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RESUMO

O diabetes mellitus é uma desordem hiperglicemiante considerada caso de saude
publica. Podendo afetar diversos 6rgéos inclusive do sistema reprodutor masculino
como os testiculos, neste pode causar diversas disturbios como baixa producao
hormonal, espermatica, diminuicio de peso e anormalidades morfométricas
teciduais. Levando a prejuizos a saude do homem. Esta doenca esta associada com
0 aumento da inflamacgéo e estresse oxidativo. Atualmente vem se destacando o uso
de moléculas antioxidantes e anti-inflamatérias como a melatonina. Este hormoénio
pineal que esta associado com a regulacdo do sono vém sendo usado em diversas
patologias como alternativa terapéutica. Nesse sentido o objetivo do presente
trabalho foi avaliar o uso da melatonina em ratos diabéticos sobre os testiculos a
nivel celular e imunohistoquimico. Foram utilizados 50 ratos albinos divididos nos
seguintes grupos: GC: ratos sem inducdo ao diabetes; GD: ratos induzidos ao
diabetes e tratados com placebo; GDI: ratos induzidos ao diabetes e apés
confirmagdo tratados com insulina GDM: ratos induzidos ao diabetes e apds
confirmacédo tratados com melatonina e GDMS: ratos induzidos ao diabetes e
simultaneamente tratados com melatonina. A melatonina foi administrada na
dosagem de 10 mg/kg na agua, todo dia durante 20 dias pela noite. O diabetes foi
induzido pela estreptozotocina (60 mg/kg) e confirmada apdés cindo dias da inducéo.
A insulina foi administrada em 5 U/dia durante 20 dias. Os testiculos foram
submetidos a analise histopatolégica, morfométrica, imunohistoquimica e estresse
oxidativo tecidual. Os resultados demonstraram que a melatonina de forma
simultdnea conseguiu diminuir indice glicémico, além de normalizar parametros
morfométricos alterados pelo diabetes. Ademais a melatonina nao interferiu em
padrées de peso corporal nem testicular, nem nos niveis de TBARS inclusive de
animais diabéticos. Ainda atuou aumentando niveis de receptor de andrégenos,
testosterona total e glutationa reduzida (GSH). E diminuiu niveis de IL-6 e TNF-a.
Assim sendo conclui-se que a melatonina atuou diminuindo parametros
morfométricos, glicémicos, inflamatérios associados ao diabetes. Além de atuar
regulando a balanca do estresse oxidativo através do aumento da expressdo de
enzimas antioxidantes e regulando os niveis de testosterona total e receptor de

androgenos. Mostrando sua capacidade como agente terapéutico no diabetes.



Palavras-chave: Diabetes, imunohistoquimica, melatonina, ratos, testiculo, estresse
oxidativo.

ABSTRACT

Diabetes mellitus is a hyperglycaemic disorder considered a public health case. It
can affect several organs including the male reproductive system such as the
testicles, in this one can cause diverse disorders like low hormonal production,
spermatozoa, weight loss and tissue morphometric abnormalities. Leading to
damage to the health of man. This disease is associated in its histopathology with the
increase of inflammation and oxidative stress. Nowadays, the use of antioxidant and
anti-inflammatory molecules such as melatonin has been highlighted. This pineal
hormone that is associated with sleep regulation has been used in several
pathologies as a therapeutic alternative. In this sense, the objective of the present
work was to evaluate the use of melatonin in diabetic rats on the testes at the cellular
and immunohistochemical level. Fifty albino rats were divided into the following
groups: GC: rats without diabetes induction; GD: rats induced to diabetes and treated
with placebo; GDI: diabetes-induced and post-confirmation rats treated with GDM
insulin: diabetes-induced and post-confirmation mice treated with melatonin and
GDMS: diabetes-induced mice and simultaneously treated with melatonin. Melatonin
was administered at a dosage of 10 mg / kg in water, every day for 20 days at night.
Diabetes was induced by streptozotocin (60 mg / kg) and confirmed after the fifth day
of induction. Insulin was administered at 5 U / day for 20 days. The testes were
submitted to histopathological, morphometric, immunohistochemical and tissue
oxidative stress analysis. The results demonstrated that melatonin simultaneously
was able to decrease glycemic index, besides normalizing morphometric parameters
altered by diabetes. In addition, melatonin did not alter did not interfere in body or
testicular weight standards nor in TBARS levels including diabetic animals. It also
increased levels of androgen receptor, total testosterone and reduced glutathione
(GSH). E decreased levels of IL-6 and TNF-a. Thus, it was concluded that melatonin
acted to decrease morphometric, glycemic and inflammatory parameters associated
with diabetes. In addition to acting regulate the balance of oxidative stress by
increasing the expression of antioxidant enzymes and regulating levels of total
testosterone and androgen receptor. Showing their capacity as a therapeutic agent in

diabetes.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Diabetes Mellitus (DM) é um processo patolégico de carater cronico e
metabdlico, onde ha um desnivelamento nos niveis glicémicos do organismo (DAVID
et al., 2015). Nessa desordem o0 pancreas pode nao produzir insulina suficiente
como também pode sintetiza-la de forma ineficaz (DAVID et al., 2015), ou ainda
pode haver resisténcia a insulina (KUZUYA et al., 2002) levando a um aumento da
glicose (OGURTSOVA et al., 2017). O diabetes em conjunto com suas complicacbes
€ notavelmente a principal causa de morte na maior parte dos paises
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

O Brasil ocupa a quarta posicéo entre 0os paises com maior numero de adultos
diabéticos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERETION, 2017). Outros dados
epidemiologicos apontam que em 2017 havia mais de 400 milhdes de pessoas
diabéticas no mundo, e que a cada 8 segundo uma pessoa morre no mundo por
essa doenca. Os homens sdo mais afetados pelo diabetes (221 milhdes) do que as
mulheres (204,9 milhdes).

Os principais tipos de diabetes sdo o tipo | (DMI) que € uma doenca auto-
imune, que ocorre quando o organismo comeca a destruir as suas préprias células
beta produtoras de insulina e o diabetes tipo Il (DMII) que é o diabetes mais comum,
tem como causa principal a resisténcia a insulina ou ocorre uma producao
inadequada da mesma (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; EVANS et
al., 2000). E umas das formas mais utilizadas para estudar esse distubio, é através
da indugéo experimental.

Existem atualmente formas experimentais de indugdo para avaliar as
complica¢cBes diabéticas. O mais utilizado é a inducéo pela estreptozotocina (STZ)
gue destréi as células beta pancreaticas gerando o diabetes tipo | (AKBARZADEH et
al., 2007; FURMAN, 2001; XU et al., 2014a). Diversas complicacfes desse disturbio
ja sdo bem relatadas na literatura alguma delas incluem doencas cardiovasculares,

disfuncdo endotelial, nefropatia diabética, retinopatia e neuropatia (BERTOLUCI et
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al., 2008; KUZUYA et al., 2002; SCHEFFEL et al., 2004), além de distlrbios no
sistema reprodutor masculino (RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008).

Nesse interim ja é notorio o quao nocivo o diabetes é para o sistema reprodutor
masculino (LUE et al., 2017a; XU et al., 2014a). Isso faz com que cerca de 90% dos
pacientes do sexo masculino com diabetes tem algum nivel de distlrbio na funcéo
sexual (JIANG, 1996; PORTO et al., 2011). Um dos 6rgdos que pode ser mais
afetado por essa doenca € o testiculo, neste pode haver danos as células de Leydig,
levando a diminuicdo na quantidade de testosterona (LA VIGNERA et al., 2009) o
que pode acarretar na atrofia de diversos 6rgdos desse sistema (RIBEIRO et al.,
2006). Diversas outras anormalidades nesse sistema também s&o referidas, como
diminuicdo do desejo sexual (ZIAEI-RAD; VAHDANINIA; MONTAZERI, 2010), dos
espermatozoides (OMOLAOYE; SKOSANA; DU PLESSIS, 2018) e da libido (ALVES
et al., 2013). Além de alteracbes no epididimo (SOUDAMANI; MALINI;
BALASUBRAMANIAN, 2005), nas vesiculas seminais (LA VIGNERA et al., 2011) e
na prostata (PORTO et al., 2011).

O diabetes também € uma doenca inflamatéria. Onde ha um aumento de
marcadores inflamatérios como o TNF-a e IL-6, IL-8 e IL-1, que estdo associados
com a progressdo dessa doenca (BRADSHAW et al., 2009; CHEN et al., 2017,
COSENTINO; EGIDY ASSENZA, 2004; DOGAN et al., 2006; DOGANAY et al.,
2002; ERBAGCI et al., 2001; HUSSAIN et al., 1996). Além disso, outros fatores
como o0 estresse oxidativo, estdo associados na sua fisiopatologia (BROWNLEE,
2001a).

O estresse oxidativo se caracteriza por um desbalanceamento entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante
endoégena (TANIYAMA; GRIENDLING, 2003). O excesso de radicais livres
ocasionados pelo diabetes é o principal componente para distarbios testiculares
(RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). Atualmente vem se destacando
0 uso de moléculas antioxidantes e anti-inflamatérias como a melatonina.

A melatonina € uma indolamina produzida principalmente pela glandula pineal
(AXELROD, 1974; COMMENTZ; HELMKE, 1995). Entre suas principais funcées
estdo: determinante do ciclo sono-vigilia, da atividade reprodutora e metabdlica de
diversas espécies (MAGANHIN et al., 2008). JA é manifesto que esse horménio
possui atividade antioxidante (GOBBO et al., 2015; REITER et al., 2016; TEIXEIRA,

15



2003; ZHANG; ZHANG, 2014) e também atua como anti-inflamatéria podendo evitar
complicagdes cronicas da inflamacéo (RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010).
Muitos homens vém perdendo sua saude sexual e mental pelo diabetes e isso
pode impactar a capacidade reprodutiva desse género (FAIRBURN; MCCULLOCH,;
WU, 1982; JIANG, 1996). Levando-se em consideracdo que existem poucos
tratamentos na medicina reprodutiva especificamente adaptados para pacientes
diabético (BACCETTI et al., 2002) e que tratamentos com antioxidantes podem ser
uma importante opcao terapéutica para as complicaces relacionadas a diabetes,
além disso a melatonina vem mostrando efeitos promissores para amenizar as
complicagbes do diabetes (BOJUNGA et al., 2004; JIANG et al., 2016; REZVANFAR
et al., 2017) e pode ser considerada como uma ferramenta terapéutica em potencial
para a melhora da saude humana (RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010)
gracas principalmente, a sua eficiente e potente acao antioxidante (REITER et al.,
2016), Assim, a presente pesquisa visou investigar a acdo da melatonina sobre
testiculos de ratos diabéticos, como um possivel tratamento para minimizar ou inibir

os efeitos prejudiciais provocados por essa patologia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. DIABETES MELLITUS

O DM é caracterizada como uma desordem crbénica metabdlica, ocasionada
por um desbalanceamento nos niveis glicémicos do organismo (DAVID et al., 2015)
levando a hiperglicemia. Nessa doenca o pancreas pode nado produzir insulina ou a
insulina é sintetizada de forma ineficaz (DAVID et al., 2015), ou ainda pode haver
resisténcia a insulina (KUZUYA et al.,, 2002). O diabetes em conjunto com suas
complicacbes sdo notavelmente as principais causas de morte na maior parte dos
paises (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

Em um amplo levantamento feito pela INTERNATIONAL DIABETES
FEDERETION (2017) mostrou que em 2017 havia 425 milh6es de pessoas com
diabetes em todo mundo. Mostrando assim que 1 em cada 11 adultos desenvolve
essa patologia, e que o gasto com a mesma, principalmente com suas complicagdes

sdo astronémicos, chegando a 12% das despesas em saude no mundo. Além disso,
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foi visto que o indice de gestantes diabéticas também €& preocupante onde 1 em
cada 6 nascidos sdo afetados por esse disturbio. Nesse mesmo relatério um ndmero
assustador ainda foi mostrado que a cada 8 segundos uma pessoa morre por essa
doenca no mundo. Isso foi equivalente a 4 milhdes de pessoas mortas em 2017 por
essa moléstia, correspondendo a 10,7% da mortalidade global de todas as causas.

