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RESUMO

A melatonina é o sinalizador da fase de escuridao do ciclo circadiano. O feto e
0 neonato recebem melatonina exclusivamente da mae. Assim, a falta de melatonina
materna pode significar uma cronoruptura circadiana, ou seja, um desalinhamento do
reldgio biolégico com os ciclos de luz e escuriddo (LE), gerando prejuizo na
programacao fetal. O presente trabalho avaliou o papel da melatonina materna sobre
alguns aspectos da funcédo do eixo hipotalamo-hipofise gonadal (HHG) da prole na
vida adulta. Para isso, ratos machos e fémeas adultos filhos de ratas
pinealectomizadas (PINX), PINX tratadas com melatonina durante a gestagéo e
lactacdo (PINX-MEL) e ratas controles foram estudados na fase adulta (2 meses de
idade). Nas fémeas, foram analisados o ciclo estral, peso uterino e as concentragcdes
plasmaticas do horménio luteinizante (LH). Nos machos, foram analisados o peso do
testiculo, da vesicula seminal, do epididimo, o indice gonadossomatico, além das
concentracdes plasmaticas de LH e testosterona. Observamos que a frequéncia de
proestro foi menor nas ratas PINX e PINX-MEL comparada as ratas controle. A
frequéncia de estro foi maior nas ratas PINX comparada as ratas controle. Ja a
frequéncia de diestro foi menor no grupo PINX comparado ao grupo controle. Os
resultados mostraram irregularidade no ciclo estral no grupo PINX, o qual n&o foi
revertida pelo tratamento com melatonina. Em relacdo ao LH das fémeas, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos. No entanto, a grande dispersao nas
concentracdes plasmaticas de LH encontrada nas filhas de maes PINX e PINX-Mel
sugere que o pico pré-ovulatério de LH tenha ocorrido em diferentes horarios do dia
nestes grupos. Ja em relagdo aos machos, observamos uma redugdo nas
concentracdes de LH nos filhos de maes PINX e PINX-Mel em relacédo aos filhos de
maes controles. Por outro lado, a prole masculina PINX mostrou uma tendéncia de
aumento dos valores de testosterona sanguinea em relagdo a prole controle. Em
relagdo as células de Leydig, machos PINX apresentaram um volume celular e
citoplasmatico maiores comparados aos machos controle, o que pode indicar uma
alteracao na esteroidogénese. Em paralelo, machos PINX apresentaram um numero
reduzido de células de Leydig comparado aos machos controle, o que pode ser
consequéncia dos valores reduzidos de LH encontrados neste grupo. O tratamento
com melatonina reduziu o volume celular e citoplasmatico quando comparado aos

machos controle e PINX. Além disso, a reposicdo com melatonina parcialmente



restabeleceu o numero de células de Leydig. Os resultados em conjunto mostram que
PINX materna participa do desenvolvimento do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal em
fémeas e machos, uma vez que a PINX das maes repercutiu em alteragcdes no ciclo
estral e secrecdo de LH em fémeas bem como na morfologia dos testiculos, na

secrecao de LH e de testosterona em machos.

Palavras-chave: cronobiologia; glandula pineal; ciclo estral; testosterona.



ABSTRACT

Melatonin is the marker of the dark phase of the circadian cycle. The fetus and
the newborn exclusively receive melatonin from the mother. Therefore, the lack of
maternal melatonin can misalign the biological clock with the light-dark (LD) cycles,
leading to impairments in fetal programming. This study evaluated the role of maternal
melatonin on some aspects of the hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis function
in adult offspring. To do so, adult male and female rats born to pinealectomized (PINX)
mothers, PINX mothers treated with melatonin during gestation and lactation (PINX-
MEL), and control rats were studied in adulthood (2 months of age). In females, the
estrous cycle, uterine weight, and plasma luteinizing hormone (LH) levels were
analyzed. In males, testicular weight, seminal vesicle weight, epididymis weight,
gonadosomatic index, and plasma LH and testosterone levels were analyzed. We
observed that the proestrus frequency was lower in PINX and PINX-MEL rats
compared to control rats. The estrus frequency was higher in PINX rats compared to
control rats. On the other hand, the diestrus frequency was lower in the PINX group
compared to the control group. The results showed irregularities in the estrous cycle
in the PINX group, which were not reversed by melatonin treatment. Regarding female
LH, there was no statistical difference between the groups. However, the high
dispersion in plasma LH concentrations found in the offspring of PINX and PINX-MEL
mothers suggested that the preovulatory LH peak may have occurred at different times
of the day in these groups. As for males, we observed a reduction in LH concentrations
in the offspring of PINX and PINX-MEL mothers compared to the offspring of control
mothers. On the other hand, male PINX offspring showed a tendency of increased
blood testosterone levels compared to control offspring. Concerning Leydig cells, PINX
males exhibited larger cellular and cytoplasmic volumes than control males, indicating
a potential alteration in steroidogenesis. In parallel, PINX males had a reduced number
of Leydig cells compared to control males, which could be a consequence of the
reduced LH values found in this group. Melatonin treatment reduced cellular and
cytoplasmic volumes compared to control and PINX males. Furthermore, melatonin
supplementation partially restored the number of Leydig cells. Taken together, the
results suggest that maternal PINX induces alterations in the development of the

hypothalamic-pituitarygonadal axis in females and males, which have repercussions



on the estrous cycle and LH secretion in females, as well as testicular morphology, LH

secretion, and testosterone levels in males.

Key words: Cronobiology; pineal; estrous cycle; testosterone.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O sistema temporal circadiano de mamiferos é constituido de elementos
capazes de detectar pistas temporais previsiveis e traduzi-las para um oscilador
central, localizado no NSQ (Nucleo Supraquiasmatico). A luz é considerada a principal
pista temporal capaz de promover o ajuste ou arraste dos ritmos circadianos. A
melatonina da glandula pineal € diretamente regulada pela luz, a qual inibe a produg¢ao
e secrecao deste hormdénio. Assim, as concentragbes sanguineas de melatonina
oscilam de acordo com o ciclo de claro e escuro e, como consequencia, da regulagéo
do reldgio central, sendo um eferente enddcrino crucial para a manuntengado da

homeostase temporal (Amaral et al., 2018).

O NSQ além de gerar os ritmos circadianos, é responsavel pelo alinhamento
destes ritmos ao ciclo de luz e escuridao, (Moore and Eichler 1972; LeSauter, Lehman,
and Silver 1996; Ralph et al. 1990; Sujino et al. 2003; Golombek and Rosenstein
2010). A rota neural responsavel pelo alinhamento ou foto-arrastamento dos ritmos
circadianos, inicia-se nas ceélulas ganglionares intrinsecamente fotossensiveis da
retina que sao responsaveis pela percepgao da irradiagdo luminosa (Provencio,
Rollag, and Castrucci 2002; Berson, Dunn, and Takao 2002). A partir destas células,
origina-se o trato retino-hipotalamico, que envia um sinal neuronal estimulatério para
o NSQ, de tal maneira que a atividade deste nucleo encontra-se aumentada durante
a fase de luz (Ohta, Yamazaki, and McMahon 2005; Partch, Green, and Takahashi
2014). Ja do ponto de vista de efetores enddcrinos, a melatonina da pineal e os
glicocorticoides das adrenais sdo os principais horménios do sistema temporal

circadiano.

