica e morfométrica das alteragoes
442  nos ovarios no diabetes gestacional e do mesmo sob acdo da melatonina
443  exogena.

444444

445 3. MATERIAIS E METODOS

446 O experimento foi realizado no Laboratorio de Estudos Morfolégicos em
447  Vertebrados e Invertebrados do Departamento de Morfologia e Fisiologia
448  Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

449449

450 3.1 Obtencao dos Animais

451 Foram utilizadas 15 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), da
452  linhagem Wistar, com 90 dias de idade, virgens, pesando aproximadamente
453  250+20g, procedentes do Biotério do mesmo Departamento, aprovado pelo
454  comité de ética institucional sob o N2 7692280420. Os animais foram
455 confinados em gaiolas e mantidos com alimentacdo e agua ad libitum,
456  permanecendo no biotério a temperatura de 22+1°C e iluminacgao artificial,
457  produzida por lampadas fluorescentes (marca Phillips, modelo luz do dia, 40W),
458 estabelecendo o fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,
459  considerando o periodo de luz das 06:00 as 18:00 horas.

460 Apos um periodo de adaptacdo de sete dias, foram realizados
461 esfregacos vaginais para a determinacdo do ciclo estral. As fémeas que
462 apresentaram trés ciclos estrais consecutivos regulares foram selecionadas
463 para o experimento, 0s quais constaram dos seguintes grupos experimentais
464  com 5 animais cada:

465465
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Grupo | - ratas prenhes ndo diabéticas, mantidas em ciclo claro/escuro de
12/12 horas e eutanasiadas no 202 dia de gestagao para analises dos ovarios;
Grupo Il - ratas prenhes diabéticas, mantidas em ciclo claro/escuro de 12/12
horas e eutanasiadas no 202 dia de gestagao para analises dos ovarios;

Grupo Il - ratas prenhes diabéticas, tratadas simultaneamente com
melatonina, mantidas em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e eutanasiadas no

202 dia de gestacao para analises dos ovarios;

3.2 Acasalamento dos Animais

As fémeas dos experimentos foram acasaladas na propor¢édo de um
macho para cada trés fémeas, sempre no inicio da noite (18:00h). No dia
seguinte foram realizados exames colpocitolégicos, sempre no periodo da
manha (06:00h), para a confirmagdo do acasalamento, tomando-se com
parametro a presenca de espermatozoides. Este dia foi considerado como o

primeiro dia gestacional.

3.3 Inducéo do Diabetes Gestacional

Foi induzido, apdés confirmagdo do acasalamento, por meio
administracao intraperitoneal de solucédo de estreptozotocina (Sigma Chemical
Co., USA) apés jejum alimentar de 14 horas. A estreptozotocina foi diluida em
tampao citrato de sodio a 10 mM e pH 4,5, na dosagem unica de 60 mg/kg de
peso do animal. Os animais nao diabéticos (grupo controle) receberam da
mesma forma, doses equivalentes de solucao salina e decorridos 30 minutos
da administracdo todos os animais serdao alimentados normalmente
(DALL’AGO et al., 2002). Foram incluidos no estudo apenas as fémeas que
apresentarem glicose sanguinea acima de 200 mg/dL (Glicosimetro Kit Accu-
Chek Activ), para inicio do tratamento com a melatonina no grupo diabético. Os

animais do grupo | receberam o placebo (citrato de sodio a 10 mM e pH 4,5

i.p.).

3.4 Tratamento com Melatonina

A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, USA) foi administrada em injecoes diarias de 0,8 mg/Kg, por toda a
gestacédo. Para tanto, a melatonina foi dissolvida em 0,2 mL de etanol e diluida
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em 0,8mL NaCl a 0,9%. As injecbes foram aplicadas via intraperitoneal, sempre
no periodo das 18:00 as 19:00h. Esta dose é comparavel a dosagem humana
(9 mg/kg), a qual foi convertida com base na area de superficie do corpo
(PAGET; BARNE, 1994; MOUSTAFA et al., 1999; ABD-ALLAH et al., 2003).
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3.5 Microscopiade Luz

Para coleta dos ovarios as ratas foram anestesiadas com
hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via
intramuscular. A seguir, foi realizada a abertura da cavidade abdominal para a
remogao dos ovarios. Apos a coleta dos orgéos foi realizada a eutanasia
utilizando-se camara de COo.

Os ovarios foram mergulhados em formol tamponado, permanecendo
no mesmo por 48 horas. Apos esses procedimentos foram desidratados em
alcool etilico (concentragdes crescentes), diafanizados pelo xilol, impregnados
e incluidos em parafina e historesina (morfometria). Os blocos de parafina
foram cortados em microtomo do tipo Minot (Leica RM 2035) ajustado para
5um. Os cortes assim obtidos foram colocados em laminas previamente
untadas com albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a temperatura
de 37°C, durante 24 horas, para secagem e colagem. Em sequéncia, os cortes
foram submetidos a técnica de coloragdo pela hematoxilina - eosina (H. E),
corados com Tricrobmico de Mallory para quantificacdo das fibras colagenas e
analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e fotografados
em microscépio OLYMPUS BX-50.

