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RESUMO

Na sindrome dos ovarios policisticos (SOP) a infertilidade feminina pode ser
atribuida nao apenas a anovulagdo cronica, mas também a diminuicao dos
oocitos e a qualidade do embrido, induzidos pelo estresse oxidativo. Assim, a
melatonina associada a tratamentos pré-existentes, como a metformina, pode
ser considerada uma alternativa terapéutica para o tratamento da SOP, pois
exerce efeitos diretos sobre o sistema reprodutor feminino atuando através de
receptores especificos, como o Mel1a, encontrados na superficie de diferentes
células ovarianas. Além disso, sabe-se que esta indolamina exerce influéncia
na producado e liberacdo de prolactina, horménio encontrado em niveis
elevados na SOP. Assim, objetivou-se avaliar o efeito da administracdo da
melatonina associada ou ndo a metformina sobre a expressdo dos receptores
de melatonina (Mel1a) e prolactina (PRLR) em ovarios, durante a gestacédo em
ratas, apos tratamento para a SOP. Para isso foram utilizadas 75 ratas albinas
divididas em 5 grupos: I- ratas sem inducao da policistose ovariana (Controle);
Il - ratas induzidas a policistose ovariana e tratadas om placebo (SOP +
Placebo); Ill - ratas induzidas a policistose ovariana e tratadas com melatonina
por 10 dias (SOP + Mel); IV - ratas induzidas a policistose ovariana e tratadas
com metformina por 10 dias (SOP + Met); V - ratas induzidas a policistose
ovariana tratadas com melatonina e metformina por 10 dias(SOP + Mel + Met).
A confirmacdo da SOP foi realizada mediante imagens ultrassonograficas. Ao
final dos tratamentos as fémeas foram acasaladas e aos 7, 14 e 21 dias de
prenhez foram submetidas a eutanasia para coleta dos ovarios e extracao do
mMRNA para analise da expresséao relativa por Real Time PCR dos receptores
de Mel1a e PRLR. Os resultados demonstraram que os niveis de expressao do
receptor Mel1a, observando-se o grupo controle, apresentam diminuicao
gradual ao longo da gestagao, contrariamente ao receptor de prolactina (PRL-
Il) que aumenta no final desse periodo. Além disso, a expressao do receptor
Mel1a foi semelhante a do grupo controle (Grupo ) quando os animais foram
tratados com a associagdo da melatonina e metformina ou apenas com
metformina. Ja os niveis do receptor PRL-Il apresentaram-se semelhantes,

vii



com acentuada diminuicdo no terco médio da gestacdo, nos animais dos
grupos tratados separadamente, ou seja, com as monoterapias, ou com a
associacao. Assim é possivel concluir que a associacdo da metformina com a
melatonina pode regular a expressao dos receptores Melia e PRL-Il durante a
patologia da SOP.

Palavras — Chave: Melatonina, prolactina, expressao de receptores, sindrome
dos ovarios policisticos, gestagao.

ABSTRACT

In polycystic ovary syndrome (PCOS) female infertility may be attributed not
only the tapered anovulation, but also a decrease in the quality of oocytes and
embryos induced by oxidative stress, thereby associated with melatonin pre-
existing treatments may be considered a therapeutic alternative for the
treatment of PCOS because it exerts direct effects on the female reproductive
system acting through specific receptors, such as the Melia, found on the
surface of various ovarian cells, furthermore, it is known that this indoleamine
influences the production and release of prolactin, a hormone found in high
levels in PCOS through specific receptors found in different tissues. Thus, the
objective was to evaluate the effect of administration of exogenous melatonin
with or without metformin on the expression of melatonin receptors (Mel1a) and
prolactin (PRLR) in ovaries during pregnancy in rats after treatment for PCOS.
To this 75 albino rats were used, divided into 5 groups: |. rats without inducing
ovarian policistose; Il - rats induced ovarian policistose (SOP + Placebo); Il -
rats induced ovarian policistose and treated with melatonin for 10 days (SOP +
Mel); IV - rats induced ovarian policistose and treated with metformin for 10
days (SOP + Met); V - induced ovarian policistose rats treated with melatonin
and metformin for 10 days (SOP + Mel + Met). Confirmation of PCOS was
made by ultrasound images. At the end of treatment the females were mated
and at 7, 14 and 21 days of gestation ware euthanized for the collection and
extraction of ovaries mRNA expression analysis by Real Time PCR on the
Melta and PRLR receptor. The results demonstrated that melatonin receptor
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expression levels (Mel1a) in control group, have a gradual decrease during
pregnancy, contrary to prolactin receptor (PRL-Il) that increases at the end of
this period. In addition, the Mel1a receptor expression was similar to the control
group when the animals were treated with the combination of melatonin and
metformin or just with metformin. The prolactin receptor levels (PRL-II) were
similar, with marked reduction in the middle third of pregnancy in animals
groups treated separately with the monotherapies, or with the combination.
Thus it can be concluded that the combination of metformin with melatonin
regulates the expression of the receptors Mel1ia and PRL-II for the pathology of
PCOS.

Key - words: Melatonin, Prolactin, Receivers Expression, Polycystic ovary
syndrome, pregnancy.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) foi descrita pela primeira vez
na década de 30, e vem sendo considerada como uma das desordens
endocrinolégicas mais frequentes nas mulheres em idade reprodutiva
(EHRMANN, 2005; STEIN; LEVENTHAL 1935). Estima-se que no mundo,
cerca de 5 a 10% das mulheres entre 15 e 49 anos de idade apresentem a
SOP, entretanto, no Brasil, esse distarbio pode chegar a acometer 13% da
populagcéo feminina (CARMINA et al., 2006; CRISOTO et al., 2012; MELO et
al., 2011).

Esta sindrome caracteriza-se clinicamente por irregularidades menstruais,
com quadros de amenorreia ou oligomenorreia, hiperandrogenismo, e
anovulagao crbnica, podendo causar infertilidade em diversas portadoras,
chegando em alguns paises, como os Estados Unidos, a representar a
principal causa de infertilidade feminina (HOMBURG, 2002).

Por resultar em uma intrinseca desregulacado das células da teca interna
dos foliculos ovarianos, caracterizada por um aumento na expressdo dos
genes codificadores de enzimas esteroidogénicas (WICKENHEISSER et al.,
2000), o hiperandrogenismo portanto, tem sido considerado o principal fator
desencadeado pela sindrome (AQUINO; NORI, 2014; JONARD; DEWAILLY,
2004). Além disso, niveis elevados de prolactina circulantes sdo obsevados em
35% das pacientes com SOP (EHRMANN, 2005), sendo responsavel por
estimular a producao de andrégenos pela glandula adrenal (HOMBURG, 2008).

A prolactina exerce ainda regulacao das funcdes gonadais, participando
da esteroidogénese, formacado do corpo luteo, e modulando os efeitos das
gonadotrofinas (SHIROTA et al.,1990) e desenvolvimento folicular (PARKS,
2004), tendo suas agbGes moduladas por receptores especificos, PRLRs,
localizados nas células ovariana e uterinas (STEWART et al., 2000).

Dentre os tratamentos preconizados para a SOP, a metformina, uma
biguanida utilizada para tratar pacientes obesos com diabetes tipo 2, tornou-se
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0 agente mais utilizado (CHECA et al., 2005; REZVANFAR et al., 2012). Esta
pode restaurar a ciclicidade menstrual, e é altamente eficiente na inducao da
ovulacao e no aumento da ocorréncia de gestacdo (NORMAN, 2004). Sendo
também considerada a droga mais segura em comparagdo com 0s demais
tratamentos (PALOMBA; FALBO; LA SALA, 2013).

Além da utilizagdo da metformina, uma vez que a patogénese das
doencas que causam a infertilidade, como a SOP, endometriose e demais
desordens no sistema reprodutor feminino estar sendo associada ao estresse
oxidativo (CERDA et al., 2008; SEKHON et al., 2010), pesquisas tém sugerido
como alternativa terapéutica a utilizagcdo de antioxidantes associados a
tratamentos ja existentes (ANISIMOV et al., 2010; MAN'CHEVA et al., 2011).
Destacando-se a melatonina, devido a sua eficiéncia na eliminacao de radicais
livres assim como no aumento da taxa de fertilizagdo (VENECEK,1995).

A melatonina também regula uma variedade de funcbes importantes
relacionadas com o ritmo circadiano e reprodugao (REITER; TAN;
BURKHARDT, 2002). Altas concentracdes deste horménio estdo presentes no
fluido folicular, sugerindo que ela desempenhe um papel importante no
crescimento e maturacdo dos ovécitos de mamiferos, atuando através da
ligacdo com seus receptores especificos (TAMURA et al., 2012). Trés tipos de
receptores estdo distribuidos em diferentes tecidos; o receptor Melia,
associado a efeitos reprodutivos e circadianos, Melib, envolvido na
sensibilidade da retina a luz, e o receptor Melic, apenas encontrado em
anfibios (DUBOCOVICH; MASANA; BENLOUCIF, 1999; EKMEKCIOGLU,
2006; PANDI-PERUMAL et al., 2008; REPPERT, 1997). Além disso, este
horménio também pode modular a liberacdo de PRL (DIAZ LOPEZ et al., 2005;
SOARES et al., 2003). De acordo com Freeman et al. (2000) animais tratados
com melatonina apresentam uma redugdo nos niveis de estradiol com
consequente diminuigdo da secrecao de PRL, uma vez que o estradiol estimula
sua producéo, regulacdo da expressdao génica, bem como sua sensibilidade
associada aos niveis de melatonina (CLOSE; FREEMAN, 1997).

Entretanto, embora diversos estudos demonstrem a producdo e
concentracao de melatonina e prolactina durante a gestacao e na patologia da
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SOP (OTA, et al., 1986; TAMURA et al., 2014) , ndo ha relatos na literatura
sobre 0s niveis de expressdo dos receptores desses hormoénios a nivel
ovariano no decorrer da sindrome dos ovarios policisticos. Assim, uma vez que
a melatonina pode apresentar-se como uma alternativa terapéutica para SOP,
e exercer influéncia direta sobre a produgao de prolactina, tivemos como
objetivo investigar os efeitos do tratamento com metformina associada a
melatonina, para a SOP em ratas, sobre a expressdao dos receptores de

melatonina e prolactina ovarianos durante a gestacao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. SINDROME DOS OVARIOS POLICISTICOS

A sindrome dos ovarios policisticos foi descrita pela primeira vez em 1935
por dois médicos, Stain e Leventhal, que trataram pacientes que apresentavam
caracteristicas em comum, como amenorreia, hirsutismo, aumento dos ovarios
e aparecimento de multiplos cistos neste 6rgao (SIRMANS; PATE, 2014;
STEIN; LEVENTHAL 1935). Apds muitas controvérsias, com realizacdo de
diversos estudos posteriores, chegou-se a conclusado que as pacientes de Stain
e Leventhal faziam parte de um subgrupo de mulheres portadoras de uma
doenca complexa e heterogénea, que foi entdo denominada de Sindrome dos
ovarios policisticos (SOP) (GOLDZIER, 1981; YEN, 1980).