A melatonina atua como o principal agente endégeno sinalizador do
fotoperiodo, enquanto os glicocorticoides predizem o inicio da fase de atividade do
animal, promovendo alteracbes metabdlicas com o intuito de mobilizar energia para
uma a maior demanda energética encontrada na fase ativa do animal (Su et al. 2016;
Spiga et al. 2014). Além disso, o NSQ, por meio de suas inervagbes aos neurdnios
pré-autondémicos do hipotalamo, pode regular o aporte simpatico e parassimpatico a
orgaos periféricos, tais como o pancreas, a adrenal e o figado, sincronizando assim
os ritmos circadianos das concentragdes de glicose, insulina e acidos graxos livres ao

ciclo de luz e escuriddo (Buijs et al. 2003). Os ritmos de atividade locomotora
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espontanea (ALE) e temperatura corporal (TC) sédo regulados pelas projecdes neurais
do NSQ, principalmente a area pré-optica medial, nucleo pré-6ptico mediano e nucleo
dorso medial do hipotalamo (Dibner, Schibler, and Albrecht 2010). Ao nivel celular, o
sistema temporal circadiano conta com um conjunto de proteinas chamadas de
proteinas de reldgios, as quais regulam a fisiologia tanto do oscilador central (0 NSQ)
quanto de tecidos periféricos. A expressdo destas proteinas segue um ritmo
circadiano que é determinado pelo funcionamento de algas de retroalimentacéo
positiva e negativa, illustrada de forma simplificada na figura 1A. As proteinas CLOCK
(Circadian Locomotor Output Cycles Kaput) e BMAL1 (brain and muscle Arnt-like
protein 1) formam heterodimeros, os quais estimulam a transcricao dos genes Period
(Per) 1, 2 e 3, e Cryptochrome (Cry) 1 e 2. As proteinas PER e CRY formam
oligbmeros, que sao fosforilados por uma caseina quinase e transportados do
citoplasma para o nucleo. Uma vez no nucleo celular, o dimero PERCRY bloqueia a
transcricdo de seus respectivos genes ao interagir com CLOCK/BMALA1, inibindo sua
agao, resultando no fim da transcrigdo de Per e Cry. As proteinas Rev-Erba/p (NR1D1,
Nuclear Receptor subfamily 1, group D, ember '2) e Rora/f (RAR-related Orphan
Receptor alpha/beta) aumentam em resposta a acao de CLOCK/BMAL1 e, REV-ERBa
reprime a transcricdio de Bmal1, ligando-se ao seu promotor, enquanto RORa
estimula. Quando a proteina REV-ERBa esta ausente, o gene Bmal1 (e possivelmente
também o gene Clock) é liberado, podendo formar novamente o fator de transcricéo
CLOCK/BMALA1, reiniciando um novo ciclo circadiano de expressao das proteinas de
relogio (Albrecht 2012). Em tecidos periféricos, o ritmo circadiano de expressao das
protéinas de reldgio pode ocorrer independente do oscilador central, no entanto, a
sintonia de fase deste ritmo em cada célula de um tecido requer sinais neuro-

enddcrinos regulados pelo NSQ (Pilorz, Helfrich-Férster, and Oster 2018).

Na figura 1A a maquinaria molecular do relégio esta representada como relégio
de ponteiros, a hipétese de trabalho dos pesquisadores centra-se em proteinas de
relégio estdo em fase em fungédo do efeito sincronizador de eferentes neurais e
endocrinos (Figura 1A). Como consequéncia de uma rota neural originada no NSQ, o
ritmo circadiano de alteragbes fisioldgicas, comportamentais e moleculares esta
alinhado com o ciclo de luz e escuridao, representado pelas barras brancas e pretas,
respectivamente, na figura 1A. Observa-se uma compartimentagao temporal (dia e
noite) dos horarios de alimentagao, das atividades e das interagcbes sociais, as quais
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sao acompanhadas de ritmos endodcrinos na secrecdo de melatonina e dos
glicocorticoides, os quais por sua vez, também podem funcionar como pistas
enddgenas para os reldgios periféricos (Figura 1A). Um desalinhamento desses ritmos
€ conhecido como cronoruptura circadiana, ou seja, 6rgaos e tecidos ndo conseguem
desempenhar sua fisiologia de forma coordenada no tempo (Buhr and Takahashi
2013). Os efeitos negativos da cronoruptura sobre a saude humana podem ser
observados de forma acentuada em trabalhadores de turno invertido. Estes individuos
apresentam uma maior incidéncia de obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e dislipidemia
(Maury, Ramsey, and Bass 2010; Reid and Abbott 2015), além de problemas
relacionados com a fungéo reprodutiva. As causas de um possivel desalinhamento
entre os reldgios periféricos, bem como as mudancas de fase e amplitude de eferentes

endocrinos sao pouco conhecidas (Figura 1B).

A. Organizacdo do Sistema Temporal Circadiano B. Sistema temporal Circadiano em trabalhadores
de turno invertido

Circadian Rhythms

| Amplitude dos eferentes enddcrinos
I Alteracio de fase de ritmos circadianos

%@C% SN JiX\ = 1

__p&
| / 2/ Q0 =» Circadian Clocks m L )
. =® &+ Desalinhamento de relégios
ﬂ - : e = periféricos ?
Zeitgebers

Figura 1 — Organizagéo do sistema de tempo circadiano. Painel A, a organizagéo do sistema de tempo
circadiano é apresentada. Os sincronizadores temporais ( zeitgebers ) sdo compartimentalizados de
acordo com o ciclo claro e escuro (LD), ilustrado pelos retangulos brancos e pretos. A luz solar ou luz
artificial determina o fotoperiodo. Os ritmos circadianos no comportamento e na fisiologia (eferentes
enddcrinos e metabdlicos) sdo representados pelas linhas azuis, vermelhas e marrons. Esses ritmos
sdo uma consequéncia dos osciladores enddgenos ou reldgios circadianos, ilustrados por relégios
coloridos. Cada reldgio representa uma oscilagdo periférica na maquinaria molecular do reldgio
expressa em todo o corpo. Ciclos LD, horario de alimentagao, interagdes sociais e atividade sédo todos
sincronizadores temporais (ou pistas temporais) que ajustam os ritmos circadianos por meio dos
relégios circadianos. Esses ritmos também funcionam como sincronizadores temporais internos para
os relogios circadianos. Painel B, Alteragdes no estilo de vida, como alteragdes nos padrdes temporais
alimentares, de locomogao e das interagdes sociais podem ser decorréncia do trabalho em turno
invertido. Essas mudangas alteram zeitgebers externos e, possivelmente, internos o que pode ser
consequéncia da redugéo da amplitude e fase de ritmos circadianos. Este fendmeno é conhecido como
cronoruptura. Figura modificada de Poletini et al 2023.

Mulheres que trabalham em turno invertido apresentam ciclos menstruais

alterados com tempo de sangramento maior e maior incidéncia de colicas menstruais
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graves (Labyak et al. 2002), apresentam alteragdes no periodo da fase folicular e nos
niveis plasmatico do hormonio foliculo estimulante (FSH) (Lohstroh et al. 2003; Chung
et al. 2005) e sdo mais susceptiveis a abortos espontédneos (Knutsson 2003;
Fernandez et al. 2016).

Sabe-se que desafios enfrentados pela mae no periodo gestacional, ou mesmo
no periodo préximo a concepg¢ao, podem acarretar danos ao desenvolvimento
embrionario e fetal (Hanson and Gluckman 2014). Estes podem levar a alteragées na
programacao fetal por mecanismos que variam desde a alteracdo das divisdes
celulares até processos epigenéticos capazes de modificar o padrao de expressao
génica dos embrides (Hanson and Gluckman 2014). Estas alteragbes podem causar
impactos diversos na saude dos individuos na vida adulta (Varcoe, Gatford, and
Kennaway 2018). Em mulheres, embora existam dados epidemioldgicos apontando o
efeito da cronoruptura circadiana sobre a gestagao e a fungéo reprodutiva (Fernandez
et al. 2016), ndo se conhece os efeitos da cronoruptura materna sobre a programacéo
fetal e o desenvolvimento e saude dos filhos destas mées na vida adulta. Por outro
lado, modelos animais revelaram que manipulagcdo no fotoperiodo (exposicao a luz
constante ou a protocolo de foto-arrastamento), durante a gestagdo, levam a
alteragcdes metabdlicas e do sistema temporal circadiano, além de prejuizos as
respostas do eixo adrenal ao estresse na prole adulta (Spichiger et al. 2015; Salazar
et al. 2018; Varcoe 2018; Varcoe, Gatford, and Kennaway 2018). Tendo em vista que
(1) a luz é a principal pista ambiental para o sistema temporal circadiano, (2) a
melatonina € um importante horménio sinalizador do fotoperiodo e zeitgeber interno
para o organismo e (3) a unica fonte de melatonina circadiana para o feto e o neonato
€ a de origem materna (llinerova, BureSova, and Presl 1993; Attanasio, Rager, and
Gupta 1986; Kennaway, Stamp, and Goble 1992), investigamos o efeito da melatonina
sobre aspectos da fisiologia reprodutiva da prole na vida adulta de ratas e ratos.
Nossos resultados somar-se-ao ao da literatura, os quais apontam para um papel da
melatonina da glandula pineal materna sobre a programacao fetal no metabolismo da
glicose (Ferreira et al. 2012), no tempo de aparecimento de caracteres fisicos, tais
como a pelagem, assim como no desenvolvimento neural e da fungédo cognitiva da
prole masculina (Motta-Teixeira et al. 2018). Juntos, estes resultados contribuem na
construcao de um arcabouco cientifico para balizar politicas publicas para maes e pais
trabalhadores de turno invertido.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Glandula Pineal, sintese e secre¢ao de Melatonina

