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1. INTRODUCAO




Efeitos da melatonina na histomorfologia, na expresséo dos receptores esteroidicos, do VEGF e do PCNA em
ovdrios de ratas pinealectomizada.

Melatonina € indolamina produzida pela glandula pineal (PANDI-
PERUMAL, 2006; PAPE, 2006), que se localiza no teto do terceiro ventriculo
entre os dois hemisférios cerebrais e sua produgao esta relacionada ao ciclo
claro-escuro, desempenhando papel chave na sincronizagdo dos ritmos
biolégicos. O pico de concentragdo plasmatica deste horménio ocorre durante a
noite (necessaria para as acdes deste horménio) e é controlado pela producéo
da pineal (GOLDMAN, 1991; REITER, 1991, 1993; PEVET, 1993; PANDI-
PERUMAL, 2006; PAPE, 2006). Os outros sitios produtores de melatonina néo
conferem quantidade suficiente para compensar a grande quantidade
produzida pela pineal durante o periodo noturno (GOLDMAN, 1991; REITER,

1991, 1993; PEVET, 1993; PANDI-PERUMAL, 2006; PAPE, 2006).

Esta glandula foi descrita pela primeira vez por Herdfilo, um anatomista
da Universidade de Alexandria, ha mais de 2000 anos. 450 anos depois,
Galeno de Pérgamo mostrou ser formada por um tecido diferente do cérebro e
devido ao seu formato lembrar a pinha do pinheiro (cone de pinho) deu seu
nome de pineal e no século XVII, Descartes observou que a pineal seria 0
“centro da alma” (ERLICH e APUZZO, 1985; WURTMAN e MOSCOWITZ,
1977; REITER e VAUGHAM, 1988; BRZEZINSKI e WURTMAN, 1988). Possui
conexdes nervosas com fibras da retina, hipotalamo e ganglio cervical superior
e em mamiferos tem fluxo sanguineo equivalente ao da neuro-hipéfise

(GOLDMAN e WURTMAN, 1964).

A inervacdo da pineal é feita basicamente pelas fibras simpaticas
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provenientes do ganglio cervical superior, que compdem O nervo conario,
sendo os beta receptores os mais importantes na sua regulacdo. Também &
inervada por fibras colinérgicas provenientes do nervo conario e do sistema
nervoso central (SNC) e por fibras peptidérgicas originadas diretamente do
SNC. Alguns neurotransmissores da via central foram descritos, entre eles, o
peptideo vasoativo intestinal (VIP), peptideo histidina-isoleucina, arginina-
vasotocina, arginina-vasopressina, ocitocina, neuropeptideo Y (NPY) e o

horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (MOLLER, 1992).

A melatonina possui um peso molecular de 232,3 Daltons,
farmacologicamente € conhecida como N-acetil-5-metoxitriptamina e se
constitui no principal horménio produzido pela glandula pineal (WURTMAN e

AXEROLD, 1969; REITER e VAUGHAN, 1988).

Na formacao da melatonina, temos como precursor, o indol aminoacido
triptofano, que € absorvido do plasma. Alids, a maioria dos triptofanos séo
usados para a formacdo de indolaminas e apenas pequena parte € usada na
sintese de proteina. Durante o periodo de luz os niveis de triptofano
aumentam, sendo que a concentragdo de serotonina diminui durante o periodo
de escuriddo, contrariamente ao que ocorre com a melatonina (ERLICH e

APUZZO, 1985).

As enzimas envolvidas nas etapas da formacao das indolaminas séao a
hidroxindol-o-metiltransferase (HIOMT) e a monoaminoxidase (MAQ). A sintese

de melatonina ocorre a partir da serotonina através de processos de
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hidroxilagéo e descarboxilagéo do triptofano (AXELROD, 1974). Pela agéo da
N-acetiltransferase (NAT) a serotonina € convertida em N-acetilserotonina e
esta em N-acetil-5-metoxitriptamina (melatonina) pela acdo da enzima
hidroxindol-o-metiltransferase (HIOMT). A atividade da NAT sofre controle
através do estimulo retino-pineal sendo fator limitante a sintese hormonal
(KLEIN, 1979; NAMBOODIRI et al., 1991). Sabe-se que a concentragdo da
enzima HIOMT permanece relativamente constante durante o ciclo claro-
escuro (REITER, 1991), enquanto ha grande atividade, no periodo noturno, da
NAT (SUGDEN et al., 1985). Nas ratas a atividade da NAT nado se altera
conforme o ciclo estral, ja a atividade da HIOMT parece depender desse estado

(JOHNSON et al., 1982).

Em mamiferos sua sintese é controlada pelo nucleo supra-quiasmatico
(NSQ), que constitui o relégio bioldégico mestre (MASANA e DUBOCOVICH,
2001; CASSONE et al., 1993). Os nucleos supra-quiasmaticos localizam-se no
hipotalamo e tém como principal fungéo gerar o ritmo circadiano enddgeno, de
aproximadamente 24 horas, 0 qual pode ser sincronizado pela melatonina e
pela luz. MOORE (1983) definiu um gerador de ritmo circadiano como uma

estrutura capaz de produzir um ritmo enddgeno de 24h.

Alguns neurotransmissores como a noradrenalina € 0 aminoacido
excitatorio glutamato estdo também envolvidos na regulacdo da sintese de
melatonina (KARASEK e REITER, 1992). A adrenalina age diretamente nos

adrenoceptores do subtipo alfa 1 e beta 1, que se localizam nos pinealdcitos,
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promovendo a sintese de melatonina (MARKUS et al., 1996).

Pode ter outras fontes produtoras como retina, corpo ciliar da iris,
glandulas harderianas e lacrimais, linfocitos, intestino grosso € em menor
quantidade em outros locais (CLAUSTRAT et al., 2005; MACCHI e BRUCE,
2004; COON et al., 1995). Essas outras fontes teriam contribuicdo minima para
a concentragido plasmatica, porém, seriam importantes para ac¢do local onde
foram produzidas. Essa producéo extra-pineal justificaria a presenca de niveis
minimos de 6-sulfatoximelatonina (principal metabdlito) na urina de ratas que
passaram por remog¢éo da glandula pineal (CLAUSTRAT et al., 2005; MACCHI

e BRUCE, 2004; DARDES et al., 2000).

Estudos com pinealdcitos em cultura mostram que o sinal celular para a
sintese de melatonina esta na dependéncia da ativacdo dos receptores beta-
adrenérgicos (ALONSO et al.,, 1995). Além disso, os esterdides ovarianos
regulariam a interacdo entre os receptores alfa e beta adrenérgicos, modulando

a sintese desta indolamina (ALONSO et al., 1995).

A melatonina age na regulagdo do sistema neuroenddécrino responsavel
pela organizacao temporal dos diversos eventos fisiologicos e comportamentais
(ciclo circadiano), necessarios a adaptacdo do individuo e da espécie as
flutuagdes temporais ciclicas do meio ambiente (regulacdo endocrina e
metabdlica). Também age na regulagdo do ciclo sono-vigilia através da acéo
nos receptores dos nucleos supra-quiasmaticos que possuem alta

concentracao desses receptores sendo que a sensibilidade a este horménio é
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maior trés horas antes e trés horas apds o inicio do escuro (STEHELE et al.,

1989).

No sistema imunoldgico age induzindo a producédo de opidides (DEL
GLOBBO et al, 1989; CAROLEO et al, 1992; PIOLI et al., 1993) e
potencializando a ac&o de citocinas (interferon gama e interleucina-2) sobre os
linfécitos T que possuem sitios de ligagado para melatonina via AMPc e GMPc
(GUERRERO et al., 1994). Atua na regulacdo cardiovascular, em especial da
pressdo arterial, bem como, no sistema reprodutor agindo nos receptores no
hipotalamo e na hipdfise, alterando a secrecédo do GnRH (Horménio liberador
de gonadotrofinas) (CLAUSTRAT et al., 2005; MACCHI e BRUCE, 2004) e em
consequéncia a de LH (horménio luteinizante) e FSH (horménio foliculo
estimulante) (SIZONENCO e AUBERT, 1986). WOO et al. (2001) e SOARES et
al. (2003) mostraram evidéncias de sua agao direta sobre os ovarios. Assim, no
sistema reprodutor, a melatonina pode interagir com os esterdides sexuais
(estrogénio e progesterona) e interferir com a fungéo ovariana. Por outro lado,
os esterdides podem modular a funcédo da pineal, o estrégeno pode diminuir a
sintese de melatonina (HERNANDEZ-DIAZ et al., 2001 e CAGNACCI, 1995).
Ja a progesterona pode elevar os niveis de melatonina (CAGNACCI, 1995).
Portanto, durante o ciclo menstrual e o estral, a concentracdo de melatonina

sérica pode sofrer flutuagbes (CAGNACCI, 1995).

