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RESUMO

As complicacdes fetais do diabetes gestacional podem incluir
macrossomia, hiperbilirrubinemia, sindrome do desconforto respiratorio,
policitemia, sobrecarga cardiaca, aumento no niumero de defeitos de nascimento
congénito, aborto espontaneo e morte fetal intrauterina. A utilizacdo de
antioxidantes enddégenos e exdgenos como tocoferol e melatonina vem sida
bastante estudada pelo fato de ser um tratamento eficaz e que ajuda no combate
a diversos maleficios decorrentes do diabetes. Sabe-se que a melatonina
durante a gestacdo contribui para a regulacdo hemodinamica e ajuda no
desenvolvimento de érgaos da prole, como por exemplo, as gbnadas, além de
combater o estresse oxidativo hepatico. Assim, o objetivo desse trabalho € testar
a hipotese de que a melatonina administrada durante a gestacao em ratas pode
prevenir os efeitos deletérios produzidos pelo diabetes gestacional sobre as
gbnadas da sua prole. As gonadas foram analisadas histologicamente,
morfometricamente e imunohistoquimicamente aos 30 e 60 pds-nascimento.
Foram utilizadas 15 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias de
idade, virgens, pesando aproximadamente aproximademante 200g, da linhagem
Wistar, procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal, da Universidade Federal Rural de Pernambuco, divididas em tres
grupos: | — Filhotes (n=12) nascidos de matrizes ndo diabéticas, mantidos em
ciclo claro/escuro de 12/12 horas; Il - Filhotes (n=12) nascidos de matrizes
induzidas ao diabetes durante a gestacdo, mantidos em ciclo claro/escuro de
12/12 horas e lll - Filhotes (n=12) nascidos de matrizes induzidas ao diabetes
durante a gestacao e tratadas simultaneamente com melatonina, mantidos em
ciclo claro/escuro de 12/12. O diabetes gestacional foi induzido, apos
confirmacdo do acasalamento, com injecdes intraperitoneal de 60 mg/kg de
estreptozotocina. A melatonina, foi administrada em injecbes diarias de 0,8
mg/Kg, por toda a gestacao. Os resultados revelaram que o diabetes gestacional
pode interferir no desenvolvimento das gonadas da prole alterando sua histologia
e morfometria retardando a sua maturacdo. Esse efeito pde ser revertido pela
melatonina.

Palavras chave: Diabetes Mellitus. Diabetes gestacional. Melatonina. G6nadas.
Ratos.



ABSTRACT

Fetal complications of gestational diabetes may include macrosomia,
hyperbilirubinemia, respiratory distress syndrome, polycythemia, cardiac
overload, increased number of birth defects, spontaneous abortion, and
intrauterine fetal death. The use of endogenous and exogenous antioxidants
such as tocopherol and melatonin has been widely studied due to the fact that it
is an effective treatment that helps in combating the various harms resulting from
diabetes. Melatonin during pregnancy is known to contribute to hemodynamic
regulation and aid in the development of offspring organs, such as the gonads,
as well as to combat hepatic oxidative stress. Thus, the aim of this paper is to
test the hypothesis that melatonin administered during pregnancy in rats may
prevent the deleterious effects produced by gestational diabetes on the
offspring's gonads. The gonads were analyzed histologically, morphometrically
and immunohistochemically at 30 and 60 postnatal. Fifteen 90-day-old virgin
albino rats (Rattus norvegicus albinus), weighing approximately close of 200g,
from the Wistar strain, from the Department of Animal Morphology and
Physiology at the Federal Rural University of Pernambuco, were divided into
three groups: | - Puppies (n = 12) born from non-diabetic mothers, keptin a 12/12
hour light / dark cycle; Il - Puppies (n = 12) born from diabetes-induced mothers
during pregnancy, keptin a 12/12 hour light / dark cycle and Ill - Puppies (n = 12)
born from diabetes-induced mothers during pregnancy and treated
simultaneously with melatonin, kept in light / dark cycle of 12/12. Gestational
diabetes was induced after mating confirmation with intraperitoneal injections of
60 mg / kg streptozotocin. Melatonin was administered in daily injections of 0.8
mg / kg throughout pregnancy. The results revealed that gestational diabetes can
interfere in the development of offspring gonads by altering their histology and
morphometry, delaying their maturation. This effect could be reversed by
melatonin.

Keywords: Diabetes Mellitus. Gestational diabetes. Melatonin. Gonads. Mices.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica caracterizada pelo
aumento cronico da glicemia devido a problemas na secrecdo ou perda da
funcao da insulina, sendo considerado um problema de saude publica no mundo
todo (CARVALHO et al., 2016). E a doenga mais comum em paises ocidentais,
onde 80% dos casos apresentam algum grau de obesidade (GIRUNDI, 2016). O
aumento da dieta rica em gorduras, o sedentarismo e o baixo consumo de fibras,
guiados principalmente por fatores sociais, tem sido causas que influenciam no
aumento no numero de casos da doenca (MOLENA-FERNANDES et al., 2005).
Como consequéncias do aumento cronico da glicemia, podemos ter danos a
nervos, vasos, 6rgdos como rim, coracdo, figado e aos olhos, além da
cetoacidose diabética, pé diabético, Sindrome hiperosmolar hiperglicémica
diabética e aumento na producdo de espécies de oxigénio reativo (ROS)
(ARRIETA et al., 2015).

Essa patologia pode ser classificada em quatro formas, de acordo com a
causa do aumento crénico da glicemia. O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) é
caracterizado pela destruicdo das células beta do pancreas, que promovem
diminuicdo ou interrup¢do da producédo de insulina. (YILDIRIMTURK et al.,
2016); o Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é caracterizado por uma resisténcia a
insulina, que envolve fatores genéticos e ambientais. (MULDER, 2009);
(GUILLAUSSEAU, 2008); existe o diabetes que € causado por endocrinopatias,
consumo de drogas, infe¢cdes e doencas do pancreas exécrino (PORTO, 2008);
e o0 Diabetes Mellitus gestacional (DMG), que se caracteriza pelo aumento da
glicemia durante o periodo de gestacao, podendo ou nao perdurar como um DM2

apos a gestacao, dependendo de como for tratado (TUROK et al., 2003).

O DMG é uma das mais comuns desordens metabdlicas que acontecem
durante a gestacao, sendo caracterizada por qualquer intolerancia a glicose que
tenha ocorrido pela primeira vez durante a gestacdo (INTERNATIONAL
ASSOCIATION OF DIABETES AND PREGNANCY STUDY GROUPS, 2010).
Segundo a American Diabetes Association (2014), a frequencia dos casos de
diabetes gestacional tem aumentado nos Estados Unidos, onde 7% das
gestacbes apresentam quadros de DMG. No Brasil, apdés 0s novos criterios

diagnosticos da International Association of Diabetes and Pregnancy Study
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Groups (IADPSG), os casos diagnosticados sofreram um grande aumento e
representam entre 15 e 20% das gestacdes (DODA, 2009). Devemos mencionar
ainda que sua fisiopatologia é semelhante a do DM tipo 2, sendo esse aumento
da glicemia causada por uma resistencia periférica a insulina e por uma
deficiencia na producdo da insulina pelas celulas beta pancreaticas
(BUCHANAN, 1990).