Atualmente a SOP é considerada uma das desordens endocrinolégicas
mais frequente em mulheres em idade reprodutiva, de causa multifatorial e com
susceptibilidade associada a fatores de riscos genéticos e ambientais
(SPRITZER, 2014). Sua prevaléncia varia de acordo com o critério de
diagnéstico utilizado, uma vez que possui diferentes formas de apresentacao
dos sintomas, podendo chegar a acometer cerca de 2,2-26% da populacao
feminina (ASUNCION et al., 2000; AZZIZ et al., 2004; KNOCHENHAUER et al.,
1998; MARCH et al., 2010; MICHELMORE et al., 1999).

Os critérios de diagnostico da SOP sao definidos com base em suas
manifestagdes clinicas, que primariamente, caracterizam-se por uma disfuncao
ovulatéria e hiperandrogénica, resultando em irregularidades no ciclo
menstrual, com quadros de amenorreia e oligomenorreia, presenca de cistos
ovarianos e infertilidade, além do desenvolvimento de alopécia, hirsutismo e
acne (ASUNCION et al., 2000; AZZIZ et al., 2004). Entretanto, frequentemente,
as pacientes com SOP apresentam disturbios metabdlicos, assemelhando-se a
Sindrome Metabdlica (SM), como resisténcia a insulina (Rl), com consequente
aumento do risco de Diabetes tipo 2 (MORAN et al., 2010),dislipidemias,
aumento do colesterol, gordura abdominal e hipertensao arterial (LOPES, 2001;
SPRITZER, 2014; VAN HOUTEN, VISSER, 2014). Dependendo do estudo,
cerca de 38-88% das mulheres com SOP sdo obesas e 50-70% apresentam
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resisténcia a insulina (BALEN et al., 1995; COOK et al, 2002; SIR-
PETERMANN et al., 2009).

Desta forma, foram propostos varios critérios de diagnéstico, o primeiro,
definido em 1990 pelo NIH (National Institute of health), diagnosticava a
presenca da SOP em mulheres que apresentassem oligo-anovulagdo, e
hiperandrogenismo clinico ou bioquimico (NORMAN; STANKIEWICZ, 2004;
TEEDE; DEEKS; MORAN, 2010). Posteriormente, no consenso de 2003 da
European Society of Human Reproduction and Embriology /American Society
for Reproductive Medicine (ESHRE/ASRM), definiu-se o diagnéstico de
Rotterdam, caracterizado pela presenca de dois dos trés seguintes critérios;
hiperandrogenismo, amenorreia, oligo ou anovulagdo, e aparecimento de
ovarios policisticos a ultrassonografia (NORMAN; STANKIEWICZ, 2004;
SPRITZER, 2014). Em 2006, a Androgen Excess Society (AES), definiu a SOP
como a presenga de hiperandrogenismo associada a uma das demais
caracteristicas (AZZIZ et al., 2006). (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios de diagnostico da SOP.

NIH (1990) * ROTTERDAN (2003)* AES (2006)*
(Todos os critérios (Dois critérios necessarios) (Hiperandrogenismo associado
necessarios) a outro critério)
Hiperandrogenismo clinico ou Hiperandrogenismo clinico ou Hiperandrogenismo clinico ou
bioquimico bioquimico bioquimico
Oligo/amenorreia Oligo/amenorreia Oligo/amenorreia
Anovulacao Anovulagao Anovulagao
Aparecimento de ovario Aparecimento de ovario
policistico ao ultrassom policistico ao ultrassom

*Excluséo de outras causa de hiperandrogenismo; Hiperplasia da Adrenal Congénita, Sindrome
de Cushing, tumores secretores de andrégenos, Hiperprolactinemia, doencas da tiredide, e

drogas que induzem o excesso de andrégenos. Adaptada de SPRITZER, 2014.

Os critérios da ESHRE/ASRM prevalecem sobre os do NIH e AES, uma

vez que incluem critérios ecograficos necessarios para o diagndéstico de ovarios
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policisticos. Esses critérios sdo baseados na presenga de doze ou mais
foliculos com 2 a 9 mm de didmetro em um ou em ambos 0s ovarios e/ou
aumento do volume ovariano (maior que 10 cm®) (HOMBURG, 2008; POLSON
et al., 1988; ROTTERDAM, 2004).

Com base em suas diferentes caracteristicas e possibilidades de
diagndéstico, € possivel a identificacao 4 fenétipos da SOP (GERARD et al.,
2014)

I- Hiperandrogenismo (clinico ou bioquimico) e anovulagao crénica;

[I- Hiperandrogenismo e ovarios policisticos, com a permanéncia dos
ciclos ovulatorios;

[ll- Anovulacao crénica e ovarios policisticos, sem hiperandrogenismo;

IV- Hiperandrogenismo, anovulagéo crénica e ovarios policisticos.

2.2. FISIOPATOLOGIA
2.2.1. Alteracdes gonadotroéficas

As caracteristicas fisiopatoldégicas da SOP ainda nao foram totalmente
compreendidas, entretanto observa-se uma interagdo direta entre as
gonadotrofinas, ovarios, andrégenos e insulina.

A producdo hipofisaria do hormoénio luteinizante (LH) e foliculo-
estimulante (FSH) é um evento fundamental para fung¢éo reprodutiva, uma vez
que estéo relacionados com a produgédo de esterdides ovarianos, crescimento
folicular e ovulagdo. Para a hipéfise produzir e liberar tais horménios, necessita
ser estimulada pelo Hormoénio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH) produzido
a nivel hipotalamico (EHRMANN, 2005; RAJU et al., 2013).

Os ovérios apresentam duas populagdes celulares que sdo estimuladas
independentemente por LH e FSH (O'DEA et al., 2008; VASKIVUO, 2002). A
camada da teca interna, estimulada pelo LH, é responsavel pela producao de
andrégenos e a granulosa, estimulada pelo FSH, produz estrégenos. A teca
apresenta uma vascularizagdo que aumenta juntamente com o

desenvolvimento folicular, que permite receber substdncias da circulacao
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sanguinea, incluindo os precursores da esteroidogénese, como o colesterol,
que estimulados pelo LH sao convertidos em androgenos (PALMA et al., 2012).

Caracteristicamente, a granulosa ndo contém vasos, assim toda sua
producgéo de estrégeno é limitada aos precursores que recebe, ou seja, apenas
os androgenos provenientes da teca. Esta conversdo de andrégenos,
principalmente androstenediona e testosterona, em estrogenos (basicamente
estradiol), € realizada por acdo da enzima aromatase, estimulada pelo FSH
(SANDERSON, 2009; SILVA et al., 2006).

O controle da produgcdo hormonal é realizado por mecanismos de
interacdo entre o ovario (foliculo e odcito), a hipdfise e o hipotalamo (eixo
hipotalamo-hipofisario-gonadal), nos quais os andrégenos e os estrdgenos de
origem ovariana exercem uma retro-alimentagcao negativa ou positiva sobre o
padrdo de producdo e secrecdo de gonadotrofinas. Os pulsos de GnRH, por
sua vez, também exercem controle sobre a taxa de LH/FSH secretada (PALMA
et al., 2012).

Na SOP, evidéncias sugerem que as células da teca funcionem de forma
diferenciada, com aumento na producdo de andrégenos que decorre ou da
hipersecrecao de LH basal e elevada expresséo de seus receptores (HOGG et
al., 2012; JAKIMIUK et al., 2001), ou do aumento da atividade da enzima
Citocromo P450c17 (CYP17), responsavel pela sintese hormonal (GILLING-
SMITH et al., 1994).

A elevacao dos niveis de LH, portanto, promove o aumento da producéo
de androstenediona pelas células da teca, a qual € convertida pela 17[3-
hidroxiesterdide desidrogenase tipo 5 (178-HSD) em testosterona ou
aromatizada em estrona. Os andrégenos em excesso sao entdo convertidos
em estrona nos tecidos periféricos, esta por sua vez, inibe a dopamina
hipotalamica provocando um aumento dos pulsos de GnRH, tornando maior a
producéo de LH sobre a do FSH (EHRMAN et al., 2006; HAYES et al., 1998).
Este aumento dos pulsos de GnRH, pode também ser atribuido a niveis baixos
de progesterona, responsavel por retardar os pulsos deste horménio
(HOMBURG, 2008). Tais fenémenos, portanto, tém sido considerados a
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anormalidade priméria da SOP e, assim, a causa do excesso de androgenos
ovarianos e plasmaticos (YEN et al., 1980).

Outro mecanismo que pode estar diretamente envolvido no aumento da
sintese dos andrdgenos é a RI, com hiperinsulinemia compensatéria, uma vez
gue 0s ovarios parecem permanecer sensiveis ou até hipersensiveis a insulina,
mesmo quando os tecidos alvo habituais, como o musculo e o tecido adiposo,
manifestam Rl (KABIRI et al., 2014). O excesso de insulina age, portanto de
forma sinérgica ao LH, estimulando a resposta estereoidogénica ovariana (VAN
HOUTER; VISSER, 2014) (Figura 1).
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Figura 1: Alteragcdes gonadotréficas e esteroidogenicas durante a SOP e o
papel da insulina na atuacdo sinérgica ao LH na producdo de androgenos.
Adaptado de EHRMANN, (2005).
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Com relacao a disfungdes na foliculogénese, foi possivel estabelecer com
estudos ultrassonograficos e bidpsias ovarianas, que mulheres com SOP
apresentam um pool de foliculos em crescimento de duas a trés vezes maior
que mulheres sadias (SIR-PETERMANN et al.,, 2012). As caracteristicas
histoldégicas da sindrome demonstram um aumento no numero de pequenos
foliculos pré-antrais e antrais, e um maior recrutamento folicular
(HUGHESDON, 1982). Acrescido a esta situacdo, também observa-se
detencdo no processo de selecdo folicular, que resulta na auséncia de
ovulagao (WEBBER et al., 2003). Desta forma, na SOP ha maior recrutamento
e menor sele¢do, mantendo um grande numero dos foliculos em crescimento
produtores de andrégenos (JONARD; DEWAILLY, 2004). Devido a efeitos
paracrinos, esta massa folicular aumentada inibe o inicio do crescimento dos
demais foliculos primordiais (WEBBER et al., 2003), levando a uma reserva
ovariana de foliculos em crescimento (TAKAYAMA et al., 1996). Assim, as
mulheres com SOP apresentam maiores concentragcdes de hormoénios ati-
mullerianos (AMH) e inibina B, marcadores séricos caracteristicos da reserva
ovariana durante o periodo fertil (PILTONEN et al., 2005; SOWERS et al.,
2008).