Possivelmente, a melatonina pode desempenhar papel durante a

ovulagdo em mulheres, bem como em ratas. BRZEZINSKI et al. (1987)
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relataram que a concentracdo de melatonina no fluido folicular € trés vezes
superior a da circulagdo. Outros estudos em ratas mostraram que a
pinealectomia pode diminuir a ovulacdo e até predispor a formagéo de cistos
(SOARES Jr et al., 2003, TEIXEIRA et al., 2004). Contudo, o mecanismo exato
deste processo ainda ndo € bem compreendido. Portanto, a investigacdo dos
mecanismos envolvidos com o crescimento folicular e ovulagcdo devem ser

investigados.

E oportuno falar a respeito da angiogénese, definida como a formacéo
de novos vasos sanguineos pela migracéo e proliferacdo de células endoteliais
oriundas de vasos pré-existentes (PLENDL, 2000). Esse processo esta
intimamente relacionado com o0 aumento da express&o do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) que é considerado o principal fator mitogénico das
células endoteliais, induzindo a migragao, diferenciacdo e proliferacdo dessas
células, participando também na maturacido e estabilizacdo dos vasos
sanguineos (FAVIER, 2001). PHILLIPS et al. (1990) observaram a expressao
do VEGF em ovarios de ratas normais, especialmente no corpo luteo. Seus
resultados evidenciaram o envolvimento desse fator de crescimento num
processo fisioldgico maior que € a angiogénese ciclica do corpo luteo. Estudos
demonstram a interacdo da melatonina sobre a diminuicdo da expresséo do

VEGF (LISSONI et al., 2001).

Durante o crescimento folicular e apds a ovulacdo, os vasos da teca

interna invadem a camada da granulosa. Nesta fase a angiogénese tem
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aspecto importante no processo de luteinizacao e depende da acdo do LH e
sofre interferéncia de outros fatores como o de crescimento vasculo-endotelial
(VEGF) e a angiopoietina que sao produzidos nas células granulosas
luteinizadas (CHRISTENSON e STOUFFER, 1997; ANASTI et al, 1998;
DICSON e FRASER, 2000). Por outro lado, a regressdo do corpo luteo esta
ligada a reducéo da expressdo do VEGF (SPEROFF, 2005). A melatonina
poderia interferir com a expressdo do VEGF por dois mecanismos: por agao
central e maior liberagdo de LH e por agdo diretamente no ovario por
interferéncia na producéo esteroidal (ADRIAENS et al., 2006), bem como nos

receptores esterodides ovarianos (SOARES Jr et al., 2003).

Estudos em humanos portadores de cancer mostraram que a melatonina
pode reduzir a secregdo do VEGF. Este fato sugere que ela poderia agir no
controle do crescimento tumoral (LISSONI et al., 2001). Além do mais, em
mulheres com anovulac&o crénica e policistose ovariana, ha elevagao sérica do

VEGF e IGF-1 (ABD EL AAL et al., 2005).

Em ratas com ciclo estral normal, ha maior expressédo do VEGF nas
células luteas do que nas células da granulosa (PHILIPS et al., 1990). Estes
autores sugerem que a determinacdo do VEGF poderia ser um indicador de
ovulacdo nestes animais. Outros autores também reforcam esta idéia
(MIYABAYASHI et al., 2005). Ja outros estudos mostram que a ministragéo do
VEGF acelera o desenvolvimento folicular na fase periovulatoria (IIJIMA et al.,

2005). A elevagéao dos niveis de VEGF pode ser detectada em cistos ovarianos
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(LECOUTER et al., 2001). Apesar de haver evidéncias de formagéo de cistos e
proliferacdo do estroma ovariano apos a retirada da pineal, ndo ha dados da

elevacdo do VEGF nestes animais.

A melatonina apresenta requisitos para ser considerada um farmaco
anti-estrogénico. Ela age pelos receptores de estrogénio interferindo com os

efeitos dos estrogénios endégenos (SANCHEZ-BARCELO et al., 2005).

Os receptores de estrogénio e de progesterona sdo membros de uma
familia de proteinas conhecida como superfamilia de receptores de esterdides,
sao fatores de transcricdo que contém dominios relacionados com ligagdo ao
ligante, ligacdo ao DNA e ativacdo da transcricdo. A ligacao ao ligante regula
suas fun¢cdes como ativador ou repressor de seus genes-alvo, de modo que os
horménios esterdides e moléculas afins regulam diretamente a expresséo
génica, levando a proliferacdo celular (COOPER, 2002), o que pode alterar

mitogénese.

Um marcador da proliferacdo celular € o PCNA (antigeno nuclear de
proliferacdo celular), que aumenta com a acéo estrogénica e diminui com a
ministracao de progesterona (NARKAR et al., 2006). Estudos mostram que a
melatonina é um agente antiproliferativo reduzindo a expressdo do PCNA em

tumores horménio-dependentes em camundongos (Xl et al., 2001).

Ha estudos que mostram que a melatonina preveniria a promogao e o

crescimento de tumores mamarios induzidos espontanea ou quimicamente em
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roedores. Este efeito também foi demonstrado em cultura de células. Portanto,
este horménio teria efeito de inibir a proliferacdo e a capacidade de invaséo
das células no cancer de mama (SANCHEZ-BARCELO et al., 2005). O
mecanismo de acdo provavel seria sua interagdo com o0s receptores
estrogénicos nas células epiteliais e também o aumento da imunidade local,
propriedade antioxidante e efeito inibitério na atividade da telomerase, enzima
importante na mitose. Contudo, este efeito em outros tecidos pode ser
diferente. Por este motivo, ha necessidade de ampliar os conhecimentos da
melatonina sobre o0 sistema reprodutor, sobretudo sobre o ovario. Portanto, a
investigacédo dos efeitos da melatonina na expressdo do VEGF, do PCNA e o
comportamento dos receptores de estrogénio e de progesterona em ovarios de

ratas assumem grande importancia.
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2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da melatonina sobre o ovéario de ratas

pinealectomizadas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os niveis séricos dos esterdides sexuais (estrogénio e

progesterona) e urinarios da 6-sulfatoximelatonina;

2. Avaliar a histomorfometria dos ovarios;

3. Analisar a express&o imunistoquimica do VEGF e PCNA nas células

intersticiais dos ovarios de ratas pinealectomizadas;

4. Analisar a expresséo do receptor de estrogénio e de progesterona nos

ovarios de ratas pinealectomizadas.
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3.1. Material

Foram utilizadas ratas (Rattus Norvegicus albinus), da Colénia EPM-1-
Wistar, virgens, adultas, pesando aproximadamente cerca de 250 gramas,
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais em
Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de S&o Paulo —
Escola Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM)- manipuladas de acordo com os

Principios Eticos para Experimentacéo. (Projeto n° 1262/2006, Anexo |).

Os animais foram transportados para o Biotério da Disciplina de
Histologia e Biologia Estrutural do Departamento de Morfologia da UNIFESP -
EPM, onde ficaram confinados em gaiolas plasticas com tampa de metal
gradeada, medindo 45 x 35 x 15 cm de comprimento, largura e altura,
respectivamente. Todos 0s animais passaram uma semana para adaptacéo
ambiental apds o transporte, antes do inicio do experimento. Os animais foram
mantidos com dieta, Rac&o Purina e agua ad libitum e iluminagéo artificial com
lampadas fluorescentes da marca Philips (modelo luz do dia de 40 W)
comandada por um timer, possibilitando controle do ciclo claro/escuro de 10/14
horas, considerando o periodo das 7:00 as 17:00 horas (PERTSOQV, 2006). A
temperatura foi mantida por volta de 22 °C, nivel de barulho minimo e umidade

relativa do ar de 40 a 70% (ASDEL, 1964).