A glandula pineal esta localizada na regido do diencéfalo, pertencendo ao
epitalamo, € uma estrutura neuroenddécrina que se desenvolve como uma projegéao do
terceiro ventriculo. Os pinealdcitos, células da glandula pineal, sdo os principais
responsaveis pela sintese e secrecao de melatonina. A melatonina € um horménio
aminico, derivado do aminoacido Triptofano, que ao sofrer a acdo da enzima
Triptofano-hidroxilase, € convertido em 5-hidroxitriptofano. Apés ser descarboxilado,
e formada Serotonina, que podera seguir para a via desaminativa-oxidativa ou a vida
acetilativa. Em condicbes de auséncia de luz, ocorre aumento significativo da
atividade da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AANAT), que faz com que a
Serotonina produzida passe pela via Acetilativa e seja convertida em N-
acetilbmetoxitriptamina (Melatonina). Por outro lado, na presencga de luz, a atividade
da enzima AANAT é reduzida e quase toda a serotonina produzida passa pela via
desaminativa-oxidativa, na qual, grande parte da serotonina é degradada (Bubenik et
al., 1998).

A via neural que comunica a condi¢ao de luz externa origina-se nos receptores
fotossensiveis da retina, que através do trato retino-hipotalamico, leva a informacéao
fética até o NSQ. Do NSQ partem projecdes para o0 nucleo paraventricular
hipotalamico (PVN), que por sua vez, enviam proje¢des para os nucleos da medula
espinhal localizados na coluna intermediolateral, onde se localizam os neurénios
préganglionares simpaticos. Estes, por sua vez, se projetam para o ganglio cervical
superior, onde, por fim, os neurdnios pds-ganglinares simpaticos, se projetam para a
glandula pineal. Durante a fase escura, neurénios do sistema simpatico envolvidos na
via, recebem sinais excitatérios, fazendo com que seja liberado noradrenalina, a qual
via receptor beta-1, ativa os pinealdcitos, aumentando a atividade da enzima AANAT,
€ por consequéncia, fazendo com que a serotonina seja desviada para a via acetilativa
e seja sintetizada e secretada a melatonina (Amaral et al, 2018). Como pode ser
observado na figura 2, como consequéncia da ativacdo do NSQ pelo sinal fético, a
secrecao de melatonina pela glandula pineal esta inibida, em decorréncia da inibigao
do circuito neural: NSQ — nucleo paraventricular (PVN) — ganglio cervical —

liberagdo de noradrenalina na pineal (Teclemariam-Mesbah et al. 1999; Simonneaux
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and Ribelayga 2003). Paralelamente, projecbes do NSQ para o nucleo sub-
paraventricular e dorsomedial hipotaldamicos terminam em neurbnios gabaérgicos em
animais noturnos, e em neurbnios glutamatérgicos, em animais diurnos. Esses
interneurdnios, por sua vez, inervam os neurdnios parvicelulares do PVN, produtores
de hormoénio liberador de corticotrofina (CRH), responsavel pela regulagdo da
secrecdo de ACTH e glicocorticoides adrenais (Dibner, Schibler, and Albrecht 2010).
Assim, durante a fase de luz, o NSQ, por meio destas projecdes, inibe a secrecéo de
glicocorticoides adrenais em animais noturnos e, ao contrario, estimula, em animais
diurnos (Buijs et al. 1999).

A. Neural Circuit of Melatonin Suppression B. Neural Circuit of Melatonin Secretion C. Circuit Outputs
Melatonin
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Figura 2 — Circuito neural da supressdo e secrecdo da melatonina. (A) A luz ativa o nucleo
supraquiasmatico (NSQ) através do trato retinohipotalamico (TRH), o que desencadeia um aumento na
entrada GABAérgica no nucleo paraventricular (NPV) do hipotdlamo. Em resposta a inibicao
GABAérgica, a atividade da via neural NPV > nucleo intermediolateral da medula espinhal (NIL) >
ganglio cervical superior > glandula pineal é reduzida, e a produgdo de melatonina é suprimida. (B) Na
auséncia de luz artificial ou natural, a entrada GABA do NSQ no NPV esta ausente, e o circuito NPV >
NIL > GCS > glandula pineal esta ativo, resultando na secre¢cado de melatonina pela pineal durante a
fase escura. (C) Perfil diario da liberagao de GABA e glutamato (GLU) no NPV, e melatonina da pineal
como resultado do funcionamento desse circuito através das fases de luz e escuridao. Note que as
entradas de glutamato do NSQ no NPV n&o mudam durante o ciclo circadiano. Em A e B, NE significa
norepinefrina, linhas sdlidas significam ativagdo e linhas tracejadas significam inibigdo. Em C,
retdngulos brancos e escuros representam as fases de luz e escuridao, respectivamente. A figura foi
criada com o Biorender.com e esta no trabalho de Toledo et al 2023.

Algumas das ac¢des da melatonina sdo mediadas por receptores de membrana
especificos. Trés subtipos de receptores de melatonina em mamiferos ja foram
identificados, sendo que dois deles, o receptor de melatonina 1a e 2b (MT1 e MT2),
sao pertencentes a familia de receptores acoplados a proteina G. O mecanismo de
transducao de sinal associado a ativacdo de MT1 ou MT2 em células-alvo causa a
inibicao da atividade da adenilato ciclase, a redugéo dos niveis de monofosfato ciclico
de adenosina (AMPc) e, consequentemente, a menor ativagéo da proteina quinase A
(PKA). No entanto, em érgaos e tecidos especificos, a melatonina pode desencadear
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cascatas especificas de segundos mensageiros. No cérebro, os receptores do tipo
MT1 sao abundantemente encontrados no NSQ, hipocampo e cerebelo e pars
tuberalis da hipdfise. Ja o receptor do tipo MT1 € mais comumente encontrado na
retina. Nos tecidos reprodutivos humanos, os receptores do tipo MT1 e MT2 ja foram
identificados no epitélio mamario, miométrio uterino, células da granulosa e lutea do

ovario (Claustrat et al., 2015).
2.2 Melatonina na gestagao e seu papel na fungao reprodutiva

A glandula pineal se desenvolve a partir de uma area do neuroepitélio que
reveste o teto do terceiro ventriculo do cérebro pré-natal da prole durante as primeiras
semanas de vida. A unica fonte de melatonina circulante para a prole até o 16° dia da
gestacado de ratos é a de origem materna. A partir deste periodo os niveis de
melatonina comegam a variar de acordo com o periodo do dia, estando mais elevados

durante o ciclo escuro.

O desenvolvimento da glandula pineal € dependente de uma rede de fatores
de transcricdo, que mantém e impulsionam a formacéo da glandula. A glandula pineal
madura é um 6érgao bastante homogéneo, sendo que aproximadamente 95% das
células sao pinealdcitos, enquanto o restante sdo principalmente células intersticiais,

vasos sanguineos e fibras nervosas (Jimenez-Jorge et al., 2007; Tamura et al., 2008).