2.2.2 Alteracdes Androgénicas

O hiperandrogenismo € marca bioquimica da SOP, e estudos sugerem
que células da teca interna ovariana em mulheres com esta sindrome, sao
mais eficientes na conversao de precursores androgénicos em testosterona do
que as células da teca normais (HOGG et al., 2012). Roselfield et al. (1990)
sugeriram uma hiperfuncdo da enzima formadora de andrégenos (citocromo
P450c17a) que tem dupla acéo e participa na produgédo androgénica no ovario
e na supra-renal, ora com 17-hidroxilase formando 17-hidroxiprogesterona, ora
com 17,20 liase formando androstenediona. Fatores como insulina, LH, fatores
de crescimento (fator de crescimento de insulina - IGF-1, principalmente) ou
outros fatores intrinsecos seriam o0s responsaveis pela modificacdo da
atividade da enzima (HOGG et al., 2012).
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Com base em diferentes estudos, criou-se a hipdtese de que a
quantidade elevada de receptores de andrégenos (AR) nas células da
granulosa e tecais poderia impedir a entrada do excesso de andrégenos nos
oocitos, garantindo o crescimento normal dos foliculos. Entretanto, se uma
disfungcdo na comunicacado entre as células da granulosa e odcito existisse, os
androgenos fisiologicamente desnecessarios entrariam no odcito, se ligam aos
seus AR e desencadeariam uma série de agcdes nao-gendmicas, provocando
atresia folicular ou formacéao de foliculos nao funcionais no ovéario (ABBOTT et
al., 2005; DRUMMOND, 2006; LI; SCHATTEN; SUN, 2009).

Além de tais caracteristicas, em mulheres com SOP o hiperandrogenismo
esta associado com o aparecimento de hirsutismo, alopécia e acne, bem como
a distribuicdo da gordura corporal, caracterizada pelo acumulo de gordura
principalmente na regidao abdominal (BLOUIN; BOIVIN; TCHERNOF, 2008).
Estudos demonstraram que mulheres com SOP tém niveis mais elevados de
triglicerideos (TG), LDL, e colesterol total (CT), quando comparado com
mulheres sadias, independentemente do indice de massa corporal (WILD et al.,
2011).

2.3 TRATAMENTOS PARA SOP

Os tipos de tratamentos para a SOP dependem dos sintomas que as
pacientes apresentam, e podem ser divididos tipicamente em trés categorias;
terapias para os sintomas relacionados ao hiperandrogenismo, para desordens
menstruais, e para infertilidade (BADAWY, 2011).

Para o tratamento do hiperandrogenismo clinico, que inclui hirsutismo,
alopecia e acne, a primeira linha de escolha sédo as pilulas contraceptivas orais
(BADAWY, 2011), entretanto, com a permanéncia dos sintomas, pode-se optar
pela combinacdo de tais pilulas a antiandrogenos, que atuam como
antagonistas competitivos nos AR, revertendo a acdo de tais hormdnios
(DEPLEWSKI; ROSENFIELD, 2000). A perda de peso, como terapia nao
medicamentosa melhora a circulacao dos andrégenos, e fornece numerosos
beneficios metabdlicos para mulheres com SOP (BADAWY, 2011).

Os contraceptivos hormonais orais combinados (CHOC) permanecem

como tratamento predominante para irregularidades menstruais em mulheres
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que nao desejam engravidar (URBANETZ et al., 2009). O componente
estrogénico suprime o LH e assim diminui a producdo de andrégenos nos
ovarios aumentando também a producao hepatica de SHBG (globulina ligante
de horménios sexuais), reduzindo os niveis de testosterona livre (HARWOOD;
VUGUIN; DIMARTINO-NARDI, 2007).

A infertilidade € um dos principais problemas decorrentes da SOP, assim
muitas tratamentos que induzem a ovulagao estao disponiveis, sendo o mais
utilizado o Citrato de Clomifeno (CC). Trata-se de um antagonista oral do
estrégeno que eleva as concentragdes de FSH e induz o crescimento folicular
na maioria das mulheres com SOP e anovulacdo (HOMBURG, 2005). O
mecanismo de acdo nao € inteiramente conhecido, mas sabe-se que sua
atividade antiestrogénica no hipotalamo induz uma mudanca na frequéncia dos
pulsos do GnRH levando ao aumento na liberacdo do FSH (SIRMANS; PATE,
2014; THESSALONIKI, 2008).

2.3.1 Metformina

Dentre diversas estratégias terapéuticas, a utilizagdo de drogas insulino-
sensibilizantes para o tratamento de anormalidades reprodutivas relacionadas
a resisténcia a insulina, vem se destacando (DIAMANTI-KANDARAKIS et al.,
2012), desta forma, varios estudos tém avaliado a eficacia da metformina no
tratamento da anovulacéo decorrente da SOP (COSTELLO; EDEN, 2003; SUN;
ZHANG; ZHANG, 2013).

A metformina € uma biguanida oral antihiperglicémica, aprovada pelo
Food and Drug Administration (FDA) em 1995, para o tratamento de mulheres
com diabetes mellitus nao insulino-dependente, ou seja, diabetes tipo 2
(QUAILE et al.,, 2010). Os provaveis mecanismos de acao da metformina
referem-se a diminuicdo da gliconeogénese hepatica, suprimindo a
gliconeogénese de varios substratos, incluindo lactato, piruvato, glicerol e
aminoacidos (DOMINGUEZ et al., 1996; KIRPICHNIKOV; MCFARLANE;
SOWERS, 2002). Na melhora da sensibilidade tecidual a insulina, facilita o
transporte de glicose, com aumento da atividade tirosina quinase nos
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receptores de insulina (DOMINGUEZ et al., 1996). Parte da eficacia da
metformina na SOP pode estar relacionada a suas acgdes diretas na
esteroidogénese, devido a seus efeitos insulinosensibilizantes (ARLT;
AUCHUS; MILLER, 2001; MANSFIELD et al., 2003).

A ovulagéo pode ser resultado direto da metformina no ovario levando a
uma produgdo normal de esteroides e um provavel efeito de feedback que
inclui diminuicdo dos niveis de LH e andrégenos (PALOMBA et al., 2009).
Varios estudos sugerem que a metformina poderia atuar no hiperandrogenismo
com interferéncia direta e especifica reduzindo a secrecdao de andrégenos dos
ovarios e adrenais, e seus niveis circulantes, bem como a secrecédo de LH da
hipéfise (BAILEY; TURNER, 1996).

Um efeito direto da metformina na producao de andrégenos pelas células
da teca foi demonstrado com experimentos In vitro, onde o farmaco inibiu
significativamente a producdo de androstenediona e testosterona nestas
células através da regulacao de proteinas esteroidogénicas e da expressao da
17-hidroxilase (ATTIA; RAINEY; CARR, 2009). Nestler e Jakubowicz (1996)
demonstraram que a administracdo da metformina em pacientes obesas com
SOP reduz concomitantemente a glicemia de jejum e a atividade do citocromo
P450c17 ovariano, induzindo a reducéo da concentracéo da testosterona sérica
livre (ATTIA; RAINEY; CARR, 2009).

A reducéao dos niveis de insulina apds o tratamento com a metformina em
pacientes com SOP esta associada com o aumento no IGFPB-1 (fator de
crescimento semelhante a insulina ligante de proteina 1) e a diminuigéo na taxa
de IGF-I/IGFPB-1. O IGF-I atua de forma autdcrina e paracrina estimulando a
producéo de estrogenos pelas células da granulosa (ERICKSON et al., 1990) e
atua sinergicamente com o LH e FSH no controle dos niveis de aromatase
nessas células (PALOMBA et al., 2009).

Além disso, alguns estudos demonstraram que diversos impactos da
resisténcia a insulina durante a gestacdo (risco de aborto, e diabetes
gestacional) podem ser amenizados pela terapia com metformina (GLUECK et
al., 2013; JAKUBOWICZ et al., 2002; VANKY et al., 2005).
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Por outro lado, esta biguanida pode afetar diretamente o desenvolvimento
embriolégico e fisiologico fetal, uma vez que tem a capacidade de atravessar a
barreira materno/fetal, e € encontrada no sangue da placenta e do cordao
umbilical com as mesmas concentragcbes do sangue venoso materno
(CHARLES et al., 2006; KOVO et al.,, 2008). Carlsen e Vanky (2010)
demonstraram um aumento nos niveis de SHBG (glicoproteina que ligam
andrégenos e estradiol modulando seus efeitos biolégicos), em neonatos cujas
maes foram expostas a metformina durante o primeiro trimestre da gestacao.

Este farmaco também vem apresentando alguns resultados controversos
a nivel renal e hepatico, com a presenca de acidose latica, alteracbes de
enzimas do figado e diversos efeitos gastrointestinais (JONES et al., 2002;
LAUTATZIS, GOULIS, VRONTAKIS, 2013), além de promover alteracbes nas
células testiculares dos neonatos (TARTARIN et al., 2012) e diminuicdo da
massa corporal destes (KOVO et al., 2008).

Com o objetivo de amenizar possiveis danos decorrentes da utilizacdo da
metformina, e melhorar o seu potencial de acdo, alguns estudos vém
associando a metformina a outros medicamentos, como a melatonina, para o
tratamento de algumas patologias (ANISIMOV et al., 2010). Man’chevea et al.
(2011), realizaram experimentos induzindo céncer de pele em animais e
observaram que o tratamento com a associacao da melatonina e metformina
reduziu o crescimento tumoral quando comparado aos animais tratados apenas
com as monoterapias. Ja Anisimov et al. (2010), observaram que em animais
induzidos ao cancer de mama a melatonina e metformina simultaneas
promoveram um aumento no tempo de vida dos animais e inibiram o
crescimento de tumores.