3.2. Métodos
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3.2.1. Exame Colpocitolégico

Apds a adaptacdo ao novo ambiente, todos os animais foram
submetidos a coleta diaria de secre¢do vaginal, durante quatro semanas
consecutivas, visando a avaliagdo da fungéo ovariana. Os esfregacos vaginais
foram obtidos com o auxilio de finas escovas (cito brush). As quatro fases do
ciclo estral da rata (proestro, estro, metaestro e diestro) foram identificadas
pela presenca ou auséncia de leucécitos, muco e pela relagdo entre células

baséfilas e eosindfilas presentes nos esfregacos.

Este resultado permitiu a observacdo das seqUéncias regulares dos
ciclos estrais, demonstrando atividade normal das gbnadas. Assim, somente as
ratas com ciclos estrais regulares, ou seja, ratas que apresentaram atividade

estrogénica satisfatoria foram incluidas no estudo.

As finas escovas (cifo brush) foram introduzidas cuidadosamente na
vagina, em movimentos circulares para a coleta de células para o esfregaco
vaginal. O material foi transferido para laminas histoldgicas, fixado em solugéao
de alcool - éter (1:1) e, corado pelo Método de Harris-Shorr. A leitura do exame

colpocitoldgico foi realizada com microscopia de luz.

As ratas que apresentaram ciclos estrais regulares (n=40) foram

divididas ao acaso em quatro grupos, contendo cada um 10 animais:

» Grupo controle (Gl) — 10 animais, sem intervengao cirurgica com

ministracao do veiculo;

TESE DE DOUTORADO - Lucrecia Regina Gomes Romeu 15



Efeitos da melatonina na histomorfologia, na expresséo dos receptores esteroidicos, do VEGF e do PCNA em
ovdrios de ratas pinealectomizada.

» Grupo experimental (Gll) - 10 animais falsamente

pinealectomizados, (Sham), com ministragéo do veiculo;

» Grupo experimental (Glll) — 10 animais pinealectomizados com

ministracdo do veiculo €;

» Grupo experimental (GIV) — 10 animais pinealectomizados com

ministracao de melatonina.

3.2.2. Pinealectomia

No inicio de cada cirurgia todos os animais foram anestesiados com
15mg/kg de xilazina (Rompun®) associados a 30mg/kg de ketamina (Ketalar®),
via intraperitoneal, usando o método de HOFFMAN e REITER (1965). Apés o
efeito do anestésico (3 a 5 minutos) foi realizada a tricotomia da regido dorsal
do cranio e os animais foram posicionados em um aparelho estereotaxico com
duas torres (Dual Manipulator Stereotaxic — marca Stoelting). Apds assepsia
externa uma incisado foi feita na linha médio-dorsal do cranio, desde a regido
interauricular até a regido interorbitraria. Em seguida realizado o afastamento
do tecido celular subcuténeo, permitindo a exposicdo 6ssea. Com um
micromotor de baixa rotagdo (marca NSR, 20.000 RPM, 50/60 Hz) e broca
circular ortodéntica n°® 5 foi retirado um fragmento circular da calota craniana de
aproximadamente 4 mm de didmetro, tendo como ponto de referéncia o

Lambda. O fragmento 6sseo foi conservado em solugéo fisioldgica a 0,9%.

Apos a retirada do fragmento 6sseo e consequente visibilizacdo da
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juncao do seio venoso sagital superior e transverso (em forma de Y), realizou-
se a incisdo da dura-mater e a glandula pineal, localizada abaixo do sinus
venoso, foi removida usando uma pinga de microcirurgia. Em seguida, o
fragmento &sseo foi recolocado em seu lugar e as camadas cirdrgicas

suturadas (WHITE et al., 1997).

O mesmo procedimento foi realizado nos animais do grupo falsamente

pinealectomizados (Sham), mas a glandula pineal ndo foi removida.

3.2.3. Reposi¢dao com Melatonina

A melatonina obtida através de importagéo (Sigma, St Louis, MO, USA),
apos diluicdo, foi injetada via intraperitoneal entre as 18:00 e 19:00h, por trés
meses consecutivos, na dose de 780 mcg/ml. Os animais do grupo controle

receberam a solugéo de placebo (Na Cl) pelo mesmo periodo.

3.2.4. Sacrificio, Coleta Urinaria e Sanguinea

Na noite anterior ao sacrificio, os animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas para coleta de urina noturna e posterior dosagem de 6-
sulfatoximelatonina. No dia seguinte, todos os animais foram anestesiados com
15mg/kg de xilazina (Rompun®) associados a 30mg/kg de ketamina (Ketalar®),
por via intraperitoneal, sendo logo colhido sangue do plexo venoso orbital
direito com pipeta Pasteur heparinizada, para dosagem sérica de estradiol e

progesterona. Em seguida, foram retirados os ovarios para estudo histolégico e
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imunoistoquimico. Logo apds os animais foram sacrificados na guilhotina. O

sacrificio foi realizado na fase de proestro.

3.2.5. Determinacdo da 6-sulfatoximelatonina (6SMT) urinaria e dos

niveis hormonais circulantes.

A determinagdo do metabdlito da melatonina na amostra foi realizada
por radioimunoensaio para 6-sulfatoximelatonina (WHB, Bromma, Sweden) e
expresso em ng/ml com limite de detec¢cdo de 0,01 ng/ml (ALDHOUS e

ARENDT, 1998).

No soro, foram realizadas as dosagens hormonais de estradiol e
progesterona. Todas foram realizadas em duplicata e supervisionadas pela

Dra. Magda Bignotto, do Departamento de Psicobiologia da UNIFESP-EPM.

As dosagens de estradiol (ACS -180 Bayer, com limite de deteccéo de
10 pg/ml) e progesterona (ACS -180, Bayer com limite de detec¢do 0,1 ng/ml)
foram efetuadas pelo método de quimioluminescéncia, com maquina Centaur
(Bayer). A porcentagem maxima de reatividade cruzada para outros esterdides
nas determinacdes de estradiol e da progesterona foi menor que 0,01%

(especificidade).

3.2.6. Analise histolégica

Apos sua retirada, os ovarios foram mergulhados em liquido de Bouin,

permanecendo no mesmo por 48 horas.
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Apds esses procedimentos os ovarios foram clivados transversalmente e
longitudinalmente, obtendo-se fragmentos, os quais foram desidratados em
alcool etilico (concentracdes crescentes), diafanizados pelo xilol, impregnados
e incluidos em paraplast. A seguir, os blocos foram cortados em micrétomo do
tipo Minot (Leica RM 2035) ajustado para 3 um. 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
coloracéo pela hematoxilina-eosina (H.E.). Na analise morfoldgica foi utilizado
microscopio de luz, da marca Carl Zeiss, com objetivas variando de 4 a 400 X
para caracterizacdo de cada corte histologico. Os mesmos cortes foram usados

para a analise histomorfométrica.

3.2.7. Analise morfométrica

A avaliagdo da espessura do epitélio superficial, foliculos ovarianos e
tecido intersticial foi realizada por captura de imagens e analisadas pelo
programa AxionVision. Este equipamento consiste em um microscépio de luz
Axiolab Standart 2.0, acoplado a uma video camera de alta resolugéo
(AxionCam Carl Zeiss, Jena, Alemanha) que transmite a imagem a um

computador.

Para cada animal, foram feitas quatro leituras por lamina. Os ovarios

foram incluidos, sendo realizados cortes da regido central para a periférica. As
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estruturas de interesse foram medidas em um. Foram analisados 0s seguintes
itens no ovario: 1 — espessura do epitélio de revestimento; 2 — numero de
mitose no epitélio de revestimento; 3 — numero de mitose nos foliculos

secundarios; 4 — nimero de células intersticiais.

