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RESUMO

A menopausa marca o fim do ciclo reprodutivo feminino e representa um periodo de
mudancas e adaptacdes metabdlicas, comportamentais e psicolégicas, resultado das
variagbes hormonais, especialmente a diminuicdo na producdo dos hormonios
reprodutivos e da melatonina. Embora as terapias de reposicdo hormonal com
estrogenos sejam eficazes para a reducdo de sintomas indesejados, estas terapias
podem aumentar o risco de desenvolvimento de neoplasias mamarias e outros efeitos
adversos. Em paralelo, medicagdes como a melatonina estdo sendo utilizadas como
alternativa a reposicdo hormonal de estrégenos com resultados promissores,
demonstrando melhora em quadros de ansiedade e depressao, auxilio no controle de
peso e melhora na qualidade do sono. A melatonina, um horménio produzido
principalmente pela glandula pineal, desempenha um papel crucial na regulagéo do ciclo
sono-vigilia, bem como nas caracteristicas comportamentais e na regulacdo dos ritmos
biolégicos associados a reproducdo. Devido aos efeitos neuropsiquicos da melatonina
no organismo, € possivel que sua suplementacdo auxilie mulheres na menopausa,
atenuando sintomas, como estresse, insonia e depressdo. Deste modo, o0 presente
estudo teve como objetivo avaliar se a suplementacédo de melatonina auxilia na reducéo
das alteracdes neuropsiquicas em ratas ovariohisterectomizadas, que simulam o periodo
da menopausa. Para isso foram utilizados dois grupos, ratas Wistar com idade de 4
meses de vida, sendo 40 ovariohisterectomizadas, representando o grupo das fémeas
gue mimetizam a menopausa, e 38 ratas que foram submetidas a cirurgia sham
(laparotomia sem ovariohisterectomia). Onze semanas apds as cirurgias 0s animais
foram subdivididos em 8 grupos, tratados com diferentes doses de MLT ou solucéo
fisioldgica (SL), durante 8 semanas: SL e SHAM, MLT e SHAM 10 (10 mg/kg), MLT e
SHAM 20 (20 mg/kg) e MLT e SHAM 50 (50 mg/kg). ApoOs 8 semanas de tratamento 0s
animais foram avaliados quanto a possiveis efeitos citotéxicos e comportamentais. Os
tecidos renais e hepaticos foram avaliados por meio de histopatologia e imuno-
histoquimica, por marcadores de apoptose, caspase 3 e p53 e de proliferacdo celular, ki
67 e PCNA. Foram realizados os parametros hematolégicos e bioquimicos e a
observacdo comportamental destes animais por meio de testes que avaliam ansiedade,
medo, memoaria e estresse. Este estudo apresentou evidéncias que sugerem gque animais
tratados com MTL nas doses de 10, 20 e 50 mg/kg apresentaram melhora no controle
dos indices de hemoglobina glicada (p< 0,001), ndo demonstraram evidéncias de
citotoxicidade em tecidos hepatico e renal em relagdo ao grupo controle (p> 0,05) e na
dose de 10 mg/kg ndo apresentaram prejuizo a resposta de memoria de curto prazo (p<
0,001) e mostraram reducéo da ansiedade avaliada no teste de labirinto em cruz elevada
(p= 0,036). Concluiu-se que a MLT, na dose de 10 mg/kg, trouxe efeitos benéficos
atenuando sintomas da menopausa induzida, podendo ser uma alternativa interessante
para fémeas submetidas a condi¢cbes semelhantes a menopausa nos animais avaliados,
além de ser uma medicacao segura quanto a toxicidade.

Palavras-chave: melatonina, menopausa, citotoxicidade, imuno-histoquimica, apoptose,
hormonios.