Como a Melatonina é um potente agente antioxidante e eliminador de
radicais livres, e o estresse oxidativo é uma condicdo presente na SOP, a
utiizagdo da melatonina associada a metformina para o tratamento desta

enfermidade poderia ser uma alternativa terapéutica eficaz.
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2.4. GLANDULA PINEAL E MELATONINA

Nos mamiferos, a integracdo entre a temporalidade externa e interna é
fornecida pelos nucleos supraquiasmaticos (NSQ) do hipotalamo (FUCHS et
al., 2010), que recebem informagdes da luminosidade, advindas diretamente do
ambiente, através do feixe nervoso retino-hipotalamico (BUENO; WEY, 2012).
As mensagens, que partem dos NSQ, sao entdo transmitidas para neurénios
do segmento cervical da medula, em seguida, enviadas para os ganglios
simpaticos cervicais superiores, e destes para a glandula pineal (HIRIART, et
al., 2012).

Esta glandula, também conhecida como epifise, esta localizada no teto do
terceiro ventriculo entre os dois hemisférios cerebrais, originando-se do
diencéfalo (MAGANHIN et al., 2008). E um 6rgao endécrino ativo, formado por
células com funcdo neurosecretora, os pinealdcitos, e por células intersticiais
semelhantes as células da glia (COMMENTZ; HELMKE, 1995). Seus produtos
bioquimicamente especificos sdo indolaminas e peptideos. A melatonina, uma
indolamina, é o mais bem estudado dos produtos da pineal (CARRILLO-VICCO
et al., 2003; MATHEUS et al.,, 2012). Possui baixo peso molecular e
caracteristica anfifilica, ou seja, difunde-se tanto nos meios lipofilicos como
hidrofilicos (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008). Também é conhecida como N-
acetil-5-metoxitriptamina, um composto organico de coloragdo amarelo-claro,
que é transportada no plasma ligado a proteinas, em especial a albumina,
tendo sua vida média variando entre 30 e 60 minutos (MAGANHIN et al., 2008).

A melatonina é sintetizada pelos pinealécitos a partir do neurotransmissor
serotonina, o qual, por sua vez, tem como precursor o aminoacido triptofano
(MAGANHIN et al., 2008). Esse processo ocorre quando a enzima
triptofanohidroxilase (TH) converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP).
Posteriormente a 5-hidroxitriptofano descarboxilase (5-HTPD) remove o grupo
alfa-carboxil terminal do 5-HTP e o transforma em serotonina. A N-
acetiltransferase (NAT) catalisa a transferéncia do grupo acetil para a
serotonina a partir do acetil-CoA, resultando na formagao da N-acetilserotonina
(NAS). Por fim, a enzima hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT) catalisa a
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reacao de conversdo da NAS em melatonina (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT,
2005; MACCHI; BRUCE, 2004; MARONDE et al., 2011). Como a HIOMT s6
pode ser fabricada na auséncia de luz, o mesmo ocorre com a melatonina, que

€ entdo denominada de agente enddcrino da escuriddo (HIRIART, et al., 2012;
PEKELMAN et al., 2003). (Figura 2)
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Figura 2. Via Biosintética da melatonina (REITER et al., 2000)

Além da pineal, outras fontes podem produzir melatonina, tais como: retina,
células imunocompetentes, trato gastrointestinal, figado, testiculos e ovarios

(HARDELAND et al., 2011). Essas fontes extrapineal contribuem minimamente
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para a concentracdo plasmatica da melatonina, porém, possuem importancia
consideravel para agdo paracrina e/ou autocrina desse horménio (MACCHI;
BRUCE, 2004; PONTES et al., 2006).

O pico de secregédo da melatonina em roedores € alcangado na primeira
metade da noite, decaindo gradualmente (HIRIAT, et al., 2012). Durante esse
periodo, banha as células e tecidos, fornecendo uma série de informacdes
ritmicas, permitindo a diferenciacao entre o dia e a noite (CARILLO-VICO et al.,
2004; OKATANI et al., 2003). Em virtude das estacées do ano, conforme os
dias vao ficando mais curtos, a exposicao dos animais a melatonina aumenta,
informando ao organismo a duragdo da noite, e consequentemente, o periodo
do ano correspondente (HARDELAND et al., 2011).

Essa indolamina participa de uma grande variedade de processos
celulares, neuroenddcrinos e neurofisiologicos, como a regulacdo do ciclo
sono-vigilia, do sistema imunoldgico, cardiovascular, além de influenciar o ritmo
de varios outros processos, como por exemplo, o metabolismo de lipidios e
carboidratos, a regulacdo da temperatura corporal, processos carcinogénicos,
fisiologia gastrointestinal, e a pressao sanguinea (HIRIART, et al., 2012;
SOARES JR et al., 2003).

Sabe-se, ainda, que a melatonina € um potente agente antioxidante, e
eliminador de radicais livres. Regula varios processos fisiolégicos no figado,
apresentando receptores, tanto na membrana quanto na carioteca das células
hepaticas (NAJI et al., 2004), podendo também inibir o crescimento de
hepatocarcinomas (BLASK et al., 2004; CARRILLO-VICO et al., 2005).

Existem trés principais vias de degradacdo deste hormédnio, sendo a
hepatica considerada a via cléssica, onde a enzima CYP P450 do figado
metaboliza a melatonina em 6- hidroximelatonina, que em seguida é conjugada
com um sulfato ou glucoronida, sendo entdo secretada na urina (SLOMINSKI et
al., 2012). Quando a melatonina reage com o peroxinitrito (ONOQ") forma o
metabdlito 6- hidroximelatonina que manifesta uma atividade antioxidante maior
em determinados modelos in vitro (REITER; TAN; BURKHARDT, 2002).
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2.4.1. Melatonina e reproducao

Em diversos animais, tais como os roedores, as variagcbes no ciclo
reprodutivo ocorrem em fungdo das mudangas no fotoperiodo (ROCHA et al.,
2011), sendo regulada, portanto, através da modulacdo do eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal pela melatonina (VAZQUEZ et al., 2004). Esse processo
ocorre através da ativacdo de receptores desse hormdnio encontrados em
diferentes tecidos (FRUNGIERI et al., 2005; ROY et al., 2001).

O primeiro receptor de melatonina foi isolado a partir de linhagens de
melanéforos da derme de anuros, o Xenopus laevis, em 1994, sendo expresso
apenas em espécies nao-mamiferas (EBISAWA et al., 1994). Depois, cDNAs
que codificam duas diferentes formas de receptores de melatonina humana
foram clonados e denominados de receptor de melatonina tipo 1 e tipo 2 (MT1
e MT2, respectivamente) (REPPERT et al., 1994 ; 1995).

Posteriormente, os receptores foram divididos baseando-se em diferentes
cinéticas de ligacdo e afinidade em duas classes, e denominados de ML-1
(MT1, MT2 e Mely), e ML-2 (MT3). Os receptores da classe ML-1 representam
os receptores acoplados a proteinas transmembranas G, e ambos, MT1 (Mel,)
e MT2 (Melsp), sdo encontrados em todos os grupos de vertebrados, ja o Mel+,
€ apenas encontrado em anfibios, aves e peixes (VANECEK, 1998). O receptor
da classe ML-2 (MT3), diferentemente dos demais receptores, apresenta 95%
de homologia com a sequéncia de aminodcidos presente na enzima quinona
redutase 2, e controvérsias se realmente se trata de um receptor ou uma
quinona redutase 2 sensivel a melatonina ainda sdo observadas
(DUBOCOVICH, 1988; MAILLIET et al, 2005; MOLINARI; NORTH;
DUBOCOVICH 1996).

O receptor Melia esta relacionado com os efeitos reprodutivos e
circadianos da melatonina, o Mel1b est4 envolvido na sensibilidade a luz pela
retina e o Melic é encontrado nos anfibios. J& o receptor Mel 2 esta
relacionado com o N-acetilserotonina (DUBOCOVICH et al., 1999; REPPERT,
1997).
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As caracteristicas de ligacdo das duas classes de receptores sao
semelhantes, apresentando afinidades subnanomolares para a melatonina
(DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005). Este hormbnio, apds a ligagcdo com
seu receptor especifico pode atuar de diferentes maneiras. Evidéncias
demonstram sua capacidade de ligacdo com a calmodulina, que apresenta
diversas fungdes na regulacdo de enzimas, canais ibnicos e receptores, e sua
ligacdo com receptores nucleares, podendo ser de forma direta, ou promovida
por cascatas de reacdes citoplasmaticas para chegar ao nucleo (CHAN;

WONG, 2013). (Figura 3)
. Melatonina

MTH/QR2

MT; MT,

Nucleo o
Calmodulina

Figura 3. Melatonina e alguns de seus mecanismos de acdo. MT-
receptores de melatonina, MT1 e MT2, receptores acoplados a proteina G.
QR2 (quinona redutase 2). Adaptada de TAMURA, (2009).
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Ambos MT1 e MT2 s&o distribuidos em tecidos neuronais e periféricos
(EKMEKCIOGLU, 2006; PANDI-PERUMAL et al., 2008), sendo encontrados
nos nucleos supraquiasmaticos (LIU et al., 1997) com niveis altos de expressao
sincronizados com o ritmo circadiano (REITER, 1991). Além dos NSQ,
receptores de melatonina funcionais estdo principalmente localizadas no
cérebro (DUBOCOVICH et al., 2003) e em outros tecidos (FRUNGIERI et al.,
2005), incluindo artérias (MASANA et al., 2002), figado, rins (NAJI et al., 2004),
adipécitos (ZALATAN; KRAUSE; BLASK, 2001), no sistema imune
(DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005; GUERRERO; REITER, 2002;
SKWARLO-SONTA et al., 2003), nos testiculos e ovarios (CLEMENS;
JARZYNKA; WITT-ENDERBY, 2001). A melatonina, portanto, pode regular a
funcdo ovariana por diversos mecanismos, incluindo a ativacdo de seus
receptores e caminhos de sinalizagdo em diferentes tipos de células alvo,
especialmente as células da teca e granulosa (SOARES JR et al., 20083;
TAMURA et al., 2013).

Os mecanismos de ovulacdo tém sido comparados aos de uma reacao
inflamatoria, estando as Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) intimamente
relacionadas a esse processo (ESPEY, 1994). Sdo produzidas durante a
ovulagao por macréfagos, neutrofilos e células endoteliais vasculares presentes
nos foliculos (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005). Embora as EROS
desempenhem um papel importante na ruptura do foliculo durante a ovulacao,
podem causar danos aos o0citos e as células da granulosa (BEHRMAN et al.,
2001), além de ser relatada sua capacidade de inibir a producdo de
progesterona pelas células luteinicas, através da inibicdo de enzimas
esteroidogénicas, e atuar em proteinas intracelulares envolvidas no transporte
de colesterol para as mitocondrias (BEHRMAN; ATEN, 1991).