3.2.8. Analise imunoistoquimica.

A analise imunoistoquimica foi realizada para detecgdo do VEGF e
PCNA e avaliada em cortes histoldgicos de tecido fixado em formol tamponado
a 10%. Cortes foram obtidos em micrétomo regulado para a espessura de 3 ym
e colocados em laminas silanizadas, sendo que os anticorpos utilizados estéo

expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Especificagbes dos anticorpos primarios que foram utilizados na

reacado imunoistoquimica

Anticorpo Clone Fornecedor Recu_pgrggao Diluicao
antigénica
PCNA PC-10 Dako Corporation, Panela a Vapor 1:200
EUA.
VEGF C-1 Santa Cruz Microondas 1:100

Biotechnology Inc.

Os cortes histoldgicos foram deixados em estufa a 60°C por um periodo

de aproximadamente 12 horas, para melhor ades&o do tecido.

A desparafinizagao foi realizada em um banho de xilol de 30 minutos em

temperatura ambiente e a desidratacdo em dois banhos de alcool absoluto,
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banho em alcool a 96 GL e banho em agua corrente.

A recuperacado antigénica foi feita com uso de microondas em tampao
citrato, pH 6,0 em poténcia alta por 20 minutos (VEGF) e Steamer (panela a
vapor) por 40 minutos (PCNA), deixando-se depois esfriar a temperatura

ambiente por 20 minutos.

As laminas foram lavadas em agua corrente, e foi realizado o bloqueio
da peroxidase enddgena pela aplicacdo de agua oxigenada a 3%, por cinco
vezes, 5 minutos cada, lavando-se em seguida em agua corrente e tampao

PBS, pH 7,4.

Posteriormente, foi efetuada a incubacdo com o anticorpo primario
diluido em titulo pré-estabelecido em solugdo de BSA 1%, diluida em tampéao
PBS, em cdmara umida a 4°C, por 18 horas. A seguir, as ldminas foram
lavadas em tampao PBS, por trés vezes e processada a incubagdo com o
anticorpo secundario biotinilado do (kit LSBA+) (DAKO, Glostrup, Denmark) kit
DAKO LSAB + System, HRP, por 15 minutos. Seguiu-se a lavagem em tampé&o
PBS, pH 7,4 por trés vezes e incubagdo com complexo streptavidina-biotina
peroxidase (Kit LSBA+) (DAKO, Glostrup, Denmark) o amplificador kit Dako
LSAB + System, por 15 minutos. Apos lavagem com tampéao PBS, pH 7,4 por
trés vezes, segui-se a revelacdo com substrato H,O, e substancia cromogénica

diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos.

Foi realizada lavagem extensiva em agua corrente, e contra-coloracéo

com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.
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Apds lavagem em agua corrente, trés banhos em alcool absoluto e
diafanizacdo em trés banhos de xilol, as laminas foram montadas com laminula

em resina Entellan e identificadas.

Adotamos como padrédo de positividade o aparecimento de coloracéo
marrom - acastanhada no nucleo, na regido do limite celular ou no citoplasma
da célula. Concluido o preparo das laminas, estas foram encaminhadas para

leitura.

A imunoexpressao foi avaliada, utilizando-se representacédo de imagem
por meio de um sistema computadorizado, constituido por microscopio de luz
(Carl Zeiss), adaptado a uma camera de alta resolugéo (AxioCam MRC da Carl
Zeiss), monitor de video colorido (Samsung). As imagens foram obtidas
utilizando-se o programa de analise de imagens AxionVision REL 4.2 da Carl

Zeiss.

Para a analise dos resultados do VEGF consideramos a intensidade da
expressdo citoplasmatica da proteina do fator de crescimento vasculo-
endotelial. Para tanto, utilizamos o0 seguinte procedimento conforme a
imunorreatividade (intensidade): 0 - auséncia de cor marrom-acastanhada; 1 -

fraca intensidade de cor; 2 - moderada intensidade de cor; 3 - forte intensidade.

Para avaliacdo do PCNA, foram contadas o numero de células positivas

(coloracdo marrom) em 1000 células, das células intersticiais.
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3.2.9. Descricdao dos receptores de estrogénio e de progesterona no

ovario

Os fragmentos dos tecidos ovarianos foram homogeneizados em
tampé&o TED (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1.5mM, glicerol 10%, DTT 2mM, pH 7,4)
durante 15 segundos, por duas a trés vezes, usando 0 equipamento Politron
PT10 (Brinkman). O homogeneizado foi centrifugado a 105.000Xg por 60
minutos em rotor A-1256 (Sorvall Ultracentrifuge-Combi) para obtencdo do

citosol. Todos os procedimentos foram realizados a -4°C.

A concentragdo de proteinas foi determinada de acordo com o método
de LOWRY et al. (1951), modificado por BRENTANI et al. (1981) para a
afericdo dos receptores. O receptor de estrogénio foi determinado pela
incubagao de 75ul de citosol com 5 nmol *H-estradiol, 79 Ci/nmol (Amersham
International, Buckinghamshire, England) por 18 horas a 4°C. Um ligante n&o
especifico foi estimado pela adicdo de 100 vezes de dietilbestrol (DES) em
relacdo ao que seria detectado na circulagdo. Os ligantes foram separados dos
ligantes livres pelo método de McGuire (DCC- dextran-coated-charcol). A
radioatividade foi medida por método cintilografico com TRI-CARD 1600 TR

(Packard).

A expressao dos receptores de progesterona foi determinada como
descrito por JOHNSON e NAKAMURA (1978), pela substituicao do hormdnio
por 12nml *H-ORG 2058, 49 Ci/mmol, 79 Ci/mmol (Amersham International,

Buckinghamshire, England) por 4 horas a 4 °C. O ligante ndo especifico foi
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determinado pela adicdo de 100-fold acrescido de ORG 2058 n&o radioativo.

Os resultados de ambos receptores, estrogénio e progesterona, foram
expressos como receptor/MG de proteina de citosol. Esta parte do estudo foi

realizada pela Prof? Dr? Celina Oshima, no Instituto Bioldgico.

3.2.10. Método estatistico

Realizamos a analise descritiva para observar o comportamento dos
grupos em estudo anterior a analise inferencial. No estudo, os resultados foram
expressos em meédia e erro-padrdo da média. O teste da curva de normalidade
foi aplicado em todos os dados que apresentaram distribuicdo homogénea

(Curva de Gauss).

Os resultados foram avaliados pelo teste de Analise de Variancia
(ANOVA) e, posteriormente, o teste de comparagcdes multiplas de Tukey para a
andlise das variaveis, para identificacdo dos grupos que apresentarem

diferencgas significantes.

Foi fixado em 0,05 ou 5% (P < 0,05) o nivel para rejeicdo da hipdtese de

nulidade, assinalando-se com asterisco os valores significantes.
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4.1. Determinagdao sérica dos esterdides sexuais (estrogénio e

progesterona) e urinaria da 6-sulfatoximelatonina

Os dados hormonais estdo resumidos na Tabela 2 e Figuras 1,2e 3. O
grupo pinealectomizado (Glll) apresentou 0s menores niveis de 6-SMT e

progesterona em relagéo aos outros grupos (P< 0,001). Nao houve diferencas

significantes nos niveis de estrogénio em todos os grupos avaliados.

