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RESUMO

RESUMO O cloridrato de cimetidina, um bloqueador de receptores H2 das
células parietais géastricas, que age reduzindo a secre¢cdo de acido no
estomago, tem sido estudado como substancia xenoestrogénica. O uso crénico
da cimetidina produz distarbios hormonais e toxicidade no aparelho reprodutor
masculino, além de reduzir o estradiol 2-hidroxilado e aumentar niveis séricos
de estradiol e prolactina em mulheres levando a hiperprolactinemia, que pode
ser fator de risco para o cancer. A melatonina um neurohormdonio, sintetizado
pela glandula pineal tem importante papelna funcdo reprodutiva, regulando a
producéo de estrogeno, progesterona e prolactina. Na referida pesquisa testou-
se a hipotese de que a melatonina pode bloquear ou reduzir os efeitos
estrogénicos da cimetidina sobre o estroma uterino interferindo nos receptores
de estrégeno, no teor de fibras colagenas e nos niveis hormonais (estrégeno,
progesterona e prolactina) em ratas adultas.Utilizou-se 45 ratas albinas,
pesando entre 167 a 284qg, foram distribuidas de forma aleatéria em trés
grupos experimentais:i) ratas tratadas com placebo (controle);ii) ratas tratadas
com cimetidina (50mg/kg/animal) e iii) ratas tratadas com cimetidina
(50mg/kg/animal) associado a melatonina (200ug/100g/animal) por 7, 14 e 19
dias. Os resultados revelaram que a cimetidina permitiu marcacdes mais
intensas de receptores de estrégenos nos animais tratados por 19 dias, além
de ocasionar maior intensidade da distribuicdo de fibras colagenas no
endométrio e maiores niveis séricos de estradiol e prolactina e reducdo da

progesterona, enquanto que a melatonina associada a cimetidina bloqueou



esses efeitos. Assim, conclui-se que a melatonina apresenta atividade
citoprotetora aos efeitos da cimetidina no estroma endometrial reduzindo ou
impedindo o aumento na sintese de fibras colagenas pelos fibroblastos por
regular a atividade de estradiol sérico, bem como a expressdo dos seus
receptores endometriais, além de manter os niveis normais de progesterona e

prolactina.

Palavras-chave: Melatonina, receptor estrogénico, xenoestrégeno, Utero,

morfometria, niveis hormonais.



ABSTRACT

Cimetidine, a H2 receptor blocker parietal cell acts as xenoestrogénica
substance. Chronic use produces hormonal disorders and toxicity in the male
reproductive system in addition to reducing the 2-hydroxylated estradiol and
increase serum levels of estradiol and prolactin in women leading to
hyperprolactinemia, which may be a risk factor for cancer. The neurohormone
melatonin one synthesized by the pineal gland plays a key role in reproductive
function by regulating the production of estrogen, progesterone and prolactin.
The study tested the hypothesis that melatonin can block or reduce the
estrogenic effects of cimetidine on the uterine stromal interfering with estrogen
receptors in the content of collagen and hormonal levels (estrogen,
progesterone and prolactin) in adult rats. We used 45 albino rats randomly
divided into three experimental groups: | rats treated with placebo (control), II
rats treated with cimetidine (50mg/kg/animal) and 11l rats treated with cimetidine
(50mg/kg/animal) associated melatonin (200ug/100g/animal) for 7, 14 and 19
days. The results revealed that cimetidine has allowed more intensive markings
of estrogen receptors in animals treated for 19 days, in addition to causing
higher intensity distribution of collagen fibers in the endometrium and higher
serum levels of estradiol and progesterone and reduce prolactin, whereas
melatonin associated with blocking these effects cimetidine. Thus, it is
concluded that melatonin has cytoprotective activity of cimetidine effects on
endometrial stroma reducing or preventing the increase in collagen synthesis by
fibroblasts by regulating the activity of serum estradiol as well as the expression
of its receptors endometrial, while maintaining normal levels of progesterone

and prolactin.

KEYWORDS: Melatonin, estrogen receptor, xenoestrégeno, uterus,

morphometry, hormone levels
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CAPITULO |

INTRODUGCAO

Os xenobidticos sdo substancias exdgenas que interferem na
producéo,liberagdo, transporte, metabolismo, ligacdo ou eliminacdo de
hormdnios. Essas substancias quimicas podem agir através de diferentes
mecanismos, dependendo do periodo e extensao de exposicdo, modificando a
estrutura do DNA e expressao génica (GOLOUBKOVA; SPRITZER, 2000). A
maioria dos estudos com xenobidticos concentra-se na acdo estrogénica de
varias substancias quimicas de origem sintética, as quais de acordo com Stone
(1994) sao conhecidas como xenoestrogenos ou disruptores endogenos,
xenobioticos com estrutura ndo esteroide e com agéo similar a do estrogénio.

Pode-se caracterizar uma substancia como estrogénica a partir de duas
propriedades: afinidade pelo receptor de estrogénios (ER), demonstrada tanto
in vitro como in vivo, e pelo efeito trofico no trato reprodutivo feminino
(GOLOUBKOVA; SPRITZER, 2000).

A ideia de que a exposicdo de homens e animais a substancias do meio
ambiente com acdo estrogénica poderia resultar em alteracdes adversas no
desenvolvimento reprodutivo, funcional e/ou comportamental, ndo é nova. A
primeira preocupacdo com este assunto surgiu ha trinta anos, em relacdo ao
DDT (o,p'-1,1,1-tricloro-2,2-bis-p-clorofeniletano). Ainda em 1938, foi feita a
primeira demonstracdo de que alguns produtos quimicos poderiam ter acao
estrogénica quando administrados em animais (GOLOUBKOVA; SPRITZER,
2000).

Na area médica, o uso de alguns tipos de medicamentos e produtos para
esterilizacdo de equipamentos cirurgicos ja sdo comprovadamente citados
como interferentes enddcrinos e oferecem risco a pacientes e profissionais da
area (XELEGATI; ROBAZI, 2003). Os primeiros relatos de medicamentos
xenoestrogénicos mostraram que o Dietilestilbestrol (DES), utilizado por

mulheres para prevenir aborto espontaneo, entre os anos 50 e 70, apresentou
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resultados desastrosos dentre eles o cancer da vagina e infertilidade nas filhas
nascidas de maes que o usaram o DES (HERBST; BERN, 1988).