Segundo Zugaib (2012), essa resistencia a insulina € causada pelo
aumento da producdo de hormonios hiperglicemiantes como a gonadrotofina
coribnica humana, o cortisol, o estrogénio, a progesterona e a prolactina.
Também podemos citar como responsaveis por essa resistencia fatores
genéticos e autoimunes (ORDONES et al., 2016), e a producéo de adiponectinas
como a leptina, fator de necrose tumoral alfa (TNFa), Isoleucina 6 (IL-6), e
também a visfatina, resistina e apelina, que sao produzinas pela placenta e
levam a uma modificacdo da sensibilidade da insulina atraves de fatores que
alteram o metabolismo da glicose e promovem a formacdo de um estado
fisiolégico pro inflamatério (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

O estresse oxidativo causado pelo aumento da producao de espécies de
oxigénio reativo (EROS) devido ao aumento da glicemia contribui para o
desenvolvimento da patogénese do diabetes (CHAIYASUT, 2016); (LUCCHESI,
2013). O aumento no estresse oxidativo associado a diminuicdo das defesas
antioxidantes pode levar a dano em 6rgéos e alteracdes na sinalizacéo celular
(AVELAR, 2015)

As complicacbes fetais do DMG podem incluir macrossomia,
hiperbilirrubinemia, sindrome do desconforto respiratério, policitemia,
sobrecarga cardiaca, aumento no nimero de defeitos de nascimento congénito,
aborto espontaneo e morte fetal intrauterina. Além disso, tanto mée quanto feto
apresentam um maior risco de desenvolverem Diabetes Mellitus tipo 2 (ADA,
2019). Ja nas matrizes, quando ndo tratadas, o DMG pode evoluir para um DM
tipo 2, podendo causar hipertensdo, retinopatias, nefropatias e neuropatias
(SILVA et al., 2011).

A utilizacdo de antioxidantes endogenos e exdgenos como tocoferol e
melatonina vem sida bastante estudada pelo fato de ser um tratamento eficaz e

gue ajuda no combate a diversos maleficios decorrentes do DM (DAMASCENO,
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2011). Fitoterapicos com acao antioxidante também tem vem ganhando uma
grande margem de estudo, com cerca de 800 espécies listadas com acao
antioxidante no combate aos efeitos do DM (SAXENA et al., 2004). Sabe-se que
a melatonina durante a gestacao contribui para a regulacdo hemodinamica e
ajuda no desenvolvimento de 6rgdos da prole, como por exemplo, as gbnadas,

além de combater o estresse oxidativo hepatico (ALMEIDA et al., 2016).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormoénio neuroenddécrino
gue é secretado pela glandula pineal, sendo sua secrecao regulada pela luz e
estimulada pela escuriddo (TAMURA et al., 2014). Esse hormonio influencia no
ciclo circadiano, temperatura corporal, metabolismo lipidico, metabolismo do
acucar, regulacdo imunologica e também na reproducdo (KORKMAZ et al.,
2009). Devido a sua poderosa acéo antioxidante, a melatonina tem sido usada
em diversos estudos como instrumento no combate aos efeitos patolégicos
produzidos pelo diabetes (MULDER et al., 2009). Assim, o objetivo desse
trabalho € testar a hipétese de que a melatonina administrada durante a
gestacdo em ratas pode prevenir os efeitos deletérios produzidos pelo diabetes

gestacional sobre as gonadas da sua prole.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Geral

Testar a hipotese de que a melatonina administrada durante a gestacéo
em ratas Wistar pode prevenir os efeitos deletérios produzidos pelo diabetes

gestacional sobre as gbnadas da sua prole.
1.1.2 Especificos

Analisar histologicamente e morfometricamente as gonadas de filhotes
aos 30 e 60 dias de vida, nascidos de matrizes induzidas ou ndo ao diabetes

gestacional e tratadas com melatonina.
2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELITUS: ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLOGIA

O Diabetes Mellitus (DM) € um disturbio metabdlico cronico caracterizado
pelo aumento da glicemia plasmatica (INTERNATIONAL DIABETES
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FEDERATION, 2019). Normalmente, tal alteracdo se d&, por problemas na
producdo ou acao da insulina, principal produto de secrecéo da parte endocrina
do pancreas. Tal horménio é responsavel pela manutencéo dos niveis normais
da glicemia, estimulando a captacdo de acUcar pelas células do corpo e
permitindo que o metabolismo energético aconteca de forma eficaz (DE
FRONZO, 2015). Outros fatores como dieta, sedentarismo, obesidade, uso de
medicacodes e lesdes podem alterar os niveis normais de glicemia, podendo levar

ao quadro de diabetes se néo tratado (IDF, 2019).

O diabetes acomete cerca de 8,8% da populacao adulta entre 20-79 anos,
totalizando 425 milhdes de pessoas ao redor do mundo, segundo dados da
International Diabetes Federation (IDF, 2019). 79% desses casos estao
concentrados em paises de médio e baixo desenvolvimento. A estimativa para o
ano de 2045 é que 629 milhdes de pessoas tenham diabetes ao redor do globo.
A estimativa anual de gastos com diabetes no mundo inteiro é de US$ 827
Bilhdes, que cobrem desde os cuidados médicos direto como internacdes,
cirurgias, medicamentos até cuidados com prevencédo e diagnosticos (WHO,
2016; FAJARDO, 2019)

O Brasil ocupa o quarto lugar na lista dos dez paises com mais casos de
diabetes no mundo, possuindo 12,5 milhdes de adultos acometidos pela doenca
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE DIABETES, 2017). O pais ainda ocupa o
terceiro lugar na lista de crianca e adolescentes com Diabetes tipo 1 e quarto
lugar na lista de paises com pessoas que hdao sabem que possuem o diabetes
(IDF, 2017). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2016), 76 mil
pessoas morrem decorrente de complicacdes do diabetes anualmente no Brasil.

Segundo dados da Morbidade Hospitalar do SUS (Por local de internacéo
— Pernambuco) (TABNET/DATASUS, 2019), foram registradas no ano de 2018,
5.557 internac¢des causadas diretamente pelo DM. 219 pessoas morreram. As
despesas publicas para o tratamento dessas internagbes foram de R$
4.643.298,22, o que ressalta a problematica econdmica do ndo tratamento
precoce e prevencdo do DM (MAGALHAES, 2019). De janeiro a agosto de 2019
ja foram registradas 3.349 internacgdes decorrentes diretamente do DM, matando

125 pessoas e gerando um gasto de R$ 2.902.583,19. Sete dessas internagdes
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foram de criangas abaixo de um ano, com uma morte registrada. A maior
concentracdo de pacientes esta na faixa etaria entre os 60-69 anos
(TABNET/DATASUS, 2019)

O diabetes € um dos principais fatores responsaveis pelas doencas cronicas
coronarianas e insuficiéncia cardiaca no mundo ocidental. Os Estados Unidos é
um dos principais paises afetados com essa doenca apresentando 28 milhdes
de pessoas comprometidas e com uma incidéncia anual de 180 mil novos casos
(GO et al., 2013). Na Europa, existem mais de vinte e cinco milhdes de pessoas
com diabetes. Na maioria dos paises, a doenca é agora uma das principais
causas de morte em virtude dos seus efeitos em doencas cardiovasculares, que
corresponde a 75% de O6bitos. Como o risco de doencas cardiovasculares é
bastante elevado em pacientes com diabetes, isto representa a causa primaria
de sua morbidade e mortalidade (ADA, 2019). Especificamente, individuos com
diabetes apresentam uma disfuncdo na regulacdo do fluxo sanguineo nas

artérias coronarias (BAGI et al., 2009).

2.2 TIPOS DE DIABETES MELLITUS

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA, 2019) aponta em seus
parametros para diagnéstico e classificacdo do diabetes 4 grandes grupos que
separam os tipos da doenca: o Diabetes tipo 01 (DM1), de carater autoimune
que leva a destruicdo das células beta pancreaticas, responsaveis pela producéo
de insulina; Diabetes tipo 2 (DM2), caracterizado por uma resisténcia periférica
a insulina que acarreta a perca progressiva da acdo da mesma; o Diabetes
mellitus gestacional (DMG), caracterizado pelo aumento da glicemia detectado
pela primeira vez durante a gestacao e, por fim, os outros tipos de diabetes
causados por fatores especificos, classificados como “outras formas de
diabetes” (DMCE) como o diabetes monogénico, diabetes insipidus, doengas do
pancreas exocrino, diabetes causado pelo consumo de drogas, traumas e outras
lesbes (SILVA, 2019)

Mais frequente em criancas e adolescentes, o Diabetes tipo 1 € causado
por uma deficiéncia na producdo de insulina, sendo requerido 0 consumo
exdgeno do horménio para a manutencdo da vida do paciente (SILVA, 2008).