Tabela 2 — Médias e erro-padrao da média das determinagbes urinarias de 6-
sulfatoximelatonina (6-SMT) e dos niveis séricos de estradiol e progesterona

nos grupos estudados

Gl Gll GllI GIV
6-SMT 256+1362 26,20+1469 578+536* 39,70+ 17,63
Estradiol 76,41 +2761 7514+37,33 98,96+39,71 97,21+44,58

Progesterona 14,53 + 10,57 14,46+1229 392+514~* 9,38 £ 3,34

* P<0.05 comparado com os outros grupos.
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Fig. 1 — Determinacéo urinaria de 6-sulfatoximelatonina (6-SMLT) pela técnica

de radioimunoensaio. * P<0,05 comparado aos grupos |, ll e IV.
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Fig. 2 — Determinagdo sérica do estradiol aferido por técnica de

quimioluminescéncia.
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Fig. 3 — Determinacdo sérica da progesterona aferida por técnica de

quimioluminescéncia. *P<0,05 comparado aos grupos |, Il e IV.
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4.2. Morfologia do ovario

4.2.1. Epitélio de revestimento ovariano

Nos grupos | e Il (controle e sham), o epitélio de revestimento superficial
do ovario mostrou-se do tipo cubico simples. As células apresentavam
citoplasma claro e eosinofilico, com nucleo esférico e central, onde foram
identificadas raras figuras de mitose. No grupo Ill o epitélio revelou-se do tipo
cilindrico simples, contendo células com citoplasma claro e eosinofilico, com
nucleos alongados e heterocromaticos e com algumas areas de
pseudoestratificacdo que foram verificadas em sete animais do grupo Ill. O
grupo IV apresentou epitélio de revestimento semelhante aos dos grupos | e Il

(Fig. 4),

4.2.2. Estroma Ovariano

Nos cortes histoldgicos dos grupos | e I, notou-se grande concentragao
de foliculos ovarianos em varios estagios de desenvolvimento, desde
primordiais até pré-ovulatérios. Observaram-se ainda varios corpos Iuteos
integros e outros em varios estagios de involugado. As estruturas foliculares e os
corpos luteos ocupavam a maior parte do estroma ovariano. Ha também
algumas células intersticiais com citoplasma claro e eosinofilico, contendo
nucleos esféricos e centrais. Estas células localizavam-se, principalmente, em
torno dos vasos sanguineos. No grupo Il registrou-se alteragdo da populagcao

folicular, com predominio de foliculos primarios e secundarios (foliculos em
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crescimento), e em alguns casos, presenca de cistos foliculares. Em muitos
foliculos secundarios, observou-se proliferacdo da camada de células da teca
interna, com varias figuras de mitose e presenca de multiplas células
intersticiais préximas aos foliculos. Verificaram-se, ainda, muitos corddes de
células intersticiais no estroma ovariano. Além disso, as células intersticiais
apresentavam-se em grande quantidade comparada aos demais grupos (I, Il e
IV). No grupo IV, existiam foliculos maduros e corpos luteos, mas notavam-se
células intersticiais de permeio aos foliculos em quantidade menor que no

grupo Il (Fig 5).
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Fig. 4 — Fotomicrografia de cortes histologicos de parte do ovario de ratas

adultas: Gl — observar epitélio de revestimento no grupo I(controle); Gll — notar
epitélio de revestimento no grupo Sham; GlIl — epitélio de revestimento mais
desenvolvido comparado aos demais grupos; GIV — observar o epitélio de

revestimento semelhante aos grupos | e Il. H.E.
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Fig.5 — Fotomicrografia de cortes histoldgicos de parte dos ovarios de ratas: Gl

e Gll — observar menor quantidade de células intersticiais e maior quantidade
de foliculos em desenvolvimento comparado ao grupo lll; observar grande
quantidade de células intersticiais formando glandulas no grupo Il (setas);

notar que ha células intersticiais e corpo luteo (*) no grupo IV. H.E.
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4.3. Morfometria do ovario

Os dados histomorfométricos do ovario das ratas nos varios grupos
estudados estdo resumidos na Tabela 3 e Figuras 6, 7, 8 e 9. Notamos
aumento da espessura do epitélio de revestimento ovariano, incremento das
figuras de mitose neste epitélio, nos foliculos ovarianos e no numero de células

intersticiais no grupo lll em relagédo aos demais grupos.

Tabela 3 - Média e erro-padrdo da média dos parametros morfométricos

avaliados nos ovarios de ratas nos grupos estudados

Gl Gll Gl Glv
Espessura do ERO* (x10um) 57+0,6 6,2+0,9 10,2 + 0,8° 771272
Mitoses no ERO* (n) 245+23 259+2/1 491 +32° 30,5+29
Células intersticiais (n) 152,2425,2 140,8418,2 290,1 +£33,2° 15844528
Mitose nos foliculos (n) ** 447 +53 55171 97,1+ 6,2d 635+29

*ERO = epitélio de revestimento do ovario

** namero de mitose em 10 foliculos secundarios
a — P<0,05 comparado aos grupos | e ll

b — P <0,01 comparado aos grupos |, Il e IV.

¢ — P <0,01 comparado aos grupos I, Il e IV.

d — P <0,01 comparado aos grupos |, Il e IV.
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Fig. 6 — Representacdo grafica da espessura do epitélio de revestimento do

ovario de rata nos grupos estudados. *P<0,05 comparado aos grupos |, ll e IV.
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apitélio de revestimente
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GIV

Fig. 7 — Representacdo grafica do numero de mitoses no epitélio de

revestimento do ovario de rata nos grupos estudados. * P <0,01 comparado

aos grupos |, ll e IV.
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Fig. 8 — Representacdo grafica do numero de células intersticiais no estroma do
ovario de rata nos grupos estudados. * P <0,01 comparado aos grupos |, Il €

V.
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Fig. 9 — Representacdo grafica do numero de mitoses em 10 foliculos
secundarios do ovario de rata nos grupos estudados. * P <0,01 comparado aos

grupos |, Il e IV.
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4.4. Analise imunoistoquimica

Os dados da expressdo do VEGF e do PCNA pela técnica da
imunoistoquimica est&do descritos na Tabela 4 e Figuras 10, 11,12 e 13.

A expressdo do VEGF e a do PCNA foram maiores no grupo Glli
comparadas aos grupos controle (Gl), sham (GIl) e das ratas

pinealectomizadas com reposi¢cdo de melatonina (1V).

O resultado dos receptores de estrogénio e progesterona esta
relacionado na Tabela 5 e Figuras 14 e 15. Os receptores de estrogénio
mantiveram-se com niveis semelhantes em todos 0s grupos e nao houve
diferenca estatistica entre os grupos. Com relacdo aos receptores de
progesterona, o grupo pinealectomizado (GlIl) apresentou menor numero de
receptores de progesterona quando comparado ao dos outros grupos (P

<0,001).
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Tabela 4 - Média e erro padréo da média das determinacdes da expressao do

VEGF e PCNA por técnica de imunoistoquimica nos grupos estudados.

Gl Gli Glll GIV
VEGF (intensidade 4 75,046 1771044  288:033*  175:046
da expresséo)

PCNA (numeroem 54 8,504 30244219  46.4:0.89"  26.4+151
1000 celulas)

P <0,001 comparado ao Gl, Gll e GIV e “p <0,001 comparado ao Gl, Gll e GIV.
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Fig. 10 — Fotomicrografias de cortes histoldgicos de ovarios: Notar a presenca
de grande quantidade de células intersticiais no Grupo Glll, com maior

expressao do VEGF, comparado aos demais grupos.
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Fig. 11 — Determinagédo do VEGF (intensidade de positividade em células
intersticiais) no estroma ovariano avaliado por técnica de imunoistoquimica.

* P <0,001 comparado aos grupos Gl, Gll e GIV.
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Fig. 12 — Fotomicrografia de cortes histolégicos de parte do ovario de ratas
adultas: Notar a presenca de grande quantidade de células intersticiais no

Grupo G lll, com maior expresséo do PCNA, comparado aos demais grupos.
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Fig. 13 — Determinacdo do PCNA (numero de positividade em 1000 células

intersticiais) no estroma ovariano por técnica de imunoistoquimica. * P <0,001

comparado aos grupos Gl, Gll e GIV
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Tabela 5 - Média e erro padréo da média das determinacbes da expressao dos
receptores de estrogénio e progesterona durante a fase de proestro nos grupos

estudados por binding com *H

Gl Gll GllI GIV
ER 149,0+14,5 142,8+12,5 105,7+10,3 123,2+ 8,7
PR 429,0+23,8 442,3+30,2 250,6+32,4* 564,1+78,7

Receptor de estrogénio (ER): ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos;

Receptor de progesterona (PR): * P <0,001 comparado com os grupos Gl, Gll e GIV.
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Fig. 14 — Determinacéo da expresséo dos receptores de estrogénio em ovarios

por binding com *H-estradiol. Ndo houve diferenca estatisticamente significante

entre os grupos (P >0,05).
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Fig. 15 — Determinacdo da expressdo 0s receptores de progesterona em
ovarios por binding com *H-ORG 2058 (*P <0,001 comparado aos grupos Gl,

Gll e GIV).
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A sindrome dos ovarios policisticos € uma afec¢do caracterizada por
anovulacdo crbnica, porém sem exame laboratorial unico que dé o seu
diagndstico. Em geral, as mulheres podem apresentar hiperandrogenismo
sérico ou cutaneo. Sua fisiopatologia ainda permanece inexplicada, embora
muito ja tenha sido estudado a esse respeito (ADAMS et al., 1986; POLSON et
al., 1988; LOBO e CARMINA, 1997). Por isto, o desenvolvimento de modelos
experimentais € fundamental. Talvez, nossos dados possam ajudar no
aumento dos conhecimentos sobre a angiogénese e a proliferacdo celular num
modelo que ha redugdo da ovulagdo relacionado com a diminuicido da

melatonina.

