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INTRODUCAO

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormonio secretado pela glandula
pineal, cuja producéo e concentragdo no corpo é sempre vinculada a noite — ritmo regulado
pelos sinais enviados do Nducleo supraquiasmatico (NSQ) para o Ndcleo paraventricular
(NPV) e deste, para a pineal —, (Cajochen, Krauchi e Wirz-Justice, 2003). Sabe-se que a alta
producdo desse hormdnio € mantida durante a fase escura do ciclo claro/escuro, desde que ndo
haja luz no ambiente, j& que a luz durante a noite bloqueia a producdo de melatonina
(Brainard et al., 1983; Shalin et al., 2013).

Nos homens, a melatonina afeta a regulacdo reprodutiva de trés maneiras principais.
Primeiro, regula a secrecdo de dois principais neuro-horménios, GnRH e LH. Em segundo
lugar, regula a sintese de testosterona e a maturacdo testicular. Terceiro, como um potente
depurador de radicais livres que é tanto lipofilico como hidrofilico, evita danos testiculares
causados por toxinas ambientais ou inflamacéo (LI, Chunjin; ZHOU, Xu, 2015). No geral, 0s
dados da literatura indicam que a melatonina afeta a secrecdo de gonadotrofinas e
testosterona, além de melhorar a qualidade do esperma. Isto implica que tem efeitos
importantes na regulacdo do desenvolvimento testicular e da reproducdo masculina (LI,
Chunjin; ZHOU, Xu, 2015).

O testiculo de mamiferos € um 6&rgdo suscetivel a agentes toxicos ambientais ou
terapéuticos que comprometem a espermatogénese e a andlise dos tdbulos seminiferos

(parametros morfoldgicos e morfométricos) é uma estratégia simples para avaliar alteracdes
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nesse processo (Pannocchia M, 2008). Uma preocupacao publica tem sido expressa sobre a
possibilidade de que fatores ambientais, incluindo uso indevido de drogas, possam afetar
adversamente a funcao testicular e espermatica (Nudell et al., 2002).

A geldanamicina (GA) pertencente a familia das ansamicinas provenientes do
metabolismo secundario de actinobactérias, € um agente anticancerigeno produzido por
Streptomyces hygroscopicus (SILVA, 2016). A geldanamicina € uma substancia que induz a
degradacédo de proteinas mutantes em tumores que afetam a infertilidade testicular. Este efeito
é o resultado de inibicdo de HSP90 que normalmente atua para manter a dobragem correta de
proteinas mutantes (Silva G.A. et al., 2018). Embora o mecanismo, exato, de acdo da
geldanamicina frente ao testiculo ainda ndo seja claramente entendido, o presente trabalho
teve como objetivo analisar a influéncia da iluminacdo constante, a melatonina e

geldanamicina sob a histoquimica dos testiculo de ratos tratados durante 60 dias.

METODOLOGIA (OU MATERIAIS E METODOS)
Animais Experimentais

O presente projeto foi submetido ao comité de ética da Universidade Federal Rural de
Pernambuco sob nimero n°. 23082.009629/2010. foram utilizados 20 ratos albinos (Rattus
norvegicus albinus) da linhagem Wistar, com 90 dias de idade, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Esses animais foram mantidos em gaiolas, com alimentacao e agua ad libitum.

Design Experimental

Os machos foram divididos, ao acaso, em 4 grupos, cada um constituido por 5
animais, a saber:

Grupo | - ratos controle (sem tratamento);

Grupo Il — ratos submetidos a iluminacdo constante por 60 dias;

Grupo IlI- ratos submetidos a iluminacdo constante por 60 dias e tratados com
melatonina por 60 dias;

Grupo IV - ratos submetidos a iluminacdo constante por 60 dias, tratados com
melatonina e geldanamicina por 60 dias.

Estimulo Luminoso Constante Artficial

Foi obtido utilizando-se uma caixa de madeira com area 0,5 m3, com frestas para
permitir a ventilacdo, contendo duas lampadas fluorescentes, marca PHILLIPS, de 40 W, as

quais forneceram luminosidade adequada e suficiente, em torno de 400 lux. Esta caixa
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permaneceu durante todo o experimento dentro do biotério a uma temperatura de
aproximadamente 22°C, contendo os animais dos grupos Il a V.

Tratamento com Melatonina

O tratamento com melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi realizado de acordo
com a metodologia proposta por (PRATA LIMA; BARACAT; SIMOES, 2004). Foi
administrada na dose de 200 pg de melatonina por 100g de peso corporal do animal por meio
de injecdes por via intraperitonial no inicio da noite (18:00h) durante 60 dias. A melatonina
foi dissolvida em um volume de etanol (0,02 mL) e diluida em solugéo salina (NaCl a 0,9%).
Os animais do grupo controlem receberam, respectivamente, solugdo NaCl 0,9% e 0,02 mL de
etanol.

Tratamento com Geldanamicina

A 17-Dimethylaminopropylamino-17-demethoxy-geldanamicina (17-DMAP-GA /
Invivogen - USA) foi utilizada na dose de 10uM (Hinzpeter et al., 2006) via intraperitoneal.

Analise Histoquimica

Os fragmentos foram desidratados em alcool etilico (concentragbes crescentes),
diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. Em sequéncia, os cortes foram
submetidos a técnica de coloracdo pelo Tricrémico de Mallory para pesquisa de fibras
colagenas e Acido Periodico de Schiff (PAS) para pesquisa de glicosaminoglicanas acidas
(GAGS), analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e fotografados em
fotomicroscopio OLYMPUS BX-50. A analise histoquimica foi classificada como reacéo

intensa (++), moderada () e fraca (+).