Segundo Roy; Colerangle; Singh (1998), a cimetidina € um farmaco que
apresenta acgdo xenoestrogénica. Esse medicamento é usado para o
tratamento de Ulcera péptica e duodenal, atuando como bloqueador dos
receptores de H2 nas células parietais e inibindo acentuadamente a secrecéo
acida basal. Sendo assim, por reduzir a secrecdo acida, esse medicamento
reduz a dor, mas, uma desvantagem € que apresenta uma acao relativamente
curta, o que torna necessdria sua administracdo mais de uma vez ao dia
durante a fase aguda da terapia (COOGAN et al., 2005; MINNEMAN, 2006).

Rzodkiewicz et al. (2010) mencionou que a cimetidina, como todos o0s
anti-histaminicos conhecidos, pode afetar varios eventos inflamatoérios,
incluindo a quimiotaxia de eosindfilos, e a liberacdo de quimiocinas e citocinas.

Michnovicz; Galbraith (1991) e Nahas et al. (2006), relataram que 0 uso
cronico de cimetidina em homens, pode esta associado a efeitos colaterais
como, hiperestrogenismo resultando em ginecomastia e hiperprolactinemia. A
cimetidina também tem sido relatada como toxica para a reproducdo em ratos
machos, 0s quais apresentam varias alteracdbes morfolégicas no trato
reprodutivo, caracterizadas pelas alteracdes nas células mioides peritubulares
e reducao significativa do peso dos 6rgaos sexuais acessorios (FRANCA et al.,
2000; SASSO-CERRI; CERRI, 2008).

Durante a gestacdo a azia e o refluxo acido, aumentam a severidade de
nauseas e vomitos, podendo ocorrer o aparecimento de Ulcera péptica, sendo
normalmente tratados com os antagonistas dos receptores H2 (RICHTER
2005; ALI; EGAN 2007). Estudos referentes a biodisponibilidade da cimetidina
em mulheres gravidas indicaram que esta se distribui por todo o organismo,
sendo de 15% a 20% associada a proteinas plasmaticas, atravessando a
placenta e eliminada no leite materno, além disso, aumenta a incidéncia de
partos prematuros (PALHARES; FIGUEIREDO; MOURA et al.,, 2005). Em
ovelhas estudos relatam que a placenta aparentemente controla a taxa de
transferéncia da cimetidina para a circulagéo fetal (MIHALY et al., 1983).

Foi demonstrado também que a cimetidina reduz o estradiol 2-hidroxilado
e aumentaniveis séricos de 17B-estradiol em mulheres (MICHNOVICZ;

GALBRAITH, 1991), além de aumentar as concentragfes séricas de prolactina
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(PRL), levando a hiperprolactinemia, que pode ser fator de risco para o cancer
de mama entre mulheres na pos-menopausa (HANKINSON et al., 1999).

A melatonina um neurohorménio, sintetizado pela glandula pineal, o qual
é secretado ritmicamente, tem demonstrado papel chave na fungao reprodutiva
tanto em animais sazonais como nos animais nao sazonais, caracterizando-se
pela regulacdo na producdo de estrogeno e progesterona, inibicdo da
contratilidade uterina, regulacdo da atividade e crescimento ovariano
(MAEKAWA et al., 2007).

Segundo, Lanoix et al. (2008), ha evidéncias de que ocorra sintese e
liberacdo de melatonina nos 6rgdos do trato gastrointestinal, nos rins, em
células do sistema imune, no figado e em algumas regiées do cérebro. A
ritimicidade da producdo circadiana da melatonina é captada via retina-
hipotalamo em direcdo aos pinealocitos da pineal, sendo este horménio uma
indolamina lipofilica (LANOIX; OUELLETTE; VAILLANCOURT, 2006).

De acordo com Freeman et al. (2000) animais tratados com melatonina,
hormbnio secretado pela glandula pineal, apresentam uma diminuicdo do
numero de lactotrofos, reducdo do estradiol e consequente diminuicdo da
secrecdo de PRL, tendo em vista que o estradiol € um hormdnio que estimula a
producéo de PRL, pois regula a expressdo do gene para PRL, bem como sua
sensibilidade associada com os niveis de melatonina (CLOSE; FREEMAN
1997).

Experimentalmente a melatonina previne a promocao e o crescimento de
tumores mamarios induzidos espontdnea ou quimicamente em roedores
(MARTINEZ-CAMPA et al., 2005). Além disso, estudos sugerem que a
melatonina teria influéncia no funcionamento do sistema genital, principalmente
nas génadas (FREEMAN et al., 2000; ADRIAENS et al., 2006; MAGANHIN et
al., 2008). Sabendo-se que o estradiol medeia efeitos pré-reprodutivos, através
de acdes em varios 6rgdos do sistema reprodutor feminino (ovarios, trompas,
Utero e na formacdo de placenta), bem como processos bioquimicos
(ROSSELLI et al., 2000; DEROO; KORACH, 2006), estudos experimentais de
reproducdo referentes aos efeitos adversos provocados pela frequente
exposicao a substancias xenoestrogénicas, tém sido realizados, reafirmando a

importancia e o nivel constante de exposi¢cdo no qual atualmente a populacdo
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mundial se encontra exposta (BROMER et al.,, 2010). Assim, a presente
pesquisa teve como objetivo investigar os efeitos da administracdo da
cimetidina associada ou ndo a melatonina sobre o estroma endometrial em

ratas adultas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Xenoestrégenos

Nos ultimos dez anos, tém sido publicados novos dados na literatura
cientifica referente, a variados compostos quimicos introduzidos no meio
ambiente, capazes de alterar o equilibrio hormonal. (LONG et al., 2000; ALVES
et al., 2007). Foi a partir dos anos quarenta quando comecou a producao em
massa e liberacdo no ambiente de muitos destes residuos quimicos, que 0
homem e seu ambiente tornaram-se facilmente expostos a esses produtos,
tanto a partir do momento do fabrico, quanto através do processo de
distribuicdo, uso e degradacdo final (GOLOUBKOVA; SPRITZER, 2000;
CHIGHIZOLA; MERONI, 2012).