Existem evidéncias de que a glandula pineal influéncia o eixo
hipotalamohipoéfise-gonadal por meio da melatonina. A regulacdo da secregcado de
gonadotrofina e prolactina responde a fotoperiodos ambientas. A pulsatilidade do
GnRH, hormdnio que controla a secre¢ao de LH e FSH, esta sujeito a influéncia da
acdo da melatonina. E sabido que as concentracdes séricas de melatonina de
humanos e de roedores apresentam aumento significativo durante o periodo
gestacional, sendo que apds o parto estes valores tendem a se reduzir. Em fémeas
prenhas, é sabido que a melatonina materna possui diversas acodes relacionadas ao
desenvolvimento da prole. As variacdes circadianas na concentracdo de melatonina
materna durante a gravidez servem como um valioso sinal para feto incorporar os
ritmos circadianos, desenvolvendo mecanismos de ajuste influenciados pela duragao

do dia e da fase circadiana dos recém nascidos apds o parto. Assim como o
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crescimento gonadal dos fetos e dos recém-nascidos, que sao diretamente

influenciados por informacdes do fotoperiodo recebidas no utero através da méae.

Entretanto, ndo esta claro o efeito da auséncia de melatonina na gestacéo.
Sabe-se que a melatonina afeta o tempo de gestagédo, mas nao o crescimento fetal. A
auséncia de melatonina materna por meio da pinealectomia materna, com ou sem
suplementacgao de melatonina, ndo afeta a produg¢ao de progesterona. Porém, alguns
estudos ja demonstraram que a pinealectomia materna aumenta a expressao de
receptores de melatonina no NSQ fetal e neonatal em ratos, podendo influenciar por
consequéncia o ritmo de atividade de alguns genes, proteinas e outros substratos
(Tamura et al., 2008; Takayama et al., 2003).

2.3 Aspectos endécrinos da funcao reprodutiva de fémeas

Sabe-se que tanto fémeas quanto machos de mamiferos apresentam um
padrao ultradiano pulsatil de secrecdo de LH, que deriva da secregao igualmente
pulsatil do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) no sangue porta-hipofisario,
0 qual é absolutamente essencial para a manutencdo da responsividade dos
gonadotrofos hipofisarios e funcionalidade do eixo hipotalamo-hipofise-gonadal
(HHG). Em adicdo o padrdo pulsatil de secrecdo de LH, as fémeas também
apresentam um padrao periodico infradiano de liberagao das gonadotrofinas, induzido
pelo aumento dos niveis de estradiol de origem folicular através de um mecanismo de
retroalimentacao positiva. Este evento corresponde ao pico pré-ovulatoério de LH, que
deflagra a ovulagao e a formagéao do corpo luteo em fémeas. Em roedores, o pico pré-
ovulatorio de LH apresenta um marcante componente de regulagédo circadiana,
estando temporalmente acoplado ao periodo de vigilia e de comportamento sexual
(Everett and Sawyer 1950; De La Iglesia and Schwartz 2006). Por fim, € reconhecido
que ambos os padrdes periodicos de secrecdao de LH, pulsatilidade e pico
préovulatério, sdo essenciais para a funcao reprodutiva e a fertilidade em fémeas
(Herbison, 2016). As gonadotrofinas hipofisarias LH e FSH atuam nas gbnadas
estimulando a produgcdo de gametas e a secregdo de esteroides sexuais. Os
esteroides sexuais, por sua vez, exercem agdes de retroalimentagdo negativa no
sistema nervoso central e na hipdfise e, desta forma, inibem a secrecdo de LH e
controlam a atividade do eixo HHG. Estradiol e progesterona s&o os principais

esteroides sexuais em fémeas. O ciclo reprodutivo de fémeas de roedores tem
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duracao de aproximadamente 4 a 5 dias, e pode ser monitorido pelo acompanhamento
das caracteristicas morfologicas do epitélio vaginal através da visualizagdo ao
microscopio 6ptico do esfragago vaginal. Estas caracteristicas refletem as variagdes
dos esteroides ovarianos, principalmente o estradiol, que determina o tipo celular
presente no esfragaco vaginal. Dessa forma, a cada aproximadamente 1 dia, ocorre
alteragdes no esfragaco, as quais refletem as concentragdes hormonais de cada fase
do ciclo estral. A predominancia de leucécitos, os quais sdo células menores com um
citoplasma granular indica a fase de diestro, que é dividida em diestrus 1 ou
metaestrus e diestrus 2. Como podemos observar na figura abaixo, no diestrus 2,
baixas concentra¢cdes de FSH e LH enquanto concentragbes crescentes de estradiol
sdo observadas (Figura 3). Ja a predominéncia de células nucleadas e arredondadas
em aglomerados indica a fase do Proestro. Na manha de proestro, sdo observadas as
mais elevadas concentragdes de estradiol, e, na tarde o pico pré-ovulatério de LH,
FSH e prolactina, os quais sdo sucedidos por concentragdes elevadas de
progesterona e queda das concentragdes de estradiol. A seguir, inicia-se a fase de
estrus, onde ha a predominancia de células epiteliais escamosas cornificadas, sem
nucleo observavel e com forma irregular. Do ponto de vista comportamental, o estrus
€ caracterizado pela agitagdo do animal e sua suscetibilidade a copula, que pode

ocorrer com sucesso na noite entre o proestros e estrus (LEVINE, 2015).
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Figura 3 — Concentracdes de progesterona, prolactina, estradiol, LH e FSH durante os 4 dias de ciclo
estral de ratas. Para a construcédo deste grafico, Smith et al (1975) eutanasiou de 4 a 6 ratas a cada 2
horas durante o ciclo estral. As horas do relégio estdo na abscissa, e as barras pretas sobre a abscissa
indicam a fase de escuro do ciclo circadiano. As linhas verticais pontilhadas paralelas a ordenada
delimitam de forma didatica a fase do ciclo estral, a saber: estrus, diestrus 1, diestrus 2 e proestrus.

Em termos de reguladores hipotalamicos, sabe-se que os neurdénios GnRH nao
apresentam receptor para estrégeno (ER) do tipo alfa (ERa) ou receptor para
progesterona (PR) (Hrabovszky et al. 2000; Fox et al. 1990), os quais sao
responsaveis pelo controle das fungdes reprodutivas e fertilidade (Wintermantel et al.
2006; Glidewell-Kenney et al. 2007). Desta forma, a maioria dos efeitos estrogénicos
sobre os neurdnios GnRH ocorre indiretamente, através de neurdnios sensiveis ao
estradiol que se projetam até os neurdnios GnRH. Nesse contexto, destacam-se os
neurénios produtores do neuropeptideo kisspeptina, codificado pelo gene Kiss1, que
em roedores estdo localizados majoritariamente nos nucleos anteroventral
periventricular (AVPV) e arqueado (ARC) do hipotalamo, e sdo responsivos aos
esteroides gonadais (Smith, Cunningham, et al. 2005; Smith, Dungan, et al. 2005). A
acao central da kisspeptina € atualmente considerada essencial para o
estabelecimento da puberdade e manutengao da atividade do eixo HHG em inUmeras
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espécies, incluindo humanos (Seminara et al. 2003; De Roux et al. 2003; Pinilla et al.
2012). Isto se deve ao potente efeito estimulatério da kisspeptina sobre a atividade
dos neurdnios GnRH (Irwig et al. 2004; Messager et al. 2005; Han et al. 2005; Keen
et al. 2008) e, consequentemente, sobre a secrecdo de LH (Gottsch et al. 2004;
Navarro et al. 2005; Dhillo et al. 2005; Shahab et al. 2005). As duas populacdes de
neurénios Kisspeptina sdo reguladas de forma diferenciada pelo estradiol, pois o
mesmo estimula a expressao do gene Kiss1 no AVPV, enquanto a inibe no ARC
(Smith, Cunningham, et al. 2005; Smith, Dungan, et al. 2005). Esta regulagao
diferencial pelo estradiol tem embasado a hipétese que prevé a existéncia de duas
populagdes funcionalmente distintas de neurdnios kisspeptinérgicos, i.e., 0s neurdnios
do AVPV, que estariam relacionados ao mecanismo de retroalimentagao positiva, e
os neurdnios do ARC, relacionados ao mecanismo de retroalimentagao negativa dos
esteroides ovarianos sobre a secrecdo de LH. De fato, evidéncias experimentais
indicam uma importante participagdo dos neurdnios kisspeptinérgicos do AVPV na
génese do pico de LH induzido por esteroides ovarianos (Smith et al. 2006; J Clarkson
et al. 2008). Os neurdnios do ARC por sua vez tém sido relacionados a geragéo do
padrao pulsatil de liberacdo de GnRH/LH (Lehman, Coolen, and Goodman 2010) e
evidéncias recentes em camundongos indicam que a atividade intrinseca destes
neurdnios, de fato, corresponde ao gerador de pulso de GnRH hipotalamico (Jenny
Clarkson et al. 2017). Mutag¢des disfuncionais no gene Kiss1 ou de seu receptor
cognato Kiss1r causam insuficiéncia de secreg¢ao de gonadotrofinas e infertilidade em