Os dados mostram mais: se estipula que em 2045 haja 629 milhdes de
pessoas com diabetes. Além do mais, foi feito um levantamento por género, e
tornou-se evidente que os homens sofrem mais com essa doenca, participando com
221 milhdes contra 204,9 milhdes de mulheres portadoras desse problema. Isso
corresponde com uma prevaléncia de 9,1% para homens e de 8,4% para mulheres
nas idades de 20-79 anos para ambos.

Ainda segundo a mesma fonte supracitada é notdria a posi¢cado de destaque do
Brasil em varios par@metros do estudo. Ele ocupa a terceira posicao de indice de
criangcas com diabetes tipo | (0 a 14 anos) com 30.900 criancas. O Brasil s6 perde
para os Estados Unidos que ocupa o primeiro lugar (com 84.100 criancas diabéticas)
e para a india que ocupa o segundo lugar (com 70.200 criancas diabéticas). Além
disso, o Brasil ocupa a quarta posicao entre os paises com maior nimero de adultos
diabéticos (14,3 milhdes) e a quinta posicdo com gastos com saude (USD 22
milhdes) e ainda contribui com 130.700 6bitos por esse distirbio. Mostrando assim
uma forte tendéncia do aumento de casos de diabetes e mortalidade pela mesma,
em paises em desenvolvimento.

Os dois principais tipos de diabetes sdo: o diabetes tipo | (DMI) que é
caracterizada como uma reacdo autoimune onde o sistema imunolégico do corpo
ataca as células beta produtoras de insulina nas ilhotas pancreaticas. Como
resultado, o corpo produz nenhuma ou pouca insulina sendo assim uma deficiéncia
relativa ou absoluta de insulina. As causas deste processo destrutivo ndo séo
totalmente entendidas, mas uma combinacgdo de suscetibilidade genética e gatilhos
ambientais, tais como infec¢do viral, toxinas e alguns fatores dietéticos influem
nessa patogénese (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). A doenga pode
se desenvolver em qualquer idade, mas o tipo | ocorre com mais frequéncia em
criancas e adolescentes. Pessoas com este tipo de diabetes precisam de injecdes
diarias de insulina, monitoramento regular e manutencdo de uma dieta saudavel, a

fim de manter um nivel de glicose no intervalo adequado, porém sem insulina nao
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seriam capazes de sobreviver. Além disso, esses cuidados podem impedir as
complicagbes associadas a essa doenca (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2015).

Ja o tipo Il (DMII) é o mais comum. Neste a hiperglicemia € uma consequéncia
de uma producéo inadequada de insulina e incapacidade do corpo para responder
plenamente a esta, isso pode ser definido como resisténcia a insulina. O DMII é mais
comumente visto em adultos mais velhos, mas é cada vez mais visto em criancas,
adolescentes e adultos mais jovens devido ao aumento dos niveis de obesidade,
inatividade fisica e ma alimentacdo (EVANS et al.,, 2000; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Os sintomas do DMII podem ser idénticos as do tipo |,
incluindo em particular, aumento da sede, miccdo frequente, cansaco, feridas de
cicatrizacdo lenta, recorrentes infec¢cdes e formigamento ou dorméncia nas méos e
pés. Como resultado, muitas vezes hd um longo periodo para a deteccao inicial e
isso faz com que boa parte dos casos ndo sao diagnosticados porque podem
permanecer sem sintomas por muitos anos. E quando descoberto j4 se esta em um
quadro avancado de suas complicacbes (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2015). As causas da DMII ndo sdo completamente entendidas, mas
h& uma forte ligacdo com o sobrepeso e obesidade e com o aumento da idade, bem
como com etnia e histéria familiar. Alguns fatores de risco relativos importantes
incluem: obesidade, ma alimentacdo e nutricdo, inatividade, pré-diabetes ou
tolerancia prejudicada pela glicemia, tabagismo e historia pregressa de diabetes com
exposicao do feto a sangue com elevada glicose durante a gravidez (IMAMURA et
al., 2015; MALIK et al., 2010).

Atualmente os modelos para inducdo experimental do diabetes ja estdo bem
estabelecidos. Os mais utilizados séo através principalmente de dois farmacos: o
aloxano e a estreptozotocina. Os dois com potencial de gerar o diabetes tipo |I.
Porém o modelo induzido por estreptozotocina € um dos mais utilizados e de
sucesso para se estudar os efeitos dessa doenca em ratos e camundongos
(AKBARZADEH et al., 2007; FURMAN, 2001; XU et al., 2014b). A estreptozotocina
(STZ) € um derivado da nitrosoureia monofuncional, com atividade antibiética de
amplo espectro. STZ é um potente agente alquilante conhecido por metilar
diretamente o DNA (HERR; JAHNKE; ARGOUDELIS, 1967). Usando 60 mg/kg de

dose dessa droga em ratos, pode comecar um processo auto-imune que resulta na
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destruicdo das células beta das ilhotas de Langerhans. Esse efeito ocorre gracas ao
potencial dessa droga de aumentar o estresse oxidativo, principalmente nas ilhotas
pancreaticas. A dose de 60 mg/kg resulta na toxicidade das células beta com
surgimento de diabetes clinico dentro de poucos dias (WEISS, 1982). O atrativo
desse modelo de inducdo esta no seu baixo custo em relacédo a outros métodos de
inducdo (FURMAN, 2001).

Tanto o DMI quanto o DMII tém um cunho inflamatério muito significativo,
inclusive na sua patogénese. Isso foi demonstrado pelo aumento tecidual e
plasmatico de marcadores da resposta inflamatéria, como principalmente o TNF-a e
IL-6, IL-8 e IL-1. No diabetes tipo | esse aumento foi mediado justamente por uma
modulacdo imunolégica associada a doencas autoimunes e desempenha um papel
significativo na progressdo dessa doenca (BRADSHAW et al., 2009; CHEN et al.,
2017; COSENTINO; EGIDY ASSENZA, 2004; DOGAN et al., 2006). E, além disso,
acredita-se atualmente que o0 estresse oxidativo tenha papel determinante na
patogénese das complicacdes do diabetes (BROWNLEE, 2001b; REIS et al., 2008).

O grande problema do diabetes e o que a torna de certa forma incapacitante
sdo suas complicacbes. As mais frequentes sdo os distlrbios cardiovasculares,
como cardiopatia isquémica, doenca vascular periférica (SCHEFFEL et al., 2004) e
disfuncéo endotelial (BERTOLUCI et al., 2008); moléstias renais (principalmente que
afetam os glomérulos) podem levar a nefropatia diabética (SUN et al., 2013);
retinopatia e neuropatia, e além disso a diabetes leva ao agravamento da
arteriosclerose, aumentando assim os riscos envolvidos no surgimento do infarto do
miocardio, infarto cerebral e doenca arterial oclusiva das extremidades inferiores.
Essas complicacbes sdo as primeiras causas de morbidade e mortalidade em
pacientes diabéticos (KUZUYA et al., 2002). Além dessas, outras nao tao
propaladas, porém ja bem conhecidos sdo os distirbios no sistema reprodutor
masculino (RAMALHO-SANTOS; AMARAL,; OLIVEIRA, 2008).

2.2. SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

O sistema reprodutor masculino é responsavel pelo processo fundamental da

evolucdo que é a perpetuacdo da espécie. Isso ocorre de uma forma geral gracas a
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atividade sexual que por sua vez envolve uma interagdo entre componentes
fisiologicos, psicoldgicos e comportamentais (LEVIN; RILEY, 2007).

Este sistema é formado pelos testiculos, epididimos, canais deferentes, ducto
ejaculador, uretra e pelas glandulas acessorias. Estas incluem as vesiculas
seminais, a prostata e glandulas uretrais (Figura 3) (GUYTON; HALL, 2011) e em
alguns roedores existe também a glandula de coagulacédo (ESPOSITO et al., 1996).

Segundo Guyton; Hall (2011):

O testiculo € composto em humanos por até 900 tdbulos seminiferos
convolutos, onde é formado o esperma; cada um tem, em média, mais de 1
metro de comprimento. O esperma, entdo, é lancado no epididimo, outro
tubo convoluto de, aproximadamente, 6 metros de comprimento. O
epididimo conduz ao canal deferente, que se alarga na ampola do canal
deferente, imediatamente antes do canal entrar no corpo da glandula
prostatica.

Duas vesiculas seminais, uma de cada lado da prostata, desembocam na
terminagdo prostatica da ampola e os contelidos da ampola e das vesiculas
seminais passam para o ducto ejaculatério e sdo conduzidos, através do
corpo da glandula prostatica, e, entdo, desaguando na uretra interna. Os
ductos prostéticos recebem o conteddo da glandula prostatica e o
conduzem para o ducto ejaculatério e, dai, para a uretra prostatica.
Finalmente, a uretra é o Ultimo elo de conex&o dos testiculos com o exterior.
A uretra contém muco proveniente de grande numero de pequenas
glandulas uretrais, localizadas em toda sua extensdo e, em maior
quantidade, das glandulas bulbouretrais (glandulas de Cowper) localizadas
préximas da origem da uretra (Figura 3) (GUYTON; HALL, 2011, p. 1025)

— Bexiga
PlbES —_ _— Prostata
Uretra membrancsa — — Ampola

Uretra peniana Vesicula seminal

Pénis ~ ——— Ducto ejaculatorio

Corpo cavernoso do panis ~—. T Glandula bulbouretral

- Ducto deferente
Corpo cavernoso da wretra —_

A Ducto epididimario
Preplcio - __ — Ductos eferentes
— Artéria espermdtica
Glande do pénis — -~ Rede testicular
Lébulo testicular — Epididimo

————— Mediastine do testiculo

Tanica abuginea —

Tinica vaginal —

Tabulos seminiteros Tabules retos
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Figura 1. Componentes do aparelho reprodutor masculino. O testiculo e o epididimo estédo
representados em aumento diferente do das outras estruturas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A fisiologia das atividades esteroidogénicas e espermatogénicas dos testiculos
sdo mediadas pela interacdo hormonal entre o hipotalamo, a adeno-hipdfise e as
células gonadais (células de Sertoli, espermatogénicas e de Leydig). A
adenohipofise sintetiza trés hormdnios envolvidos nesse processo: o horménio
luteinizante (LH) que, no homem, algumas vezes, € referido como hormonio
estimulante das células intersticiais; hormonio foliculoestimulante (FSH) e prolactina
(PRL). Em resposta a liberacédo de LH pela hipdfise, as células de Leydig produzem
quantidades crescentes de testosterona. A PRL age em combinagdo com o LH para
aumentar a atividade esteroidogénica das células de Leydig. Como existem
receptores de FSH e de testosterona nas células de Sertoli, essas células sao ditas
como reguladores primarios da espermatogénese (ROSS; PAWLINA, 2012).