Dentre os varios residuos produzidos, destacamos os com atividade
xenoestrogénicas, dentre os quais: hormdnios presentes em cosméticos,
anabolizantes utilizados em ra¢gBes animais, fitoestrogenos, medicamentos e
poluentes organicos (DEGEN et al., 2002; PELIS et al., 2007). Coilleet al.
(2002), de forma similar, classificam os perturbadores enddécrinos em quatro
tipos: estrogénios naturais (ex. estrona, estradiol, estriol); estrogénios sintéticos
(ex.farmacos); fitoestrogénios; xenoestrogénios (ex. quimicos industriais como,
bisfenol A, pnonilfenol e DDT).

Dentre estes estudos experimentais destacamos o do bisfenol - A,
substancia xenoestrogénica utilizada no fabrico de plasticos de policarbonato,
gue nos grupos analisados, revelaram modificacdes epigenéticas, promovendo
alteracoes fenotipicas nos animais estudados (BROMER et al., 2010). Quando
testados experimentalmente através de ensaios biolégicos eles também sao
causa de preocupacao, devido & sua persisténcia no meio ambiente e
resisténcia a acdo de detergentes quimicos e enzimaticos (TEILMANN et al.,
2002).

13



2.2 Mecanismos de acdo dos xenoestrégeno

N&o existe um Unico mecanismo que expliqgue a acdo dos interferentes
endocrinos. A diversidade quimica dessas substancias, uma vez que eles
pertencem a diferentes classes de compostos quimicos, permite um
mecanismo de acao variado (ALVES et al., 2007). Geralmente eles agem,
interferindo no metabolismo e modificando toda funcionalidade hormonal
através de sua ligacdo nos receptores especificos (KAMATA et al., 2009 ).
Quando agem deste modo, regulam algumas func¢des celulares através do
tecido dependente de estrogeno, modificando muitos genes através de
interacdo direta com uma resposta estrogénica além de ativar mecanismos de
acao geneéticos promovendo interacfes atuando como ligante ativado para
fatores de transcricdo (JORDAN; MURPHY 1990).

A funcdo reprodutiva em roedores expostos a componentes
xenoestrogénicos apresentaramavanco no desenvolvimento da fase de
puberdade, bem como alteracdes no desenvolvimento reprodutivo (Bromer et
al., 2010). Embora o risco potencial para a saude humana da exposicao a
substancias xenoestrogénicas ndo seja conclusiva, informacdes significativas
referentes a acdo dessas substancias tem contribuido para melhor
compreender o comportamento e acdo desses disruptores organicos (DEGEN
et al., 2002; BROMER et al., 2010; RAMIREZ et al., 2012).

A literatura relata que a Cimetidina, um antihistaminico bloqueador de H2
nas ceélulas parietais gastricas, pode agir de forma semelhante ao estrégeno.
Este farmaco sofre biotransformacéo pelas enzimas hepaticas porém, 48% da
dose de cimetidina é eliminada de forma inalterada por via renal (BOHMER et
al., 2011). Quando administrado de forma concomitante com farmacos como a
metilformina e glibenclamida, interferem nos mecanismos de absorcédo destas
drogas, sendo necessario desenvolver meios de monitoramento para essas
substancias (ARAYNE et al., 2010). A cimetidina é um farmaco que tem
afinidade pelos receptores de estrogenos, funcionando de forma semelhante
aos mesmos. Desta forma, a competicdo pelos sitios especificos de ligacao

criada provoca alteracbes hormonais nos 6rgdos reprodutivos masculinos,
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como reducdo significativa na populacdo de células de tecido epididimal e
diminuicdo da motilidade espermatica (SINHA; BANERJEE; GANGULY 2006).

Em ratos adultos, a investigagcdo do papel das células de Sertoli na
conversdo da testosterona em estrogeno, via citocromo p-450, uma enzima
aromatase tem sido investigada nas células germinativas de ratos ndo tratados
e tratados com cimetidina (SASSO-CERRI, 2009). Assim, esse farmaco tem
mostrado ser um agente antiandrogénico, competindo pelos respectivos
receptores (TAKESHI; KAI; SUITA, 2002).

2.3 Hormodnios estrogénicos

Hormbénios sdo moléculas secretadas na corrente sanguinea, que
apresenta efeito bioldgico geralmente em locais distantes do seu sitio de
producgéo, promovendo crescimento, diferenciagéo e funcionalidade de diversos
orgaos alvo( FRIEDRICH, 2003). Os efeitos dos hormdnios nos 6rgaos alvos
séo decorrentes de suas ligagcdes com os receptores intracelulares, modulando
a expressdao dos genes e, conseqguentemente, a sintese de proteinas
especificas (RAMOES, et al. 2012; GRUBER, 2012).

Desta forma, Estrégenos,sdo horménios sexuais femininos, que
desempenham importantes func¢des principalmente nos ciclos ovarianos e
endometriais, participando assim do desenvolvimento e da manutencao
docicloreprodutivo (LAZARI, et al., 2009).

A sintese de estrogenos ocorre apoés a ligacao do colesterol a receptores
lipoprotéicos, visto que o colesterol é capturado por células esteroidogénicas e
levado aos sitios de sintese de esterodides. (GRUBER, atal, 2002).

Os diferentes hormonios esterdides sdo formados pela clivagem da
cadeia lateral que se projeta do anel D do colesterol - reduzindo o niumero dos
atomos de carbono de 27 para 18, que ocorre nas mitocondrias de tecidos
formadores de hormdnios esterdides (WANG, et al, 2012 ).

Uma atitude importante na producdo de esterbéides € a transferéncia do
colesterol do citosol para a membrana interna mitocondrial (RAMOS, et al,
2012 ).Assim, Todas as reacdes de hidroxilacdo e oxigenagdo que ocorrem

durante a biossintese de esteroides, sdo catalisadas por oxidases de funcéo-
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mista (citocromo P450 mitocondrial), que utilizam NADPH e O2 para a sintese
destes hormonios (FRIEDRICH, 2003).

Desta forma, surgem diferentes tipos de estrégenos endégenos,como por
exemplo o 17 B-estradiol, a estrona e oestriol, que sdo esterdides com 18
atomos de carbono, derivados do colesterol e sintetizados nos ovarios,
testiculos e glandulas adrenais (Gruber et al, 2002). Embora a estrona e
oestriol, dois metabolitos E2, liguem-se a receptoresestrogénicos (ESRs) com
alta afinidade, sdo agonistas mais fracos em comparacdo ao hormonio
esteroide 17 (3-estradiol.