Nesse tipo de diabetes caracterizado como autoimune, as células de defesa do
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organismo atacam as células beta pancreéticas, produtoras de insulina,
resultando na baixa ou ausente producdo do hormonio, o que eleva a glicemia
(ROEP, 2012). Entre os fatores que possivelmente estdo envolvidos com a causa
desse tipo de diabetes se encontram a susceptibilidade genética, fatores
ambientais como alimentacdo e sedentarismo, infeccbes virais e algumas
toxinas (YOU, 2016). O tratamento é feito numa combinacdo de administracéo
de insulina exdgena diariamente, mudancas na dieta e no estilo de vida e
monitoramento constante da glicemia (DIABETES CONTROL AND
COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1993).

Abrangendo 90% de todos os casos de Diabetes, o Diabetes tipo 2 é o
mais comum e € causado pela producao insuficiente ou pela incapacidade de o
corpo responder a acdo da insulina, levando a uma producdo de insulina
compensatoria, 0 que caracteriza a resisténcia insulinica (SILVA, 2018). Existem
diversos fatores associados a esse tipo de diabetes como histérico familiar,
obesidade, etnia, estado nutricional, inatividade fisica, exposicdo a glicemia alta
durante o periodo fetal (nascidos de matrizes diabéticas), consumo de bebidas
ricas em acgucar como refrigerantes outras bebidas industrializadas e tabagismo
(IMAMURA, 2015; DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2017). Embora mais frequentes em adultos, a quantidade de casos entre

criancas a adolescentes tem crescido mundialmente (ADA, 2017).

As outras formas de diabetes tém seus mecanismos fisiologicos
dependentes do tipo de fator que causa o distlrbio. Nesse grupo encontramos
principalmente os defeitos genéticos que interferem na funcdo da célula beta
como o Diabetes neonatal transitério (GURGEL, 2008); defeitos genéticos na
acao da insulina como DM lipoatréfico (BARRIO, 2007) e a Sindrome de Rabson-
Mendenhall (COCHRAN, 2004); doencas do pancreas exoécrino tais como
neoplasias, pancreatite, fibrose cistica, trauma causado por acidentes ou
cirurgias; endocrinopatias, podendo citar a acromegalia, aldosteronoma,
sindrome de Cushing (PIVONELLO, 2010); diabetes induzidos por agentes
qguimicos como glicocorticoides, horménios tireoidianos, antagonistas beta
adrenérgicos, diazoxido, interferon alfa e outras toxinas especificas; DM causado
por infeccdes como rubéola ou citomegalovirus além de formas incomuns de DM

autoimune e outras sindromes genéticas associadas ao DM, onde se encaixam
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sindrome de Down, sindrome de Turner, sindrome de Wolfram, sindrome de

Stiff-Man e anticorpos antireceptores de insulina. (ADA, 2017).

Existe ainda o estado denominado pré diabetes, caracterizada pela
glicemia acima dos valores normais (100mg/dl) porém abaixo dos valores
diagnosticos para o DM (126 mg/dl) (ADA, 2019) O paciente nesse estado deve
imediatamente mudar seus habitos de vida, especialmente em relacdo a dieta e
atividades fisicas, evitando assim que a progressao para um DM2 (SOUZA,
2012). Pelo fato de ser assintomatica e ter uma progressao relativamente lenta,
o pré diabetes culmina em cardiomiopatias e outras alteracdes do sistema
cardiovascular (RYDEN, 2007).

2.3 DIABETES E ESTRESSE OXIDATIVO

Acredita-se que estresse oxidativo (EO) € a principal via patogénica de
evolugéo dos efeitos do diabetes (BROWNLEE, 2001; YANG, 2011). A relac&o
entre tal condicdo do organismo e o desenvolvimento dos efeitos decorrentes da
hiperglicemia cronica tem sido largamente estudada a fim de se esclarecer os
mecanismos envolvidos para que se possa sugerir um tratamento adequado
(AMARANTE, 2018; ALKHOLY, 2019) O EO é um desequilibrio entre a producdo
de espécies reativas de oxigénio (EROS) e as defesas antioxidantes do
organismo (TANIYAMA, 2003).

No processo de producdo de energia, organismos eucariotos realizam a
oxidacdo de compostos em diferentes vias, sistemas e estruturas celulares,
tendo o oxigénio como aceptor final de elétrons (CADENAS, 2000). Esse
processo produz as EROS, a qual chamamos de radicais livres. Essas moléculas
agem como mensageiros em processos como ciclo celular, outras vias
metabdlicas e vias de transducao intracelular e também podem ser produzidas
por outros fatores como exposi¢ao a raios UV, consumo de drogas e poluicdo do
ar (MONICZEWSKI, 2015). Em estado de equilibrio, o corpo regula a quantidade
de radical livre que é produzido. Contudo, em casos como o de diabetes, ha uma
desregulacéo entre a quantidade de EROS produzidas e as defesas
metabdlicas, o que leva ao quadro de EO (JUNIOR, 2009).
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Esse desequilibrio entre agentes pro oxidantes e antioxidantes pode
promover danos a lipidios (interferindo no funcionamento saudavel das
membranas celulares), a proteinas, DNA, organelas celulares e diversas outras
estruturas, além de promover a mobilizacdo de diversas citocinas pro
inflamatdria para diversos 6rgéos e tecidos (YADAYV, 2013). A inflamacéo é um
quadro de defesa natural do organismo, mediado por citocinas como IL1 beta,
IL6, TNF-alfa e tem como funcéo remover células e tecidos danificados para que
possam ser reparados (SERHAN, 2010). A expressdo de citocinas pro
inflamatoérias descontrolada pode provocar respostas inflamatérias extensas,
causando morte celular desenfreada e levando a lesfes teciduais profundas e
destruicdo de estruturas fundamentais para o funcionamento saudavel do tecido
(OYINLOYE, 2015).

A hiperglicemia contribui para progresséo do quadro de estresse oxidativo
através de diversas vias. Um exemplo € a ativacdo das vias dos poliéis, que
eleva a quantidade de sorbitol e diminui as defesas antioxidantes intracelulares
(JUNIOR, 2009). As vias de auto oxidacdo da glicose aumenta
exponencialmente a producao de radicais livres, causando danos principalmente
a proteinas e ao DNA, o que favorece o surgimento de neoplasias (YANG et al,
2011). Acidos graxos livres, os quais aparecem elevados em pacientes
diabéticos, também favorecem o quadro de EO (FARESE, 2005).

2.4 SINTOMAS E EFEITOS

Em estégios iniciais, o DM é assintomatico em todos o0s seus tipos, 0 que
dificulta seu diagnostico e tratamento precoce. Apenas ao atingir o estado
crénico o paciente comeca a apresentar sintomas caracteristicos, tanto de

carater organico quanto sistémico.

O DM apresenta trés sintomas que sdo classicas caracteristicas da
hiperglicemia cronica. A triade é composta pela polidipsia (sede excessiva
decorrente das altas de glicose no sangue); poliria (urina em excesso); polifagia
(fome excessiva) (GOMES, 2019). Esses sintomas normalmente vém
acompanhado de perda de peso e cetoacidose (NEWTON, 2004). Aléem dos
sintomas comuns de hiperglicemia, pacientes com quadro cronico desta

condicdo podem apresentar formigamento e dorméncia nas maos e pés,
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cansaco extremo, visao turva, infec¢des flngicas recorrentes na pele, glicosuria

e dificuldades de cicatrizacao.

Lesbes macro e microvasculares sdo as consequéncias mais frequentes
da hiperglicemia crénica, levando a uma série de problemas como retinopatias,
neuropatias, nefropatias, doencas vasculares do cérebro, doencas coronarianas
e doencas vasculares periféricas. O diabetes também tem sido listado como
causador de disturbios do sistema digestorio, saude mental e fungcédo cognitiva,
problemas no sistema muscular, esquelético e alguns tipos de cancer
(DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).