humanos e modelos animais (Seminara et al. 2003; De Roux et al. 2003).
2.4 Funcionamento dos testiculos

Os testiculos sé&o 6rgaos reprodutivos masculinos essenciais para a produgao
de espermatozoides e hormbnios sexuais, como a testosterona. A morfologia dos
testiculos € altamente organizada, composta por estruturas tubulares conhecidas
como tubulos seminiferos, onde ocorre a espermatogénese. De acordo com Hess et
al. (2013), foi descrita a morfologia detalhada do desenvolvimento testicular em
camundongos. O estudo mostrou que, desde o nascimento até a fase adulta, ocorrem
alteracdes significativas na organizagdo dos tubulos seminiferos, que estédo

relacionadas a maturagao do sistema reprodutor.
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Os testiculos abrigam varios tipos celulares essenciais para a fungao
reprodutiva masculina. Entre eles, as células de Leydig sado responsaveis pela sintese
e secregao de testosterona. Em um estudo publicado por Rebourcet et al. (2017), os
autores demonstraram que as células de Sertoli também desempenham um papel
crucial na regulagao da microcirculagao testicular e na modulacéo das concentragdes
plasmaticas de testosterona em camundongos adultos. Essas células de suporte
fornecem um microambiente adequado para o desenvolvimento dos espermatozoides
e estdo intimamente envolvidas na formacdo da barreira hemato-testicular, que
protege as células germinativas da exposi¢ao a substancias estranhas. A producao
hormonal nos testiculos é regulada por complexas interagbes entre o sistema
hipotalamico-hipofisario e as células testiculares. O GnRH estimula a liberagdo de LH
e horménio foliculo estimulante (FSH) hipofisarios. O LH atua nas células de Leydig,
estimulando a sintese de testosterona, enquanto o FSH tem um papel importante na
regulacédo do desenvolvimento dos espermatozoides. Um estudo realizado por Liu et
al. (2018) investigou a interagéo entre GnRH e a proteina ativina nas células de Sertoli,
mostrando que a ativina regula a resposta das células de Sertoli a estimulagdo do

GnRH, desempenhando um papel importante na modulagéo da funcéo testicular.

Além da sua funcéo reprodutiva, os testiculos também desempenham um papel
endocrino crucial na regulacéo do desenvolvimento e manutencéo das caracteristicas
sexuais secundarias nos machos. A testosterona é o principal horménio androgénico
secretado pelos testiculos e € responsavel pelo desenvolvimento de caracteristicas
sexuais masculinas, como crescimento muscular, engrossamento da voz e
crescimento de pelos faciais. Segundo Camats-Tarruella et al. (2018), foram
investigadas as implicagdes clinicas de disturbios do desenvolvimento sexual em
individuos com genitalia ambigua. Através do estudo foi identificada a importancia da
producao adequada de testosterona pelos testiculos na diferenciagcao sexual normal

e no desenvolvimento das caracteristicas masculinas.
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3. HIPOTESE CENTRAL

A informagao temporal fornecida pela melatonina materna no periodo gestacional e/ou

perinatal participa na organizagao e desenvolvimento do eixo HHG da prole adulta.
4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da auséncia de melatonina de origem materna sobre a fungéo

reprodutiva da prole adulta.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a regularidade do ciclo estral;

Avaliar as concentragdes plasmaticas de LH em fémea;
Avaliar a morfologia testicular;

Avaliar as concentragdes de LH e testosterona em machos.



28

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizadas 21 ratas fémeas e 3 ratos machos provenientes do Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG). Todos os protocolos foram aprovados pelo comité de ética
em experimentacdo animal (CEUA) da UFMG (CEUA-UFMG numero 220-2022). 14
ratas fémeas do experimento foram submetidas a cirurgia de pinealectomia (PINX),
destas, 7 ratas receberam melatonina diluida na agua de maneira a garantir uma dose
de 0,1 mg/kg da rata. Apds 30 dias, todas as ratas (controle, PINX, PINX+MEL) foram
expostas aos machos para o acasalamento, em forma de rodizio, de tal forma a
garantir que os 3 machos acasalassem com fémeas de todos os grupos
experimentais. A presenca de espermatozoide na vagina foi o parametro utilizado para
0 sucesso no acasalamento, sendo o marco inicial da prenhez. A reposigdo com
melatonina continuou durante a prenhez na dose de 0,2 mg/Kg (2X a dose inicial) até
o inicio da terceira semana, quando a dose foi triplicada em relacao a inicial. Apés o
parto a dose de reposigdo com melatonina voltou para valores pré-gestacionais (0,1
mg/kg), os quais permaneceram durante toda a lactagédo. O periodo de lactagao foi de
21 dias. Os filhotes foram separados das maes e mantidos em caixas coletivas até a
sexagem, quando a a ninhada foi normalizada para 4 fémeas e 4 machos, os quais

seguiram o periodo de lactagao.

5.2 Cirurgia de Pinealectomia

Vinte e uma ratas fémeas clinicamente sadias foram submetidas a anestesiada
dissociativa com cloridrato de xilazina a 2% (10mg/kg/IM) (Anasedan(r)) e cloridrato
de cetamina (75mg/kg/IM) (Vetanarcol(r)), mantidas sob respiragdo espontanea. As
ratas Wistar foram posicionadas em decubito ventral sob cama cirurgica adaptada
com seus membros em extensdo. Procedeu-se a tricotomia com lamina de ago
inoxidavel e a assepsia da area dorsal da cabega com digluconato de clorexidina a
2% (Handex(r)) e solucéo fisiolégica de cloreto de sodio a 0,9%. Com um micromotor
(Motor de Suspensao Beltec Mini) de baixa rotacdo (RPM 15.000) e uma broca
odontologica de ago PM 03 acoplada a um mandril, realizou-se a craniotomia. Retirou-

se um fragmento circular da calota de aproximadamente 4mm de didmetro, tendo
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como ponto central de referéncia o lambda, ou seja, a unido da sutura sagital com a
sutura lambdoidea. Com o uso de uma tesoura cirurgica reta romba 12cm, procedeu-
se a uma secgao do vaso entre os dois nos e, logo apos, o no proximo a confluéncia
foi flexionado para visualizagao e retirada da glandula pineal. Em seguida, o fragmento
0sseo foi recolocado sem fixagcédo e recoberto com pele suturada em pontos simples