Ademais, o estrogeno promove 0 crescimento celular por estimular a
liberacdo do fator de crescimento tumoral alta (TGF-alfa) e do fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I), além disso, inibi o fator de
crescimento tumoral B (TGF-B), e também estimula o crescimento ductale
possibilitando desta forma o aumentodo fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), que é um fator-chave para a angiogénese (RAMOS, et al.,
2012).

Além disso, estes exercem uma grande variedade de efeitos bioldgicos,
nos sistemas cardiovascular, musculo-esquelético, imunoldgico, nervoso e
central (LAZARI, et al., 2009: MAGANHIN, et al, 2008; RIOS, et al, 2009).

2.4 Melatonina: sintese e secrecao

A melatonina € conhecida como N-acetil-5-metoxitriptamina, que € um
composto organico, de coloragcdo amarelo-claro, altamente lipossoluvel e é
transportada no plasma, principalmente ligada a proteinas, em especial, a
albumina (MAGANHIN et al., 2008). E sintetizada a partir do triptofano pelos
pinealdcitos e imediatamente secretada (PEKELMAN et al., 2003). O estimulo
para a sintese de melatonina depende de uma via neural que comeca nas
células ganglionares da retina, e projetam-se para o hipotdlamo principalmente
para os nucleos supraquiasmaticos (NSQ). Os neurbnios dos NSQ projetam-se
para 0s nucleos paraventriculares hipotalamicos (NPVH), ou seja, o
estimuloneural responsavel pela sintese de melatonina origina-se no NPVH
enquanto que os NSQ séo os responsaveis pela sincronizacdo da sintese de
melatonina ao ciclo claro escuro ambiental (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 1999).
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Os pinealdcitos captam o triptofano do sangue ao mesmo tempo em que
a noradrenalina interage com receptores adrenérgicos presentes na membrana
dos pinealocitos e desencadeia uma série de eventos bioquimicos
intracelulares. O triptofano €& convertido para serotonina através da
hydroxilagdo via triptofano 5- hidroxilase e descarboxilagdo via aminoacido
aromético descarboxilase. A serotonina é entdo convertida em N-acetil-
serotonina pela enzima arilalaquilamina N-acetiltransferase. Por fim, a N-acetil-
serotonina é metilada para a forma de melatonina pela enzima hidrox-indole-O-
metil transferase (TAMURA, 2009)
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Figura 1. Biossintese da melatonina. A sintese da Hidroxitriptamina a
partir do triptofano é estimulada pela luz, no entanto a atividade da
enzima N-acetil-transferase (NAT) € estimulada pelo escuro. Fonte:
(MAGALHIN et al., 2008).

A melatonina age através dos seus receptores especificos: MT1, MT2,
MT3, contudo, alguns autores questionam se este ultimo receptor (MT3)
existiria ou seria uma enzima (redutasequinona - 2), (DUBOCOVICH et al.,
2003). Quando a melatonina reage com o peroxinitrito (ONOO") forma o
metabolito 6-hidroximelatonina que manifesta uma atividade antioxidante
superior em determinados modelos in vitro (BLANCHARD; POMPOM;

DUCROCQ, 2000). Além disso, estimulos ambientais exercem efeitos
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importantes na expressao de ritmos enddégenos (MARKUS et al., 2003).Assim,
a melatonina influencia o ritmo de varios processos fisioldgicos durante a noite,
a digestao torna-se mais lenta, a temperatura corporal cai, o ritmo cardiaco e a
pressdo sanguinea diminuem e o sistema imunologico é estimulado.Com isso
parece ser capaz de aumentar atividade e mobilidade das células de defesa,
estimular a formagao de anticorpos e facilitar a defesa contra microrganismos
(MAGANHIN et al., 2008).

Também ja foi demonstrado, que a glandula pineal interfere na regulacao
do eixo hipotdlamo-hipoéfise-adrenal, um importante modulador do metabolismo
de carboidratos. Ratos pinealectomizados apresentam um aumento na
corticosterona plasméatica ao longo do dia, o que pode estar envolvido na

alteracdo da sensibilidade tecidual a insulina e, consequentemente, no
metabolismo de carboidratos (SERAPHIM et al., 2000).

2.5 Melatonina e reproducéo

A pineal € amplamente aceita como a glandula reguladora da reproducao
em mamiferos. Sua capacidade de influenciar a funcdo gonadal em ratas tem
sido avaliada pelos niveis de melatonina, os quais variam de acordo com o
ciclo estral no animal (MAGANHIN et al., 2008).

Sua acao no sistema reprodutor € mediada por receptores no hipotalamo
gue podem alterar a secrecdo dos pulsos do hormdnio liberador das
gonadotrofinas (GnRH), que por sua vez, controla a secrecdo das
gonadotrofinas FSH (horménio foliculo estimulante) e LH (hormbénio
luteinizante) pela hipdéfise. Através da estimulacdo do FSH e do LH, as células
granulosa-luteinicas passam a secretar progesterona e estrogénio, hormonios
necessarios para a manutencdo do endométrio no decorrer da gestacdo. (DAIR
et al., 2008).

Nos mamiferos a melatonina tem mostrado um papel chave na funcéo
reprodutiva tanto em animais sazonais como nos nao sazonais, caracterizando-
se pela regulacdo na producdo de estrogeno e progesterona, inibicdo da
contratilidade uterina, regulacdo da atividade funcional e crescimento ovariano,

reducdo do estresse oxidativo em foliculos ovarianos e diminuicdo de
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gonadotrofinas (GnRH) que regulam a concentragcéo de FSH e LH (DEVOTO et
al., 2002; FUJIMOTO et al., 2002).

Essas modificacdes reprodutivas sé&o devido aum complexo ritmo
endogeno circanual impulsionado e sincronizado pela luz e pela melatonina,
que controla a atividade pulsati de neurbnios GnRH no hipotalamo
(CHEMINEAU et al, 2010). Desta forma, alteracdes nos niveis séricos de
melatonina estdo relacionadas com distirbios da ovulacdo e alteracdes no
estroma endometrial (TEIXEIRA et al., 2002; PRATA LIMA; BARACAT;
SIMOES, 2004).