ABSTRACT

Menopause marks the end of the female reproductive cycle and represents a period of
metabolic, behavioral, and psychological changes and adaptations, resulting from
hormonal fluctuations, especially the decrease in the production of reproductive hormones
and melatonin. While hormone replacement therapies with estrogen are effective in
reducing unwanted symptoms, these therapies may increase the risk of developing breast
neoplasms and other adverse effects. In parallel, medications such as melatonin are being
used as an alternative to estrogen hormone replacement with promising results,
demonstrating improvements in cases of anxiety and depression, assistance in weight
control, and improvement in sleep quality. Melatonin, a hormone mainly produced by the
pineal gland, plays a crucial role in regulating the sleep-wake cycle, as well as behavioral
characteristics and the regulation of biological rhythms associated with reproduction. Due
to the neuropsychic effects of melatonin in the body, its supplementation could potentially
help women in menopause by alleviating symptoms such as stress, insomnia, and
depression. Thus, the present study aimed to evaluate whether melatonin
supplementation assists in reducing neuropsychic alterations in ovariectomy-
hysterectomized rats, which simulate the menopausal period. For this purpose, two
groups were used: 40 Wistar rats aged 4 months, subjected to ovariectomy-hysterectomy
(representing the group simulating menopause), and 38 rats undergoing sham surgery
(laparotomy without ovariectomy-hysterectomy). Eleven weeks after the surgeries, the
animals were subdivided into 8 groups and treated with different doses of MLT (melatonin)
or physiological solution (SL) for a duration of 8 weeks: SL and SHAM, MLT and SHAM
10 (10 mg/kg), MLT and SHAM 20 (20 mg/kg), and MLT and SHAM 50 (50 mg/kg). After
8 weeks of treatment, the animals were evaluated for potential cytotoxic and behavioral
effects. Renal and hepatic tissues were assessed through histopathology and
immunohistochemistry using markers for apoptosis, caspase, p53 and cell proliferation, ki
67 and pcna. Hematological and biochemical parameters were measured, and the
behavioral observation of these animals was carried out through tests assessing anxiety,
fear, memory, and stress. This study provided evidence suggesting that animals treated
with melatonin at doses of 10, 20, and 50 mg/kg showed improvement in the control of
glycated hemoglobin levels (p < 0.001), did not show evidence of cytotoxicity in hepatic
and renal tissues compared to the control group (p > 0.05), and at the dose of 10 mg/kg,
did not impair short-term memory response (p < 0.001) and demonstrated a reduction in
anxiety assessed in the elevated plus maze test (p = 0.036). It was concluded that
melatonin at a dose of 10 mg/kg brought beneficial effects, attenuating induced
menopause symptoms and potentially being an interesting alternative for females
subjected to conditions similar to menopause in the evaluated animals, as well as being
a safe medication in terms of toxicity.

Keywords: melatonin, menopause, cytotoxicity, immunohistochemistry, apoptosis,
hormones.
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1 INTRODUCAO

Ao nascer a mulher apresenta uma quantidade especifica de 6vulos, os quais serdo
liberados durante a vida reprodutiva, enquanto nenhum destes évulos sdo fecundados
ocorre a menstruacao. O fim da reprodutividade feminina € conhecido como menopausa
-4 O termo climatério, que possui origem grega klimacton que significa “crise”,
caracteriza os periodos de pré-menopausa, menopausa e pés-menopausa. Este periodo
ocorre em consequéncia da perda da atividade folicular ovariana e envolve a transicao
fisioldgica do periodo reprodutivo para o ndo reprodutivo °.

De modo geral, na América Latina, a menopausa ocorre entre 43,8 e 53 anos, dados
que diferem em relacdo a paises desenvolvidos, nos quais idades superiores sao
relatadas. A idade média das mulheres brasileiras que entram na menopausa é de 51,2
anos ©. A repercussdo da menopausa para mulheres tém sido motivo de preocupacéo,
em especial de organismos internacionais de saude, devido ao acelerado processo de
envelhecimento populacional e a vulnerabilidade social vivenciados nesta fase 2.

A preocupacdo com 0s sintomas neuropsiquicos da menopausa torna de grande
interesse a busca de alternativas para ameniza-los, pois estes podem causar significativo
desconforto para uma consideravel parcela de mulheres nesta fase, visto que estas
alteracdes impactam ndo sO na qualidade de vida, como também no desempenho e
capacidade para atividades do cotidiano 2.

Durante a transicdo da menopausa, 0s sinais clinicos vasomotores, relatados como
ondas de calor, sudorese noturna e palpitacées sdo comuns. Distirbios neuropsiquicos,
alteracdes na qualidade do sono, de trato urinario e de sexualidade também s&o relatados
a medio e longo prazo, comprometendo a qualidade de vida destas mulheres
L47 Geralmente a transi¢édo da perimenopausa para a menopausa é um periodo em que
estes sinais sdo mais frequentes, porque estao associadas a reducdes hormonais,
principalmente hormonios reprodutivos e melatonina %2,

Apesar da relevancia, sdo poucas as pesquisas sobre qualidade de vida e bem-estar
das mulheres no periodo da menopausa associadas a alternativas para melhor controle
destes sintomas. Alguns estudos ja correlacionam a melatonina com beneficios em

relacdo a insdnia e evidenciam melhora de sintomas neuropsiquicos por meio da
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suplementacdo com melatonina, sendo estes efeitos: diminuicdo do medo condicionado,
estresse pés-traumatico e em quadros de ansiedade e depressédo %12, A melatonina é
um hormonio sintetizado principalmente pela glandula pineal durante a noite, envolvido
na regulacdo das funcdes fisiolégicas e neuroenddcrinas 34, Liberado na corrente
sanguinea e no liquor imediatamente ap0s sua sintese, a melatonina alcanca células e
receptores expressos em varios 6rgaos, exercendo fungdes de sincronizacao de ritmos
circadianos, incluindo o ciclo sono-vigilia °. Apesar de a melatonina apresentar
evidéncias de efeitos benéficos e ser empregada nas Ultimas décadas para diversos fins
na area da salde, ha pouca descricdo sobre seus efeitos citotéxicos 1°.