Além de problemas coronarios, as consequéncias do diabetes para os
organismos sdo variadas, incluindo hipertensdo e nefropatias (SILVA et al.,
2011). A hipertensao coexistente, leva a lesao renal progressiva, portanto o seu
tratamento diminui a evolucdo da nefropatia diabética (WILMER et al., 1999).
Relatérios apontam que nos EUA cerca de 80% dos casos de doenca cronica
dos rins esta associado a algum tipo de diabetes, hipertensdo ou combinacédo de
ambos (COLLINS, 2015).

A retinopatia diabética esta presente em cerca de 35% das pessoas com
diabetes. E mais frequente em pacientes acometidos por DM1, pacientes com
muito tempo de diabetes, popula¢gdes caucasianas e pessoas de baixa classe
social (YAU, 2012). A retinopatia pode causar prejuizo na visdo e até mesmo a
perda total. Tal transtorno €& causado por uma série de anormalidades
bioguimicas e celulares decorrentes da alta glicémica, causando alteracdes nos
microvasos da retina (ESTEVES, 2008).

O DM aumenta em grande escala o risco de amputacédo de extremidades,
normalmente causadas por infec¢des ou feridas néo cicatrizadas e Ulceras que
sdo conhecidas como pé diabético (DUARTE, 2011). Esses problemas séo
agravados por danos nos capilares e nervos que irradiam os membros, levando
a necrose dos mesmos (BRASILEIRO, 2005). A taxa de amputag&do de membros
€ cerca de 20 vezes maior na populacdo diabética do que na néo diabética
(MOXEY, 2011).
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2.5 DIAGNOSTICO E PREVENGAO

Diagnosticar precocemente o DM pode ser a chave para a manutencao
da qualidade de vida do individuo acometido pela doenca, visto que quanto mais
tempo exposto a hiperglicemia maior seréo os efeitos deletérios (COLAGIURI,
2009). Normalmente, pacientes s6 procuram os cuidados bésicos de saude
guando apresentam algum sintoma, o que pode ser perigoso dado que o DM2,
forma mais frequente da doenca, é na maioria das vezes assintomatica (ZHENG,
2018). O diagnostico tardio normalmente vem acompanhado de algum outro
distarbio, na maioria das vezes viséo turva, pressao arterial elevada e problemas
de cicatrizagdo. (PAPATHEODOROU, 2018).

O processo diagnéstico do DM acontece através da verificagcdo e
monitoramento dos niveis de acucar no sangue. Os mesmos testes servem para
identificar o estado de pré diabetes. Pessoas presentes em algum grupo de risco
(tabagistas, alcodlatras, gestantes, mulheres portadoras de sindrome do ovario
policisticos, sedentarios, obesos, idosos, nascidos de mées diabéticas e
pessoas acometidas de outros problemas do sistema enddcrino, tal como
aguelas que fazem administracdo constante de corticoides e outras drogas)
devem fazer exames rotineiramente, controlando dessa forma a glicemia e
evitando a progressdo de um possivel diabetes (GROSS, 2002). Os grupos de
risco sdo importantes para o rastreamento do profissional de saude, dado o

carater oligosintomatico ou assintomatico da doenca (WATERS, 2010).

A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2017) traz em suas diretrizes
trés exames que sao essenciais no processo de diagnéstico do DM. A avaliagéo
da glicemia de jejum, coletada com no minimo oito horas de jejum e de sangue
periférico; Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG), no qual é coletado sangue
do paciente em jejum, aplicada uma carga oral de glicose dissolvida em agua
(75g) e avaliada a glicemia novamente apos duas horas. Para esse teste, é
importante que o paciente mantenha sua dieta normalmente, sem restrigdes ou
baixa no consumo de carboidratos antes da analise. O exame mostra a perda da
primeira fase de secrecéo da insulina, o0 que muitas vezes € o Unico sinal do DM
no seu inicio. A hemoglobina glicada (HbAlc) fornece um parecer mais conciso

acerca do estado de sensibilidade ou producédo a insulina, pois reflete a acéo
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insulinica nos ultimos trés meses e é menos sensivel a altera¢cdes sazonais como
o estresse do dia a dia, ingestao de algum alimento ou medicamento que possa
alterar momentaneamente a glicemia. Contudo, o teste é sensivel a fatores como

anemias, alteracdes na hemoglobina, idade e etnia. (ADA, 2019).

A confirmacdo do diagnéstico se d& por repeticdo dos exames com
valores alterados. Pacientes que apresentam o0s sintomas classicos de
hiperglicemia crénica (polidipsia, politdria, polifagia e emagrecimento) sao
submetidos a uma dosagem direta da glicemia de jejum e caso o valor seja
compativel com o DM, ndo é necessério a repeticdo do teste (ADA, 2019). A
sociedade Brasileira de Diabetes, baseado nos Padrbes de cuidado,
classificacéo e diagnostico do diabetes da Associacdo Americana de Diabetes
(ADA, 2019), determina que os valores para normoglicemia nos exames de
glicose em jejum, TOTG e HbAlc sejam < 100 mg/dl, < 140 mg/dl, < 5,7%,
respectivamente. Valores entre 100 e 126 mg/dl (glicemia de jejum), 140 e 200
mg/dl (TOTG) e 5,7 e 6,5% (HbA1c) caracterizam pré diabetes. Qualquer valor

acima disso é positivo para o diagnostico fechado de DM.

A prevencao do diabetes se da, efetivamente, através da atengéo a saude
de forma geral. As escalas de prevencdo podem ser primarias (evitando o
desenvolvimento de algum grau de hiperglicemia), secundaria (evitando o0s
efeitos deletérios em pacientes diabéticos) e terciaria (desenvolvimento de
estratégias para tratar e promover mais qualidade de vida a pacientes em estado
avancado da doenca) (SBD, 2017). A prevencdo do DM1 se da através do
controle do peso, estimulacdo do aleitamento materno, a ndo exposi¢do gluten
e leite de vaca nos trés primeiros meses de vida, reduzir os quadros de estresse
psicolégico através de acompanhamento adequado. Embora ndo se tenha
esclarecido o mecanismo imunolégico que ataca as células beta pancreéticas
em pacientes diabéticos tipo 1, acredita-se que todos esses fatores isoladamente
ou em conjunto podem estar envolvidos (REWERS, 2016).

Devido a multifatorialidade do diabetes tipo 2, onde seus portadores
normalmente estdo inseridos em grupos de risco como obesidade, hipertenséao,
sindrome do ovario policistico, alcoolismo, etc., as intervengcbes acontecem de

forma a tratar todas essas multiplas abnormalidades e evitar os efeitos deletérios
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do DM. Estudos clinicos mostram que individuos inseridos nesses grupos de
risco podem evitar o desenvolvimento da doenca apenas com alguma
intervencao no estilo de vida. Essas mudancas se resumem em atividade fisica
moderada realizada de maneira regular e dieta balanceada, rica em nutrientes e
evitando o consumo excessivo de bebidas acucaradas e ultraprocessados
(LINDSTROM, 2006; LI, 2008; DIABETES PREVENTION PROGRAM
RESEARCH GROUP et al, 2009). Estudos também mostram que a
administracdo de medicamentos como hipoglicemiantes, sensibilizadores de
insula e secretagogos de insulina em pacientes pré-diabéticos reduz a evolugéo
da doenca em DM2 (ADA, 2019).

2.6 DIABETES GESTACIONAL

A gestacdo € um processo fisioldégico que apresenta uma grande gama de
alteracdes e eventos no seu decorrer, mas que na maioria das vezes se
desdobra sem nenhum grande problema (OLIVEIRA, 2015). No entanto, em
alguns casos, alguns fatores podem promover riscos tanto a saude fetal quanto
a saude materna. Segundo o Ministério da Saude do Brasil (2013), essas

gestacdes sdo chamadas de gestacao de alto risco.