2.6 Estroma endometrial

O atero dos roedores é composto por dois cornos longos que se unem
formando um pequeno corpo uterino, que se continua com uma cérvice unica
gue se projeta na vagina (SALGADO, 2009). O estroma endometrial € um
tecido conjuntivo frouxo formado principalmente por fibroblastos e por uma rica
matriz extracelular. Muitas das moléculas estruturais da matriz extracelular,
bem como o colageno, sé@o proteinas que exercem diferentes funcbes
biolégicas (MYLLYHARRJU; KIVIRIKKO, 2004; RUEHL, 2005). Todos os
colagenostem em comum a molécula formada por tripla hélice de cadeias
polipeptidicas denominadas a cadeias contendo dominios com repeticdes das
sequéncias dos aminoacidos Glicina-Prolina-Hidroxprolina (RIBEIRO, 2011).

O conhecimento sobre o tecido conjuntivo tem progredido muito nos anos
recentes, especialmente no que diz respeito a composicdo e potencialidades
da sua matriz extracelular (ZILTON, 2005). Analises bioquimicas demonstraram
gue os colagenos do tipo | e Il estdo presentes no endométrio de ratas prenhes
e que o colageno tipo V é expresso ap6s a decidualizacdo (SPIESS;
TEODORO; ZORN 2007).

Segundo, Gomes et al. (2007), a analise da camada endometrial, de
camudongas sofre modificacbes morfoldgicas e bioquimicas sob a influéncia
dos esteroides ovarianos durante o ciclo estral. Quando, por circunstancias
geradas por fatores inflamatorios, degenerativos ou neoplasicos, os estimulos

para a fibrogénese superam aqueles da fibrélise, o tecido fibroso se acumula
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em excesso, constituindo a fibrose (RICARD-BLUM; VILLE; GRIMAUD 1992;
ZILTON, 2005).

2.7 Hormdnios esteroides e seus receptores

Horménios esteroides sdo moléculas regulatérias de natureza lipidica,
gue atuam através de seus receptores nucleares, ativando genes especificos
nas células alvo. A atividade dos receptores de esteroides € dependente de
ligante e os mesmos sdo encontrados classicamente no citossol e no nucleo
das células. Foi a partir de 1896, quando George Beeatson observou que
mulheres portadoras de tumor de mama e submetidas a ovariectomia
apresentavam reducéo do tumor (CUNHA et al., 2004).

Os receptores de esteroides conhecidos atualmente sdo receptores de
estrégenos e progesterona, dois horménios andrégenos, e glicocorticoides e
mineralocorticoides, os quais compdem uma superfamilia de genes com
caracteristicas estruturais e funcionais comuns (PRATT; TOFT, 1997).

Os receptores de estrogenos ERa e ER[, sado produtos de dois genes
distintos, denominados Esrl e Esr2. Estes dois receptores apresentam alta
homologia no dominio de ligacdo ao DNA interagindo no dominio de interagcéo
com o ligante (Fig.2), apesar de ambos apresentarem alta afinidade por
estrogénios enddégenos, como o estradiol e o estriol (HEWITT; KORACH,
2002). Ao ligar-se com o hormonio, estes receptores formam hetero ou
monodimeros, que interagem com elementos especificos presentes na regiao
promotora do gene alvo, chamado de elemento de resposta estrogénica (ERE)
guando o alvo é o estrégeno (O LONE et al., 2004).

A localizacdo de receptores de estrogeno no Utero de roedores ja esta
bem documentada na literatura (HEWITT; KORACH, 2002). Estudos prévios
mostraram que estes receptores sdo expressos nhos epitélios luminal e
glandular, no estroma endometrial e no miométrio, em diferentes espécies de
mamiferos (ZORN et al., 2003).
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SINTESE D :
PROTEINA Splicing

CELULA-ALVO

Figura 2. Estrutura de receptores estrogénicos a nivel de membrana celular e
nuclear e suas interacbes com a molécula estrogénica e substancias
xenoestrogénicas (FRIEDRICH., 2003).

Nas mamas varias evidéncias demonstram que os fatores de crescimento
tais como o gene do tumor pituitario transformante (PTTG), fator de
crescimento de fibroblasto basico (bFGF), fator de crescimento de
transformacao 1 (TGF-pl), fator de crescimento de transformacao B3 (TGF-
P3), e fator de crescimento transformante [ receptor tipo I (TGFBRII)
desempenham um papel importante na patogénese de prolactinomas induzidos
pelo estrogénio (WANG et al.,2012).
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RESUMO

A cimetidina, um bloqueador do receptor H, das células parietais gastricas pode
agir como substancia xenoestrogénica, produzindo distirbios hormonais e toxicidade no
aparelho reprodutor masculino e aumentando os niveis séricos de estradiol e prolactina
em mulheres levando a hiperprolactinemia, que pode ser fator de risco para o cancer. A
melatonina um neurohormonio sintetizado pela glandula pineal tem papel chave na
funcdo reprodutiva, regulando a producdo de estrogeno, progesterona e prolactina. A
pesquisa testou a hipdtese de que a melatonina pode bloquear ou reduzir os efeitos
estrogénicos da cimetidina sobre o estroma uterino interferindo nos receptores de
estrégeno, no teor de fibras coladgenas e niveis hormonais (estrégeno, progesterona e
prolactina) em ratas adultas. Utilizou-se 45 ratas albinas distribuidas em trés grupos: |
ratas tratadas com placebo (controle); Il ratas tratadas com cimetidina (50mg/kg) e 11l
ratas tratadas com cimetidina (50mg/kg) associado a melatonina (200ug/100g). Os
tratamentos foram realizados por 7, 14 e 19 dias. A cimetidina promoveu marcacdes
mais intensas dos receptores REa no ttero dos animais tratados por 19 dias, maior
intensidade na distribuicdo de fibras coldgenas no endométrio, elevacdo dos niveis
séricos de 17pB-estradiol e prolactina e reducdo da progesterona. A melatonina associada
a cimetidina bloqueou esses efeitos. Assim, conclui-se que a melatonina apresenta
atividade citoprotetora aos efeitos crénicos da cimetidina no estroma endometrial
reduzindo ou impedindo o0 aumento na sintese de fibras colagenas pelos fibroblastos por
regular a atividade de estradiol sérico, a expressdo do receptor endometrial REa e

mantendo 0s niveis normais de progesterona e prolactina.

Palavras-chave: Melatonina, receptor estrogénico, xenoestrogeno, Utero, morfometria,

niveis hormonais.