Devido a suas caracteristicas, a melatonina atua na regulacdo de
estrégeno e progesterona, na atividade funcional e o crescimento ovariano,
reduzindo o estresse oxidativo nos foliculos, e protecdo dos odcitos contra
radicais livres, além na modulacdo das gonadotrofinas (GnRH) que regulam a
concentracao de LH e FSH (DEVOTO et al., 2002; FUJIMOTO et al., 2002). E
considerada antiestrogénica, por sua interferéncia nos receptores de
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estrégeno, e na sintese desse horménio pela inibicdo da enzima aromatase,
que controla a interconversao a partir de precursores androgénicos, alterando
todo o processo de desenvolvimento folicular (OKATANI; SAGARA, 1995).

Em estudos realizados com ratas prenhes, onde ocorreu a remogao da
glandula pineal, os niveis baixos de melatonina promoveram diminuicdo da
implantagcdo embrionaria, sugerindo a atuacdo deste horménio sobre algumas
caracteristicas morfofuncionais do endométrio estritamente relacionadas com a
implantacdo do embrido (DAIR et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2004). Além disso,
também foram detectadas altas concentra¢des de melatonina no fluido folicular
(ROONNBERG et al.,, 1990). Sua atuacdo bem documentada como
antioxidante pode estar associada ao desenvolvimento folicular e a qualidade
oocitaria, interferindo em processos como a maturagdo oocitaria e ovulacao
(TAMURA et al., 2008).

Quando ratas foram expostas a estimulo luminoso continuo ou foram
pinealectomizadas apresentam queda na quantidade da melatonina produzida,
levando a alteragdes no ciclo estral que prolongou a fase de estro. No entanto,
a administragdo exdgena de melatonina nessas ratas foi capaz de regularizar o
ciclo (AGARWAL; GUPTA; SHARMA, 2005).

Também foi observado que, durante o periodo gestacional, a producao e
concentracdo da melatonina apresentam mudanca gradual, atingindo valores
elevados no final desse periodo, sugerindo que esse horménio desempenha
um importante papel em sua manutengdo (NAKAMURA et al.,, 2001). Esta
indolamina lipofilica atravessa a placenta livremente sem ser alterada,
atingindo a circulacao fetal com facilidade, fornecendo informagdes periddicas
para o feto, o que influencia o fotoperiodo pré-natal através de receptores
especificos para este horménio em diversos tecidos, mediando diversas
interacgdes fisioldgicas fetais (GOLDMAN, 2003).

Entretanto, apesar de varios estudos demonstrarem a concetracao sérica
e ovariana da melatonina no processo gestacional, pouco se sabe sobre a
expressao de seus receptores durante esse periodo.
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2.4.2 Melatonina e SOP

Na sindrome dos ovarios policisticos a infertilidade feminina pode ser
atribuida ndo apenas a anovulagado cénica, mas também a diminuicao dos
odcitos e a qualidade do embrido (PLACHOT et al., 2003). As espécies reativas
de oxigénio (EROS) induzidas pelo estresse oxidativo podem ser responsaveis
pela qualidade dos oécitos, e a geracao de tais espécies a partir das células
mononucleares é elevada em mulheres com a sindrome, assim como o produto
da peroxidacao lipidica aumenta consideravelmente no soro das portadoras
(GONZALEZ et al., 2006).

Os niveis de 6-sulfatoximelatonina, metabdlito enzimatico da melatonina,
na urina € significativamente maior em mulheres com SOP (LUBOSHITZKY et
al., 2001). Niveis baixos deste horménio, devido a pinealectomia ou exposi¢ao
constante a luz, induz alguns aspectos da SOP em ratos (PRATA LIMA;
BARACAT; SIMOES, 2004) podendo decorrer de uma diminuigdo na absorcéo
da melatonina no foliculo ovariano (TAMURA et al., 2009). Estudos
demonstraram que a concentragdo de melatonina intrafolicular foi
significativamente menor em mulheres com SOP quando comparadas a
mulheres sadias, mesmo existindo elevadas concentragdes da indolamina no
soro, sendo esse aumento sérico, por sua vez, devido a um feedback para 0s
niveis insuficientes de melatonina no ovéario (TAMURA et al., 2009), onde o
elevado nivel de melatonina no fluido folicular € necessario para o crescimento
do foliculo, ovulagcao e qualidade dos odcitos (TAMURA et al., 2014).

Desta forma a melatonina apresenta-se como alternativa terapéutica para
o tratamento da infertilidade e consequentemente da SOP, uma vez que foi
capaz de reduzir o dano oxidativo intrafolicular (TAMURA et al., 2008). Em
estudos realizando-se fertilizagcées in vitro, observou-se que a administracéo da
melatonina durante a evolugao clinica do processo promoveu aumento na taxa
de gravidez quando comparado as pacientes que apenas foram fertilizadas e
nao receberam melatonina (TAMURA et a., 2009).
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2.5 PROLACTINA E REPRODUGCAO

A prolactina (PRL) caracteriza-se como um peptideo de 23-kD, composta
por 199 AA, € um hormdnio protéico primariamente produzido pela hipéfise
anterior, mas também por outros érgaos e tecidos incluindo células deciduais
da placenta (LEE; MARKOFF, 1986), utero, e linfécitos (CLARKE; BERN, 1980;
COOKE, 1989; PELLEGRINI et al.,1992) sendo muito conhecida por sua
capacidade em estimular a lactacdo e sua acao reguladora no crescimento e
diferenciagao da glandula mamaria, além de suas agdes luteotréficas (GIBORI,
1992). O gene que codifica a PRL esta localizado no cromossomo 6, sendo
composto de cinco exons e quatro introns e possui um comprimento médio de
10kb. Sua expressao é influenciada por dopamina, estrogeno e TRH (horménio
liberador do hormdnio estimulante da tiredide- TSH) (MELMED; KLEINBERG,
2003).

A prolactina caracteriza-se por participar e influenciar as atividades
reprodutivas tais como estimulacdo do desenvolvimento da glandula mamaria
durante a gravidez e regulacdo da lactacdo poés-parto (ROSSI et al., 2002),
podendo ainda influenciar a atividade normal de glandulas como a prostata
(COSTELLO; FRANKLIN, 1994), glandula lacrimal (WARREN et al.,1994), e
fornecer um estimulo proliferativo para tumores de mama e préstata (BISWAS;
VONDERHAAR, 1987; COSTELLO; FRANKLIN, 1994).

Sabe-se que além dessas funcdes, a prolactina regula as funcgdes
gonadais, participando da esteroidogénese, formacdo do corpo Iuteo, e
modulacdo dos efeitos das gonadotrofinas (SHIROTA et al.,1990), estimula
também a producédo de leite pelas mulheres durante a fase pds parto, o
crescimento, desenvolvimento e metabolismo fetal e é importante para a
degradacao do corpo liteo e reducdo dos niveis dos esterbdides sexuais no
ciclo menstrual, além de estimular o processo de ovulacdo, implantagdo e
desenvolvimento placentario (PERKS et al., 2003).

Tais acdes hormonais durante a gestacdo sdo mediadas através de
receptores especificos, os PRLRs, localizados na superficie celular do GUtero e
ovario (LEE et al., 2003; SHAO et al., 2008).
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Os PRLRs pertencem a superfamilia dos receptores da PRL, que enviam
sinais para o nucleo e ativando genes envolvidos em processos celulares tais
como a proliferacdo, diferenciacdo, e a sobrevivéncia celular, durante a
prenhez (ROSSI et al.,, 2002). Sendo, portanto, considerado como um
marcador para o desempenho e manutencéo da reproducao (ARIE et al., 2000;
TANAKA et al., 2005).

Foi demonstrado também que a prolactina pode regular genes de
multiplos eventos no ovario como desenvolvimento folicular, pois ratos nulos
para o gene da prolactina apresentaram foliculos reduzidos, com consequente
diminuicdo da ovulacdo, atraso na liberagdo e maturacdo do oécito (PARKS,
2004).

Sabe-se ainda que ha uma relacdo diretamente proporcional entre
prolactina e progesterona durante a gestacdo, onde estudos realizados com
ratas knokcout para o gene da prolactina, apresentaram niveis de progesterona
insuficientes para implantacdo, suporte e posterior desenvolvimento e
manutencao placentaria, levando assim a um quadro de infertilidade (RUAN et
al., 1995).

Em Uteros ndo-gravidicos, a sintese de PRL foi detectada no pico das
fases secretora e menstrual, coincidindo com os primeiros sinais histologicos
de decidualizagdo. Se a gravidez ocorre, o numero de células deciduais
diferenciadas e a sintese de PRL decidual aumentam apds a implantagéo,
alcangando o apice entre 20 e 25 semanas, declinando préximo ao termo (WU
et al., 1995).

Com relacado ao aspecto clinico, algumas disfuncées associadas a PRL
sdo bem documentadas. Altos niveis deste hormdnio no soro, por exemplo,
podem ser associados a disfuncées gonadais, galactorreia, anovulagcdo com
amenorreia, hipoestrogenismo e infertilidade feminina (MOLTICH, 1978).

2.5.1. Prolactina e SOP

Na SOP, niveis elevados de prolactina circulantes sédo obsevados em 35%
das pacientes (EHRMANN, 2005). Um dos mecanismos envolvidos neste
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aumento de PLR parece estar relacionado a anormalidades dos
neurotransmissores, particularmente do controle dopaminérgico na liberacéo de
PRL (LUCIANO et al., 1984). A dopamina hipotalamica é conhecida por ser o
principal fator de inibicdo da liberacao de PRL. O LH também & suprimido por
este neurotransmissor (PEHRSON et al.,, 1983), assim a deficiéncia de
dopamina poderia resultar em um quadro de hiperprolactinemia e elevagao nos
niveis de LH. Em estudos realizados com mulheres com SOP associada a
hiperprolactinemia, onde foram analisados diferentes niveis hormonais,
observou-se que as mulheres com hiperprolactinemia apresentavam elevacdes

séricas de estrégenos, principalmente de estrona (CARMINA et al., 1984).

2.5.2. Prolactina e Melatonina

Em animais sazonais, a melatonina, horménio produzido pela pineal,
regula o ritmo circadiano e os niveis de prolactina (PRL) durante a gestacao
(LEE et al., 2003).