com fio.
5.3 Cruzamento

Trés ratos machos adultos foram adicionados as caixas onde estavam
distribuidas as fémeas dos trés grupos experimentais (Controle, Pinx e Pinx+Mel).
Foram mantido regime de harém, no qual cada um dos ratos foi mantido na caixa de
em um grupo por uma semana, e ao fim desta semana os ratos eram transferidos para
uma nova caixa de outro grupo experimental. Foram realizado o esfregago vaginal das
ratas das caixas onde haviam machos, todos os dias, afim de se identificar o dia em
que tivera acontecido o cruzamento. A confirmagao foi feita a partir da identificacéo
de espermatozoides no fluido obtido por meio do esfregaco. Os cruzamentos foram
realizados por trés semanas, apos este periodo, os machos foram retirados das caixas

e as ratas foram alocadas individualmente.
5.4 Suplementacido de Melatonina

Conforme descrito em estudos anteriores (Steyn et al., 2013) a suplementagao
de melatonina (1,0 mg/kg de peso corporal) foi adicionada a agua de beber,
exclusivamente durante a fase escura no zeitgeber time 13 (ZT13), ou seja, as 20
horas do horario de Brasilia. A retirada da agua com a suplementagcado de melatonina
foi realizada no ZT23 (6 horas da manha) e durante a fase clara, os animais foram
mantidos com agua sem suplementagao. A concentragdo na solugédo de agua potavel
foi corrigida diariamente, utilizando-se o volume ingerido da noite anterior. A
suplementagao de melatonina foi realizada a partir de uma semana apds a cirurgia de
pinealectomia das ratas, e foi mantida durante o cruzamento, gestacéo e até o fim da
lactacdo da prole. Este protocolo de melatonina foi feito para mimetizar os niveis
fisiologicos de melatonina e ja foi utilizado em varios experimentos realizados
anteriormente utilizando-se do mesmo protocolo (nivel plasmatico de pico de

melatonina de 150 pg/ml).
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5.5 Procedimento experimental na prole feminina

5.5.1 Esfregaco vaginal

Para o acompanhamento do ciclo estral foram feitas coletas diarias de secrecao
vaginal em solucgao fisioldgica. As amostras foram observadas ao microscépico 6ptico
(aumento de 10X) e discriminadas de acordo a predominéancia de tipos celulares.
Amostras com predominancia de leucocitos, células nucleadas e células cornificadas
foram classificadas como as fases de diestro, proestro e estro respectivamente. O
acompanhamento do ciclo estral através do esfregaco vaginal das ratas iniciou-se aos
2 meses de idade e ocorreu por pelo menos 3 semanas. Nesta idade, a média £+ EPM
do peso das ratas controle, PINX e PINX-mel foi, respectivamente, de 211,6 + 6,95 g,
2142 + 3,37 g e 211,0 £ 4,50. Estes valores nao diferiram entre si. As ratas dos 3
grupos experimentais foram eutanasias por decapitacdo em guilhotina na fase do
proestro. Apds a eutanasia, o sangue foi coletado para analise de LH e estradiol por

ELISA, e os ovarios foram obtidos para analise morfométrica.

5.6 Procedimento experimental na prole masculina

Um grupo de filhotes machos (n = 6) de cada grupo experimental foi
eutanasiado por meio de decapitacdo em guilhotina aos 2 meses de idade para
pesagem dos testiculos, da vesicula seminal e epididimo e do calculo do indice
somatogonadal. Além disso, nos testiculos foram realizadas analises morfométricas.

O sangue foi recolhido para as analises de LH e testosterona pelo método de ELISA.

5.6.1 Analise morfométrica dos testiculos

O volume liquido dos testiculos foi obtido subtraindo-se do peso bruto do
testiculo o valor relativo ao peso da tunica albuginea, que em ratos equivale a 6,5%
da massa testicular. Como a densidade do testiculo € muito préxima de 1 (1,03 a 1,04;
Lara et al 2018), o volume do testiculo foi expresso em peso liquido do testiculo. A
partir do peso total dos testiculos também calculou-se o indice gonadossomatico (IGS)
[(massa total dos testiculos / massa corporal X 100)]. Posteriormente, as génadas
foram fixadas por imersdao em glutaraldeido 4% v/v em tampao fosfato 0,05M e
também em paraformaldeido (PFA) 4% v/v, por 24 horas a 4 oC. Apds desidratagao
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em sequéncia crescente de alcoois, os 6rgaos fixados em glutaraldeido foram
incluidos em resina glicol metacrilato, sendo obtidas sec¢des de 4 ym de espessura,
coradas com azul de toluidina 1% borato de sdédio e destinadas aos estudos
histomorfométricos. Os testiculos fixados em PFA, apds desidratacéo e diafanizagao,
foram incluidos em Paraplast® dos quais foram obtidas sec¢gdes com 5um. As laminas
foram montadas com Entellan (Merck) e analisadas ao microscopio 6ptico Olympus
BX60.

5.6.2 Parametros morfométricos das células de Leydig

Nas secgdes obtidas dos testiculos foram realizadas as analise dos parametros
das células de Leydig. O calculo do volume individual das células de Leydig foi
realizado empregando-se reticulo com 441 intersecgbes (pontos), em aumento de
1000x. Mil pontos sobre o citoplasma e o nucleo das células de Leydig foram contados
por animal, com a finalidade de se determinar a proporgcéo (%) entre nucleo e
citoplasma. Posteriormente, o didmetro nuclear médio destas células foi obtido com o
auxilio de ocular micrométrica (10x) acoplada a objetiva de 100x, o que resultou em
aumento final de 1000x. Trinta nucleos de células de Leydig foram medidos em cada
animal, sendo escolhidos aqueles com contorno mais arredondado possivel e com
cromatina perinuclear e nucléolos bastante evidentes. A partir dos dados obtidos e
aplicando-se as férmulas descritas a seguir, foram calculados o volume nuclear, o
volume citoplasmatico e, consequentemente, o volume de cada célula de Leydig por

animal. Estes valores foram expressos em micrémetros cubicos (um3).
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Conhecendo-se o volume das células de Leydig e a proporgéo volumétrica (%)
das mesmas no testiculo, o volume total (mL) ocupado por estas células no testiculo,
foi calculado o numero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo de

cada animal.

5.6.3 Dosagem de LH

As concentracdes plasmaticas de LH foram avaliadas pelo método de ELISA
desenvolvido no laboratério do Prof. Raphael Escorsim Szawka. Resumidamente,
utilizou-se uma placa de 96 pogos (microplaca 9018, Corning; St. Louis, MI, EUA), as
quais foi realizada a pré-adsor¢ao com o 50 uL de anticorpo de captura em PBS 0,01M
e incubado overnight a 4 oC (1:500 LH: anti- bovine LHB monoclonal, 518B7, UC
Davis). A seguir, os pogos foram incubados com 200 pL de solugao de bloqueio (leite
em pod 5% em PBS-T) por um periodo de 120 minutos. Posteriormente, os pogos foram
lavados cinco vezes a cada trés minutos com PBS-T. As placas foram entao incubadas
com 50 pyL de amostras e curva padrao de LH. A curvas padrao foi feita a partir de
diluicdes seriadas do padrao de LH (RP-3, AFP718B, NIDDK-NHPP), com o primeiro
ponto da curva igual a 5 ng/mL e o ultimo igual a 0,010 ng/mL. Apds 24 h de incubagao

em temperatura ambiente, os pogos foram incubados com 50 uL dos anticorpos de
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detecgdo por 24 h a 40C (LH: rabbit anti-rat LH, AFP240580Rb, NIDDK-NHPP,
1:40.000). Apds nova lavagem, as placas foram incubadas com 50 uyL do anticorpo
secundario (horseradish peroxidase conjugated goat anti-rabbit IgG, P044801-2, Dako
Pathology Solutions, 1: 2.000) diluido em 50% PBS-T e 50% de solugao de bloqueio
durante 90 minutos. Por fim, as placas foram lavadas e incubadas com 100 uL de
solugdo de orto-fenileno-diamina (o-Phenylenediamine- OPD, SigmaAldrich,
P1526/Ref. 615-28-1) na concentracédo de 2 mg/mL diluido em tampé&o citrato (0,02%
de peréxido de hidrogénio, pH: 5,0) durante 45 minutos. A reagao foi interrompida pela
adicao de 50 uL de acido cloridrico (3 mol/L). A leitura éptica foi realizada com leitor
de ELISA (Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek Instruments, EUA), em
comprimento de onda de 490 nm. O comprimento de 650 nm foi utilizado para
correcdo do background. As concentragcdes de LH nas amostras foram definidas a
partir da interpolagédo com os valores de densidade 6ptica obtida da curva padrao de

LH por regresséo nao-linear.