Os testiculos tém uma funcéo enddcrina essencial tanto para o proprio sistema
reprodutor masculino quanto para os outros tecidos do corpo. Neste oOrgdo é
produzida a testosterona (95% de toda testosterona produzida pelo organismo), um
andrégeno imprescindivel para a espermatogénese; desempenham um importante
papel no desenvolvimento embrionario masculino e no fenétipo masculino do feto, e
é responsavel pelo dimorfismo sexual. Ademais os niveis periféricos de testosterona
tém efeito na diferenciacéo do sistema nervoso central (SNC) e do aparelho genital e
do sistema de ductos excretores genitais; crescimento e manutencdo das
caracteristicas sexuais secundarias (como barba, distribuicAo masculina dos pelos
pubicos e voz em tom grave); crescimento e manutencdo das glandulas sexuais
acessorias (vesiculas seminais, prostata e glandulas bulbouretrais), sistema de
ductos excretores genitais e da genitélia externa (principalmente subprodutos da
conversdo da testosterona em diidrotestosterona (DHT)); processos metabolicos
anabdlicos e gerais, incluindo crescimento dos 0ssos e dos musculos esqueléticos,
distribuicdo da gordura subcutanea e fungéo renal; e por fim tem papel modulador no
comportamento sexual, incluindo a libido (GUYTON; HALL, 2011; HEINDEL,
TREINEN, 1989; ROSS; PAWLINA, 2012).

Atualmente sabe-se que o diabetes pode impactar negativamente esse
sistema, sendo referido como uma complicacdo da mesma, atuando assim na saude
fisica e mental do homem (LUE et al., 2017; SCHIAVI et al., 1993; XU et al., 2014).
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2.3. ALTERACOES REPRODUTIVAS E SEXUAIS NO DIABETES

Cerca de 90% dos pacientes do sexo masculino com diabetes tem algum nivel
de distarbio na fungdo sexual, incluindo diminuicdo da libido, impoténcia e
infertilidade gragas principalmente as alteragbes nos testiculos em modelos
experimentais animais (JIANG, 1996; PORTO et al., 2011)

As disfungdes sexuais sdo uma das complicacbes mais comum em pessoas com
diabetes (ALVES et al., 2013; LUE et al., 2017; SCHIAVI et al., 1993). Ela é definida
como incapacidade recorrente de obter e manter uma erecdo que permita atividade
sexual satisfatoria (NASCIMENTO; GIAMI; RUSSO, 2009; SARRIS et al., 2016)
sendo uma expressao sintomatolégica de patologias isoladas ou associadas
(MOURA; CERESER, 2002). Sua incidéncia em homens diabéticos é trés vezes
maior do que na populacdo em geral (LUE et al., 2017; PENSON et al., 2003). A
fisiopatologia da disfuncéo erétil (DE) na diabetes é composta por muitos fatores,
como danos vasculares, hormonais e neuroldgicos (LUE et al., 2017b; SEFTEL et
al., 1997).

Outros tipos de disfuncdes sexuais relacionados a essa doenca sao referidos na
literatura. Como em um estudo feito por Ziaei-rad; Vahdaninia; Montazeri (2010),
onde foi observada uma diminuicdo do desejo sexual da funcdo orgastica e da
satisfacdo sexual. Em outro estudo, Alves et al (2013) demonstraram outros tipos de
distarbios sexuais como ejaculacdo retrograda e perda de libido. Além dessas
alteracdes de cunho sexual, ha relatos de outras modificagcbes em parametros de
cunho reprodutivos que estéo relacionados com o aumento da infertilidade (ALVES
et al., 2013; SHRILATHA, 2007; SIMAS et al., 2017).

Em relacdo as alteracdes nos parametros reprodutivos, Omolaoye; Skosana; Du
Plessis (2018) observaram diminuicdo do numero de espermatozoides e auséncia
de espermatogénese como efeito direto da hiperglicemia. Faléncia espermatogénica
e diminuicdo do numero de espermatozoides viaveis também foram relatados
(ALVES et al., 2013; MARESCH et al., 2017). Outros achados também sdo muito
referidos na literatura como diminuicdo do diametro dos tubulos seminiferos, da
producdo diaria de esperma e da motilidade dos espermatozoides, vacuolizacdo

intra-epitelial, e modificacbes morfoldégicas dos espermatozoides (SIMAS et al.,
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2017), bem como espessamento da membrana basal (GUNELI et al., 2008) e
apoptose de células da linhagem espermatogénica e de Sertoli (LONG et al., 2018).

Como demonstrado anteriormente a fisiologia do sistema reprodutor masculino
(SRP) é altamente dependente de andrégenos. Estudos ja comprovam que células
de Leydig, sao altamente afetadas pelo DM, levando a diminuicdo na quantidade de
testosterona e consequente hipogonadismo (LA VIGNERA et al., 2009). Essa
diminuicdo pode acarretar na atrofia e consequente diminuicdo do peso de 6rgaos
do sistema reprodutor masculino (RIBEIRO et al., 2006).

Ademais essa enfermidade é um dos fatores patogénicos que mais influenciam
(unto com o aumento da idade, hipercolesterolemia e anemia) para uma maior
predisposicdo a deficiéncia androgénica (KOHLER et al., 2008). Nesse interim o
hipogonadismo que é muito comum em pacientes diabéticos pode contribuir
significativamente para alteragcbes no humor, libido, composicdo corporal e
densidade éssea, bem como pode ser um fator preponderante para a patogénese da
disfuncdo erétil, trazendo assim prejuizos a saude do homem (HIJAZI,
BETANCOURT-ALBRECHT; CUNNINGHAM, 2004).

O diabetes junto com o estresse oxidativo também afeta negativamente o
sistema reprodutor masculino, sendo o estresse oxidativo o principal componente
para os distlrbios nesse sistema (RAMALHO-SANTOS; AMARAL,; OLIVEIRA, 2008).

2.4. DIABETES MELLITUS E ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € caracterizado como um estado de desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas principalmente de oxigénio (ROS) e a capacidade
antioxidante endogena, ou seja, 0 estresse € estabelecido quando a um excesso de
ROS ou quando ha uma diminuicdo das defesas antioxidantes proprias (TANIYAMA,;
GRIENDLING, 2003).

As chamadas espécies reativas de oxigénio sdo definidas como atomos, ions
ou moléculas que contem oxigénio com um elétron ndo-pareado em sua Orbita
externa. Sao caracterizados por sua grande instabilidade e alta reatividade. Podendo
reagir assim com as principais classes de biomoléculas, sendo os lipideos os mais

suscetiveis. Alguns exemplos de ROS sdao: Superdoxido O-2, Hidroxila OH,
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Peroxidos lipidicos, Perdxido de hidrogénio H202 entre outros (DARLEY-USMAR,;
WISEMAN; HALLIWELL, 1995; REIS et al., 2008). Esse excesso de ROS pode atuar
prejudicando a sobrevivéncia e longevidade da célula, modulando os mecanismos
de apoptose e podendo levar a necrose celular. Isso ocorre, pois pode haver danos
a nivel de membrana, DNA, mitocondrias e outras lesbes nas organelas
citoplasmaticas (MAIESE, 2015).

Ja os agentes antioxidantes podem ser definidos como qualquer molécula ou
substancia cuja disponibilidade, mesmo em baixas concentracfes, iniba ou atrase a
oxidacdo de um substrato. Existem diversas espécies de moléculas endogenas
(sintetizadas internamente) ou exdgenas (consumidas) que desempenham esse
papel de defesa antioxidante e também podem ser consideradas biomarcadores do
estresse oxidativo (SOMOGYI et al.,, 2007). Como por exemplo, glutationa
(oxidada/reduzida), vitaminas C e E, cistina, moléculas degradadoras de ROS (ROS
scavengers), acido urico, a-tocoferol, enzimas como catalase e superéxido
dismutase (FREI; STOCKER; AMES, 1988; STINEFELT et al., 2005). Acredita-se
gue a albumina também seja uma proteina antioxidante, porém mais plasmatica
(FAURE et al., 2005; MERA et al., 2005). Ademais outra substancia endégena que
esta se destacando atualmente como um potente antioxidante € a melatonina
(REITER et al., 2016).

O estado hiperglicemiante do diabetes, com consequénte aumento de ROS,
reduz os niveis de 6xido nitrico (NO) ativando a aldose redutase. E atua no aumento
do fluxo de glicose pela via dos polidis, induzido pelo aumento de ROS,
determinando maior conversédo de glicose a sorbitol, reduzindo NADPH e glutationa
(antioxidante intracelular) e aumentando o estresse oxidativo induzido pela
hiperglicemia. O sorbitol € convertido a frutose, resultando aumento da relacéo
NADH: NAD+, o que estd associado com o aumento da sintese de diacilglicerol
(DAG), principal ativador fisiologico da proteina kinase C (PKC) como mostrado na
Figura 2 (DARLEY-USMAR; WISEMAN; HALLIWELL, 1995). Essa via DGA-PKC é
essencial na regulacdo da permeabilidade vascular, contratilidade, proliferacao
celular, angiogénese, acdo de citocinas, adeséo leucocitaria. Isso faz com que a
exacerbacdo dessa via modulada pelo estado hiperglicemiante constante seja um
dos mecanismos preponderantes na patogénese das complicacbes dessa doenca
como bem mostrado na Figura 3 (KOYA; KING, 1998).
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Muitos estudos mostram de forma direta a relacdo do estresse oxidativo e o diabetes
tipo I, porém ainda sdo poucos em relacdo ao quantitativo de informacdes sobre o
DMII (REIS et al., 2008).

Em estudo feito em pacientes diabéticos Dominguez et al. (1998) demonstrou
que dez dias apos inicio clinico do diabetes ja havia concentracbes elevadas de
malondialdeido (MDA) plasmatico, que € um produto final da oxidacdo de &cidos
graxos poliinsaturados, isso em relacdo ao grupo controle, sugerindo que radicais
livres do oxigénio possam exercer seus efeitos nocivos em estados precoce da

doenca.
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Figura 2. Aldose redutase e a via dos polidis. A reducdo da aldose reduz aldeidos gerados por
espécies reativas de oxigénio (EROs) a alcoois inativos, e glicose em sorbitol, usando NADPH como
co-fator. Nas células onde a atividade redutase de aldoses é suficiente para reduzir a glutationa
reduzida (GSH), o estresse oxidativo é aumentado. A sorbitol desidrogenase (SDH) oxida o sorbitol
em frutose usando NAD + como co-facto (BROWNLEE, 2001b).
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Figura 3. Anormalidades estruturais e funcionais decorrentes da ativagdo da via DAG-PKC

hiperglicemia induzida. ET-1 = endotelina-1; NO = 6xido nitrico; VEGF = fator de crescimento celular
derivado do endotélio; TGF- = fator transformador do crescimento beta; PAI-1 = inibidor do ativador
do plasminogénio 1; NFkB = fator nuclear k-B; NAD(P) = H forma reduzida de NADP+; ROS =
espécies reativas de oxigénio.(BROWNLEE, 2005)

Silva et al. (2011) em estudo com ratos induzidos ao diabetes pela
estreptozotocina demonstrou que o0s niveis teciduais de enzimas antioxidantes
estavam bem diminuidos nos animais diabéticos em relagdo ao grupo controle, em
alguns o valor caiu quase pela metade. Mera et al. (2005) teve achados parecidos
pois houve diminuicdo da defesa antioxidante com consequente aumento do
estresse oxidativo, além disso, segundo o mesmo autor ha indicativo que as
complicagbes do diabetes tanto sdo exacerbadas como exacerbam o estresse
oxidativo.