DARDES et al. (2000) mostraram que a pinealectomia pode alterar a
producdo de gonadotrofinas com um predominio do LH em relagdo ao FSH.
Posteriormente, SOARES et al. (2003) mostraram que a reducdo da 6-
sulfatoximelatonina era acompanhada por formacéo de policistose ovariana e
aumento das células intersticiais. TEIXEIRA et al. (2004) evidenciaram que a
melatonina poderia reverter o quadro de anovulagdo crénica produzida pela
retirada da pineal. PRATA LIMA et al. (2004) sugerem que a melatonina seria
também capaz de diminuir 0 numero de cistos ovarianos observados em
animais pinealectomizados e que esta acao provavelmente seria pelos efeitos

antigonadotropicos da melatonina, ou seja, por reducao de LH.

Nos mamiferos, a glandula pineal exerce efeito modulador no sistema

reprodutor pela acdo da melatonina que age no eixo hipotalamo-hipé&fise-
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ovario, podendo ser pré- ou antigonadotréfico na dependéncia da
fotoperiodicidade da espécie (LEWINSKI et al., 1993; SOARES et al., 2003).
No ser humano e nos roedores, a melatonina afeta diretamente a funcéo
hipotalamica, inibindo a liberagdo do GnRH (BRZEZINSKI ¢ WURTMAN,
1988). A consequéncia é uma regulacdo na liberagdo das gonadotrofinas pela
hipéfise, repercutindo sobre o sistema reprodutor. Assim, alteracbes na
liberacdo de melatonina poderiam repercutir negativamente sobre a reproducéo
no ser humano e em roedores. Por esta razdo, o aumento do conhecimento da

acao da melatonina sobre o sistema reprodutor € muito relevante.

Em nosso estudo, encontramos incremento da proliferac&o celular e da
angiogénese nas células do estroma ovariano apds a redugdo dos niveis
séricos de melatonina com a pinealectomia. Deve-se salientar que as células
intersticiais do estroma ovariano séo oriundas de células da teca interna ou de
foliculos atrésicos (SPEROFF e FRITZ, 2005). Estas estruturas possuem
capacidade de produzir androstenediona e testosterona, o que poderia levar a
microambiente androgénico que por sua vez poderia interferir com o0
crescimento folicular, eclosdo e formagéo do corpo luteo (SPEROFF e FRITZ,
2005). Nossos dados evidenciam esta consequéncia, com redu¢do do numero
de corpo luteo, da produgdo de progesterona e do seu receptor no tecido
ovariano. Um dos mecanismos endocrinos que poderiam explicar este fato
seria uma acido maior do LH (SPEROFF e FRITZ, 2005). Este fato também
explicaria o aumento na espessura do epitélio de revestimento ovariano nos

animais pinealectomizados. Além disso, um aumento IGF-1 (DAIR, 2007)
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poderia também influenciar neste epitélio.

A melatonina, em nosso experimento, foi capaz de promover a
diminuicéo da expressao do VEGF e do PCNA, o que poderia indicar junto com
a histomorfologia, uma diminuicdo da atividade das células estromais. Além
disso, 0s niveis de progesterona séricos aumentaram, junto com os receptores
de progesterona, bem como o numero de corpos luteos. Estes fatos poderiam
indicar que poderiam aumentar o numero de foliculos maduros que eclodiram.
De fato, DAIR et al (2008) demonstraram que a reposicao de melatonina
aumenta o numero de odécito no oviducto, bem como o nimero de embrides no
endométrio de ratas adultas pinealectomizadas. Possivelmente, um dos
mecanismos seria por sua ag¢ao antigonadotréfica com reducdo da liberacdo de
LH (BRZEZINSKI e WURTMAN, 1988). Outro ponto seria sua atuacgé&o
diretamente no ovario pelos receptores MT1 e MT2, regulando a

esteroidogénese (SOARES-JR et al, 2003).

Seria oportuno salientar a acdo dos marcadores de proliferagao celular:
o fator de crescimento vasculo-endotelial (VEGF) e o antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA). O VEGF esta intimamente relacionado com o
processo de angiogénese folicular, estromal e do corpo Iuteo, sendo esta
importante no processo de crescimento, manutencdo e degradacdo destas
estruturas, bem como aumento da vascularizagdo para estas estruturas,
possibilitando a entrada de nutrientes. Este fator esta relacionado com acéo do

LH e com a angiopoetina produzidas nas células granulosas luteinicas
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(DICKSON e FRASER, 2000; CHRISTENSON e STOUFFER, 1997; ANASTI et
al.,, 1998). Disturbio da producdo de gonadotrofinas, especialmente com
elevacgao sérica do LH ou simplesmente, de sua acdo, levaria ao incremento da
producédo do VEGF, tanto em foliculo como nas células do intersticio (estroma).
Este fator pode contribuir para anovulagdo, visto que o aumento dos
androgénios dificultaria o crescimento folicular e ovulagéo (SPEROFF e FRITZ,
2005). Além disso, este fator esta relacionado com varias citocinas que
poderiam atuar na degradacéo acelerada do corpo luteo, resultando na menor
producdo de progesterona (IIJIMA et al., 2005). Salienta-se que a degradagéo
do corpo luteo em ratas pode levar mais de trés ciclos estrais consecutivos,
portanto, a reducéo acentuada do numero de corpo luteo na histologia no grupo
pinealectomizado poderia ser resultado do numero menor de foliculos
eclodidos, bem como maior atividade de apoptose do corpo luteo. Esta ultima
acéo esta também relacionada com a liberagdo do LH em ratas (IIJIMA et al.,

2005).

Deve-se citar que em algumas mulheres com a sindrome dos ovarios
policisticos podem identificar elevacéo sérica do VEGF e do IGF-1 (ABD EL
AAL et al., 2005). Alguns investigadores sugerem que estes fatores poderiam
estar relacionados com anovulagdo crénica, bem como, na formagéo de corpo
luteo deficiente, nas mulheres que ovularam (SPEROFF e FRITZ, 2005). De
fato, TROPEA et al. (2006) monstraram que a reduc&o dos niveis de oxigénio
(hipoxia) ou aumento do IGF-1 determinariam maior produgcdo do VEGF em

cultura de células luteinizadas. Nestes experimentos, estes autores também
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avaliaram a acdo das prostaglandinas e da progesterona, separadamente, no
controle de producé&o do VEGF e encontraram uma reduc¢do na sintese deste
fator. Estes autores ndo conseguiram analisar a interagdo destas substancias
juntas na produgéo do VEGF. Outro ponto que deve ser mencionado é que o
sistema de cultura de células (in vitro) ndo mimetiza o que ocorre na fisiologia
animal (in vivo). Contudo, estes mostram que ha um efeito direto da
progesterona sobre a regulacdo do corpo luteo e da propria funcéo esteroidica

ovariana.

Em nosso estudo, observamos que a melatonina aumenta a expressao
dos receptores de progesterona, bem como a produgdo deste horménio, em
ovario de ratas pinealectomizadas. Possivelmente, a maior ag¢do da
progesterona e a queda da atividade nas células estromais poderiam explicar,
em parte, a menor expressédo do VEGF em ratas pinealectomizadas que
receberam melatonina. Reforcando esta idéia, PHILLIPS et al. (1990)
observaram a expressé&o do VEGF em ovarios de ratas normais, especialmente

no corpo luteo participando da angiogénese e degradagdo do mesmo.