29



1. Introducéo

A cimetidina é um farmaco blogueador de H2 das células parietais géstricas,
utilizado no tratamento da dispepsia, Ulceras géastricas e duodenais, que ndo inibe apenas
os efeitos estimulantes da histamina sobre a secrecdo de acidos gastricos, mas também
as acOes de todos 0s outros estimulantes gastricos (Saiyn 2012). Estudos experimentais
tém demonstrado afinidade da cimetidina pelos receptores de estrogenos REa ¢ RE,
agindo de forma semelhante aos mesmos, exercendo assim agdo Xenoestrogénica
(Takeshi et al. 2002; Sinha et al. 2006). Esses dois subtipos de receptores apresentam
padrdes de expressao diferentes nos diversos 6rgaos (Kuiper et al. 1996), sendo 0 REa
com maior expressdo no Utero e testiculo, e o REP, na prostata e ovario (Mosselman et
al. 1996).

Nahas et al. (2006), relataram que o uso crénico de cimetidina em homens, pode
estd associado a efeitos colaterais como, hiperestrogenismo resultando em ginecomastia
e hiperprolactinemia. A cimetidina também tem sido relatada como toxica para a
reproducdo em ratos machos, 0s quais apresentam varias alteracbes morfologicas no
trato reprodutivo, caracterizadas pelas alteragdes nas células mioides peritubulares e
reducdo significativa do peso dos 6rgaos sexuais acessorios (Franca et al, 2000; Sasso-
Cerri & Cerri 2008). Foi demonstrado também que a cimetidina aumenta niveis séricos
de estradiol e prolactina (PRL) em mulheres (Michnovicz & Galbraith 1991) levando a
hiperprolactinemia, que pode ser fator de risco para o cancer de mama na pos-
menopausa (Hankinson et al. 1999).

A melatonina um neurohormdnio, sintetizado pela glandula pineal, o qual é
secretado ritmicamente, tem demonstrado papel chave na funcdo reprodutiva tanto em

animais sazonais como nos animais ndo sazonais, caracterizando-se pela regulacdo na
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producdo de estrdgeno e progesterona, inibicdo da contratilidade uterina, regulagdo da
atividade e crescimento ovariano (Maekawa et al. 2007).

De acordo com Freeman et al. (2000) animais tratados com melatonina,
apresentaram uma diminuicdo do numero de lactétrofos, reducdo do estradiol e
consequente diminuicdo da secrecdo de PRL, tendo em vista que o estradiol é um
horménio que estimula a produgéo de PRL, pois regula a expressédo do gene para PRL,
bem como sua sensibilidade associada com os niveis de melatonina (Close & Freeman
1997). Além disso, a melatonina influéncia no funcionamento do sistema genital,
principalmente nas génadas e Utero (Freeman et al. 2000; Teixeira et al. 2004; Adriaens
et al. 2006; Maganhin et al. 2008).

Sabendo-se que o estradiol medeia efeitos pro-reprodutivos, atraves de acdes em
varios 6rgdos do sistema reprodutor feminino (ovarios, trompas, Utero e na formacao de
placenta), bem como processos bioquimicos (Rosselli et al. 2000; Deroo & Korach
2006), estudos experimentais de reproducéo referentes aos efeitos adversos provocados
pela frequente exposicdo a substancias xenoestrogénicas, tém sido realizados,
reafirmando a importancia e o nivel constante de exposicdo no qual atualmente a
populacdo mundial se encontra exposta (Bromer et al. 2010). Assim, a presente
pesquisa testou a hipotese de que a melatonina pode bloquear ou reduzir os efeitos
estrogénicos da cimetidina sobre o estroma uterino, interferindo na expressao do
receptor REa, no teor de fibras colagenas e niveis hormonais (estrégeno, progesterona e

prolactina) em ratas adultas.
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2. Material e Métodos

2.1 Animais experimentais

Foram utilizadas 45 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) com 90 dias de
idade, procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE. As fémeas foram mantidas em
gaiolas, com alimentacdo e agua ad libitum, temperatura de 22°C e iluminacdo artificial
que estabeleceu um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro. As fémeas foram
divididas em trés grupos com 15 animais cada, e o tratamento realizado por 7, 14 e 19
dias.

Grupo | — Ratas tratadas com placebo (controle);

Grupo Il — Ratas tratadas com cimetidina;

Grupo 111 — Ratas tratadas com cimetidina associada & melatonina.

Nas analises foram utilizados cinco animais por periodo de avaliagdo. O protocolo
experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica institucional da UFRPE, sob o ne.
23082022371/2011-46.

2.2 Administracéo da cimetidina

Foi administrada na dose de 50 mg/kg i.p. de cimetidina (Tagamet®, SmithKline
Beecham, Brasil) (Sasso-Cerri & Cerri 2008). O estabelecimento da dosagem
selecionada, seguiu protocolo das medidas utilizadas em seres humanos, que variam de
400 mg/kg/dia, para o tratamento da hiperacidez, e 800 mg/kg/dia para o tratamento da
Ulcera aguda. Em ratos, essas dosagens sdo equivalentes a 35 mg/kg/dia e 70 mg/kg/dia,
respectivamente. Assim, optamos por uma dose intermediaria (50mg/Kg/dia) seguindo a

metodologia proposta por Franca et al. (2000).
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2.3 Administracio da melatonina

A melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi administrada na dose de
200ug/100g de peso corporal do animal, por meio de inje¢Bes subcuténea no inicio da
noite (18:00h), sendo dissolvida em etanol (0,02 mL) e diluida em 1 mL de NaCl 0.9%
(Dair et al. 2008). Os animais do grupo controle receberam solucéo placebo de 1mL de
soro fisioldgico (NaCl 0,9%).

2.4 Dosagens hormonais

Para avaliacdo dos niveis séricos de estradiol, progesterona e prolactina amostras
de sangue foram coletadas nos periodos de 7, 14 e 19 dias através de puncdo da veia
caudal, centrifugadas a uma temperatura de 4°C com a velocidade de 3000rpm durante
10 minutos, e o sobrenadante congelado a -20°C até o momento das dosagens
hormonais, pelo método Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), através de
KIT’s comercial (Teixeira et al. 2004). As amostras foram colhidas em triplicatas.