O diabetes mellitus gestacional (DMG) é uma das mais comuns
desordens metabdlicas que acontecem durante a gestacdo, sendo caracterizada
por qualquer intolerancia a glicose que tenha ocorrido pela primeira vez durante
a gestacdo (INTERNATIONAL ASSOCIATION OF DIABETES AND
PREGNANCY STUDY GROUPS, 2010). Segundo a American Diabetes
Association (2014), a frequencia dos casos de diabetes gestacional tem
aumentado nos Estados Unidos, onde 7% das gestacOes apresentam quadros
de DMG. No Brasil, apés os novos criterios diagnosticos da International
Association of Diabetes and Pregnancy Study Groups (IADPSG), os casos
diagnosticados sofreram um grande aumento e representam entre 15 e 20% das

gestacoes.

As complicagbes fetais do DMG podem incluir macrossomia,
hiperbilirrubinemia, sindrome do desconforto respiratorio, policitemia,
sobrecarga cardiaca, aumento no numero de defeitos de nascimento congénito,

aborto espontaneo e morte fetal intrauterina. Além disso, tanto mée quanto feto
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apresentam um maior risco de desenvolverem diabetes mellitus tipo 2
(COMMITTEE ON PRATICE BULLETINS, 2013). Ja nas matrizes, quando néo
tratado, o0 DMG pode evoluir para um DM tipo 2, podendo causar hipertensao,

retinopatias, nefropatias e neuropatias (SILVA ET AL, 2011).

2.6.1 Causas do Diabetes Gestacional

O DMG é caracterizado por um aumento da glicemia detectada pela primeira
vez durante a gestacao (INTERNATIONAL ASSOCIATION OF DIABETES AND
PREGNANCY STUDY GROUPS CONSENSUS PANEL, 2010). Possui uma
fisiopatologia dosemelhante a do DM2.0 aumento da glicemia é causado por
uma resistencia periférica a insulina e por uma deficiencia na producao da

mesma pelas celulas beta pancreaticas (BUCHANAN, 1990).

Dijigow (2015) aponta que a resistencia insulinica na gestagdo ocorre
devido o aumento na producdo de hormonios hiperglicemiantes como a
gonadrotofina coribnica humana, o cortisol, o estrogénio, a progesterona e a
prolactina. Outros fatores também estdo associados a tal disturbio como a
producéo de adiponectinas como a leptina, fator de necrose tumoral alfa (TNFa),
Isoleucina 6 (IL-6), producao de fatores placentarios como visfatina, resistina e
apelina, que levam a uma modificacao da sensibilidade e promovem a formacéo
de um estado fisiolégico pr6 inflamatorio (PALANI ET AL, 2014); e fatores
genéticos e autoimunes (ORTONES ET AL, 2016).

Existem fatores de risco para o diabetes grau de escolaridade, condicbes
demograficas desfavoraveis, nivel socioeconomico-cultural e renda familiar baixa
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2012). Moura (2012) relacionoutais
fatores com o aumento nos casos do DMG, visto que essas condicbes

geralmente estao relacionadas com piores condi¢des nutricionais e obstétricas.
2.6.2 Diagnostico do Diabetes Gestacional

Os critérios para identificacdo do DMG foram descritos a cerca de 50
anos, e vem sofrendo alteracbes para que seu uso permaneca eficaz
(O’SULLIVAN, 1964; IADPSG, 2010). Esses critérios foram escolhidos a partir

de critérios para pacientes ndo gravidas, e visam identificar mulheres com alto
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risco de desenvolver DM tipo 2 apés a gestacao e e também risco de problemas
neonatais (CUTCHIE, 2006; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1980).

O HAPO (Hyperglycemia and Adverse Pregnancy outcome) foi um estudo
conjunto que visou relacionar os niveis glicémicos maternos com os efeitos
neonatais (HAPO STUDY COPERATIVE RESEARCH GROUP, 2002). Esse
estudo tem um grande papel no desenvolvimento do diagnéstico do DMG, pois
ele determinou um ponto minimo para o estabelecimento da relacdo entre
glicemia materna e efeitos fetais. Os resultados do HAPO levaram a IADPSG a
determinar os valores considerados como limite para determinagdo do DMG,
sendo eles glicemia de jejum (GJ) maior ou igual a 92 mg/dl; 1h apds sobrecarga
maior ou igual a 180 mg/dl; 2h apds sobrecarga maior ou igual a 153 mg/dl
(METZGER, 2010;DIGIGOW, 2015).

A Associacdo Americana de Diabetes trouxe em seus Padrdes de
cuidado, classificacdo e diagnostico do diabetes (ADA, 2019) novos nameros
considerados valores de referéncia para o diagnéstico do DMG. O documento
determina que o teste pode acontecer através de duas metodologias: a primeira,
denominada estratégia de uma etapa, consiste na execucdo de um TOTG, com
a dose de 75g de glicose diluida em agua e dosagem da glicemia uma hora e
duas horas depois. O teste deve ser realizado entre a 242 e 282 semana de
gestacdo no periodo da manha com jejum de pelo menos oito horas em mulheres
nao diagnosticadas com diabetes antes da gestacdao. O diagndstico é fechado
se a gestante marcar ou exceder 0s seguintes valores: glicemia de jejum (92
mg/dl); glicemia apds uma hora da sobrecarga (180 mg/dl); glicemia apés duas
horas da sobrecarga (153 md/dl).

O segundo método € a estratégia em duas etapas. E feito uma dosagem
da glicemia basal sem necessidade de jejum. E feita uma sobrecarga de glicose
com dose de 509 de glicose diluida, com dosagem da glicemia uma hora apos
sobrecarga. O teste deve ser realizado entre a 242 e 282 semana de gestacao
no periodo da manh& em mulheres ndo diagnosticadas com diabetes antes da
gestacado. Se a glicemia apos uma hora bater 130 mg/dl, 135 mg/dl ou 140 mg/dlI,
devera ser realizada uma segunda etapa de sobrecarga com dose de 100g de

glicose diluida, com a paciente em jejum. As medidas sao realizadas uma hora,
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duas horas e trés horas. O DMG é confirmado caso o0s seguintes valores sejam
excedidos: jejum (95 mg/dl), uma hora (180 mg/dl), duas horas (155 md/dl), trés
horas (140 mg/dl).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que todas as
mulheres sejam submetidas a testes diagnosticos do DMG. Contudo, outras
instituicbes s6 recomendam que o teste seja realizado em mulheres que
apresentam algum fator de risco (ADA, 2019). O teste é realizado entre a 242 e
282 semana de gestacéao, visto que o DMG s06 se manifesta no ultimo trimestre
da gestacédo (ADA, 2019)

2.6.3 Tratemento e prevencao do Diabetes Gestacional

Intervencdes dietéticas, atividade fisica e modificacbes comportamentais
foram adotadas na manutencdo do DMG (JUNIOR ET AL, 2016). Embora essas
abordagens tenham apresentado uma resposta positiva no que se diz respeito a
melhoria da qualidade de vida das méaes e diminuicédo dos efeitos maléficos pré-
natais, ndo existe um padréo de tratamento utilizado para o DMG (CAROLAN,
2016).

A nutricdo pré-natal € um dos cuidados mais importantes para se evitar e
tratar o DMG (MACHADO, 2017). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes
(MILECH, 2016), o cuidado nutricional contribui para uma diminuicdo os efeitos
deletérios em fetos nascidos de matrizes diabéticas, além de promover uma
nutricdo materna-fetal adequada. Esses cuidados permitem que a mulher
gestante tenha o controle e autonomia sobre o controle do DMG, reduzindo os
riscos a saude do feto e dela mesma (PATERSON, 2016).

A insulinoterapia € o tratamento que mais acontece para pacientes com
DM tipo 1, e 0 uso de hipoglicemiantes orais € o mais indicado para pacientes
gue possuem DM tipo 2. Sensibilizadores de insulina, insulino secretores
também sdo alternativas para o controle da glicemia plasméatica (VELCIANA,
1995). Para o Diabetes gestacional o mais indicado é o controle da glicemia
através de exercicio e dieta. Caso o controle ndo aconteca dessa forma, é
indicado a administracao de doses de insulina humana. Nao existe um parametro
anico para insulino terapia no DMG (BASSO, 2007).
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Lopes (2009) apontou que o sedentarismo é tdo agressivo a gestacao
guanto o consumo de alcool e outras drogas. Ela testou o efeito do exercicio
fisico (natacdo) sobre o controle da glicemia de ratas gravidas, e constatou que
a atividade fisica (natacdo) diminui significantemente os niveis de glicose
materna, promovendo a utilizacdo da glicose periférica e estabilizando a
producao de glicose hepatica. Contudo, ela aponta que alteracfes em variaveis
como tipo da atividade fisica, tempo da atividade fisica e condi¢cdes metabdlicas
e nutricionais podem alterar os resultados dos exercicios, ndo se conseguindo

uma queda significativa na glicemia.