Nesse interim a melatonina vem mostrando bastantes efeitos positivos para
amenizar as complicacfes do diabetes, inclusive através de sua potente capacidade
antioxidante (JIANG et al., 2016; REZVANFAR et al., 2017; SALMANOGLU et al.,
2016). Em comparagcdo com outras moléculas sinalizadoras as suas numerosas

acOes farmacolégicas sao ditas como excepcionais (PANDI-PERUMAL et al., 2006).

2.5. MELATONINA

7

A melatonina ou N-acetil-5-metoxitriptamina € uma indolamina (por ter uma

estrutura quimica indol). E o principal horménio sintetizado pela glandula pineal nos
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vertebrados (AXELROD, 1974; COMMENTZ; HELMKE, 1995). Mas pode também
ser produzida por outras estruturas (fontes secundarias de producéo) como retina,
intestino, pele, plaquetas, medula éssea e provavelmente em outros locais, cuja
contribuicdo sistémica € minima (STEFULJ et al., 2002). Foi descoberta pelo
dermatologista Lerner et al. (1958) em pineais de bovinos. Essa molécula recebeu
essa nomeacdo pelo fato de que ilumina a pele de ras pela contracdo dos
melandéforos, por isso do nome, ou seja, hormoénio que contrai melanéforo; grego:
MeAas = preto; Touos = tensdo, no sentido de contracdo (CLAUSTRAT; BRUN;
CHAZOQOT, 2005).

Esta é uma indolamina (Figura 4), nos quais os dois grupos funcionais nao lhe
dao somente capacidade para a especificidade da ligacdo ao receptor, mas também
para sua anfifilicidade fazendo com que essa molécula entre em qualquer célula,
compartimento ou fluido corporal (HARDELAND; PANDI-PERUMAL; CARDINALI,
2006; POEGGELER BURKHARD et al., 2002). Na medida em que esta se difunde
através das membranas bioldgicas com facilidade, ela pode exercer acées em quase
todas as células do corpo. Alguns de seus efeitos sdo mediados por receptores,
enguanto outros séo independentes do receptor (PANDI-PERUMAL et al., 2006).

Esse hormdnio pineal possui dois tipos de receptores: o MT1 e o MT2. Estes
por sua vez sdo proteinas transmenbrana que a atravessam sete vezes e sao
acoplados a proteina G. A sinalizacdo intracelular € modulada pela modificacdo das
atividades do adenilato ciclato, fosfolipase C (PLC), guanilato ciclase e canais de
calcio e potassio (PANDI-PERUMAL et al., 2008).

H(Ha
N
/ 0

0
H3C//l\
XN
H

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine)

Figura 4. Estrutura quimica da molécula da melatonina (HARDELAND; PANDI-PERUMAL;
CARDINALI, 2006).
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Os receptores MT1 sdo expressos em diferentes tecidos e 6rgdos como retina,
ovario, testiculos, vesicula biliar, aorta, figado, rim, pele e sistema cardiovascular
(SINGH; JADHAV, 2014; SLOMINSKI et al., 2008). Estes receptores foram clonados
a 20 anos atras de ovelhas e humanos e tém 350 aminoacidos de comprimento. A
ativacdo desse receptor inibe a adenilil ciclase, que diminui a produgcédo de AMPc e
reduz a acdo da proteina quinase. Como efeito desse processo ocorre a fosforilagéo
da proteina de ligacdo a elementos responsiva a CAMP (CREB). O receptor MT1
também ativa a fosfolipase, que regula o fluxo i6nico dentro da célula (SINGH;
JADHAYV, 2014).

Ja o receptor MT2 foi clonado em 1995 da retina do cérebro e da glandula
pituitaria humana e tem cerca de 363 aminoacidos. A ligacdo da melatonina a este
receptor inibe a adenilil ciclase e diminui o AMPc. Através do receptor MT2, a
melatonina também inibe a guanilil ciclase e reduz a formacédo de GMPc; ademais, &
através da PLC, que a melatonina afeta a proteina quinase, que é responsavel pelo
fluxo ibnico dentro da célula.

Existem também os receptores MT3 (quinona redutase Il), mas estes ainda nao
foram identificados em humanos, porém j4 se tem conhecimento que ja foram
expressos em hamster, principalmente no figado e nos rins. Esses receptores,
diferente dos outros, tem menos afinidade pela melatonina, ndo estdo acoplados a
proteina G e ndo sdo sensiveis a Na*, Mg*?, Ca*?> (PANDI-PERUMAL et al., 2008;
SLOMINSKI et al., 2012).

O estopim da sintese de melatonina ocorre através da transformacdo do
aminoacido triptofano em 5-hidroxitriptofano através da enzima triptofano hidroxilase
(TPH). A concentracao de triptofano na pineal é bastante elevada, sendo captado da
circulacao, provavelmente, por um mecanismo de transporte de aminoacidos neutros
(VILLELA, 2008). Na glandula pineal a enzima TPH apresenta um ritmo circadiano
de atividade, com taxas mais elevadas na parte da noite, promovendo um aumento
na produgdo de 5-hidroxitriptofano durante a noite. Esse aumento da atividade em
duas vezes durante a noite deve-se tanto a sua sintese aumentada, quanto pela
inducdo da transcricdo génica e sintese de proteinas, como a ativagcdo de enzimas
por fosforilagdo (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005; SHIBUYA; TORU;
WATANABE, 1977; SITARAM; LEES., 1984).Tanto o ritmo do RNAmM da TPH, bem

como o ritmo de atividade da enzima s&o induzidos por estimulagdo noradrenérgica,
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através da via AMPc e PKA, a qual fosforila a proteina CREB levando a transcrigdo
da enzima TPH (BOADLE-BIBER, 1979; SHEIN; WURTMAN, 1971; SITARAM,;
LEES 1984). A fosforilacdo da TPH pode ser feita pela PKA, pela quinase
dependente de calcio (CaMK) e pela PKC (BERNARD et al.,, 1999; SHEIN;
WURTMAN, 1971; SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003).

O produto formado pela TPH, o 5-hidroxitriptofano sob a ag&do da
descarboxilase 1 aminoacido aromatico €& transformado em serotonina, ou 5-
hidroxitriptamina. Durante o periodo da noite ha a ativacdo da via metabdlica mais
importante a partir da serotonina, a qual leva a sintese da melatonina. Onde ha a
reducdo da serotonina durante o periodo noturno gracas a ativacdo da
arilalguilamina-N-acetiltransfarase (AA-NAT) que transforma serotonina em N-acetil
serotonina, e esta logo em seguida € oxi-metilada pela enzima hidroxi-indol-O-
metiltransferase (HIOMT) dando origem a N-acetil-5-metoxitriptamina, a melatonina
(Figura 5) (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005; HARDELAND; PANDI-PERUMAL,
CARDINALI, 2006; PANDI-PERUMAL et al.,, 2006; SIMONNEAUX; RIBELAYGA,
2003; STEFULJ JASMINKA et al., 2002). Dentre varios outros pontos extra pineal da
biossintese da melatonina, o gastrointestinal é de particular importancia, pois produz
quantidades de melatonina excedendo vérias centenas de vezes as encontradas na
glandula pineal. A melatonina gastrointestinal também pode ser liberada na
circulacdo, especialmente sob a influéncia de altos niveis dietéticos de triptofano
(BUBENIK, 2002).

O figado elimina 90% deste hormoénio circulante e € o principal local do seu
metabolismo. Cerca de 1% desta aparece inalterada na urina (CLAUSTRAT; BRUN;
CHAZOT, 2005; FRANCIS et al., 1987). No figado ocorre primeiro a hidroxilada na
posicdo C6 pelas mono-oxigenases do citocromo Passo (isoenzimas CYP1A2,
CYP1A1, CYP1B1) (Figura 5) e depois acontece a conjugacao com o sulfato entéo é
excretada na forma de 6-sulfatoximelatonina. A conjugacdo de glucuronido é
extremamente limitada (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005; PANDI-PERUMAL et
al., 2006).
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Figura 5. Formagdo da melatonina, com suas principais vias de catabolismo inddlico e
interconversdes entre indolominas bioativas. CYP, isoformas do citocromo Passo (hidroxilases e
demetilases (PANDI-PERUMAL et al., 2006).

CYP2C19 e, a taxas mais baixas, o CYP1A2 também desmetilam a melatonina
em N-acetil-serotonina, sendo de certa forma também um de seus precursores (MA
et al., 2005). Ja o metabolismo nos tecidos extra-hepaticos exibe certas diferencas
cruciais. Por exemplo, nos tecidos de origem neural, incluindo a glandula pineal e a
retina, ha enzimas de desacetilacdo de melatonina, que sdo ou desacetilases de
melatonina especificas ou em menor quantidade arilacilamidases especificas. Como
a acetilcolinesterase eserina-sensivel tem uma atividade lateral de arilacilamidase, a
melatonina pode ser desacetilada em 5-metoxitriptamina em qualquer tecido que
onde exista esta enzima (Figura 5) (HARDELAND et al., 1993; PANDI-PERUMAL et
al., 2006). Essa indolamina também pode ser metabolizada ndo enzimaticamente
em todas as células, e também extracelularmente, por radicais livres e alguns outros
oxidantes. E convertido em 3-hidroximelatonina ciclica quando ¢é retirado
diretamente dois radicais hidroxila (TAN et al., 1998). Uma parte desse hormonio

metabolizado é convertida em derivados de quinuramina, mas especificamente no
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cérebro. E esse metabolitos como a N*-acetil-N?-formil-5-metoxiquinuramina sdo de
interesse, pois eles tém participacdo nas propriedades antioxidantes e
antiinflamatorias dessa molécula (HIRATA et al.,, 1974; MAYO et al.,, 2005;
RESSMEYER et al., 2003; TAN et al., 2002, 2001).

Esta indolamina é uma molécula ubiqua na natureza e acredita-se que suas
acbes sejam um dos mecanismos filogeneticamente mais antigos de todos os
mecanismos biolégicos de sinalizacdo. E ja foi identificada em todos os principais
taxons de organismos como bactérias, eucariontes unicelulares e macroalgas, além
de ser identificada também em diferentes partes de plantas (incluindo raizes, flores,
caules e sementes) e em espécies de vertebrados e invertebrados (mamiferos,
esponjas, anelideos, queliceratos e equinodermos) (CLAUSTRAT; LESTON, 2015;
HARDELAND RUDIGER; POEGGELER BURKHARD, 2003; PANDI-PERUMAL et
al., 2006).

Essa ocorréncia generalizada indica uma alta idade evolutiva. Porém, em uma
variedade tdo notavel de organismos filogeneticamente distintos, ndo se pode
esperar que essa molécula exerca efeitos fisioldgicos semelhantes em todos os
organismos, pelo menos ndo em termos de sinalizagdo (HARDELAND RUDIGER;
POEGGELER BURKHARD, 2003). Os seus principais efeitos fisiolégicos estédo
relacionados com a duracdo da escuriddo. Nesse contexto sua funcdo é mediar os
sinais do ciclo claro/escuro, com possiveis interferéncias no controle da ritmicidade e
sazonalidade circadiana. Porém essa funcao principal, que € gerada a noite, &
interpretada de maneiras diferente em animais noturnos e humanos (CLAUSTRAT,;
LESTON, 2015).