2.5 Estudo imunohistoquimico

As fémeas foram anestesiadas nos respectivos periodos de avaliacdo, com
hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6 mg/kg), por via intramuscular.
Fragmentos do Utero foram fixados em formol tamponado 10% e processados para
inclusdo em parafina. Os cortes foram submetidos a recuperacao antigénica em solucao
de citrato de sdédio 10mM e pH 6,0, em camara Umida por 15 minutos a 98°C. Logo
apos foi realizada o blogueio da peroxidase endogena (Peroxidase-Blocking Reagent -
SM802) por 5 minutos, e a incuba¢do em camara Umida com o anticorpo primario
monoclonal mouse Anti-Human estrogen Receptor a clone 1D5 (Dakocytomation — CA
USA.) sem diluicdo, por 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, foi realizada a
incubacdo com anticorpo secundario ligado a peroxidase (Envision® Flex HRP —

Dakocytomation — CA, USA. C6d SM805) durante 20 minutos, lavado em tampao
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TRIS e revelado pelo DAB (3,3 -diaminobenzidina - Dakocytomation — CA USA.
SMB803) por dez minutos ao abrigo da luz. As laminas foram contracoradas com
Hematoxilina.

2.6 Estudo histomorfométrico

Cortes do atero corados pelo tricrébmico de Masson foram utilizados para analise
do colageno. Imagens de quatro campos por lamina de cada animal foram capturadas e
transferidas para programa histomorfométricos Imagej® (versio 1,41 NIH, Bethesda,
E.U.A)), regularmente calibrado, para a mensuracdo das areas desejadas em micrémetro,
pela delimitacdo dos contornos das regides coradas, com o auxilio do mouse, avaliando-

se desta forma o processo de deposicdo das fibras colagenas (Fig. 1A e 1B).

——p
fie £ o) Protess ey Fages Wode fes
ODaa@zdsnaang | F4e0] | |-

{| | e doeatinil g 1 20

Figura 1. (A) Fotomicrografia do corte transversal de Utero de rata adulta do grupo
placebo. Regido do estroma uterino (E), utilizada para mensuracao de fibras colagenas.
Coloracdo de Tricrdmico de Masson. (B) Mensuracdo de area de fibras colagenas

utilizando software ImageJ, com ferramenta de selecdo de area estudada.

2.7 Analise estatistica
A andlise estatistica dos niveis séricos de estrdégeno, progesterona e prolactina, e

quantificacdo das fibras colagenas foi realizada por meio do método nao-paramétrico de
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Kruskal-Wallis, onde as meédias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney, (p< 0.05).
3. Resultados

3.1 Analise imunohistoquimica

As observagdes imunohistoquimicas do REa revelaram diferentes intensidades de
marcacdo e concentracdo nas células ao longo do periodo de administragdo das
substancias nos grupos experimentais, com excec¢do do grupo controle, que se manteve
uma regularidade de marcacdo nuclear no decorrer dos periodos de 7, 14 e 19 dias (Fig.
2 A-B; Fig. 3 A-B; Fig. 4 A-B). Quando comparadas as marcagdes nucleares nos grupos
cimetidina e cimetidina associada a melatonina nos periodos de 7, 14 e 19 dias, essas
amostras revelaram significante diferenca de marcagdo, de modo que no Utero das que
receberam cimetidina associada a melatonina houve maior concentragdo de células
marcadas no periodo de 19 dias, porém, com menor intensidade (Fig. 4 E-F), quando
comparado ao Utero das ratas que receberam cimetidina (Fig. 4 C —-D).

3.2. Estudo histomorfométrico de fibras colagenas

A analise histomorfométrica da distribuicdo de fibras coldgenas no endométrio
revelou maior concentracdo dessas fibras no estroma de ratas tratadas com cimetidina
(Fig. 5 B, E e H) em relacéo ao estroma endometrial das ratas tratadas com placebo e a
associacdo da cimetidina e melatonina (Fig. A, C, D, F, G e I). Entretanto, a andlise
estatistica revelou uma maior quantidade de fibras coldgenas no estroma endometrial de
ratas tratadas com cimetidina nos periodos de 14 e 19 dias (Figs. 6, 7 e 8).

3.3. Niveis plasmaticos de estradiol, progesterona e prolactina.

As dosagens dos niveis séricos de estradiol e prolactina revelaram um aumento
significativo desses horménios nas ratas apenas no periodo de 19 dias de administracédo

da cimetidina. Ja a progesterona nesse mesmo periodo e grupo experimental apresentou
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reducdo significativa. O tratamento associado manteve 0s niveis séricos desses
horménios similares aos apresentados pelas ratas tratadas com placebo em todos os
periodos de avaliacdo (Tabelas 1, 2 e 3).

4. Discussao

Os resultados da imunohistoquimica revelou diferenciacdo na intensidade e
positividade de marcacdo para receptores de estrogenos no estroma endometrial nas
ratas dos grupos experimentais, sendo mais expressivas nos receptores nucleares das
ratas dos grupos que receberam administracdo de cimetidina associada a melatonina no
altimo periodo de avaliacdo. No entanto, embora os receptores REo tenham
apresentado-se com maior expressdao no endomeétrio das ratas deste grupo, estes
mostraram menor intensidade.

Os biomarcadores sdo comumente usados como indicadores bioguimicos,
fisiologicos, e histologicos de exposicao a xenobioticos ou de efeito de contaminantes
quimicos (Jesus & Carvalho 2008). Dessa forma, a presenca e a intensidade da
marcacdo nos receptores refletem, respectivamente, a positividade da célula e a
concentracdo destes (Robinson et al, 2010). De acordo com Martin et al. (2008) o
aumento ou diminuicdo na concentracdo dos receptores endometriais de estrogeno (RE)
e progesterona (RP) esta relacionado com a expressdo do RNAM para esses receptores,
sugerindo a existéncia de mecanismos de regulacdo dos RE e RP endometriais que
envolvem os préprios horménios, pois 0 aumento da concentracdo desses receptores
ocorrem simultaneamente com a elevacdo da concentracdo plasmatica e tecidual dos
horménios. Assim, a menor intensidade de marcacdo verificada no grupo que recebeu
administracdo associada de cimetidina e melatonina, pode ser devido a agdo anti-
estrogénica da melatonina (Freeman et al. 2000), fato esse também confirmado, pelo

aumento nas dosagens dos niveis séricos de 17p-estradiol obtidos nos grupos
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experimentais quando tratados exclusivamente com cimetidina. Desta forma, dados
como estes, confirmam a capacidade de ativacdo estrogénica da cimetidina, que age
alterando o padrdo de sintese e secrecdo hormonal de estrégeno (17p-estradiol), e com
isso, regulando o comportamento sexual e a funcao reprodutiva (Akingbemi et al. 2004;
Bredfeldt et al. 2010).