2.7 DIABETES E SISTEMA REPRODUTOR

Os testiculos sdo 6rgaos ovais envolvidos por uma capsula de tecido
conjuntivo que tem como principal funcdo a producdo dos horménios sexuais
masculinos e a sintese de espermatozoides. E dividido internamente em lébulos
que sdo ocupados por estruturas chamadas de tibulos seminiferos. E na
periferia dos tubulos seminiferos que se encontram as células de Sertoli, que da
origem a todas as outras células da linhagem espermatica, visiveis em divisao
constante até o limen dos tubulos. Entre os tdbulos seminiferos temos tecido
conjuntivo frouxo, vasos sanguineos e linfaticos e células intersticiais chamadas
de células de Leydig, responséaveis pela producdo dos hormonios androgenos
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004; GUYTON, 2006).

Os ovérios tém morfologia externa de uma améndoa quando em seu
estado saudavel e dependendo também da espécie. E revestido por epitélio de
revestimento simples cubico, possuindo uma tdnica albuginea de tecido
conjuntivo denso. Interiormente, vamos ter duas regides bem definidas: o cortex,
formado de tecido conjuntivo denso onde sdo encontrados todos os foliculos e
medula, onde temos 0s vasos, regido de entrada e saida de nutrientes, formada
de tecido conjuntivo frouxo. Tem como fungbes a producédo e armazenamento
dos gametas sexuais femininos (ovocitos) e da producéao dos hormoénios sexuais
femininos. (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004; GUYTON, 2006).

O estresse oxidativo é o principal agente causador de alteracOes
morfolégicas e hormonais em pacientes diabéticos. Andrade et al. (2010)

esclarece como o estresse oxidativo altera o balancgo entre radicais livres e alta
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guantidade de antioxidantes presentes nas gbnadas, indispensaveis para a
saude dos orgaos e para a eficiéncia na producdo dos gametas. Segundo o
autor, o EO pode, além de prejudicar a taxa de producdo de gametas
propriamente dita e a saude sexual devido a alteracbes nas produc¢bes dos
hormonios sexuais devido a danos nas estruturas que os produzem, promover a
formacdo de embrides deficientes, aumentar o risco de alteracbes genéticas
incompativeis com a vida, diminuir a taxa de fertilizac&o e prejudicar a qualidade
de vida da mée e do feto (MULHOLLAND, 2011;).

Homens com diabetes tem numeros maiores de infertilidade (LA
VIGNERA et al, 2009), danos ao DNA mitocondrial e nuclear dos gametas
(ROESSNER et al, 2012), reducéo na contagem espermatica e peso testicular,
microestrutura testicular e motilidade dos espermatozoides, alteracfes
morfolégicas e bioquimicas das células de Sertoli, Leydig e do epitélio
germinativo (SILVA, 2019). Trabalhos como o de Muraleedharan (2013) mostram
uma reducdo da testosterona circulante em animais induzidos ao diabetes
experimental, o que indicam que tais problemas de cunho reprodutivo estdo
relacionados com a diminui¢@o dos niveis desse horménio. O principal problema
reprodutivo relatado por homens diabéticos € a disfuncao erétil, que também tem
sido relatada como um dos fatores que indicam doengas coronarias em
pacientes diabéticos (GIUGLIANO, 2010).

No sistema reprodutor feminino, o diabetes também causa
hipogonadismo, diminuicdo dos niveis normais de andrégenos, estrégenos,
alteracdes no ciclo menstrual, anovulagéo, interferéncia no amadurecimento de
ovacitos e infertiidade (BEDONE, 2013). A comunicac¢do entre células da
granulosa e da teca, niveis aumentados de apoptose no epitélio germinativo e
nas células da granulosa aparentam como principais causadores das
deficiéncias hormonais e gamética em mulheres diabéticas (CHABROLLE ,
2008) O diabetes também causa alteracdes do eixo hipotalamico-hipofisario de
mulheres diabéticas, levando a problemas na retroalimentacdo, diminuicdo dos
niveis circulantes de LH e FSH e consequentemente, alteragdes nos niveis de
androgenos e estrogenos (CASTELLANO, 2005). A anovulacao decorrente das
alteracdes metabdlicas e hormonais pode causar a sindrome dos ovarios

policisticos (GOODARZI, 2011) da mesma forma que esse problema é
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considerado um fator de risco para o desenvolvimento do DM2 e DMG (OVALLE,
2002).

2.8 MELATONINA E SISTEMA REPRODUTOR

A melatonina € o principal produto da glandula pineal, tendo sua secrec¢ao
controlada através de estimulos causados pela luz ambiental (WEST, 2019).
Este hormonio apresenta fung&o importante na regulacgao do ciclo circadiano, da
temperatura corporal, metabolismo de lipidos e agucar, atua como estimulador
do sistema imunoldgico (GUERRERO, 2002; CARLA, 2008; PANDI-PERUMAL,
2008; LI, 2015a) além de possuir alta acdo antioxidante (REITER, 1996; 2003;
ZHANG, 2014; OSTJEN, 2019) sendo utilizada de forma terapéutica no combate
a patogénese de diversas doencas como diabetes mellitus, obesidade e cancer
(BAPTISTA, 2018).

Tamura (2014) afirma que a melatonina desenvolve um papel importante
no desenvolvimento puberal e no amadurecimento reprodutivo, através de
regulacéo do eixo hipotalamo-hipéfise. O autor também relata a importancia da
sua acao antioxidante na melhora da fungdo ovariana, ovocitacdo e no
crescimento folicular, aumentando também a producdo da progesterona pelo
corpo luteo. Nos estudos de Tamura et al (2008) mulheres que foram tratadas
com melatonina apresentaram maiores taxas de fertilizacdo e gestacdo quando
comparadas com as ndo tratadas. Além disso, diversos trabalhos relatam seu
papel antienvelhecimento, o que retarda a chegada do climatério feminino e
todos os seus efeitos (REITER, 1998)

Li (2015) relata em seu trabalho o papel da melatonina no
desenvolvimento testicular, espermatogénese e fisiologia do sistema reprodutor
masculino. Sua acéo antioxidante favorece o desenvolvimento testicular, a
prevencdo de maleficios causados em patologias como a torcéo testicular,
diabetes mellitus e varicocele (YANG, 2014; CELEGHINI, 2017). O tratamento
com melatonina também foi eficaz contra toxicidade testicular causada por
diversas drogas (ILBEY, 2009). A producdo, maturagdo, e funcédo espermética
sao positivamente afetadas por essa administracdo, aumentando as taxas de
fecundacao e reduzindo a infertilidade (AWAD, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 15 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias
de idade, virgens, pesando +200g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). Os animais foram confinados em gaiolas e
mantidos com alimentacdo e agua ad libitum, permanecendo no biotério a
temperatura de 2200C e iluminacdo artificial, produzida por lampadas
fluorescentes (marca Phillips, modelo luz do dia, 40W), estabelecendo o
fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro, considerando o periodo de luz
das 06:00 as 18:00 horas. Apds um periodo de adaptacéo de sete dias, foram
realizados esfregacos vaginais para a determinacao do ciclo estral. Os ciclos sao
divididos em 4 fases: proestro, estro, metaestro e diestro foram identificadas
conforme critérios descritos por Mandl (1951).

Os animais que apresentaram trés ciclos estrais consecutivos regulares

foram divididos, ao acaso, em tres grupos, com cinco animais cada.