Outro marcador de proliferagéo celular € o PCNA (antigeno nuclear de
proliferacdo celular) que é influenciado pela acdo esteroidica: o estrogénio
aumenta sua produc¢do, enquanto a progesterona pode reluzi-la (NARKAR et
al., 2006). Nossos dados sugerem que a melatonina diminui a expresséao do
PCNA em células intersticiais do estroma ovariano. Possivelmente, uma

explicacdo seria o aumento da produgao de progesterona.
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Experimentos mostram que o PCNA diminui com a ministracéo de
progesterona (NARKAR et al., 2006) e, no nosso experimento a melatonina
estaria relacionada com aumento da producao de progesterona e da expressao
de seu receptor que poderiam indicar maior acdo deste no ovario de ratas.
Outro fato seria a diminuicdo da proliferacdo das células intersticiais por agéo
da melatonina na agé&o do LH (BRZEZINSKI e WURTMAN, 1988). Salienta-se
ainda que os experimentos de SOARES-Jr et al. (2003) mostram intima relagéo
da proliferacdo da teca interna e das células intersticiais com a reducdo da

melatonina apds a retirada da pineal.

Em outros tecidos, Xl et al. (2001) mostraram que a melatonina é
agente antiproliferativo, reduzindo a expressdo do PCNA em tumores
horménio-dependentes em prostata de camundongos, tanto em cultura de
células, quanto in vivo. Estes autores acreditam que a agc&do da melatonina se
faz devido a ligacdo aos receptores MT1 de melatonina em células
neoplasicas. O blogueio destes receptores determina aumento da proliferagéo
e do PCNA nas células prostaticas. Estes fatos indicam que a acéo da
melatonina poderia ser diretamente sobre o tecido. E oportuno citar que
SOARES-Jr et al. (2003) caracterizaram o receptor de melatonina no ovario de

ratas € mostraram que estes sdo funcionantes neste 6rgao.

FORNAS et al. (2000) também confirmaram que a melatonina tem
efeito antiproliferativo em células GH3 de tumor hipofisario de ratas, pela

diminuicdo do PCNA, independente da dose utilizada. Estes autores sugerem
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gque o mecanismo que a melatonina agiria seria pela reducéo da atividade de
oncogenes como 0 myc-C € 0 jun-c que estdo relacionados com a mitose
celular. Este processo envolveria a reducdo do AMP ciclico na via de
sinalizacdo celular (FORNAS et al., 2000). Salienta-se que no ovario, a
testosterona e o estrogénio aumentam o AMP ciclico, aumentando a
proliferacdo neste 6rgdo, principalmente, nas células da teca e estromais,
enquanto a melatonina pode reduzir este segundo mensageiro no tecido
ovariano (EKMEKCIOGLU, 2006). Este fato se deve pelos receptores de
melatonina MT1 e MT2 estarem ligados a proteina G inibitéria de AMP ciclico

no ovario de ratas (SOARES et al., 2003).

BARTSCH et al. (1997) apontam que a queda da express&o para 0s
receptores de melatonina em células neoplasicas do trato gastrointestinal e do
pulmé&o estaria associada com aumento do PCNA e agressividade destas
células, ou seja, a diminuicdo da acdo da melatonina, localmente, permitiria
maior proliferacdo celular. Em nosso estudo, encontramos que maior
expressdo do PCNA no tecido ovariano com a queda da 6-sulfatoximelatonina,
bem como o inverso, com a ministracdo da melatonina e menor identificacéo

deste antigeno nas células estromais ovarianas.

Alguns investigadores sugerem que a melatonina apresenta requisitos
para ser considerada como substancia anti-estrogénica, pois, interfere na acéo
proliferativa dos receptores de estrogénio (SANCHEZ-BARCELO et al., 2005).

Salienta-se que os receptores estrinicos s&§o membros de uma super familia de
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receptores de esterdides que atuam em fatores de transcricdo e regulam a
expressao génica, levando a proliferacido celular, podendo alterar a mitogénese
(COOPER, 2002). Contudo, ndo encontramos alteragbes significantes dos
receptores de estrogénio nos ovarios de ratas pinealectomizadas com ou sem
reposicdo de melatonina. Possivelmente, a reducdo do receptor de estrogénio
possa ser mais evidenciada em estruturas mais especificas como células da
granulosa. Nossos estudos com binding de estrogénio ligado ao tricio n&o
conseguem evidenciar as alteracbes. Portanto, outros estudos seréo

necessarios para avaliar esta acdo da melatonina.

No utero de ratas, ABD-ALLAH et al. (2003) mostraram que a
ministracdo prévia de melatonina determinaria queda do numero de receptores
de estrogénio e aumento dos de progesterona. SANCHEZ-BARCELO et al.
(2005) sugerem que a melatonina previne a formagdo e o crescimento de
tumores mamarios em roedores provavelmente pela sua agdo nos receptores
de estrogénio nas células epiteliais. Porém, estes autores sugerem que esta
acdo também possa ocorrer pelo aumento da imunidade local, propriedade
antioxidante e efeito inibitdrio na atividade da telomerase, ou seja, estas agdes

sa0 independentes dos receptores de estrogénio.

Segundo RAM et al. (2000), a melatonina € capaz de diminuir a
expressdo dos receptores de estrogénio e a proliferagdo das células em
neoplasias mamarias humanas. Estes autores sugerem ainda que a melatonina

atuaria também na regulacdo da expressdo do TGFa e gene myc-c,
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independente do estrogénio. Esses autores mostraram que nem todas as
acdes da melatonina estdo relacionadas ao bloqueio da agdo dos receptores
de estrogénio, mas poderiam estar relacionadas pela ativagdo dos receptores
MT1, ou ainda por outra via independente do receptor de melatonina nas

células tumorais mamarias.

Para COS et al. (2006), a acdo antitumoral da melatonina ocorre pela
inibicdo da aromatase e, assim sendo, ndo age interferindo com os receptores
de estrogénio. Contudo, ndo acreditamos nesta hipotese, visto que se a
inibicdo da atividade desta enzima determinaria reducdo da producéo de
estrogénio e, poderia elevar a produg¢do de androgénio pela menor converséo

em estrogénios.

SOARES et al. (2003) mostraram que ap0s a pinealectomia, a redugéo
dos niveis de melatonina esta relacionada com a reducéo dos receptores de
estrogénio em ovario de ratas. Esses dados também diferem dos nossos, ja
que ndo observamos alteracdo nesses receptores. Talvez, o estudo do RNA
mensageiro do receptor de estrogénio por Biologia Molecular possa ajudar a
compreender a agdo da melatonina nos receptores de estrogénio nos ovarios

de ratas pinealectomizadas.

Em relacdo ao receptor de progesterona, SOARES et al. (2003)
encontraram diminuicado dos receptores de progesterona em ovario de ratas
pinealectomizadas. ABD-ALLAH et al. (2003) encontraram aumento nos

receptores de progesterona em utero de ratas previamente tratadas com
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melatonina. Estes resultados s&o similares ao que encontramos em NoOssoO

estudo.

Finalmente, em relacdo as estruturas histolégicas ovarianas,
LEWINSKI et al. (1993) mostraram que a melatonina pode incrementar a
atividade mitotica e de apoptose das células foliculares e do corpo luteo, efeito
este revertido com a ministracao de melatonina. Este fato justificaria a atividade
mitética dessas células, podendo explicar a diminuicdo das células intersticiais

apos reposicado de melatonina, encontrada nosso estudo.

DAIR et al. (2008) observaram que em ratas pinealectomizadas
tratadas com melatonina aumentaria a produ¢éo de progesterona, o numero de
oocitos no oviducto e a implantagdo embrionaria. Estes fatos sugerem que a
melatonina teria acdo reguladora no sistema reprodutor e nossos dados
reforcam esta acdo, principalmente, nas células do estroma e no receptor de

progesterona no ovario de ratas adultas pinealectomizadas.
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1.