A anélise dos resultados referentes as concentracdes plasmaticas de progesterona
demonstram que a melatonina bloqueou o efeito da cimetidina por manter esse
hormdnio nos niveis similares aos dos animais do grupo controle, o que corrobora com
0s estudos realizados por Tamura et al. (2008) e Taketani et al. (2011) os quais
relataram que a melatonina protege as celulas luteinicas da camada granulosa,
aumentando a producdo de progesterona no foliculo durante a ovulagdo melhorando
desta forma a taxa de fertilizacdo. Além disso, 0 aumento nas dosagens plasmaticas de
prolactina no grupo tratado com cimetidina confirma o papel estimulador do estrégeno
(também elevado nos animais desse grupo), sobre a secrecédo de prolactina, que segundo
Katayama & Fishman (1982) e Christin-Maitre et al. (2007); induz a hiperprolactinemia

em ratos machos Wistar quando tratados por administracao continua de 17(3-estradiol.

Sabe-se que a estrutura fibrilar do endométrio é controlada pelos horménios
sexuais (Oxlund et al. 2010). O 17 - estradiol age estimulando a sintese do RNAm para
as fibras colagenas (sindecan-3), modelando o padrdo de distribuicdo destas fibras
(Myllyharrju & Kivirikko 2004; Oxlund et al. 2010; Silva et al. 2011). Assim, no
presente estudo foi demonstrado a acdo xenoestrogénica da cimetidina estimulando a
sinteses de fibras colagenas no estroma endometrial nos periodos de 14 e 19 dias,
enquanto a associacdo com a melatonina inibiu esse efeito. Sabe-se que os fibroblastos
sdo estrogenos dependentes e que a melatonina pode ser um fator regulador na sintese

de fibras colagenas sintetizadas pelos fibroblastos, tendo em vista que ratas
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pinealectomizadas apresentam grande concentracdo de fibras colagenas no endométrio
(Teixeira et al. 2002; Medeiros et al. 2003). Assim, conclui-se que a melatonina
apresenta atividade citoprotetora aos efeitos da cimetidina no estroma endometrial
reduzindo ou impedindo o aumento na sintese de fibras colagenas pelos fibroblastos por
regular a atividade de estradiol sérico, bem como a expressdo dos seus receptores

endometriais, além de manter os niveis normais de progesterona e prolactina.
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Figura 2. Fotomicrografia de imunomarcacdo de receptores endometriais de
estrbgeno em ratas adultas tratadas com placebo (A-B), cimetidina (C-D) e
cimetidina associada a melatonina (E-F) por 7 dias. Estroma uterino (E); glandulas
endometriais (seta); seta Longa - nucleos marcados positivamente, limen uterino

(L). Contra corados com Hematoxilina de Harris.
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Figura 3. Imunomarcacdo de receptores endometriais de estrégeno em ratas adultas
tratadas com placebo (A-B), cimetidina (C-D) e cimetidina associada a melatonina
(E-F) por 14 dias. Glandulas endometriais marcadas positivamente (seta curta);
marcacdo epitelial de receptores (seta longa), nicleos intensamente positivos (seta
tracejada), nacleos marcados com menor intensidade (ponta de seta), contra corados

por Hematoxilina de Harris.
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estrbgeno em ratas adultas tratadas com placebo (A-B), cimetidina (C-D) e

cimetidina associada a melatonina (E-F) por 19 dias. Glandulas endometriais
marcadas positivamente (seta curta); marcacdo epitelial de receptores (seta
longa), nucleos intensamente positivos (seta tracejada), ndcleos marcados com

menor intensidade (ponta de seta), contra corados por Hematoxilina de Harris.
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Figura 5. Fotomicrografia do estroma uterino de ratas adultas. Controle (A-D-G - 7 14
e 19 dias respectivamente), cimetidina (B-E-H — 7, 14 e 19 dias respectivamente) e
cimetidina associada a melatonina (C-F-1 — 7,14 e 19 dias respectivamente). Coloragao

de Tricrémico de Masson. Barras = 25um.
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Figura 6. Distribuicdo de fibras colagenas no Gtero de ratas adultas tratadas com

placebo, cimetidina e cimetidina associada a melatonina por 7 dias (P=0.6808).
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Figura 7. Distribuicdo de fibras colagenas (DFC) em utero de ratas adultas tratadas com

placebo, cimetidina e cimetidina associada a melatonina durante 14 dias (P= 0,0105).
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Fig. 8 - Distribuicdo de fibras colagenas em Gtero de ratas adultas tratadas com placebo,

cimetidina e cimetidina associada a melatonina durante 19 dias (P=0,0052).

48



Tabela 1. Médias dos niveis séricos de estradiol (ng/mL) nas ratas dos grupos

experimentais.

Grupos I I i P
Estradiol

7 Dias 414,66 + 5,23a 407,88 + 4,03a 410,34 + 5,76a 0,0809

14 Dias 489,19 + 7,55a 502,77 + 6,21a 499,36 + 5,93a 0,1055

19 Dias 482,79 + 3,50a 519,66 + 4,19b 477,83 + 6,29 0,0304

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (p>0,05).

Tabela 2. Médias dos niveis séricos de progesterona (ng/mL) nas ratas dos grupos

experimentais.

Grupos I 1 Il P
Progesterona

7 Dias 536,06 + 6,82a 546,97 + 9,20a 534,93 + 9,53a 0,1472

14 Dias 550,20 +£5,17a 545,99 + 2,75a 547,39 + 3,02a 0,1024

19 Dias 563,37 £ 3,48a 515,38 £ 1,60b 564,36 + 4,76a 0,0145

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (p>0,05).
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Tabela 3. Médias dos niveis sericos de prolactina (ng/mL) nas ratas dos grupos
experimentais.

Grupos I 1 11 P
Prolactina

7 Dias 2,07 £0,43a 2,13 £0,58a 2,08 £ 0,47a 0,9828

14 Dias 2,09+0,30a 2,23 £0,36a 2,04 £ 0,49 0,7518

19 Dias 2,24 £ 0,54a 6,03 £0,71b 1,98 +0,43a 0,0021

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (p>0,05).
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