A relacdo entre melatonina e PRL pode ser afetada por meio da
pinealectomia, iluminagéo constante, auséncia de luz e/ou pelo tratamento com
estes hormdnios, pois carneiros expostos a auséncia de luz apresentaram
grande diminuicdo da ciclicidade estral, e quando tratados com PRL
apresentaram uma reversao da ciclicidade. Entretanto, carneiros submetidos a
iluminacdo constante ou pinealectomia, e tratados com PRL apresentaram
estro permanente com um consequente estimulo esteroidogénico (SANTIAGO-
MORENO et al., 2004). A acgéo fisiologica entre melatonina e PRL depende das
espécies de animais estudados. Estudos com ovelhas em anestro
demonstraram que quando estas foram tratadas com PRL apresentaram
estimulo a ovulagdo e sucesso no processo de implantagdo (KING; ROSER,;
JONES, 2008). No entanto, Freeman et al. (2000) relataram que a maioria dos
primatas quando submetidos a iluminagdo constante e/ou pinealectomia,
apresentam elevacdo nos niveis de PRL durante a prenhez, provocando uma
inibicdo a receptividade reprodutiva.
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Portanto, s&o necessarios maiores investigagbes para elucidar os

possiveis mecanismos e as relacdes existentes entre a melatonina e prolactina.
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RESUMO

A melatonina exerce efeitos diretos sobre o sistema reprodutor feminino
atuando através de receptores especificos, como o Mel1a, encontrado na
superficie de diferentes células ovarianas. Este horménio também apresenta
uma correlacdo com a sintese e liberacao de prolactina, horménio encontrado
elevado em diversas portadoras da Sindrome dos Ovérios Policisticos (SOP).
Assim, objetivou-se avaliar o efeito da administracdo da melatonina exdgena
associada ou ndao a Metformina sobre a expressdo dos receptores de
melatonina (Mel1a) e prolactina (PRL Il) em ovarios, durante a gestagdo em
ratas, ap6s tratamento para a SOP. Para isso, utilizou-se 75 ratas albinas
divididas em cinco grupos: |- ratas sem inducdo da policistose ovariana
(controle); Il — ratas com SOP (SOP + placebo); lll — ratas com SOP e tratadas
com melatonina (SOP + Mel); IV - ratas com SOP e tratadas com metformina
(SOP + Met); V — ratas com SOP e tratadas com melatonina e metformina
(SOP + Mel + Met). Ap6s confirmacao da SOP por ultrassonografia ovariana,
os animais foram tratados com melatonina (200 ug/100g de peso corporal do
animal) e metformina (50mg/100g de peso do animal) durante 10 dias, para
posterior acasalamento. Os ovarios foram entdo coletados nos tempos de 7, 14
e 21 dias de prenhez, para extracao e quantificacdo por Real Time PCR, do
MRNA dos receptores de Mel1a e PRL Il. Os resultados mostraram que para o
receptor Mella, a utilizagdo da metformina ou a associagdo desta com a
melatonina restaura a expressao desse receptor a niveis semelhantes aqueles
observados no grupo controle durante a gestagéo. Ja para o receptor PRL I, os

tratamentos com as monoterapias, ou com a combinacdo dos farmacos
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promoveu um mesmo padrdo de expressdao do receptor. Assim, pode-se
concluir que o tratamento associativo utilizando Melatonina e Metformina para a
SOP promove uma regulagédo nos niveis de expressao dos receptores Mel1a e

PRL Il durante a gestacao.

Palavras-chave: Gestacao, Melatonina, Prolactina, SOP, Receptores

INTRODUCAO

A melatonina, conhecida também como N-acetil-5-metoxitriptamina, € um
horménio produzido e secretado pela glandula pineal, que participa de uma
grande variedade de processos celulares, neuroenddcrinos e neurofisiolégicos
(1,2). Intimamente relacionada com a reproducdo, a habilidade desta
indolamina na modulacédo da funcéo ovariana depende ndo somente dos seus
niveis circulantes, mas também da expressao dos seus receptores (2,3). Trés
tipos de receptores de melatonina estdo distribuidos em diferentes tecidos,
sendo o receptor Mel1a associado a efeitos reprodutivos e circadianos, o Mellb
envolvido na sensibilidade da retina a luz, e o Melic, apenas encontrado em
anfibios (4-7). Embora desempenhe importante papel nas funcdes
reprodutivas, com elevagdo caracteristica dos seus niveis séricos durante a
gestacéo, pouco se sabe sobre a expressdao dos seus receptores no decorrer
desse periodo (8,9).

Além disso, a melatonina é considerada também um potente agente
antioxidante e eliminador de radicais livres (10). Varios estudos tém

demonstrado que diferentes doengas do sistema reprodutor feminino séo
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decorrentes do estresse oxidativo (11), como a sindrome dos ovarios
policisticos (SOP), na qual a infertilidade feminina pode ser atribuida n&o
apenas a anovulacdo cbnica, mas também a diminuicdo dos oécitos e a
qualidade do embrido (12) e sabe-se que a concentracdo de melatonina
intrafolicular foi significativamente menor em mulheres com SOP quando
comparadas a mulheres sadias, mesmo existindo elevadas concentragdes da
indolamina no soro, sendo esse aumento sérico, por sua vez, devido a um
feedback para os niveis insuficientes de melatonina no ovario (37).

Outra caracteristica pode ser observada nas pacientes com esta
sindrome sao os altos niveis de prolactina (hiperprolactinemia), que podem ser
associados a disfuncbes gonadais, anovulacao e infertilidade feminina (13),
sendo tal condicdo observada em 35% das portadoras da SOP (14). A
prolactina regula as fungdes gonadais, participando da esteroidogénese,
formacao do corpo luteo, e modulacao dos efeitos das gonadotrofinas, estimula
também a producédo de leite pelas mulheres durante a fase pés parto, o
crescimento, desenvolvimento e metabolismo fetal e é importante para a
degradacao do corpo luteo e reducdo dos niveis dos esterbides sexuais no
ciclo menstrual, além de estimular o processo de ovulacdo, implantacdo e
desenvolvimento placentario (14). As acbes deste horménio sdo mediadas
através de receptores especificos, os PRLRs, localizados na superficie celular
do Utero e ovarios (15,16).

Em animais sazonais, € possivel observar uma relacao direta entre os

niveis de prolactina e melatonina, onde esta indolamina regularia a sintese e
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liberacado de prolactina, entretanto controvérsias com relacéo a esta regulacao
e seus possiveis mecanismos ainda sédo frequentemente observadas (17).

Devido a tais caracteristicas, pesquisas tém sugerido a utilizacdo de
antioxidantes, como a melatonina, associados a tratamentos ja existentes, para
terapia de patogéneses que causam infertilidade (18,19).

Dentre os tratamentos preconizados para a SOP a metformina, uma
biguanida utilizada para tratar pacientes obesos com diabetes tipo 2, tornou-se
o0 agente mais utilizado devido a suas acbes diretas na esteroidogénese
(19,20). Para as portadoras que desejam tratar a infertilidade, com o objetivo
de engravidar, torna-se muito comum a necessidade de utilizacdo de drogas
que nao apresentem riscos teratogénicos (21), entretanto, permanecem
escassos estudos realizados durante o periodo gestacional em pacientes que
foram tradados com metformina para SOP (21-23).

Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a expressdao dos
receptores de melatonina e prolactina nos ovarios de ratas durante a gestacao,
apds tratamento associativo da melatonina e metformina para a policistose

ovariana.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Histologia do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Foram utilizadas 75 ratas albinas, Rattus norvegicus albinus, da

linhagem Wistar com 90 dias de idade, pesando 200 + 30g, procedentes do
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Biotério do mesmo Departamento. O protocolo experimental foi aprovado pela
Comissao de Etica institucional, de n®. 23081.009130/2010.

As ratas foram mantidas em gaiolas com alimentacéo e agua “ad libitum”,
na temperatura de 22°C e iluminacéo artificial que estabeleceu um fotoperiodo
de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das 06:00
as 18:00 horas. Apdés um periodo de adaptacao, foram colhidos esfregacgos
vaginais para a determinagao do ciclo estral. As ratas que apresentaram trés
ciclos estrais regulares foram divididas, ao acaso, em cinco grupos, nos tempos
de 7, 14 e 21 dias de prenhez, cada um contendo cinco animais;

Grupo | - ratas sem inducdo da policistose ovariana mantidas em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas por 100 dias (Controle) e acasaladas em seguida;
Grupo Il - ratas induzidas a policistose ovariana e acasaladas em seguida
(SOP + Placebo);

Grupo lll - ratas induzidas a policistose ovariana e tratadas com melatonina por
10 dias e acasaladas em seguida (SOP + Mel);

Grupo IV - ratas induzidas a policistose ovariana e tratadas com metformina
por 10 dias e acasaladas em seguida (SOP + Met);

Grupo V - ratas induzidas a policistose ovariana tratadas com melatonina e

metformina por 10 dias e acasaladas em seguida (SOP + Mel + Met).

Inducao da Sindrome dos ovarios policisticos
Para indugédo da SOP, as ratas dos grupos Il, lll, IV e V, foram submetidas
a estimulo luminoso constante, utilizando-se uma caixa de madeira com area

0,5 m3, com frestas para permitir a ventilacdo, contendo duas lampadas
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fluorescentes, marca PHILLIPS, de 40W, as quais forneceram luminosidade
adequada e suficiente, em torno de 400 lux. Estas lampadas permaneceram
acesas ininterruptamente por um periodo de 100 dias, tempo suficiente para o
desenvolvimento da SOP (24,25). A confirmacdo da SOP foi realizada

mediante observagdes em ultrassonografias.

Ultrassonografia Ovariana

As andlises ultrassonograficas foram realizadas no Departamento de
Medicina Veterinaria da UFRPE e o exame diagnéstico definido por médico
veterinario experiente na avaliacdo. As imagens foram capturadas apds a
inducdo da policistose ovariana com a utilizagdo da maquina de ultrassom da
marca ESAOTE/ Modelo MyLab™ 30 GOLD com transdutor linear de
frequéncia 10MHz. Para tanto, as ratas foram anestesiadas com hidrocloridrato
de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular e
imobilizadas manualmente. O abdémen da rata foi umedecido com alcool 70%
e em seguida, identificou-se a posicdo e tamanho dos ovarios tomando-se

como referencia a posi¢cao caudal dos rins e a hipoecogénicidade do érgao.