DESENVOLVIMENTO

Toda forma de vida que se desenvolveu precisou se adaptar as variacoes do ciclo claro-
escuro e por isso diz-se que houve uma necessidade evolutiva de ritmicidade. De acordo com
sua frequéncia, esses ritmos podem ser classificados em circadianos, ultradianos e
infradianos.Dentre estes, 0s mais estudados e mais frequentes nos organismos sao 0s ritmos
circadianos (circa = cerca de; diem = dia), que se ajustam as variacGes ciclicas do dia e da
noite (Gruart et al., 2002; Moore RY, 2013).

A luz é o principal zeitgebers, termo alemédo que significa (o que doa ou marca o
tempo), capaz de encarrilhar 0s nossos ritmos pois, na retina, possuimos 0S cones e
bastonetes, células especializadas em detectar luz, bem como suas caracteristicas de espectro
e intensidade e, através do trato retino hipotalamico (TRH), essa mensagem chega ao nucleo
supraquiasmatico (NSQ) (LeGates TA et al., 2014). E sabido que ver a luz do sol no
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amanhecer pode elevar a pressao arterial e a glicemia em preparacdo para a rotina em animais
diurnos. Ndo menos importante, o periodo do escuro também é essencial para a fisiologia
adequada do organismo (Vasquez-Ruiz et al., 2014). A glandula pineal, que recebe inervacdo
do NSQ, produz e libera melatonina na auséncia do estimulo luminoso (Reiter RJ, 1991).

Dentre o0s processos sob controle circadiano encontram-se neurotransmisséo,
metabolismo, imunidade e sinalizacdo enddcrina, como da glandula pineal, da hipéfise e da
adrenal. A pineal é uma glandula localizada no encéfalo com aproximadamente 5 mm de
comprimento, 1-4 mm de espessura e com peso de cerca de 100mg que recebe aferéncias do
nacleo paraventricular (NPV) do hipotadlamo. Esta glandula possui dois tipos celulares:
células neurogliais e, predominantemente, pinealdcitos, cujo principal produto € o hormdnio
melatonina (Wu e Swaab, 2004). A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormonio
secretado pela glandula pineal, cuja producéo e concentra¢do no corpo é sempre vinculada a
noite — ritmo regulado pelos sinais enviados do NSQ para o NPV e deste, para a pineal —,
(Cajochen, Kréauchi e Wirz-Justice, 2003).

Sabe-se que a alta producdo desse hormdnio é mantida durante a fase escura do ciclo
claro/escuro, desde que ndo haja luz no ambiente, ja que a luz durante a noite bloqueia a
producdo de melatonina (Brainard et al., 1983; Shalin et al., 2013). Nos homens, a melatonina
afeta a regulacéo reprodutiva de varias formas. Regula a secrecdo de GnRH e LH, a sintese de
testosterona e a maturacéo testicular e atua como um potente depurador de radicais livres que
é tanto lipofilico como hidrofilico, evita danos testiculares causados por toxinas ambientais ou
inflamacéo (LI, Chunjin; ZHOU, Xu, 2015).

O testiculo de mamiferos € um oOrgdo suscetivel a agentes toxicos ambientais ou
terapéuticos que comprometem a espermatogénese, e a analise dos tubulos seminiferos
(parametros morfologicos e morfométricos) é uma estratégia simples para avaliar alteracdes
nesse processo (Pannocchia M, 2008).

A geldanamicina (GA) pertencente a familia das ansamicinas provenientes do
metabolismo secundario de actinobactérias cuja funcdo é atividade antitumoral. Embora o
mecanismo exato de toxicidade testicular induzida por GA ainda ndo seja claramente
entendido, o estresse oxidativo e a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) incluindo
superéxido, peréxido de hidrogénio, oxigénio sintase e radical hidroxila tém sido implicados
na fisiopatologia da toxicidade GA (Pedraza-Chaverri et al., 2004; Hong et al., 2006).
RESULTADOS E DISCUSSAO
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A anélise histoquimica dos testiculos ndo apresentou alteracdo significativa quanto a
coloragdo com Tricromico de Mallory e PAS. Este resultado corrobora com o estudo feito por
FERREIRA, et al. (2013) em que a andlise histoquimica das gbnadas de ratos com 30 e 60
dias de vida nascidos de matrizes submetidas a auséncia de luz, ndo houve diferencas
significativas entre os grupos avaliados.

A melatonina parece exercer papel controlador na sintese de colageno, atuando diretamente
sobre a atividade dos fibroblastos. Medeiros et al. (2003) analisaram o efeito da melatonina
sobre a remodelacdo de colageno no Utero de ratas e observaram no grupo em que as ratas
foram mantidas em condicdo de auséncia de luz durante um periodo trés meses, que 0
endométrio apresentou uma reducdo no numero de fibroblastos, quando comparado as ratas
pinealectomizadas, indicando assim que ocorre reducdo na atividade de sintese de colageno.
Dessa forma, devido a condigdo de escuro continuo, sabe-se que ocorre o aumento dos niveis

séricos circulantes da melatonina, que parece inibir a sintese de colageno.

CONSIDERACOES FINAIS

A melatonina parece exercer papel controlador na sintese de colageno, atuando
diretamente sobre a atividade dos fibroblastos. A acgéo sinérgic da melatonina, geldanamicina
e iluminacdo constante ndo acarretou alteragdo na producdo de fibras colagenas e de

glicosaminoglicanas acidas.

Palavras-chave: Testiculos; Melatonina, Geldanamicina, Iluminacdo Constante,
Histoquimica.
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