Estes seus papeis como moduladora e mediadora nas mudancas fisiolégicas
sazonais e comportamentais, de determinante do ciclo sono-vigilia, da atividade
reprodutora e metabdlica de diversas espécies (MAGANHIN et al., 2008) sé&o
amplamente difundidos, principalmente em espécies onde esse ritmo fotoperiodico é
realmente essencial. Porém por muito tempo os seres humanos foram tidos como
uma espécie pouco sensivel a tais variagbes, com quase henhuma mudanca entre a
duracgéo e liberagdo da mesma entre o verdo e inverno por exemplo. Porém alguns
estudos trazem uma posi¢cdo contaria a essa perspectiva, mostrando que ha certa
controvérsia acerca do assunto. Nesses estudos (feito em locais muitos frios e onde

h& mudancas nas estacbes mais marcantes) demonstrou-se que ha uma variacao
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sazonal entre os niveis de dessa hormona e seus efeitos fisiologicos. (KAUPPILA et
al., 1987; YONEYAMA; HASHIMOTO; HONMA, 1999).

Em contrapartida estas respostas ao ritmo sazonal em humanos néao € tao
marcante, quanto em outras espécies que respondem a essas mudancas temporais.
Nesse interim, outros estudos demonstraram que fatores nutricionais e ambientais
(luz artificial e atenuagdo das mudancas de temperatura nas sazdes) tenham sido
responsaveis pelo declinio da sazonalidade humana. E em meio urbanos
principalmente ndo se verificou mudancas sazonais nos perfis melatonina, cortisol,
tireotropina e temperatura retal em homens expostos a luz natural e artificial (WEHR,
2001; WEHR et al., 1995).

Na atualidade essa indolamina tem ganhado papel de destaque também com
sua funcdo chave na regulacdo e modulacdo do sistema imunolégico. Essa relacao
melatonina/sistema imunolégico sé € possivel gracas a onipresenca dos seus
receptores e sua sintese nesse sistema (RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010).
A inibicdo farmacoldgica de sua sintese pelo propanolol causou supressdo das
respostas imunoldgicas humorais e celulares em camundongos (GUERRERO;
REITER, 2002). Ja a ablacdo da pineal levou a uma perda substancial do peso em
orgdos linfoides primarios e secundarios e uma consequente diminuicdo nos
componentes e fungbes celulares associados as respostas inatas e especificas
(CARRILLO-VICO et al., 2005, 2006). Mostrando assim sua importante funcdo na
modulacdo da imunidade. Demonstrou-se também que o interferon gama aumenta a
sua producao nas glandulas pineais cultivadas in vitro (WITHYACHUMNARNKUL et
al., 1990) e que o fator estimulador de colénia de granulécitos(G-CSF) e fator
estimulador de colénia de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF) estimulou a sua
sintese in vivo e in vitro (ZYLINSKA et al., 1995). E, além disso, esse horménio
mostrou ter a capacidade de controle dos ritmos diurnos e sazonais da proliferacao
de leucécitos e da atividade das células NK (DRAZEN et al., 2001; MATSUMOTO et
al., 2001).

Como uma classica e potente molécula anti-inflamatéria ela pode reduzir
lesGes teciduais oxidativas e inibir seletivamente as fases tardia/crénica da resposta
inflamatoria. Bem como poderia atuar no inicio desse processo, estimulando
mediadores quimicos como o acido araquiddnico, estimulando ainda mais essa via.

No geral essa indolamina poderia evitar as complicacdes crbnicas da inflamacéo
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(RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010). Nos ultimos anos foi relatado também
que a melatonina possui importantes fungbes como uma molécula antiviral,
antibiotica e antiparasitaria. Além disso, um grupo substancial de pesquisas
destacou o aumento da sobrevivéncia de animais submetidos a choque séptico apds
a sua administracdo (BAGNARESI et al.,, 2012; CARRILLO-VICO et al., 2013;
SRINIVASAN; MOHAMED; KATO, 2012).

Outras propriedades associadas a esta molécula sdo: maior cicatrizacdo 0ssea
(YILDIRIMTURK et al., 2016); tratamento contra o cancer (LISSONI et al., 2003; XIN
et al., 2015); efeito antiapoptético (FERREIRA et al., 2010,; RADOGNA et al., 2008);
capacidade ateroprotetora (FAVERO et al., 2014); prevencdo contra lesbes
isquémicas (AKTAS et al., 2011); protecdo contra doencas neurodegenerativas
(SRINIVASAN et al.,, 2005) e alta atividade antioxidante (GOBBO et al., 2015;
REITER et al., 2016; TEIXEIRA, 2003; ZHANG; ZHANG, 2014).

A importancia e influéncia da melatonina no metabolismo dos carboidratos
ainda é fonte de controvérsia entre os autores. No sentindo de uns atestarem que ha
uma relacdo e de outros que afirmam o contrario. Porém ha relatos de que esse
hormonio pineal estd associado com aumento da tolerancia a glicose e glicogénese
muscular e hepatica. Além de que a pinealectomia diminuiu a secrecédo de insulina, a
tolerancia a glicose, assim como aumentou a concentracdo de piruvato no sangue
(NANU et al., 1979; PESCHKE, 2008). Ademais muta¢des genéticas no receptor
MT2 da melatonina em humanos estdo associadas com risco elevado no
desenvolvimento do diabetes (ESPINO; RODRIGUEZ; PARIENTE, 2018;
PESCHKE; MUHLBAUER, 2010).

Com o envelhecimento a sintese desta molécula decai e com ela hd um
prejuizo na sinalizacdo da insulina, levando a uma resisténcia a mesma. Porém a
suplementacdo com melatonina mostrou capacidade de aumentar a sensibilidade a
insulina e prevenir a resisténcia relacionada a idade (RICARDO et al., 2013). Outros
atestam resultados semelhantes com reducdo da insulinemia em ratos diabéticos
(AHMAD et al., 2011)

Moléculas ou substancias com capacidade farmacéutica de atividade sutil (qQue
podem ser chamadas de compostos inteligentes), porém de origem natural, com
capacidade de limitar, regular e combater a inflamacédo crénica estdo no centro das

pesquisas atualmente. As moléculas enddgenas que podem servir como suplemento
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exogeno aumentando assim os niveis fisiolégicos normais do organismo e mudando
o tempo ou a localizacao dentro do corpo em relacdo a sua sintese endégena como
a melatonina, podem ser uma ferramenta terapéutica potencial para a melhora da
saude humana (RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010). Inclusive contra
doencas de cunho inflamatério e que sédo ditas como problemas de saude publica
mundial como é a diabetes (OZKANLAR et al., 2016; SHARMA et al., 2015; SHE;
LAUDON; YIN, 2014).

2.6. MELATONINA, DIABETES E ESTRESSE OXIDATIVO

A melatonina atualmente esta se destacando através da sua capacidade
antioxidante protetora para diversas doencas onde o0 estresse oxidativo é
participante ativo da sua patogénese como o diabetes (MEDZHITOV, 2008;
RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010; REITER et al., 2016; SHARMA et al.,
2015).

Segundo Reiter et al. (2003), a acdo antioxidante da melatonina parece agir por
diferentes vias: 1. Como neutralizador direto de Radicais Livres; 2. Como
antioxidante indireto via estimulagcdo de enzimas antioxidantes; 3. Aumentando a
eficiéncia da fosforilacdo oxidativa mitocondrial e reduzindo o vazamento de elétrons
(diminuindo, com isso, a geracao de radicais livres); 4. Aumentando a eficiéncia de
outros antioxidantes. Diferentemente de outros antioxidantes bastante lipofilicos,
como é o caso da vitamina E, que € inicialmente presa na membrana plasmética, a
melatonina passa pelas membranas celulares, alcangando facilmente
compartimentos intracelulares, particularmente, a mitocondria (MARTIN-HIDALGO et
al., 2011). Porém quando a melatonina passa pelas membranas celulares, ela se
localiza, principalmente, em posicdo superficial nas bicamadas lipidicas, préxima a
cabeca polar dos fosfolipideos da membrana. Nessa posicédo, ela € capaz de
funcionar como um “removedor” (scavenger) de radicais livres e também promover
meios indiretos pelos quais as membranas podem resistir ao dano oxidativo,
estabilizando a fluidez da membrana e preservando sua eficiéncia (REITER, 2000).
Esta estabilizacdo também ocorre na membrana interna das mitocondrias, o que
poderia melhorar a atividade da cadeia de transporte de elétrons (MARTIN-
HIDALGO et al., 2011).
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Esta indolamina possui propriedades redutoras devido a presenca de um anel
aromatico rico em elétrons, funcionando como um doador de elétrons (JOU et al.,
2007). O seu potencial redutor exerce uma regulacéo nas atividades dos complexos
| e IV da mitocdndria, o que sugere que ela pode interagir com componentes da
cadeia de transporte de elétrons, aumentando o fluxo de elétrons e,
consequentemente, a producéo de adenosina tri-fosfato (ATP) (CARPENTIERI et al.,
2012).

Muitos estudos atualmente indicam a suplementacdo com a melatonina como
uma importante alternativa terapéutica na prevencdo contra o diabetes, tanto de
suas complicagcdes quanto de sua patogénese, indicando assim a importancia de
novos estudos que evidenciem e clareiem inclusive os efeitos protetores da
suplementacdo com esse hormdnio no inicio do diabetes (CARPENTIERI et al.,
2012; RADOGNA; DIEDERICH; GHIBELLI, 2010; RICARDO et al.,, 2013; SHE;
LAUDON; YIN, 2014). Em um trabalho feito por Sudnikovich et al. (2007) foi
observado que a melatonina possui um efeito atenuador benéfico no controle de
complicacBes vasculares diabéticas por estreptozotocina, como prevencdo no

aumento de éxido nitrico no plasma sanguineo e tecido aortico.

O tratamento com a mesma mostrou ainda, a capacidade de diminuir os niveis
de malondialdeido e aumentar os niveis de glutationa na aorta e corpo cavernoso na
indugdo do diabetes por estreptozotocina (PASKALOGLU; SENER; AYANGOLU-
DULGER, 2004) e diminuiu os efeitos negativos do estresse oxidativo na lesdo
ovariana relacionada a diabetes (NAYKI et al., 2016). Ademais esse horménio
mostrou eficiéncia na reducdo da hiperglicemia, hiperlipidemia e na redugdo dos
niveis de TNF-a e IL-1 (moléculas pré-inflamatérias) suprimindo assim parte da
inflamacédo tanto em modelos diabéticos humanos quanto em animais (NISHIDA,
2005). Outros experimentos a validam como forma de tratamento coadjuvante, ou
seja, junto com outros medicamentos no tratamento de complicacdes do diabetes.
Como mostrado no trabalho de Motawi et al. ( 2016), onde houve diminuigdo dos

efeitos deletérios, inclusive histopatologicos, da nefropatia diabética.
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Resumo: O objetivo do presente estudo foi analisar os testiculos de ratos diabéticos tratados
com melatonina. Foram utilizados 50 ratos albinos divididos nos seguintes grupos: GC: ratos
sem inducdo ao diabetes; GD: ratos induzidos ao diabetes e tratados com placebo; GDI: ratos
induzidos ao diabetes e ap6s confirmacdo tratados com insulina GDM: ratos induzidos ao
diabetes e apos confirmacéo tratados com melatonina e GDMS: ratos induzidos ao diabetes e
simultaneamente tratados com melatonina. A melatonina foi administrada na dosagem de 10
mg/kg na agua, todo dia durante 20 dias pela noite. O diabetes foi induzido pela
estreptozotocina (60 mg/kg) e confirmada ap6s cindo dias da inducdo. A insulina foi
administrada em 5 Ul/dia em diferentes momentos do dia durante 20 dias. Os testiculos foram
submetidos a analise histopatoldgica, morfométrica, imunohistoquimica e estresse oxidativo
tecidual. Os animais tratados com melatonina tiveram reducdo nos niveis glicémicos e de
citocinas inflamatdrias. Por outro lado, ocorreu um aumento das enzimas antioxidantes e
manutencdo dos niveis séricos de testosterona e receptores de andrégenos. N&o se observou
alteracbes na estrutura do epitélio germinativo suplementados com melatonina. Mostrando

assim sua alta capacidade terapéutica.