3.6 Anélise 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.

3.7 Dosagem hormonal
Foram coletadas, no vigésimo dia de gestacdo, amostras de 1mL de
sangue, as quais foram centrifugadas sob refrigeracao e armazenadas a -20°C
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534 até o momento das dosagens. Foram dosados o estradiol e progesterona
535 utilizando-se kit ELISA, seguindo o protocolo do fabricante.

536536

537 3.8 Andlise Estatistica

538 Para a analise dos dados morfométricos e hormonais foram realizadas
539 a Analise de Variancia, quando significante esta sera complementada pelo
540 teste de Comparacgdes Multiplas de Tukey e Kramer. Foi adotado o nivel de
541  significancia de 0,05 (P < 0,05).

542542

543 4. RESULTADOS

544544

545 a) Analise histopatoldgica

546 Os ovarios das ratas dos grupos GC e GDM apresentaram-se revestidos
547  por epitélio simples cubico, repousando sobre a albuginea ovariana, com a
548 regiao cortical e medular bem definidas. Na regido cortical foram observados
549  varios foliculos ovarianos em diferentes estagios de desenvolvimento, além de
550 grande quantidade de corpos luteos (Fig. 1A, 1B, 1E e 1F). Nas matrizes do
551 grupo GD, os ovarios mostraram-se também revestidos por epitélio simples
552  cubico, apoiado na tunica albuginea, apresentando as regides cortical e
553 medular bem definidas, no entanto, na regido cortical, observou-se a
554  predominancia de foliculos secundarios, além de raros corpos luteos. Na regiao
555  medular notamos congestao vascular (Fig. 1C, 1D).

556556

557 b) Analise morfométrica do ovario de ratas com diabetes gestacional

558 A analise do percentual dos elementos ovarianos revelou que no grupo
559  GD houve reducao do numero de foliculos primarios, terciarios e corpos luteos.
560 Em contrapartida, foi observado de aumento do numero de foliculos
561 secundarios, atrésicos e do estroma, quando comparado aos demais grupos
562 (Fig. 2).

563

564 c¢) Quantificacdo de colageno no ovario de ratas com diabetes gestacional
565 Os resultados mostraram que houve diferencas estatisticas entre o grupo
566 GD e os demais grupos experimentais na quantificacdo de colageno,

567 caracterizado pelo aumento expressivo no grupo diabético (Fig. 3).
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d) Dosagens hormonais

A andlise das dosagens hormonais revelou, no vigésimo dia de prenhez,

reducéo significativa nos niveis de estradiol e da progesterona nas matrizes do

grupo GD, em relacdo aos demais grupos experimentais (Fig.4).
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606 Figura 1. Fotomicrografia dos ovarios das matrizes dos grupos experimentais.
607 A-B) GC; C-D) GD e E-F) GDM. CI - corpo luteo; setas - foliculos secundarios;

608 asterisco - congestao vascular. H.E.
609
610
611
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653 5. DISCUSSAO

654 Pesquisas tém demonstrado que o diabetes mellitus afeta adversamente
655 a fungao reprodutiva feminina, podendo promover varios efeitos nos ovarios,656
tais como: atraso na maturagéo do ovécito, aumento da apoptose nas células 657 da
granulosa e diminui¢cado da reserva ovariana (Colton et al., 2002; Chang et 658  al.,
2005; Kim et al., 2016). O desenvolvimento dos foliculos ovarianos requer 659 um
complexo conjunto de interagbes célula-célula, que envolvem vias 660
enddcrinas, autocrinas, paracrinas. Para isso € essencial que o ovoécito e as661
células da granulosa do foliculo desenvolvam uma comunica¢do bidirecional 662
(Eppig et al., 2002).

663 Colton et al. (2003) demonstraram que a perda de comunicagao 664
metabdlica entre as células da granulosa e ovécitos em camundongos 665
diabéticos, esta associada ao ambiente hiperglicEmico. Além disso, o diabetes 666
promove o estresse oxidativo, que por sua vez leva a danos ao DNAG667
ocasionando a parada do ciclo celular, desencadeando a apoptose, suprimindo 668
assim, a maturacao dos ovécitos (Hamdan et al., 2016). Em nosso estudo, a 669 analise
morfométrica revelou uma predominancia dos foliculos secundarios,670 sugerindo
um atraso na maturacdo folicular. Entretanto, o tratamento 671 simultdneo com
melatonina preveniu esse efeito, o que pode estar associado a 672 sua agao
antioxidante, pois segundo Deb et al. (2020), este hormdnio restaurou 673 as enzimas
antioxidantes superoxido dismutase e catalase no ovario de 674 camundongos
diabéticos.