Grupo | - Filhotes (n=12) nascidos de matrizes nao diabéticas, mantidos em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas e eutanasiados apds 30 (6 animais) e 60 (6 animais)

dias de vida para andlise das gonadas;

Grupo Il - Filhotes (n=12) nascidos de matrizes induzidas ao diabetes durante a
gestacdo, mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 horas e eutanasiados apés

30 (6 animais) e 60 (6 animais) dias de vida para analise das gonadas;

Grupo Il - Filhotes (n=12) nascidos de matrizes induzidas ao diabetes durante a
gestacdo e tratadas simultaneamente com melatonina, mantidos em ciclo
claro/escuro de 12/12 horas e eutanasiados apés 30 (6 animais) e 60 (6 animais)

dias de vida para analise das gonadas.
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Os animais seréo eutanasiados aos 30 e 60 dias de vida para que possa
ser observado o padrdo de desenvolvimento gonadal, maturacdo sexual e
producdo dos gametas (ANDREOLLO, 2012).

3.1 ACASALAMENTO DOS ANIMAIS E DIAGNOSTICO DA PRENHES

As fémeas que estavam ciclando foram acasaladas na proporcdo de um
macho para duas fémeas, sempre no inicio da noite (18h). Na manha (6h) do dia
seguinte, foram realizados exames colpocitolégicos para a confirmacdo do
acasalamento, tomando-se como parametro a presenca de espermatozoéides
nos esfregacos, através de analises microscopicas OLYMPUS BX-49. Essas
laminas foram imediatamente mergulhadas em uma solugéo de alcool-éter, em

partes iguais, e em seguida, coradas pelo método Shorr-Harris.

3.2 INDUCAO AO DIABETES GESTACIONAL

Foi induzido, ap6s confirmacdo do acasalamento, por meio administracao
intraperitoneal de solucao de estreptozotocina (Sigma Chemical Co., USA) apos
jejum alimentar de 14 horas. A estreptozotocina foi diluida em tampé&o citrato de
sédio a 10 mM e pH 4,5, na dosagem Unica de 60 mg/kg de peso do animal. Os
animais nao diabéticos (grupo controle) receberam da mesma forma, doses
equivalentes de solucéo salina e decorridos 30 minutos da administracao todos
0s animais serdao alimentados normalmente (DALL’AGO et al., 2002). Foram
incluidos no estudo apenas as fémeas que apresentaram glicose sanguinea
acima de 200 mg/dL (Glicosimetro Kit Accu-Chek Activ), para inicio do
tratamento com a melatonina.

3.3 TRATAMENTO COM MELATONINA

A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) foi administrada em injecdes diarias de 0,8 mg/Kg, por toda a gestacéao.
Para tanto, a melatonina sera dissolvida em 0,2 mL de etanol e diluida em 0,8mL
NaCl a 0,9%. As injecBes foram aplicadas via intraperitoneal, sempre no periodo

das 18:00 as 19:00h. Esta dose € comparavel a dosagem humana (9 mg/kg), a



34

qual foi convertida com base na area de superficie do corpo (PAGET; BARNE,
1994; MOUSTAFA et al., 1999; ABD-ALLAH et al., 2003).

3.4 MICROSCOPIA DE LUZ

Foram utilizados seis machos e seis fémeas aos 30 e 60 dias de vida de
cada grupo experimental. Os filhotes foram anestesiados com hidrocloridrato de
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via intramuscular. A seguir, foi
realizada a abertura da cavidade abdominal desde o pubis até o rebordo das
costelas; procedendo-se em seguida a disjun¢éo da sinfise pubica, para facilitar
a remocao das gonadas. Apos a coleta dos materiais foi realizada a eutanasia
com aprofundamento da anestesia até dose letal. As gonadas foram
mergulhadas em formol tamponado, permanecendo no mesmo por 48 horas.
ApoOs esses procedimentos,foram desidratados em alcool etilico (concentragdes
crescentes), diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em “paraplast”. A
seguir, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot (Leica RM 2035)
ajustado para 5 um. Em sequéncia, as laminas foram submetidas a técnica de
coloragéo pela hematoxilina - eosina (H. E.) para histologia e morfometria. As
laminas foram analisadas em microscoépio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e
fotografados em microscopio OLYMPUS BX-50.

3.5 ANALISE MORFOMETRICA

3.5.1 Testiculos

Foram determinadas o numero de espermatogbnias, espermatécitos,
espermatides, células de Sertoli e células de Leydig, além da area tubular e
intertubular de acordo com metodologia descrita por Russell e Franca et al.
(1995).

3.5.2 Ovarios

Para determinacdo a percentagem da area ovariana ocupada pelos
foliculos, as laminas foram observadas em uma ocular de 10x, contendo no
interior um reticulo de WEIBEL com 25 pontos. Foram utilizadas cinco laminas

nas quais seréo contados os pontos que incidiram sobre os foliculos, com uma
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objetiva de 10x. Foram determinados quatro campos no ovario, sendo contados

100 pontos por animal, totalizando 500 pontos por grupo.
3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo dos dados morfométricos foram realizadas a Analise
de Variancia, quando significante esta ser4d complementada pelo teste de

Comparacgdes Mdltiplas de Tukey e Kramer (P < 0,05).
4 RESULTADOS

A anélise morfolégica revelou que os ovarios com das femeas com 30 dias
de nascidas apresentaram numerosos foliculos ovarianos em diversos estagios
de desenvolvimento, independente do tratamento com melatonina (Fig. 1A-C).
Porém aos 60 dias de idade os ovarios das fémeas dos grupos controle e
tratadas com melatonina apresentaram varios foliculos em desenvolvimento,
além de corpos luteos indicando que as ratas estavam ciclando normalmente, o
qgue ndo foi observado nos ovarios das femeas do grupo diabetico sem
tratamento, evidenciando-se a presenca de varios foliculos em forma de cistos
sugerindo quebra da ciclicidade estral e retengao folicular (Fig. 1D-F).

Com relacdo aos testiculos, os animais com 30 dias de nascidos das
matrizes dos grupos controle e grupo tratadas com melatonina apresentaram
tubulos seminiferos bem distintos e lumen amplo, enquanto que os animais
nascidos das matrizes do grupo diabeticas sem tratamento com melatonina
mostraram tubulos seminiferos com lumen reduzido ou até mesmo ausente (Fig.
2A-C). Aos 60 dias os tubulos seminiferos dos animais dos grupos controle e
tratados com melatonina mostrara espermatozoides no seu lumen, o que nao foi
evidenciado nos testicuos dos animais do grupo diabetico sem tratamento com
melatonina, apresentando as mesmas caracteristicas observadas aos 30 dias,
indicando um retardo no desenvolvimento da gonada (Fig. 2D-F).

Os resultados da morfometria mostraram que o tratamento com melatonina
nas matrizes diabeticas néo alterou a espermatogenese e foliculogenese tanto
nos animais com 30 dias de nascidos como nos de 60 dias, pois 0s parametros
analisados apresentaram valores semelhantes aos dos animais do grupo
controle. Entretanto, houve diferenca significativa entre esses grupos e o

diabetico sem tratamento com melatonina (Tabelas 1, 2, 3 e 4).
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Figura 1. Ovario da prole dos grupos experimentais aos 30 dias (A, B e C) e 60 dias (D, E e F).

A e D — Controle; B e E — Diabetico sem melatonina e C e F — tratado com melatonina. H.E.

asterisco: corpo luteo.

Figura 2. Testiculo da prole dos grupos experimentais aos 30 dias (A, B e C) e 60 dias (D, E e
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Tabela 1. Média e desvio padrdao da area tubular (AT), area intertubular (AIT), espermatog6nias
(Espm) espermatdcitos (Es), espermatides (Esp), células de Sertoli (CS), células de Leydig (CL)
dos testiculos da prole aos 30 dias de vida.