Palavras-chave: Diabetes, imunohistoquimica, melatonina, ratos, testiculo, estresse
oxidativo.
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Abstract: The aim of the present study was to analyze the testes of diabetic rats treated with
melatonin. Fifty albino rats were divided into the following groups: GC: rats without diabetes
induction; GD: rats induced to diabetes and treated with placebo; GDI: diabetes-induced and
post-confirmation rats treated with GDM insulin: diabetes-induced and post-confirmation
mice treated with melatonin and GDMS: diabetes-induced mice and simultaneously treated
with melatonin. Melatonin was administered at a dosage of 10 mg / kg in water, every day for
20 days at night. Diabetes was induced by streptozotocin (60 mg / kg) and confirmed after the
fifth day of induction. Insulin was administered at 5 IU / day at different times of the day for
20 days. The testes were submitted to histopathological, morphometric, immunohistochemical
and tissue oxidative stress analysis. The animals treated with melatonin had a reduction in
glycemic and inflammatory cytokine levels. On the other hand, there was an increase in
antioxidant enzymes and maintenance of serum levels of testosterone and androgen receptors.
There were no changes in the structure of the germinative epithelium supplemented with

melatonin. Thus showing its high therapeutic capacity..

Keywords: Diabetes, immunohistochemistry, melatonin, rats, testis, oxidative stress.
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1. Introducéo

O diabetes mellitus € uma doenca cronica que causa diversas complicacdes como
distdrbios cardiovasculares, disfuncédo endotelial, nefropatia diabética, retinopatia e neuropatia
(BERTOLUCI et al., 2008; KUZUYA et al., 2002; SCHEFFEL et al., 2004). Alem disso,
pode também impactar a saude sexual e reprodutiva masculina (LUE et al., 2017a;
RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008), levando cerca de 90% dos pacientes
do sexo masculino com diabetes apresentarem algum disturbio na funcdo sexual (JIANG,
1996; PORTO et al., 2011).

Estudos demonstram que células de Leydig sdo altamente afetadas pelo diabetes,
ocasionando a reducdo dos niveis séricos de testosterona (LA VIGNERA et al., 2009). Essa
diminuicdo pode acarretar na atrofia e consequente diminuicdo do peso dos testiculos e outros
orgdos do sistema reprodutor (RIBEIRO et al.,, 2006), devido este érgdo ser andrdgeno
dependente (CARVALHO et al., 2002).

Outras anormalidades podem estar relacionadas ao DM, como diminui¢do do desejo
sexual (ZIAEI-RAD; VAHDANINIA; MONTAZERI, 2010), perda da libido (ALVES et al.,
2013), oligospermia e azoospermia (OMOLAOYE; SKOSANA; DU PLESSIS, 2018).
Ademais, o diabetes também é uma doenga de cunho inflamatério, onde ha um aumento de
citocinas inflamatérios como o TNF-a ¢ IL-6, IL-8 e IL-1, que estdo associados com a
progressdo dessa doenca (BRADSHAW et al., 2009; CHEN et al., 2017; COSENTINO;
EGIDY ASSENZA, 2004; DOGAN et al., 2006; DOGANAY et al., 2002; ERBAGCI et al.,
2001; HUSSAIN et al., 1996).

O estresse oxidativo tem papel determinante nas lesdes teciduais decorrentes do
diabetes (BROWNLEE, 2001a; REIS et al., 2008). NO sistema reprodutor masculino,
principalmente nos testiculos (RAMALHO-SANTOS; AMARAL; OLIVEIRA, 2008). A

melatonina, possui uma forte atividade antioxidante (GOBBO et al., 2015; REITER et al.,
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2016; TEIXEIRA, 2003; ZHANG; ZHANG, 2014) e também atua como anti-inflamatoria
podendo evitar complicacbes cronicas da inflamacdo (RADOGNA; DIEDERICH;
GHIBELLLI, 2010).

O diabetes promove alteracbes na funcdo sexual e reprodutiva (FAIRBURN;
MCCULLOCH; WU, 1982; JIANG, 1996). Levando-se em consideracdo que existem poucos
tratamentos na medicina reprodutiva especificamente adaptados para pacientes diabético e
que os tratamentos convencionais ndo amenizam suas complicacbes a longo prazo
(BACCETTI et al., 2002) e que segundo Bojunga et al. (2004) tratamentos com antioxidantes
podem ser uma importante opcdo terapéutica para as complicacdes relacionadas a diabetes,
além disso a melatonina vem mostrando efeitos promissores para amenizar as complicacdes
dessa patologia (JIANG et al.,, 2016; REZVANFAR et al.,, 2017) torna-se de extrema
importancia investigar a acdo da melatonina sobre os testiculos de ratos diabéticos, como um

possivel tratamento para esse mal que atinge uma grande porcdo da populacdo mundial.
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2. Material e Métodos

Foram utilizados 50 ratos albinos (Rattusnorvegicusalbinus) da linhagem Wistar, com
idade em torno 65 dias de idade, pesando em torno de 245 + 25g, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. O experimento foi submetido ao comité de ética institucional e aprovado sob
numero de licenca N° 80/ 2017. Esses animais foram mantidos em gaiolas, com alimentacdo e
agua adlibitum, na temperatura de 22 * 1°C e iluminacgdo artificial que estabeleceram um
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz das 06:00 as
18:00h. Os animais foram divididos ao acaso em 5 grupos, cada um com 10 animais:GC:ratos
sem inducdo ao diabetes pela estreptozotocina;GD:ratos induzidos ao diabetes pela
estreptozotocina e tratados com placebo;GDl:ratos induzidos ao diabetes pela
estreptozotocina e ap6s confirmacdo do diabetes tratados com insulina durante 20 dias;
GDM:ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e apdés confirmacdo do diabetes
tratados com melatonina na dosagem de 10mg/kg de peso corporal durante 20
dias;GDMS:ratos induzidos ao diabetes pela estreptozotocina e simultaneamente tratados com
melatonina na dosagem de 10mg/kg de peso corporal durante 20 dias;.

2.1. Inducéo do diabetes
O diabetes foi induzido pela administracdo intraperitoneal de solucdo de
estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) apds jejum alimentar de 14 horas e confirmado
no quinto dia apds a aplicacdo. A estreptozotocina foi diluida em tampdo citrato de so6dio a 10
mM e pH 4,5, na dosagem Unica de 60 mg/kg de peso do animal. Os animais ndo diabéticos
(grupo controle) receberam da mesma forma, doses equivalentes de solugdo salina e
decorridos 30 minutos da administragdo todos os animais foram alimentados normalmente

(DALL’AGO et al., 2002). Foram incluidos no estudo apenas animais que apresentaram
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glicose sanguinea acima de 200 mg/dL (Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ), exceto do grupo

controle, para inicio do tratamento com a melatonina ou insulina.

2.2. Administracado da Melatonina
A administracdo da melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizada através da
agua de beber, no inicio da noite (18:00) durante 20 dias na dosagem de 10 mg/kg
(SUDNIKOVICH et al., 2007). Para isso a melatonina foi dissolvida em etanol (0,02 mL) e
diluida em solucéo salina (OZGUNER; BARDAK; COMLEKCI, 2006). Apds a preparacao,
as garrafas foram protegidas da luz com auxilio de papel aluminio e disponibilizado aos

animais (AGIL et al., 2013).

2.3. Administracdo da Insulina
A insulina foi administrada por via subcutanea durante 20 dias, na dose de 5 U/dia,
sendo duas unidades de insulina as 10 h e trés unidades restantes as 19 h (PINHEIRO et al.,

2011).

2.4. Dosagem de Testosterona Total

As amostras de sangue foram coletadas antes da inducédo, 10 e 20 dias ap6s tratamento.
Para isso, os ratos foram imobilizados em contensor mecanico e o sangue coletado por punc¢éo
da veia caudal lateral com uso de cateter (24G) (PEREIRA., 2001). Apo6s centrifugagdo
refrigerada, o plasma foi acondicionado em microtubo eppendorf, em duplicata, e congelado a
-20°C até o momento das dosagens (TEIXEIRA et al., 2004). A testosterona plasmatica foi
determinada pelo método de ELISA utilizando "kit" comercial especifico para rato

(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA - EUA).
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2.5. Niveis glicémicos
A glicemia dos animais foi monitorada durante o periodo experimental, sendo medida
com o auxilio de um Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ, nos momentos antes da inducéo,

confirmacéo do diabetes, 10 e 20 dias das administracfes de melatonina ou insulina.

2.6. Exame histopatdgico dos testiculos.

Os animais dos grupos experimentais foram anestesiados com cloridrato de cetamina
(80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via intramuscular e em seguida foram retirados 0s
testiculos. Apos esse procedimento os animais foram eutanasiados com tiopental sédico 100
mg/kg. O material foi fixado em formol tamponado por 24 h e posteriormente, processado
para inclusdo em parafina e historesina. Posteriormente os cortes dos testiculos foram
submetidos a coloracdo de hematoxilina-floxina para analise histopatolégica em microscopio

de luz, da marca OLYMPUS BX-49. Tirando fotos na objetiva de 10x e 40X.

2.7. Morfometria

Foram feitas duas mensuracdes morfométricas: altura média do epitélio e diametro
médio do epitélio. Para isso foram utilizadas fotos com um aumento de 10x e foram
selecionados somente os tubulos em corte transversal e 0os mais circulares possiveis. Foram
empregadas cinco laminas de cada grupo, provinda de animais diferentes, e de cada lamina
foram tiradas fotos e selecionadas trés tubulos de cada lamina, totalizando 15 valores para
cada grupo. Para a altura média do epitélio foram contabilizados quatro raios de cada tubulo
pegando toda altura epitelial germinativa até o espermatozOide ou espermatide.
Posteriormente esses quatro valores foram somados e divididos por quatro para se ter a altura
média. Os mesmos tubulos utilizados para quantificar a altura do epitélio foram usados para

medir o didmetro tubular. Nesse caso mediram-se dois didmetros em posi¢do cruzada, entdo
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esses valores foram somados e divididos por dois para se ter o diametro médio (TAKASHIBA
et al., 2011). Essas quantificacdes foram feitas através do programa IMAGE J calibrado em

micrémetros.