675 Nos ovarios dos animais diabéticos foi observada presenca de congestao
676 vascular, caracterizando uma vasculopatia. A disfuncao endotelial é fator vital 677
para as complicacdes vasculares induzidas pelo diabetes, onde a hiperglicemia 678 é
o principal fator de risco para o desenvolvimento de vasculopatia (CADE679 2008),
por regular positivamente a producao de espécies reativas de oxigénio 680 (ROS) nas
células endoteliais (Yu et al, 2011; Batchuluun et al, 2014) e, 681
consequentemente, levando a disfuncdo endotelial (Yang et al., 2016). Estudos 682
demonstraram que a administracdo de melatonina previne a disfuncédo 683
endotelial em ratos induzidos a hipdxia, melhorando os niveis de 6xido nitrico 684 (NO)
e a expressao de eNOS (6xido nitrico sintase), envolvida na regulacao do 685 endotélio
vascular (Hung et al., 2013), o que poderia explicar a auséncia da686 vasculopatia

nos ovarios das fémeas do grupo GDM.
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687 Na analise morfometrica verificou-se no grupo GD reduc¢ao do numero de
688 foliculos primarios e aumento da atresia folicular, isso poderia estar associado 689
a condicao hiperglicémica das fémeas, pois segundo Okan et al. (2021) a 690
hiperglicemia parece estar associada a alteragdes no desenvolvimento do 691
ovécito e atraso na maturagcdo meidtica, além de promover niveis mais 692
elevados de expressdao de proteinas sinalizadoras de morte celular 693
desencadeando a apoptose, principal mecanismo molecular da atresia folicular 694
(Palumbo; Yeh 1995; Alonso-Pozos et al., 2003; Wu et al.,, 2015). Entretanto695
evidenciamos uma predominancia dos foliculos secundarios nas fémeas 696
diabéticas, que pode estar relacionado ao fato de que, em ovarios de humanos, 697
roedores, bovinos, suinos e aves, indicios de apoptose s6 foram detectados em 698
foliculos antrais pré-ovulatérios (Fenwick; Hurst 2002; Glamoclija et al., 2005). 699
Neste estudo, todos os foliculos secundarios apresentavam-se na fase pré- 700
antral.

701 A reducdo dos foliculos terciarios e corpos luteos pode ser em 702
decorréncia do nao desenvolvimento dos foliculos secundarios, em virtude do 703
déficit do IGF-1 (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-I) o qual tem 704
papel fundamental no controle do crescimento folicular na fase pré-antral 705
(Woad et al., 2000). De fato, estudos clinicos tém mostrado que niveis baixos 706 de
IGF-I estdo associados a intolerancia a glicose, diabetes e resisténcia a 707 insulina
(Sandhu et al., 2002; Sesti et al., 2005; Succurro et al., 2009; Aleidi et 708 al., 2019).
Nos ovarios esse fator de crescimento aumenta a interacao entre as 709 células da
granulosa e o ovécito tendo efeito direto no desenvolvimento 710 folicular (Monget
et al., 2002).

711 Durante a gestacdo ocorre um aumento nos horménios estradiol e 712
progesterona. O estradiol é produzido principalmente pela placenta, através da 713
enzima aromatase placentaria. A atividade da aromatase foi correlacionada714 com
a producdo de estrogénio na placenta durante a gravidez. Entretanto, 715 niveis
plasmaticos de estradiol durante a gestacdo sao mais baixos em 716 mulheres
diabéticas do que em mulheres normais, em virtude da condi¢cdo 717 hiperglicémica
(Takeda et al., 2003; Qi et al, 2017), que reduz 718 consideravelmente
a expressao génica da aromatase placentaria (Inadera et 719 al., 2010), promovendo
assim, reducdo dos niveis de estradiol, como 0720 observado neste estudo. A

reducdo da progesterona pode estar associada a
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721 reducao dos corpos luteos verificados na analise morfometrica e também pela 722
acao do diabetes no eixo hipotadlamo hipofise e gonada, diminuindo a produgao 723 de
progesterona.

724 Pesquisas tém demonstrado que ovarios de ratas diabéticas se observam
725 fibrose estromal, por meio da via do NF-kB, um fator de transcri¢do envolvido 726
na expressao de genes ligados a resposta inflamatoria e a fibrose do tecido 727
apos a inflamagdo, refletindo de forma consistente em uma diminuicdo de 728
elementos ovarianos e um maior percentual da &rea estromal (Nayki et al., 729
2016), fato por nds observados na analise morfometrica nos ovarios das 730
fémeas diabéticas.

731 A analise morfometrica e hormonal nas fémeas que receberam 732
melatonina mostraram valores similares aos observados no controle. Isso 733
provavelmente esta relacionado ao efeito inibitério da melatonina sobre os 734
niveis de glicose no sangue, reduzido a hiperglicemia induzida pela 735
estreptozotocina (Mabley et al., 2003) ou a sua ac¢ao antioxidante nos foliculos 736
ovarianos, minimizando o estresse oxidativo induzido pelo diabetes (Tamura et 737 al.,
Deb et al., 2020).

738
739 6. CONCLUSAO
740 Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa, entende-se que 0 741

uso da melatonina exdgena em ratas possui um efeito positivo sobre o tecido 742
ovariano, minimizando as alteragcdes e danos causados pelo diabetes mellitus 743
gestacional nas maes, protegendo o ovario para futuras gestacdes e evitando 744
possiveis complicacdes fetais.
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