Parametros Gl Gl Gl P

AT (um?) 53,86 + 1,25a 32,76 £ 1,98b 50,65 + 2,09a 0,0291
AIT (um?) 10,32 £ 0,87a 7,09+2,12b 12,54 + 1,30a 0,0312
Espm 32,47 £ 2,16a 22,54 +0,51b 34,18 £1,11a 0,0134
Es 11,02 + 3,10a - 10,33 + 2,49a 0,2108
Esp 8,40 + 2,05a - 6,85+ 1,72a 0,0970
CS 9,38 + 2,18a 3,78 £1,03b 8,04 + 3,60a 0,0021
CL 6,39 + 0,98a 1,41 +0,11b 7,09 + 1,06a 0,0101

F). A e D — Controle; B e E — Diabetico sem melatonina e C e F — tratado com melatonina. H.E.

esp: espermatozoides.

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Comparacfes Mdultiplas de Tukey e Kramer (p<0,05).

Tabela 2. Médias e desvio padrdo da area ocupada pelos foliculos e estroma

nos ovarios da prole com 30 dias de nascidas. de nascidas.

Parametros (%) Gl Gl Gl P
Foliculos Primarios 14,66 £ 2,87a 8,62 = 3,01b 16,54+1,93a  0,0202
Foliculos Secundarios 29,34 +3,71b  40,82+1,33a 27,48+3,05b 0,0115
Foliculos Terciarios 36,00+ 1,88a - 34,08+299a 0,0701
Corpos Luteos 0,00 0,00 0,00 -
Estroma 20,00+ 2,60b 50,56 + 3,66a 21,90 +4,31b  0,0231




Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Compara¢des Mdltiplas de Tukey
e Kramer (p<0,05).
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Tabela 3. Média e desvio padrao da area tubular (AT), area intertubular (AIT), espermatogbnias
(Espm) espermatacitos (Es), espermatides (Esp), células de Sertoli (CS), células de Leydig (CL)

dos testiculos da prole aos 60 dias de vida.

Parametros Gl Gl Gl P
AT (uUm?) 75,17 £ 2,34a 55,78 + 3,12b 74,63 £1,97a 0,0359
AIT (um?) 14,66 £ 2,73a 9,76 + 1,90b 15,86 + 3,40a 0,0128
Espm 3454 +1,77a 20,44 + 2,03b 32,49 £ 2,19a 0,0001
Es 12,26 + 2,91a - 12,68 + 3,07a 0,0943
Esp 11,85 +1,42a - 10,70 + 2,03a 0,2301
CS 16,30 £ 1,55a 7,53 £ 2,69b 15,99 £ 2,13a 0,0405
CL 9,46 + 1,22a 5,66 + 1,87b 10,11 £ 2,09a 0,0032
Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Comparacfes Mdultiplas de Tukey
e Kramer (p<0,05).
Tabela 4. Médias e desvio padrdo da area ocupada pelos foliculos e estroma
nos ovarios da prole com 60 dias de nascidas.
Parametros (%) Gl Gl Gl P
Foliculos Primérios 12,67 £ 1,96a 9,40 £ 3,14b 11,37 £2,70a 0,0290
Foliculos Secundarios 18,79 £ 2,19a 64,82 + 2,95b 17,48 + 2,05a 0,0119
Foliculos Terciarios 25,54 +1,88a - 27,81 + 3,59a 0,0933
Corpos Luteos 33,12 + 2,58a - 31,06 + 4,08a 0,1014
Estroma 9,88 + 1,24a 25,78 +2,51b 12,28 + 3,98a 0,0072
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Médias seguidas pela mesma letra nas linhas, nao diferem
significativamente entre si pelo teste de Compara¢des Mdltiplas de Tukey
e Kramer (p<0,05)

5 DISCUSSAO

A gravidez € um evento fisiolégico caracterizado por uma grande
demanda energética, que leva a um aumento das taxas metabdlicas e
consequentemente a uma elevacao no nivel de espécies reativas de oxigénio
(CHEN; SCHOLL, 2005). No diabetes, a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) é a principal causa das complicacbes da doenca devido ao
estresse oxidativo causado, juntamente com a migracao de células inflamatérias
e a producao de fatores pro inflamatorios como IL-6 e TNF-a (WU et al., 2016;
ANDERSON et al., 2010) Todos esses fatores podem afetar o desenvolvimento
do feto, visto que ele tem um contato continuo com essas condicdes relatadas
acima (THOMPSON; AL-HASAN, 2012).

Os estudos de Silva et al (2006) apontam que a resisténcia a insulina,
insulto intrauterino, inflamacdo e aumento do numero de ROS atuam e
contribuem no desenvolvimento e na patogénese da sindrome dos ovarios
policisticos (SOP). Pacientes com SOP apresentam disfuncdo menstrual com
anovulacdo ou oligovulacdo, obesidade, hiperplasia adrenal, neoplasias
secretoras de andrégeno e infertilidade (DUNAIF, 1997; SILVA, 2006). Diversos
trabalhos (EHRMANN, 2005; DUNAIF, 1997; BAILLARGEON, 2006; LEGRO et
al., 2005; DABADGHAOQ, 2007; MORAN, 2011) correlacionam o diabetes com a
SOP. Isso explicaria a auséncia de ciclo nas fémeas de 60 dias do grupo sem
tratamento.

As fémeas do grupo tratado com melatonina néo apresentaram disfungao
no ciclo nem alterac6es morfolégicas significativas. Isso poderia confirmar a
acao da melatonina na defesa antioxidante (REITER et al., 2014; TAMURA et
al., 2009). Os estudos de Soares et al., (2003) mostram o papel da melatonina
no desenvolvimento folicular, qualidade oocitaria e producdo hormonal, devido a
sua capacidade de protecdo antioxidante. Roonberg et al., (1990) relatou uma
alta concentracéo de melatonina no fluido folicular. Lee et al., (2001) mostrou a
presenca de receptores de melatonina nas células foliculares, o que
comprovariam o papel e a importancia desse hormonio do desenvolvimento e

funcdo ovariana.
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Okasanen (1975) e Altay, (2003) relatou diminuig&o no peso dos testiculos
e no didmetro dos tubulos seminiferos de ratos diabéticos e atrofia da vesicula
seminal. Diversos outros pesquisadores apontam problemas no funcionamento
e na morfologia do sistema reprodutor masculino (HUNT E BAILEY, 1961;
HELLMAN et al., 1963; HO, 1991; CAMERON et al., 1985; RIBEIRO, et al., 2009;
SCARANO et al, 2006; ARCOLINO et al, 2010). Além da alteragcdo morfologica
das gbnadas, estudos como os de Scarano, (2006) mostram que o diabetes
causa diminuicdo na qualidade dos espermatozoides, diminuindo sua producgéo
(MALLIDIS et al., 2011; ROESSNER et al.,, 2012) Esses dados coincidem e
justificam os resultados da andlise do grupo diabético sem tratamento com
melatonina aos 60 dias de idade.

Cai et al., (2000) relataram que o diabetes pode induzir a morte das
células germinativas. Gobbo et al., (2012) indica uma diminui¢do da secrecéo de
testosterona, que causa problemas no desenvolvimento gonadal e na producao
de espermatozoides. Esses resultados coincidem com os de Paz et al., (1978)
que aponta uma diminuicdo na quantidade de células de Leydig, que
consequentemente leva a uma reducdo na secrecao de testosterona. Isso
poderia justificar a auséncia de espermatozoides no limem dos tubulos
seminiferos dos animais que ndo receberam tratamento.

Guneli et al.,, (2008) mostrou que a administracdo de melatonina
aumentou o didametro do tubulo seminifero de ratos diabéticos. Hussein et al.,
(2006) relatou a retomada na producao normal de espermatozoides ap0s o inicio
da administracdo de melatonina. A literatura também mostra que a melatonina
protege as células do epitélio germinativo e protegem o testiculo do estresse
oxidativo causado pelas espécies reativas de oxigénio, que sao largamente
produzidas no diabetes e sédo o principal fator para a patogénese do mesmo
(ANDERSON et al, 2010; TASDEMIR, 2012; SARABIA et al 2009). Isso
confirmaria a hipotese de que a melatonina protegeu o testiculo dos animais do
grupo diabético que recebeu tratamento e, por essa razdo, a morfologia e

morfometria do 6rgao néo diferiu do grupo controle.
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