2.8. Calculo do Indice gonadossomatico

Foi utilizado para observacdo do aumento do peso dos testiculos como um indicativo da
acao do DM. Para tanto foi calculado a razao entre os pesos dos 6rgdos pelo peso corpéreo de
cada animal, para a obtencdo de seus respectivos indices gonadossomatico (MORAIS et al.,

2009), como na figura abaixo:

- PO x100
Onde: 0 PC

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

2.9. Estresse Oxidativo Tecidual

A mensuracao dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foi
realizada pelo método de Ohkawa; Ohishi; Yagi (1979). Fragmentos do testiculo foram
macerados em banho de gelo com 5 mLK de KCI 1, 15% + EDTA 3mM por grama de tecido.
Em seguida, 10 mg de tecido foram adicionados a um meio de reacdo contendo dodecil
sulfato de sédio (SDS) 0,4%, acido tricloroacético (TCA) 7,5% e acido tiobarbitdrico 0,3%.
Os tubos de reacdo foram selados e incubados a 95°C por 60 minutos. Apos resfriamento em
agua corrente, foi adicionado um volume de n-butanol para cada volume de reacéo e os tubos
foram centrifugados a 1000 x g por 10 minutos. A absorbancia da fase organica foi mensurada

em 535nm. O resultado foi corrigido pela concentracdo de proteina do homogentato. A

56



dosagem de proteina foi realizada pelo método de Folin, utilizando BSA como padrao

(LOWRY et al., 1951).

Os niveis da glutationa reduzida (GSH) foram determinados através da mensuracao de
grupamentos sulfridilas ndo protéicos (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A partir do homogenato
obtido para avaliacdo da peroxidacdo lipidica, 80 a 160 mg do tecido foram precipitados em
solucédo de TCA 5%. Em seguida, um volume do sobrenadante foi adicionado a um volume de
meio de reacdo contendo TRIS 4mM, EDTA 4mM e DTNB 4mM a um pH 8,9. A reacéo foi
incubada em temperatura ambiente por 5 minutos e a absorbancia foi mensurada em 412 nm.
O resultado foi corrigido pela concentracdo de proteina do homogenato. Todas as dosagens

foram realizadas em triplicata.

2.10. Imunohistoquimica (IL-6, TNF-a e Receptor de andrégeno)

A expressdo de citocinas inflamatorias foi determinada utilizando os anticorpos para IL-
6, TNF-a (Santa Cruz Biotechnology), e para a quantificagdo de receptores de andrégenos foi
utilizado o anticorpo AR (441): SC-7305 (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo de 1:100.
As laminas foram desparafinizadas e reidratadas em xilol e alcodis. A recuperacdo antigénica
foi realizada através de uma solucdo de tampdo citrato (pH 8.0 para IL-6 e TNF-a, € pH 6
para AR) em alta temperatura no microondas por 5 minutos. A peroxidase enddgena foi
inibida através de uma solucdo de peroxido de hidrogénio (3%) em metanol. A reacdo
antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada através da incubacdo das laminas em PBS e
albumina serica bovina (BSA) 5% por 1 hora. Todos os anticorpos foram diluidos em
PBS/BSA 1% (IL-6 e TNF-a) e 5% (AR) (por 1 hora. Subsequentemente as laminas foram
tratadas com o anticorpo secundario por 30 minutos. A reacdo antigeno-anticorpo foi
observada através de um precipitado marron apds aplicacdo de 3,3 diaminobenzidina por 4

minutos e contracorados com hematoxilina (Oberholzer et al., 1996; Lee et al., 2001). em
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microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49. Tirando fotos na objetiva de 40x. Foram
tiradas fotos de 5 campos por rato, totalizando 25 campos por grupo. As imagens foram
mensuradas através do programa GIMP 2.0 através da quantificacdo da tonalidade da cor em

pixels.

2.11.  Indice apoptdtico (Apoptose por Imunofluorescéncia)

Os cortes foram inicialmente desparafinizados e hidratados e, logo em seguida incubados
em PBS (pH 7,4) por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida a proteinase K foi
aplicada sobre as laminas por 15 minutos. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em
tampdo equilibrio por 10 segundos em temperatura ambiente. Depois os cortes foram
incubados em TdT a 37 °C por 1 hora em camara umida. Entdo foi aplicada a solucdo stop por
10 minutos em temperatura ambiente. Os cortes em seguida foram lavados em PBS e
incubados em antidigoxigenina por 30 minutos em temperatura ambiente. As laminas foram
enxaguadas em PBS e foram montadas com o meio de montagem presente no Kit e observadas
e tirada as fotos em um microscopio confocal de fluorescéncia com varredura a laser da marca
LSM 700 Carl Zeiss. O indice apoptotico foi determinado pela contagem da porcentagem de
células positivas a partir de pelo menos 500 nucleos subdivididos em 10 campos escolhidos ao

acaso (WU et al., 2013).

2.12.  Andlise estatistica.

Os dados da quantificacdo dos niveis de testosterona e glicose, indice organossomatico,
pesos dos animais, peso dos 6rgdos, altura do epitélio, diametro tubular médio, indice

apoptatico, expressdo do TNF-a, IL-6, Receptor de androgeno e dos niveis de TBARS e GSH
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(estresse oxidativo) foram submetidos ao método nao paramétrico de Kruskal-Wallis com pos-

hoc em Dunn (P<0,05).

3. Resultados

3.1. Niveis glicémicos

Antes do inicio do tratamento e indugdo (que esté referido como dia BASAL) os animais
apresentavam normoglicemia, em um estado ndo diabético. No dia zero (cinco dias ap6s inducéao
— confirmacdo do diabetes), os animais apresentaram niveis de glicose acima de 200mg/dl, o que
confirmou o diabetes, exceto o grupo controle (GC) e o grupo diabético e tratado com
melatonina simultdnea (GDMS), que ndo diferiram significativamente. No décimo dia os animais
do grupo diabético e tratado com insulina (GDI) e o grupo diabético e tratado com melatonina
simultdnea (GDMS) apresentaram valores que ndo diferiram do grupo controle. J& o grupo
diabético tratado com melatonina (GDM) ndo apresentou diferencas em relacdo aos animais do
grupo diabético (GD). No ultimo dia de tratamento (20 dias) os animais dos grupos controle e o
diabético tratado com insulina apresentavam-se semelhantes. Embora os animais do GDMS
tenham apresentado niveis de glicose menores que os dos animais dos grupos GD e GDM, que
apresentaram maiores niveis, diferiram significativamente dos animais dos grupos GC e GDI

(Figura 1).

3.2. Peso dos Animais

Os pesos dos animais dos grupos experimentais aferidos antes do inicio do tratamento e
da inducéo (referido no grafico como dia BASAL), no dia zero (confirmagdo do diabetes), no
décimo dia (meio do tratamento) e no vigesimo dia (final do tratamento) estdo expressos na
figura 5. No dia basal ndo houve diferengas significativas entre os grupos. Apos a inducdo do

diabetes (dia zero) houve uma reducdo significativa dos pesos dos animais com exce¢do do
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grupo GC. Do décimo ao vigésimo dia de tratamento, os animais do grupo GC apresentaram
maior peso, seguidos dos animais dos grupos GDI e GDMS, que ndo diferiram entre si. Os

menores valores foram observados nos animais dos grupos GD e GDM (Figura 2).

3.3. Peso dos Testiculos
N&o houve diferencas significativas em nenhum dos grupos experimentais quanto ao peso

dos testiculos (Figura 3).

3.4. Morfometria
3.4.1. Diametro Tubular Médio dos Tubulos Seminiferos.

Os maiores valores de diametro tubular foram encontrados nos animais do grupo GC que
diferiu de todos os outros. Os menores valores estavam presentes nos grupos GD e GDI que ndo
diferiram entre si. J o0 grupo GDM e GDMS apresentaram valores intermediarios entre todos os

grupos, porém ndo diferindo entre si, mas diferindo de todos 0s outros grupos (Figura 4B).
3.4.2. Altura Média do Epitélio dos Tubulos Seminiferos.

A maior média de altura epitelial foi encontrada nos animais dos grupo GC que diferiu

somente dos grupos GD e GDMS. O grupo GD apresentou menores valores. (Figura 4A).

3.5. Indice Organossomatico

Para o indice organossomatico dos testiculos ndo houve diferengas estatisticas

significativas, ou seja, todos os grupos foram semelhantes estatisticamente entre si (Figura 5).

3.6. Estresse Oxidativo
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Na analise das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) nos testiculos
(Figura 6A) demonstrou que as maiores taxas foram encontrados nos animais dos grupos GD,
GDM e GDMS que néo diferiram entre si. Os animais do grupo GC apresentaram as menores
taxas diferindo significativamente dos outros. E o grupo GDI néo diferiu de nenhum dos grupos

apresentados.

Os niveis de Glutationa Reduzida (GSH) testiculares (Figura 6B) demonstraram que 0s
maiores valores foram verificados nos grupos GDMS, seguido do GC que ndo diferiram entre si.
Ja os grupos GD e GDI apresentaram as menores taxas e foram significativamente semelhantes
entre si. O grupo GDM apresentou valores maiores que GD/GDI e menores que 0 GDMS, porém

n&o diferiu significativamente do grupo controle.

3.7. Niveis de Testosterona Total

No décimo dia de tratamento a menor taxa de testosterona foi no grupo GD que diferiu de
todos os outros. As taxas maiores foram encontradas nos grupos GC, GDI, GDM e GDMS que
ndo diferiram entre si (Figura 7A). Ja no vigésimo dia os niveis hormonais apresentaram o
mesmo comportamento do décimo dia, porém assumindo valores mais proximo do controle

(Figura 7B)
3.8. indice Apoptotico

Na apoptose para Imunofluorescéncia ndo foi visto nenhuma marcacdo luminescente

positiva (em vemelho — rodamina) para apoptose em nenhum dos grupos experimentais
3.9. Histopatologia

De acordo com a avaliacdo qualitativa da estrutura dos testiculos dos animais de todos 0s

grupos, ndo se observou alteragcdes compativeis com degeneracéo testicular. Todos os testiculos
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dos animais de todos 0s grupos apresentaram seus componentes morfologicos estruturais, como
os tubulos seminiferos (estrela), com suas células da linhagem espermatogénica (seta curta) sem

alteraces. Como também ndo foi visto nenhuma alteracdo no intersticio (asterisco) (Figura 8).

3.10. Imunohistoquimica

3.10.1. Citocinas Inflamatérias IL-6 e TNF-«

Para a IL-6 os animais do grupo GD foram os que apresentaram as maiores taxas dessa
citocina pela quantificacdo em pixels, diferindo de todos os outros. Ja os grupos GC, GDI, GDM

e GDMS apresentaram valores menores, porém nao diferindo entre si (Figura 9).

A marcagdo para TNF-a demonstrou que esse marcador inflamatoério foi encontrado em
maior quantidade no grupo GD diferindo de todos os grupos. E as taxas menores estavam
presentes nos grupos GC, GDI e GDMS que ndo diferiram significativamente entre si (Figura

10).

3.10.2. Receptor de Andrdgeno (RA)

Os grupos que apresentaram as maiores taxas de marcagdo para RA foram os grupos GC e
GDI, que ndo diferiram entre si, porém diferiram de todos os outros grupos exceto do GDM. O
grupo GD apresentou os menores valores diferindo de todos os outros. J& 0 GDMS apresentou-se
com valores menores que 0 GC, porém bem maiores que o GD, diferindo de todos exceto do

GDM (Figura 11).