Nossos resultados permitem-nos concluir que:

Nos animais pinealectomizados, houve reducdo da 6-
sulfatoximelatonina urinaria e da progesterona sérica comparados
aos do controle e do Sham. A ministracdo de melatonina elevou

estas duas substancias;

Nos animais com reducdo da 6-sulfatoximelatonina, o epitélio
apresenta-se cilindrico simples, com areas de pseudoestratificacao,
houve alteracdo da populacdo folicular com redugdo dos corpos
luteos e aumento das células intersticiais. Estes achados foram

revertidos pela ministracdo de melatonina;

Houve diminuicdo da expressédo do VEGF e PCNA nas células
intersticiais do estroma ovariano pela imunoistoquimica apds

ministracdo de melatonina em animais pinealectomizados; e

Houve aumento da expressdo dos receptores de progesterona apds

ministracao de melatonina em animais pinealectomizados.
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ANEXO Il

Anexo Il — Dados obtidos da determinagao urinaria de 6- sulfatoximelatonina

CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL

15,00 19,00 8,00 40,00

28,00 60,00 0,50 86,00

41,00 41,00 7,50 36,00

54,00 14,00 15,00 28,00

15,00 23,00 11,00 29,00

19,00 13,00 0,01 30,00

31,00 28,00 0,01 31,00

12,00 19,00 0,01 32,00

27,00 30,00 7,0 34,00

14,00 15,00 8,8 51,00

Média 25,60 26,20 5,78 39,70
Erro-Padréo 13,62 14,69 5,36 17,63
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ANEXO Il
Anexo lll — Dados obtidos dos niveis séricos de estradiol.
CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL

97,90 69,93 59,00 69,69

66,10 143,30 107,40 98,59

87,00 60,80 114,90 104,94

103,20 66,30 108,20 120,82

97,00 69,93 90,10 92,14

64,50 85,60 198,00 51,00

29,00 135,20 74,80 203,60

103,21 38,70 85,40 67,50
33,00 49,60 91,20 110,90

83,21 32,00 60,60 52,90

Média 76,41 75,14 98,96 97,21
Erro-Padréo 27,61 37,33 39,71 4458
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ANEXO IV

Anexo IV — Dados obtidos dos niveis séricos de progesterona.

CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL

12,00 11,00 1,60 15,00

39,92 35,00 2,40 6,00

6,00 17,00 1,20 11,10

14,10 4,00 1,60 6,80

6,80 1,70 3,80 11,00

11,00 26,00 2,40 11,70

21,76 11,50 1,70 8,00

7,50 2,80 18,30 7,10

5,90 4,60 210 4,60

20,30 31,00 4,10 12,50

Média 14,53 14,46 3,92 9,38
Erro-Padréo 10,57 12,29 5,14 3,34
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ANEXO V

Anexo V — Dados obtidos da espessura do epitélio de revestimento ovariano.

CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL
5,70 6,00 7,80 0,80
7,00 7,00 11,10 18,50
9,00 5,00 11,80 0,20
6,00 3,90 12,60 1,20
7,00 2,60 6,00 0,50
5,00 2,80 7,00 0,50
5,00 12,00 13,20 1,80
3,00 11,80 7,70 0,50
2,00 12,60 14,00 21,50
1,00 6,00 19,60 8,00
Média 5,07 6,97 11,08 5,35
Erro-Padr&o 2,46 3,83 4,12 8,09
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ANEXO VI

Anexo VI — Dados obtidos do numero de mitoses no epitélio de revestimento

ovariano
CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL

20,00 21,00 60,00 39,00

45,00 19,00 41,00 38,00

12,00 27,00 39,00 43,00

10,00 32,00 49,00 41,00

11,00 28,00 65,00 30,00

41,00 12,00 61,00 47,00

39,00 20,00 30,00 40,00

23,00 45,00 71,00 42,00

12,00 23,00 73,00 10,00

12,00 22,00 45,00 12,00

Média 22,5 24,9 53,4 34,2
Erro-Padréo 13,93 8,94 14,63 12,97
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ANEXO VIl
Anexo VII — Dados obtidos do numero de celulas intersticiais no estroma
ovariano
CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL

221,00 182,00 400,00 182,00

67,00 145,00 178,00 145,00

28,00 98,00 230,00 118,00

365,00 79,00 289,00 160,00

112,00 80,00 400,00 118,00

140,00 152,00 115,00 117,00

120,00 140,00 123,00 116,00

190,00 150,00 504,00 280,00

14,00 194,00 198,00 114,00

105,00 14,00 189,00 117,00

Média 136,2 123,4 262,6 146,7
Erro-Padréo 103,12 54,93 131,58 259,81
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ovdrios de ratas pinealectomizada.

ANEXO VI

Anexo VIl — Dados obtidos do nimero de mitoses em 10 foliculos secundarios

CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL

12,00 53,00 159,00 61,00

41,00 61,00 67,00 65,00

15,00 85,00 106,00 35,00

34,00 19,00 96,00 71,00

56,00 101,00 61,00 76,00

71,00 76,00 91,00 59,00

8,00 59,00 92,00 81,00

55,00 91,00 161,00 57,00

76,00 57,00 92,00 51,00

59,00 31,00 77,00 62,00

Média 42,7 63,3 100,2 61,8
Erro-Padréo 24,71 25,81 34,32 13,04

TESE DE DOUTORADO - Lucrecia Regina Gomes Romeu 83



Efeitos da melatonina na histomorfologia, na expresséo dos receptores esteroidicos, do VEGF e do PCNA em
ovdrios de ratas pinealectomizada.

ANEXO IX

Anexo IX — Dados obtidos na expressao do VEGF

CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL

2,00 2,00 3,00 2,00

2,00 2,00 3,00 2,00

2,00 1,00 3,00 1,00

2,00 2,00 3,00 2,00

1,00 2,00 3,00 2,00

2,00 2,00 3,00 2,00

1,00 2,00 3,00 2,00

2,00 1,00 3,00 3,00

1,00 2,00 2,00 1,00

1,00 1,00 2,00 2,00

Média 1,75 1,77 2,88 1,75
Erro-Padréo 0,46 0,44 0,33 0,46
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Efeitos da melatonina na histomorfologia, na expresséo dos receptores esteroidicos, do VEGF e do PCNA em

ovdrios de ratas pinealectomizada.

ANEXO X

Anexo X — Dados obtidos na expressdo do PCNA

CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL

30,00 34,00 47,00 25,00

32,00 34,00 46,00 26,00

35,00 34,00 45,00 28,00

30,00 30,00 47,00 25,00

32,00 30,00 47,00 28,00

30,00 34,00 47,00 25,00

32,00 34,00 46,00 26,00

35,00 34,00 45,00 28,00

30,00 30,00 47,00 25,00

32,00 30,00 47,00 28,00

Média 31,80 32,40 46,40 26,40
Erro-Padréo 2,04 219 0,89 1,51

TESE DE DOUTORADO - Lucrecia Regina Gomes Romeu
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Efeitos da melatonina na histomorfologia, na expresséo dos receptores esteroidicos, do VEGF e do PCNA em
ovdrios de ratas pinealectomizada.

ANEXO XI

Anexo X| — Dados obtidos no receptor de estrogénio (binding com tricio)

CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL
197,00 201,00 116,00 114,00
161,00 98,00 134,00 134,00
98,00 112,00 136,00 155,00
152,00 134,00 106,00 85,00
112,00 156,00 131,00 153,00
189,00 173,00 58,00 112,00
123,00 143,00 128,00 98,00
234,00 89,00 125,00 167,00
101,00 199,00 56,00 101,00
123,00 123,00 67,00 113,00
Média 149,00 142,80 105,70 123,20
Erro-Padréo 14,49 12,45 10,31 8,71
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Efeitos da melatonina na histomorfologia, na expresséo dos receptores esteroidicos, do VEGF e do PCNA em

ovdrios de ratas pinealectomizada.

Anexo Xll — Dados obtidos no receptor de progesterona (binding com tricio)

ANEXO XII

CONTROLE SHAM PNTX PNTX + MEL
405,00 487,00 293,00 484,00
503,00 399,00 237,00 792,00
345,00 487,00 215,00 460,00
321,00 478,00 230,00 1043,00
499,00 494,00 400,00 828,00
399,00 492,00 127,00 418,00
506,00 389,00 387,00 378,00
511,00 601,00 327,00 365,00
456,00 309,00 201,00 261,00
345,00 287,00 89,00 612,00
Média 429,00 442,30 250,60 564,10
Erro-Padréo 23,80 30,22 32,36 78,73

TESE DE DOUTORADO - Lucrecia Regina Gomes Romeu
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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