Tratamento com Cloridrato de Metformina

O cloridrato de metformina foi administrado por gavagem nos animais dos
grupos IV e V, na dosagem de 50mg/100g diluido em 0,05mL de agua
destilada segundo a metodologia de Elia et al. (26), durante dez dias

consecutivos. O grupo Il recebeu apenas agua destilada.
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Tratamento com Melatonina

O tratamento com melatonina foi realizado de acordo com a metodologia
proposta por Prata-Lima (24), nas ratas do grupo Ill e do grupo V. A melatonina
(Sigma, St. Louis, MO, USA) foi administrada na dose de 200 ug/100g de peso
corporal do animal, dissolvida em um volume de etanol (0,02 mL) e diluida em
0,2mL de cloreto de sédio a 0,9% (NaCl), por meio de injecées subcutaneas no

inicio da noite (18:00h) por dez dias consecutivos.

Acasalamento dos animais e confirmagao de copula

Ap6s 100 dias de experimento e respectivos tratamentos, as fémeas
foram submetidas ao acasalamento na proporcdo de um macho para duas
fémeas, diariamente, sempre no inicio da noite (18:00h). Na manha seguinte
(06:00h), foram realizados exames colpocitolégicos para a confirmacado do
acasalamento, tomando-se como parametro a presenca de espermatozéides
nos esfregagos vaginais, sendo este dia considerado o primeiro dia

gestacional.

Extracao do RNA

Ao final dos experimentos as fémeas foram anestesiadas com
hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via
intramuscular aos 7, 14 e 21 dias de prenhez para coleta do 6rgao.

As amostras dos ovarios, devidamente identificadas, foram
acondicionadas em freezer -80°C até o momento da exiragdo do RNA.

Posteriormente, a amostra foi transferida para um almofariz resfriado com No,
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para ser submetida a um processo de maceracao. Apds esta etapa, o material
foi transferido para um tubo tipo eppendorf e 0 RNA foi extraido e isolado
utilizando Trizol.

O RNA extraido foi quantificado em espectrofotometro (Bionate3 da
Thermocientific) e analisado em gel de agarose a 1,5%, (Pronadisa), corado
com Syber Green Il (RNA- LCG Biotecnolia ), analisado em luz ultravioleta e
fotografado (Olympus — Digital Camara — C-7070 Wide) para verificagdo de sua

qualidade.

Transcricao reversa (RT- PCR)

A primeira fita do cDNA sintetisada pela transcriptase reversa foi acoplada
ao sistema RT-PCR usando um adapatador 3"-Oligo(dT)18 (Quiagen), 1 ug de
RNA total e 1U de transcriptase reversa (Promega, Madson, WI) nas condicdes
recomendadas pelo fabricante, usando 0,5 pg de primers randémicos (Roch,
Nonnenwald, Germany). As amplificacdes dos cDNA dos genes Mel1a e PRL II
foram carreadas no Rotor-Gene 3000 operados com o software versao 6.0.19
(Corbett Research, Mortlake, 2137 NSW, Australia;

www.cobettlifescience.com).

Reacao de amplificacao (PCR) Real Time

As amplificacoes foram realizadas no Rotor-geneq (Quiagen) consistindo
de uma desnaturagdo do DNA inicial a 95°C (3min), seguida de 60 ciclos com
95°C (3seg), posteriormente, 60°C por 30 minutos, para o anelamento das

sondas (temperaturas especificas para cada sonda dependendo da regidao a


http://www.cobettlifescience.com/
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ser amplificada) a extensdo final foi de 45°C por 40 segundos. Apds a
ciclagem, foi estabelecida uma curva de amplificacdo adequada para cada

gene amplificado para estabelecimento de amplificacdes inespecificas (14).

Curva de padronizacao das expressoes génicas

Para quantificagéo relativa dos receptores Mel1a e PRL-II foram utilizadas
separadamente sondas de hidrélise TagMan® obtida da Quiagen® para
amplificar cada receptor, Melila e o PRL Il, e o outra para um controle
endogeno, B-actina, que serviu como padrao de comparacao . Os genes Mella
e PRL Il foram normalizados a partir do B-actina. A analise da expressao foi
realizada pela comparacao da diferenca nos valores das curvas thresholds (Ct)

entre as amostra analisadas e o gene basal, seguindo a férmula (224°T) (27).

Andlise estatistica

A andlise estatistica da expressdao dos receptores Mella e PRL Il foi
realizada em um programa computacional GraphPad Prism 5, onde dados
foram avaliados por meio de testes ndao paramétricos de Kruskal-Wallis com
post-hoc de Dunn (p<0,05), os valores apresentados nos graficos estdo

expressos, no eixo Y, em logaritmo na base 10 .
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RESULTADOS

Ultrassonografia ovariana

As analises ultrassonogréaficas permitiram mensurar as dimensdes
ovarianas das ratas e identificaram a porcdo hipoecogénica dos ovarios
policisticos dos grupos Il (SOP+Placebo), Il (SOP + Mel), IV (SOP + Met) e V
(SOP + Mel + Met), os quais apresentaram evidencia dos seus cistos

foliculares, diferindo significativamente do gripo | (Controle) (Fig.1).

Expressao do receptor Mel 1a e PRLR

Comparando-se cada grupo durante o periodo gestacional, foi possivel
observar que nos ovarios das ratas do grupo controle o receptor de Melatonina
(Mel1a), em condicbes fisiolégicas, apresenta uma diminuicdo gradual
significativa de sua expressao com o decorrer da gestacao (Fig. 2A). Por outro
lado, ndo foram evidenciadas diferencas na expressao do receptor nos animais
com Policistose ovariana que nao receberam tratamento, grupo Il (SOP +
Placebo) (Fig. 2B). Os animais do grupo com SOP tratados com Melatonina,
apresentaram uma evidente diminuicao do receptor Mel 1a no terco médio da
gestacao, ou seja, com 14 dias de prenhez (Fig. 2C). Ja nos grupos tratados
com Metformina, Grupo IV, e com as drogas associadas (Metformina e
Melatonina), Grupo V, foi observada uma reducao significativa na expressao
desse receptor ao longo da gestagdo, como observado no grupo controle (Fig.

2D e 2E).
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Com relacao ao receptor de prolactina (PRL-II), analisando cada grupo no
decorrer da gestacao, foi possivel observar que a expressao desse receptor
aumenta com o decorrer desse periodo, apresentando diferengas significativas
entre os animais do grupo | (Controle) (Fig. 3A). Diferencas que nao foram
observadas no grupo Il (SOP + Placebo) (Fig. 3B). Ja os animais do grupo Il
(SOP + Mel) apresentam uma acentuada diminuicdo da expressao de PRL I
no terco médio da gestacado, com diferencas significativas entre 14 e 21 dias
(Fig. 3C). Ja os grupos IV (SOP + Met) e V (SOP + Mel + Met), o receptor de
prolactina apresentou-se diminuicdo significativa em sua expressdo no terco
médio da gestacao, com diferengas significativas entre 7 e 14 dias (Fig. 3D e
E).

Para identificar uma possivel influéncia da melatonina sobre a prolactina,
uma analise comparativa entre a expressdo de ambos os receptores foi
realizada nos diferentes grupos experimentais. Analisando o grupo controle no
decorrer da gestacado, foram observadas diferencas significativas entre os
genes (Mel1a e PRL-Il), onde no inicio da gestagcédo o receptor de melatonina
encontra-se com expressao elevada e o receptor de prolactina com baixa
expressao, demonstrando que com 7 dias de prenhez esses receptores se
apresentam de forma antagbnica, além disso, diferenca entre o receptor Mel 1a
com 7 dias de prenhez e PRL-Il com 14 dias também foram observadas (Fig.
4A). Por outro lado, ndo foram evidenciadas diferencas entre os genes no
grupo Il (SOP + Placebo) durante toda a gestacdo (Fig. 4B). Nos demais
grupos (Grupos lll, IV e V), as diferencas apresentadas foram semelhantes as

observadas no grupo controle, ou seja, entre o gene do receptor Mel1ia com 7
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dias de prenhez, e o0 gene do receptor PRL Il com 14 dias de prenhez, (Fig. 4C,

D e E).

DISCUSSAO

As imagens ultrassonograficas sdao comumente utilizadas na pratica
clinica, e vem se tornando uma ferramenta indispensavel para o diagnéstico de
diversas patologias (28). Dentre estas, pode-se citar a sindrome dos ovarios
policisticos, na qual uma das manifestagdes clinicas e também um critério de
diagnéstico utilizado se baseia no aumento ovariano e aparecimento de
multiplos cistos nesse 6rgao (29). Nossos resultados mostraram que a inducao
da SOP, utilizando-se o método de luz constante, promoveu o desenvolvimento
de tais caracteristicas, com o aumento ovariano dos animais induzidos a
sindrome, comparando-se com menores dimensdes observadas no grupo
controle. A inducao da SOP em modelos experimentais pelo método de luz
constante vem sendo utilizada em varios estudos uma vez que mimetiza
diversas caracteristicas observadas nas pacientes com a sindrome, como as
alteracoes ovarias (foliculares), diminuicdo dos niveis de FSH, de
progesterona, bem como aumento nos niveis de testosterona e estrégeno (30-
32).

Durante a gestagao, sabe-se que a melatonina apresenta um aumento
gradual em sua concentracao sérica, atingindo valores elevados no final desse
periodo e decaindo ap6s o parto (9,33). Entretanto, a expressdo do seu
receptor Mel1a, encontrado na superficie de diversas células ovarianas, nao

apresenta essas mesmas caracteristicas, como observado em nosso estudo,
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com diminuigao significativa na sua expressdo com o decorrer desse periodo.
Tais caracteristicas podem ser decorrentes de uma correlagcao inversa entre os
niveis séricos e expressao do receptor, onde a melatonina endégena poderia
ter um papel regulatério nessa expressao (34), ou seja, o aumento do nivel
hormonal no soro acarretaria em uma diminuicdo da expressao do receptor
Mel1a com o intuito de manter a concentracdo de melatonina intrafolicular em
niveis fisiol6gicos adequados para o desenvolvimento e crescimento do foliculo
além de promover posteriormente uma protecdo embrionaria (33,35). Trabalhos
também demonstram esta correlagdo inversa, como Chattoraj et al. (36), em
estudos realizados com peixes, onde a expressao dos receptores de
melatonina ovarianos (ambos, MT1 e MT2) em diferentes fases reprodutivas,
durante um ciclo anual, apresentou-se de forma contraria aos niveis séricos de
melatonina.