Discussao

O estresse oxidativo € um agravante das complicacbes diabéticas, e este estava

estabelecido nos grupos diabéticos no presente estudo. Além disso existe uma relacdo entre a
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hiperglicemia e o estresse oxidativo. O estado hiperglicemiante do diabetes, com consequente
aumento de ROS, reduz os niveis de Oxido nitrico (NO) ativando a aldose redutase. E atua no
aumento do fluxo de glicose pela via dos polidis, induzido pelo aumento de ROS, determinando
maior conversdo de glicose a sorbitol, reduzindo NADPH e glutationa (antioxidante intracelular)
e aumentando o estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia. O sorbitol é convertido a frutose,
resultando em um aumento da relacdo NADH: NAD+, que esta associado com o aumento da
sintese de diacilglicerol (DAG), principal ativador fisiolégico da proteina kinase C (PKC)
(DARLEY-USMAR; WISEMAN; HALLIWELL, 1995). Isso demonstra que a hiperglicemia é
uma causa do estresse oxidativo bem como este estresse agrava a hiperglicemia. Além disso essa
cascata bioquimica também explica os baixos niveis de gluationa tecidual encontrados nos
testiculos dos animais somente induzidos ao diabetes, e mostra que a melatonina tanto aumentou
0s niveis desse antioxidante nos grupos ja diabéticos como barrou o declinio dessa molécula em

tratamentos simultaneos.

Segundo Reiter et al. (2003), essa agdo antioxidante da melatonina parece agir por
diferentes vias: como neutralizador direto de radicais livres; como antioxidante indireto via
estimulantes de enzimas antioxidantes; aumentando a eficiéncia da fosforilagdo oxidativa
mitocondrial e reduzindo o vazamento de elétrons (diminuindo, com isso, a geracao de radicais
livres); aumentando a eficiéncia de outros antioxidantes. No presente estudo a melatonina atuou
provavelmente através da segunda via. Porém ndo conseguiu diminuir os niveis de moléculas
pro-oxidantes, mas isso pode ser esclarecido devido ao fato que esse processo da cadeia
oxidativa seja comparada a uma balanca, que na homeostase esta equilibrada entre as
quantidades de agentes oxidantes e antioxidantes (SOUZA; MORAIS, 2016; TANIYAMA,;
GRIENDLING, 2003), entdo quando no diabetes ha uma producdo exagerada de TBARS que
indica a instalagdo do estresse oxidativo, a melatonina entra aumentando os niveis de moléculas

antioxidantes para tentar equilibrar novamente a balanga (REITER, 2000; REITER et al.,
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2003Db). Por isso os niveis altos de TBARS vieram acompanhados de altos niveis de GSH.

A hiperglicemia e estresse oxidativo também estdo associados na promocdo do perfil
inflamatorio no diabetes. A hiperglicemia pode estar associada com uma elevacdo dos niveis
circulantes de citocinas inflamatdrias, esse aumento pode também estar associado ao aumento do
estresse oxidativo (ESPOSITO et al., 2002). Isso pode ser explicado pela formacéo de produtos
avancados da glicosilacdo ndo-enzimatica (AGES) que sdo proteinas ou lipidios que se tornam
glicados pelo alto tempo de exposi¢do a agucares oxidados e contribuem para 0 avango das
complicagdes (BROWNLEE, 2005; GOLDIN et al., 2006). Algumas dessas moléculas
modificadas ativam receptores de AGEs (RAGEs), estimulando a producdo de citocinas
inflamatorias como IL-6, TNF-a e algumas prostaglandinas (REIS et al., 2012). Isso atesta
alguns de nossos resultados que mostram o aumento do estresse oxidativo, glicose e consequente
aumento dos niveis de IL-6 e TNF-a nos testiculos de ratos diabéticos. E ainda nesse interim, é
notério que a melatonina péde agir diminuindo os niveis de estresse oxidativo e de citocinas
inflamatorias teciduais de forma independente e dependente de sua acdo hipoglicemiante, visto
que no grupo tratado com melatonina ap6s a inducdo, ndo houve melhora na hiperglicemia,
porém houveram melhores nos outros parametros e no grupo de tratamento simultaneo houve a

acao hipoglicemiante e melhora nas outras analises.

A reducdo de peso em oOrgaos de animais sdo achados comuns no diabetes (RIBEIRO et
al., 2006). O que atesta em parte nossos achados, que demonstrou uma diminui¢do do peso nos
testiculos direitos dos animais diabéticos, isso provavelmente esta relacionado com baixos niveis
de testosterona encontrado nestes animais. E a melatonina ndo demonstrou efetividade em
diminuir essa perda de peso testicular, mesmo com concentragdes normais de testosterona. Esses
achados coadunam com os resultados de (GOBBO et al., 2015), que verificaram que a

melatonina ndo alterou peso de testiculos de ratos diabéticos tratados na mesma dosagem, isso
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também independente dos niveis de andrdgenos.

Muitas das modificacBes no peso de 6rgdos e em pardmetros histopatologicos visuais
ocorrem em diabetes mais tardias com mais de trinta dias (SOARES et al., 2011; TRINDADE,
2010), isso explica o por que ndo houve modificagdes histopatologicas qualitativas nem

diferencas significativas nos pesos dos animais de nenhum dos grupos experimentais.

Na altura média do epitélio o grupo GDMS conservou a altura epitelial que foi
diminuida no GD. Essa capacidade de preservar morfometricamente estruturas que foram
modificadas no diabetes também foi observada no trabalho de(COSTA, 2014) onde a melatonina
reverteu o aumento da frequéncia epitelial, reducdo do volume do lumen e frequéncia estromal

elevada causadas pelo diabetes.

O peso dos animais foi diminuido pelo diabetes o que ja é esperado, pois € umas das suas
principais complicacdes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014), além disso, foi
observado que a insulina melhorou significativamente o ganho de peso o que também é relatado
na literatura (HISSA; HISSA; BRUIN, 2001), porém nos grupos tratados com melatonina néo foi
visto aumento de peso em comparagdo ao grupo diabético. No trabalho feito por (ARMAGAN et
al., 2006), foi observado também que a melatonina administrada em ratos diabéticos na mesma
dosagem que a nossa ndo atuou modificando o peso corporal nos ratos tratados. 1sso se deve ao
fato que a melatonina ndo atua naturalmente no ganho de peso, e sim esté relacionada mais na
perda de peso, porém essa relagdo melatonina/peso é controversa principalmente relacionada

com o diabetes (MOSTAFAVI et al., 2017).

Evidenciou-se também na andlise imunohistoquimica para receptor de andrdgenos que o
grupo diabético (GD) foi o que apresentou menor marcacéo e o tratado com insulina (GDI) foi o
que apresentou maior marcagao para esse receptor o que ja é notorio na literatura, como exemplo

do experimento feito por (BAHEY et al., 2014) onde foi observado que o grupo diabético
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expressou menos receptores androgénicos que o grupo tratado com insulina. J& a melatonina
administrada de forma simultanea apresentou niveis de marcagdo desse receptor maiores que o

GD, porém menores que 0 grupo controle.

Acreditava-se até pouco tempo atrds que a melatonina tinha papel primordial na
regulacdo da producédo de testosterona, porém de forma inibitéria, ou seja, diminuindo os niveis
circulantes desse andrégeno (QIN et al., 2015). Porém dados recentes na literatura vém
demonstrando que assa indolamina pineal pode atuar estimulando a producdo de testosterona,
isso através de uma regulacdo Sertoli-Leydig (DENG et al., 2018; (YU et al., 2018). Porém o0s
mecanismos moleculares dessa via de sintese estimularoria, ainda nao estdo claros. Isso pode
explicar no nosso trabalho o aumento dos niveis de testosterona nos grupos tratados com essa

indolamina.

Concluséao

Assim sendo a melatonina aplicada na dosagem de 10mg/kg em ratos diabéticos atuou
diminuindo niveis glicémicos, melhorando pardmetros morfométricos testiculares, aumentando
niveis de glutationa reduzida (GSH), diminuindo a expressdo de marcadores inflamatérios como
IL-6 e TNf-a. Além de atuar aumentando niveis plasmaticos de testosterona total e receptor de
androgenos. Mostrando a partir disso o alto potencial terapéutico, entretanto, sdo necessarias
mais avaliagbes para atestar a capacidade desse horménio de se transformar em um agente

alternativo.
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5. Anexos

GC
GD
GDI
GDM

a2 GDMS

Glicose (mg/dl)

Dias de Tratamento

Figura 1. Niveis de glicose (mg/dl). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo diabético
tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado
com melatonina simultanea. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si

pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05).
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Figura 2. Peso dos animais dos grupos experimentais (g). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo
diabético tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado
com melatonina simultanea. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste

de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05)
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Figura 3. Peso dos testiculos dos grupos experimentais (g). GC- grupo controle; GD- grupo diabético;
GDI- grupo diabético tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo
diabético tratado com melatonina simultdnea. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05).
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Figura 4. Altura média do epitélio testicular (A) e Diametro tubular médio testicular (B) (um). GC- grupo
controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo diabético tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado
com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado com melatonina simultanea. *Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn

(p<0.05)
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Figura 5. Indice organossomatico (%). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo diabético
tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado com
melatonina simultanea. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo

teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05).
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Figura 6. Andlise do Estresse Oxidativo. (A) Niveis de TBARS testicular (nm/mg); (B) Niiveis de
glutationa (GSH) testicular (nm/mg). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo
diabético tratado com insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo
diabético tratado com melatonina simultanea. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05).
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Figura 7. Niveis séricos de testosterona total no décimo (A) e vigésimo (B) dia de tratamento dos animais do:
grupos experimentais (ng/mL). GC- grupo controle; GD- grupo diabético; GDI- grupo diabético tratado con
insulina; GDM- grupo diabético tratado com melatonina; GDMS- grupo diabético tratado com melatonin:
simultanea. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal

Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05)
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Figura 8. Seccdo transversal dos tubulos seminiferos de ratos Winstar adultos dos grupos experimentais corado
com hematoxilina-floxina. A) GC- Grupo controle, B) GD- Grupo diabético; C) GDI- Grupo diabético tratado
com insulina; D) GDM- Grupo diabético tratado com melatonina; E) GDMS- Grupo diabético tratado com
melatonina simultanea. Observar tGbulos seminiferos (estrela); células da linhagem espermatogénica (seta) e

intersticio (asterisco).
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Figura 9. Imunohistoquimica para IL-6 nos testiculos dos animais dos grupos experimentais — Objetiva 40X.
A) GC- Grupo controle B) GD- Grupo diabético C) GDI- Grupo diabético tratado com insulina D) GDM-
Grupo diabético tratado com melatonina, e E) GDMS- Grupo diabético tratado com melatonina simultanea F)
Gréfico da quantificagdo em pixels da marcagdo positiva em marrom da IL-6. *Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05).
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Figura 10. Imunohistoquimica para TNF-a nos testiculos dos animais dos grupos experimentais — Objetiva
40X. A) GC- Grupo controle B) GD- Grupo diabético C) GDI- Grupo diabético tratado com insulina D)
GDM- Grupo diabético tratado com melatonina, e E) GDMS- Grupo diabético tratado com melatonina
simultdnea F) Gréafico da quantificacdo em pixels da marcacdo positiva em marrom do TNF-a. *Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc

Dunn (p<0.05).
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Figura 11. Imunohistoquimica para receptor de andrégenos nos testiculos dos animais dos grupos
experimentais — Objetiva 40X. A) GC- Grupo controle B) GD- Grupo diabético C) GDI- Grupo diabético
tratado com insulina D) GDM- Grupo diabético tratado com melatonina, e E) GDMS- Grupo diabético tratado
com melatonina simultanea F) Grafico da quantificagdo em pixels da marcagdo positiva em marrom do
receptor de androgenos. *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste

de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0.05).
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