5.6.4 Dosagem de Testosterona

A dosagem de testosterona foi realizada no sangue obtido da prole masculina
aos 2 meses de idade pelo Kit comercial de ELISA (DRG - International, EIA1559).
Todas as amostras foram dosadas numa mesma placa. A leitura optica foi realizada
com leitor de ELISA (Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek Instruments, EUA),
em comprimento de onda de 450 nm e 650 nm. O comprimento de 650 nm foi utilizado
para correcao de background. As concentracdes de testosterona nas amostras foram
definidas a partir da interpolagdo com os valores de densidade 6ptica obtida da curva
padrdao (menor valor do padrao: 0,2 ng/mL e maior valor 16,0 ng/mL) por regressao
nao-linear. Amostras de ratos castrados tratados ou ndo com di-hidrotestosterona
(DHT) e de ratos castrados tratados com testosterona foram incluidas no ensaio como
controles para valores baixos e altos de testosterona, respectivamente. Os valores
encontrados nestes controles foram 0,20 ng/mL, 0,35 ng/mL, 4,97 ng/mL,

respectivamente.
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6. ANALISE DOS RESULTADOS

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade e homoscedasticidade
utilizando os testes de Kolmorogov-Smirnov e Fisher, respectivamente. As médias das
variaveis foram comparadas por ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey ou por
ANOVA de duas vias seguida por teste de Sidak, conforme apropriado. O tratamento
estatistico aplicado aos dados foi feito pelo programa GraphPad Prism 8.0. O nivel de
significancia foi estabelecido em p<0,05 e os valores representados como média *
erro padrdao da média, com excegao dos resultados obtidos de LH. Os resultados das
concentragdes plasmaticas de LH foram apresentados como medianas num grafico
tipo violino, onde a densidade (ou frequéncia dos dado) dos valores obtidos pdde ser

apreciada.
6.1 Resultados e Discussoes

Nao foram observadas variagdes no peso corporal das ratas durante o
experimento (Figura 4A). A ocorréncia de partos pela manha foi semelhante entre os
grupos controle e PINX. Partos no periodo da tarde foram observados somente no
grupo PINX-MEL (Figura 4B). Uma semana apés o parto, foi realizada a sexagem dos
animais e procedeu-se a padronizacao das ninhadas para oito filhotes por mae, sendo
4 machos e 4 fémeas. O numero de filhotes encontrados depois do parto nao diferiu
entre os grupos (Figura 5A), nem tdo pouco o peso da ninhada total (Figura 5B) e o

peso na ninhada normalizada por 8 filhotes (Figura 5C).
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A analise da frequéncia de proestro, estro e diestro em cada grupo revelou que
nos animais do grupo controle foi observada a ocorréncia das fases proestro e estro
foi de aproximadamente 25% das amostras, enquanto a frequéncia de diestro foi de
aproximadamente o dobro. Este resultado indica que, neste grupo, ha regularidade do
ciclo estral, uma vez que o ciclo de roedores € marcado por 2 dias de esfregacgo
vaginal com presencga de leucdcitos, caracterizando a fase de diestro (Smith et al
1975). Ja nos grupos PINX e PINX-MEL, observou-se uma menor frequéncia de
proestro quando comparada ao grupo controle (Figura 6A). Além disso, o grupo PINX
mostrou uma frequéncia maior de estro e uma menor frequencia de diestro em relagao
ao grupo controle (Figura 6A). Estes resultados indicam falta de regularidade no ciclo
estral tanto no grupo PINX quanto no grupo PINX-MEL. Nao foram detectadas
diferengas nas concentragdes plasmaticas de LH entre os grupos controle, PINX e
PINX-MEL (Figura 6B). Apesar disso, foi observado uma maior dispersdao nos
resultados de LH nos grupos PINX e PINX-Mel. A variagdo em torno da média dos
valores de LH apresentado pelos grupos controle, PINX e PINX-Mel foi,
respectivamente, de 19,22 %, 60,38 %, 77,09 %. Sabe-se que, o pico pré-ovulatério
de LH ocorre numa janela temporal governada pelo ciclo circadiano (de la Iglesias and
Schwartz, 2006). No proestro, os valores de pico para este horménio ocorrem cerca
de 1 a 2 horas antes do inicio da fase escura (Poletini et al 2003, Christian and Moenter
2010). Desde que, as coletas de sangue no presente estudo ocorreram entre as 17:00
e 17:30 h do dia do proestro. Aventamos a possibilidade de que as ratas que
apresentaram valores de LH muito abaixo em relagao aos valores observados nas
ratas controle, apresentaram valores de pico em outros horarios. Alternativamente,
estas ratas podem nao ter apresentado um pico de LH. Por outro lado, se excluirmos
os valores de LH abaixo dos valores do controle, as concentragdes plasmaticas de LH
ficam mais elevadas nos grupos PINX e PINX-MEL e vice-versa (Figura 6B). A
determinacao das concentragées de LH plasmatica ao longo da tarde do proestro por
meio de coleta seriada pode esclarecer esta questdo. De forma interessante, o peso
uterino das ratas PINX e PINX-MEL foi menor do que o controle (Figura 6C). Juntos,
estes resultados sugerem um comprometimento no desenvolvimento do eixo gonadal
de ratas nascidas de maes PINX, o que pode ser a causa das alteracdes funcionais
observada no presente estudo. Além disso, os resultados mostraram que a reposigao
com melatonina nao foi capaz de reestabelecer as alteragcdes induzidas pela PINX

materna sobre a prole feminina adulta.
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Figura 6 — Porcentagem do numero de esfregacos vaginais caracteristicos das fases de proestro (P),
estro (E) e diestro (D) em relagdo ao numero total de dias observados nos grupos controle,
pinealectomizadas (PINX) e PINX tratadas com melatonina (MEL) durante a gestagéo e lactagéo (
Painel A ). Mediana das concentracbes plasmaticas do horménio luteinizante (LH) de ratas em proestro
eutanasiadas entre 17:00 e 18:00 h ( Painel B ), com representagdo em sino para facilitar a visualizagédo
da dispersdo dos resultados. Peso uterino (mg/100 g de peso corporal) nos grupos experimentais
durante as fases de proestro e diestro ( Painel C ). *p < 0,05, Two-Way ANOVA seguida do teste de
Sidak para comparagdes entre grupos experimentais (Controle x PINX x PINX+MEL). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica em comparacdes entre fases do ciclo estral (proestro x diestro) dentro de

um mesmo grupo experimental, analisadas por teste t pareado ou One-Way ANOVA seguida do teste
de Sidak, conforme apropriado.

O peso liquido dos testiculos, da vesicula seminal, do epididimo assim como o

IGS néo diferiu entre os grupos experimentais conforme mostrado nos graficos da
Figura 7.
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Figura 7 — Peso dos 6rgaos reprodutores e indice anogenital de filhotes de maes dos grupos controle,
pinealectomizadas (PINX) e PINX tratados com melatonina (MEL) durante a gestacdo e a lactacéo.
N&o houve diferenca entre os parametros apresentados. One-Way Anova seguida por teste de Tukey

(p<0,05).

Apesar deste resultado, a analise morfométrica dos testiculos mostrou um

aumento no volume celular e citoplasmatico das células de Leydig (Figura 8A e 8B)

na prole PINX. A reposigdo com melatonina reverteu este aumento (Figura 8A e 8B).