Na sindrome dos ovarios policisticos (SOP), sabe-se que a concentracao
de melatonina intrafolicular é reduzida, entretanto observa-se um aumento nos
seus niveis plasmaticos decorrente provavelmente de um feedback para os
niveis insuficiente no ovario (37). Como os niveis séricos de melatonina sao
elevados na SOP, e durante o periodo gestacional ocorre um aumento gradual
desse hormédnio (9), ndo foram evidenciadas alteracées na expressao do
receptor Mel 1a, uma vez que os niveis de melatonina ja se encontravam
elevados a partir do momento da indugao da sindrome, permanecendo assim
durante todo o periodo gestacional.

O tratamento com a metformina e com a associacao dos farmacos (Met+

Mel) promoveu um padrao de expressao do receptor Mel1a durante o periodo
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gestacional semelhante ao observado no grupo controle. A metformina pode
atuar nos ovarios através de diversos mecanismos, podendo exercer efeitos
diretos na esteroidogénese, através da ativacao da enzima AMPK (Adenosina
monofosfato ativado pela proteina quinase), que promove a inibicdo da
atividade da CYP17 (enzima 17-a hidroxilase-17,20-liase) e consequentemente
diminui a producao dos horménios esterdides (38). Além disso, sabe-se que 0s
niveis de tais hormdnios, principalmente do estrégeno, podem afetar
diretamente a expressao do receptor Mel1a, através de um aumento na ligagao
do receptor acoplado a proteina G, como demonstrado por Buhimschi et al.
(39) e Soares Jr. et al. (40).

Ja o tratamento com melatonina exdégena, pode regular a expressao e a
atividade da aromatase, atuando como uma enzima moduladora, e ainda
contribuindo para um menor nivel de estrégenos (41). Prévios estudos
indicaram que a ligacdo da melatonina com seu receptor € alta durante o estro,
proestro, e diestro, em contraste com baixos niveis no metaestro, quando as
concentracdes de estrégeno e progesterona sao baixas (42,43). Assim, pode-
se inferir que o estrogeno e a progesterona regulam a expresséao e atividade de
ligacdo do receptor MT1 (44). Além disso, sabe-se que tratamentos com
melatonina exégena podem apresentar um efeito modulador sobre a expressao
do seu receptor, sendo intimamente dependente da dose a ser utilizada e
durante o periodo de tratamento (44-47), na qual doses elevadas e longo
tempo de administracdo promovem um aumento na expressao desse receptor

(44).
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Durante a gestacdo, a producdo de progesterona é um evento
fundamental para o sucesso reprodutivo, em diversos mamiferos e roedores a
sobrevivéncia do corpo Iuteo e sua capacidade de produzir progesterona sao
altamente dependentes da agao da PRL (48,49).

Varios estudos demonstraram que 0s niveis séricos desse horménio
apresentam aumento gradual durante a gestacao (50). Contrariamente ao
receptor Mel1a, a expressao do receptor de PRL aumentou durante a gestacao,
atingindo valores elevados no terco final desse periodo. Em estudos
semelhantes, onde a expressao desse receptor foi analisada durante o periodo
gestacional foi observado que na fase final da gestacéo, por volta do 21¢ dia de
prenhez, ocorre uma queda na expressdao do PRLR (51). Tais caracteristicas
diferiram de nossos dados uma vez que a expressao do receptor foi analisada
apenas no corpo luteo. Entretanto, em estudo semelhante onde ocorreu a
andlise da expressdao do receptor de PRL em todo conteudo ovariano,
observou-se também um aumento da expressdo desse receptor ao longo da
gestacao (52), logo, o aumento sérico de prolactina leva a um aumento na
expressao de seu receptor ovariano. Esta relagdo entre horménio e receptor foi
demonstrada por Telleria et al. (51), onde a PRL e o lactégeno placental de
ratas poderia super-regular a expressao de PRLR em ratos, ou seja seriam
responsaveis pelo alto nivel de expressao de PRLR durante a gestacao.

Na SOP, estudos demonstram uma correlacdo entre essa patologia e
niveis séricos elevados de PRL, condicao que pode ser observada em 35% das
pacientes (14). Desta forma os niveis de PRL séo elevados na SOP e durante

a gestacao, provavelmente ndo ocorrendo variagcbes na concentragdao sérica
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deste hormdnio que pudessem exercer um mecanismo de feedback interferindo
assim na expressdo de seu receptor, fazendo com que nao houvessem
alterac6es durante a gestacao nos animais induzidos a SOP.

A administracdo da melatonina exégena promoveu uma diminuicdo na
expressao do receptor Mel1a no terco médio da gestacao, ou seja com 14 dias
de prenhez. Essa mesma caracteristica foi observada no receptor de PRL
quando os animais foram submetidos aos tratamentos, tanto com as
monoterapias quanto com a associagdo dos farmacos. Coincidentemente,
nesse periodo, a partir do 7° dia de gestacao, o blastocisto estd completamente
implantado e se inicia a fase de formacdo da placenta, que passa a ser
responsavel pela manutencao da gestacao (53). Tais caracteristicas podem ter
afetado a expressdo de ambos o0s receptores na fase intermediaria da
gestacdo, uma vez que nesse periodo a produgdo hormonal sera
principalmente realizada pela placenta, e sabe-se que os niveis de estrogeno,
progesterona e prolactina podem influenciar diretamente a expressdo do
receptor Mel1ia e PRLR (33) e que os tratamentos influenciam diretamente essa
producédo hormonal.

Além disso, em trabalhos realizados com ratas, onde os niveis de PRL
foram mensurados durante o periodo gestacional, foi possivel observar uma
queda na concentracdo sérica desse horménio na fase intermediaria da
gestacao, entre 9 e 18 dias de prenhez, com posterior elevacao sérica do
horménio na fase final, tal caracteristica no padrdo de producdo da PRL

poderia justificar a diminuicdo na expressado do receptor desse hormdnio na
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fase intermediaria da gestacdo, como foi observado no nosso estudo, tanto
com as monoterapias, quanto com a associacao dos farmacos (54).

A melatonina e a prolactina sdo horménios que desempenham diversas
fungdes reprodutivas e parecem estar correlacionados, embora 0s mecanismos
de regulacao de tais hormdnios ndo estejam totalmente elucidados (17). Em
seus estudos Villauna et al. (55) observaram os efeitos da administracdo de
melatonina na secrecao de prolactina em hipéfise de ratos, onde a melatonina
administrada antes do periodo escuro resultou em uma diminuigcdo acentuada
dos niveis basais de prolactina no plasma dos ratos, sugerindo assim que a
melatonina parece modificar a secrecdo de PRL através de multiplos
mecanismos complexos que pode depender do estado fisiolégico (hormonal e
neurotransmissor) dos animais.

Por outro lado, o estudo realizado por Agha, Mir e Jahan (56) defende que
a melatonina aumenta ligeiramente a concentracao de prolactina suprimindo a
via dopaminérgica, uma vez que os receptores de melatonina apresentam alta
afinidade na pars tuberalis da hipofise que aciona a ritmicidade sazonal do
horménio, mas, depois de uma hora a secrecao de PRL era suprimida
mostrando que o efeito da melatonina sobre a secrecdo de prolactina no
plasma depende do tempo de administragdo da indolamina. Recentemente
também foram encontrados receptores nucleares para melatonina, que pode
atuar através destes receptores afetando o sistema adenohipofisario para
modular a secrecao de prolactina (56). Tais correlacbes observadas entre a
melatonina e prolactina também foram observadas em nosso trabalho com

relacdo a expressao de receptores, onde na fase inicial da gestagcédo tais
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receptores se comportaram de forma antagbénica, bem como com as

monoterapias e associacao dos farmacos.

Conclusao

Desta forma foi possivel concluir que a administracdo da melatonina
associada a metformina para o tratamento da Sindrome dos Ovarios
Policisticos estabeleceu um padrao de expressao dos receptores Mel1a e PRL

Il durante a gestagéo, semelhante ao observado em condicdes fisioldgicas.
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Legenda das Figuras

Figura 1: Imagens ultrassonogréficas das dimensdes dos ovarios realizadas
apos a inducao da SOP nos grupos experimentais. (A) Grupo |: 0,20 x 0,34cm.
(B) Grupo II: 0,59 x 0,85. (C) Grupo lll: 0,75 x 0,54cm. (D) Grupo IV: 0,54 x

0,82cm. (E) Grupo V: 0,50 x 0,78cm).

Figura 2: Expressdo do receptor Mel1a nos ovarios das ratas dos diversos
grupos experimentais, apresentando média * desvio padrdo. Gl- Controle, Gll-
SOP + Placebo, GllI- SOP + Mel, GIV- SOP + Met, e GV- SOP + Mel + Met. A-
grupo | com 7, 14 e 21 dias de prenhez, B- grupo Il com 7, 14 e 21 dias de
prenhez, C- grupo lll com 7, 14 e 21 dias de prenhez, D- grupo IV com 7, 14 e
21 dias de prenhez e E- grupo V com 7, 14 e 21 dias de prenhez. (*) grupos
que diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-

hoc Dunn (p<0,05).
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Figura 3: Expressédo do receptor PRL Il nos ovarios das ratas dos diversos
grupos experimentais, apresentando média * desvio padrdo. Gl- Controle, Gll-
SOP + Placebo, GllI- SOP + Mel, GIV- SOP + Met, e GV- SOP + Mel + Met. A-
grupo | com 7, 14 e 21 dias de prenhez, B- grupo Il com 7, 14 e 21 dias de
prenhez, C- grupo lll com 7, 14 e 21 dias de prenhez, D- grupo IV com 7, 14 e
21 dias de prenhez e E- grupo V com 7, 14 e 21 dias de prenhez. (*) grupos
que diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-

hoc Dunn (p<0,05).

Figura 4: Comparacao entre a expressao do receptor Mel 1a e PRL Il nos
ovarios das ratas dos diversos grupos experimentais, apresentando média +
desvio padrdo. Gl- Controle, Gll- SOP + Placebo, GlllI- SOP + Mel, GIV- SOP +
Met, e GV- SOP + Mel + Met. A- Grupo | com 7, 14 e 21 dias de prenhez, B-
Grupo Il com 7, 14 e 21 dias de prenhez, C- grupo Il com 7, 14 e 21 dias de
prenhez, D- grupo IV com 7, 14 e 21 dias de prenhez, E- grupo V com 7, 14 e
21 dias de prenhez. (*) grupos que diferem significativamente entre si pelo teste

de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05).
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