Além disso, os filhotes de maes PINX mostrou uma reducdo no numero de células de

Leydig tanto por testiculo como por grama de testiculo (Figura 8C e 8D). A reposigao

com melatonina parcialmente reverteu este fendétipo, uma vez que estes numeros

foram maiores nos filhotes de PINX-MEL comparado aos filhotes de PINX, mas ainda

sim, menores do que aos do controle (Figura 8C e 8D).
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As alteragcbes morfométricas observadas nos testiculos podem refletir as
diferengcas nas concentragdes plasmaticas de LH encontradas entre os grupos.
Filhotes de PINX e PINX-MEL mostraram menores concentracbes de LH quando

comparados aos filhotes de mées controles (Figura 8E).

A B C D
T Bioe b = 2
= E o - TgJ a E ||
H 2 so0- 3% " 3 :
5 E o= S8 180+
= & 4 w O i
4 A2 a0 o [ = U E
] [=% = o - ]
¥ 2 E o H 5 100 &
= = &
3 £ : E2 a M
- ; ‘g
S - i’u‘ =
& 3
mﬂ*ﬁn\ & 3 @2,@’
u &
E F
E' a iﬂ'
= 0,06
# - ?—I
I i 154 7]
| L a : E
g & g 10— E
T B -
- - 3 . o B oA
y
- oL
Gl gt
D@@ @'f"_‘#@' &&a’ Q@*JF#
& e

Figura 8 — Volume celular, citoplasmatico, nimero das células de Leydig de filhotes de maes dos grupos
controle, pinealectomizadas (PINX) e PINX tratados com melatonina (MEL) durante a gestacéo e a
lactagdo (A-D). Concentragdes plasmaticas do horménio luteinizante (LH) e de testosterona avaliadas
nos mesmos filhotes (E-F). Letras diferentes mostram diferengas entre grupos. One-Way Anova
seguida por teste de Tukey (p<0,05).

De forma congruente as baixas concentragbes de LH no grupo PINX,
observamos um numero reduzido de células de Leydig. Dados da literatura mostram
que o tratamento crénico (por 2 semanas) com LH aumenta o numero de células de
Leydig em ratos adultos, e que ao contrario, a deprivagdao de LH pode levar a uma
redugao do numero de células de Leydig (Mendis-Handagama et al 1998). Além disso,
o LH é responsavel pela manutengao da ultraestrutura destas células. Por exemplo,
ja foi demonstrado que tratamento com LH aumenta o numero de reticulo
endoplasmatico liso (REL) (Wing et al 1984). A manutengéo da ultraestrutura das
células de Leydig pode ser importante para garantir a homeostase testicular e manter

uma produgao hormonal adequada. O LH é responsavel por aumentar a producéo e
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liberacdo de testosterona pelas células de Leydig, agindo em enzimas chaves da
esteroidogénese (Dym et al 1977; Ewing et al 1983). Neste sentido, € contra intuitivo
os valores de testosterona encontrado na prole PINX, os quais parecem estar maiores
do que os valores encontrados nos animais controle (p = 0,06) (Figura 8F). Dessa
forma, aventamos que a PINX pode ter promovido alteragbes durante o
desenvolvimento, afetando as vias da esterodogénese testicular, levando a possiveis
alteracbes nas concentracoes de hormoénios esterdides na vida adulta. Estes
horménios por sua vez poderiam explicar os valores de LH encontrados nas ratas do
grupo PINX, uma vez que, por meio de retroalimentagao negativa, a testosterona inibe
a liberagdo de horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e de LH hipofisario
(Moenter et al 2020). Os valores de LH na prole PINX-Mel ndo foi observada diferenga
se comparada aos outros grupos, enquanto que na testosterona do grupo PINX-Mel
foi observada diferenga quando comparada as proles dos grupos controle, mas nao
do grupo PINX (Figura 8E e 8F). A reorganizacao nas células de Leydig pode ser
decorrente de alteracdes induzidas pela PINX materna durante o desenvolvimento, o
que levou a um numero reduzido destas células nos adultos, os quais de forma
compensatoria passam a secretar mais testosterona. Esta relagdo invertida entre
numero de células e volume celular ja foi previamente descrita em outros modelos
experimentais (Oliveira et al 2020 a,b). O aumento de volume celular e citoplasmatico
(hipertrofia) observado na prole PINX reforca um efeito compensador entre numero
de células e um possivel aumento da testosterona. Isto porque o citoplasma celular
tem importante relagdo com a sintese de esteroides, uma vez que é onde reside o
REL, organela responsavel pelas etapas finais da esteroidogénese testicular (Zirkin e
Papadopoulos, 2018). Assim, a hipertrofia (aumento de volume) pode refletir um
aumento de REL favorecendo a esteroidogénese. Faz se necessario avaliar as
enzimas da esterodogénese para se testar essas possibilidades. Uma outra
possibilidade seria a de que na prole PINX tenha ocorrido alteragdes durante o
desenvolvimento no eixo hipotalamo-hipdfise levando a uma baixa capacidade
secretoria de LH na fase adulta, como observado no presente estudo. Sabe-se que
existem duas grandes populacdes de células de Leydig nos testiculos, as células
fetais e as células adultas. De forma interessante, as principais diferengas entre estas
populagdes celulares reside na velocidade de diferenciagcdo destas células e na
responsividade ao LH. As fetais se diferenciam de forma rapida e independente do LH

hipofisario (principalmente durante a fase fetal), enquanto que, as adultas se
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diferenciam de forma lenta e dependente do LH hipofisario (Zirkin and Papadopoulos
2018). Em ratos, o pool de células de Leydig observadas na fase adulta € composto
majoritariamente por células adultas e pouquissimas células fetais (Kerr and Knell
1988). Importante, apesar de possivelmente compartiiharem a mesma célula
progenitora (Barsoum et al 2013), as células adultas ndo derivam das células fetais
(Habert et al 2001; Shima et al 2012). As células adultas derivam de uma célula
progenitora do intersticio testicular que nao tem capacidade esteroidogénica e
expressa receptores para LH (Ge et al 2006). Dessa forma, o reduzido numero de
células de Leydig pode refletir as baixas concentragdes de LH observadas nos filhotes

PINX, em fungdo de um menor recrutamento das células progenitoras.



42

7. CONCLUSAO

Em conclusdo, a presente dissertacdo de mestrado abordou o impacto da
privagao uterina e na lactagao (PINX) de melatonina e da reposi¢do com melatonina
sobre o desenvolvimento do eixo gonadal em ratas. Os resultados obtidos indicam
que a PINX materna afetou a regularidade do ciclo estral na prole feminina adulta,
com uma diminuigcdo na frequéncia de proestro e aumento na de estro. Além disso, a
PINX resultou em alteragbes morfométricas nos testiculos da prole masculina,
incluindo um aumento no volume celular e citoplasmatico das células de Leydig,
juntamente com uma redugao no numero dessas células por testiculo. A reposigcao

com melatonina reverteu parcialmente as alteragdes observadas.

As evidéncias sugerem que a PINX pode ter induzido alteragdes durante o
desenvolvimento, afetando o eixo hipotalamo-hipdfise e/ou as vias da
esteroidogénese testicular, resultando em redugdo nas concentragdes de LH e em
mudangas na morfologia das células de Leydig. O possivel aumento compensatério
da testosterona pode estar relacionado ao processo de hipertrofia das células de
Leydig. No entanto, € necessario realizar estudos adicionais para investigar as

enzimas envolvidas na esteroidogénese e a regulagao do eixo hipotalamo-hipdfise.

Essas descobertas sao de grande relevancia para a compreensao dos efeitos
da PINX materna sobre a prole e podem fornecer insights sobre possiveis disfungdes
reprodutivas e hormonais na vida adulta decorrentes de cronoruptura materna. Além
disso, os resultados destacam o papel complexo e multifatorial da melatonina na
modulagdo do desenvolvimento gonadal e sugerem a necessidade de pesquisas
futuras para aprofundar nossa compreensao sobre 0os mecanismos envolvidos nas
respostas hormonais e morfolégicas observadas. A compreensado desses processos
pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas potenciais para o

tratamento de disfuncdes reprodutivas e hormonais relacionadas ao eixo gonadal.
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