Como a menopausa predispde a alteracdes psiconeurolégicas e a melatonina
auxilia de forma positiva em quadros psicolégicos, a presente pesquisa teve como
objetivo avaliar o impacto da suplementacdo exégena da melatonina na morfofisiologia,
no comportamento, na citotoxicidade e seus efeitos deletério em modelo de ratas Wistar
ovariohisterectomizadas e nédo ovariohisterectomizadas, de forma a simular fémeas em
menopausa ou nao. Deste modo, este estudo buscou evidéncias de que a suplementacao
com melatonina seria ou ndo uma alternativa viavel para controlar disfuncbes
psicolégicas na fase de menopausa, além de ndo gerar efeitos citotoxicos e deletérios
aos animais expostos.

Esta dissertacao esta dividida em dois capitulos, com o primeiro descrito na forma
de revisao de literatura, abordando a funcéo fisiolégica da melatonina, a associa¢éo deste
hormonio com a fisiologia reprodutiva e seus possiveis beneficios em mulheres na fase
perimenopausa e menopausa. Esta revisdo segue as normas propostas pela revista
“International Journal of Biological and Natural Sciences”, na qual esta revisao foi
publicada. O segundo capitulo apresenta um estudo experimental original sobre a
administracéao de diferentes doses de melatonina em ratas ovariohisterectomizadas, que
simulam a menopausa, com o objetivo de avaliar a hipétese do efeito benéfico da
melatonina nos sintomas da menopausa com 0 objetivo de além de verificar possiveis
efeitos benéficos da melatonina também averiguar se as doses administradas sao
seguras ou podem causar efeitos citotoxicos em ceélulas hepéaticas e renais. Este artigo

segue as normas propostas pela revista “Menopause”.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CAPITULOI

Revisdo!
Melatonina e os beneficios de sua suplementacédo durante a perimenopausa e menopausa
Melatonin and the benefits of its supplementation during perimenopause and menopause

Angela Maria Reck de Aguiar!; Thais Andrade Costa-Casagrande!

IPrograma de Doutorado em Biotecnologia Industrial da Universidade Positivo, Curitiba, Brasil

A melatonina ¢ um horménio produzido pela glandula pineal, sua principal funcéo é regular o ciclo
circadiano. Entretanto, a funcdo da melatonina vai além, desempenhando papel significativo em
relagdo a alteragBes psicomotoras, distirbios do sono e influéncia positiva ao bem-estar. Devido a
a reducdo dos niveis séricos ndo s6 de hormdnios gonadais como também de melatonina durante o
periodo de perimenopausa e menopausa, mulheres apresentam quadros de depressdo, ansiedade,
insdnia, obesidade e consequente menor qualidade de vida. Embora ainda exista uma lacuna que
comprove a seguranca quanto a doses e o0 uso crénico da melatonina, a administracdo exdgena deste
horménio é sugerida como tratamento alternativo a estes disturbios psicossomaticos e metabdlicos
relacionados com a menopausa. Esta revisdo tem como proposta apresentar e atualizar a relagéo da
melatonina, seus beneficios e possiveis efeitos deletérios como terapia adjuvante no periodo de

perimenopausa e menopausa.

Palavras-chave: Melatonina, menopausa, perimenopausa, disturbios psicossomaticos, distarbios

metabélicos, tratamento.

Artigo publicado na Revista International Journal of Biological and Natural Sciences
ISSN 2764-1813 DOI 10.22533/at.ed.813322308025.
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Introducéo

O climatério compreende a fase em que a mulher passa do periodo reprodutivo para 0 ndo
reprodutivo, caracterizada por alteraces enddcrinas e bioldgicas (GURSOY; KISELI; CAGLAR,
2015; MIRANDA; FERREIRA; CORRENTE, 2014). O periodo da ultima menstruacdo
confirmada apds 12 meses de amenorreia, corresponde a menopausa e consequente reducdo gradual
de hormdnios sexuais femininos, devido a perda da atividade folicular ovariana (MARLATT;
BEYL; REDMAN, 2018).

As variacdes na idade e condi¢@es que mulheres entram na menopausa sao relatadas como
a menopausa precoce, tardia, artificial e a natural. A menopausa precoce ocorre antes dos 45 anos,
tardia depois dos 53 anos e a menopausa artificial pela ooferoctomia ou ovario-histerectomia,
procedimentos cirdrgicos que consistem na exérese das gobnadas femininas (ANTUNES;
MARCELINO; AGUIAR, 2003).

Em consequéncia a reducdo hormonal neste periodo ocorrem mudancas fisiolégicas e
comportamentais (MARLATT,; BEYL; REDMAN, 2018). As alteragdes mais comuns sdo as
“ondas de calor", sudorese noturna, disfuncdes sexuais, maior acimulo de tecido adiposo
abdominal, obesidade, osteoporose, doencas cardiovasculares e alteracBes neuropsiquicas que
comumente s&o relatadas como mudangcas de humor, irritabilidade, depressdo e insonia
(BONANNI et al., 2019; JEHAN et al., 2015; MARLATT; BEYL; REDMAN, 2018; NIE et al.,
2017; TOFFOL et al., 2014, 2021). Esses sinais clinicos interferem de maneira negativa na
qualidade de vida das mulheres (FREITAS; BARBOSA, 2015, 2015; NIE et al., 2017; TOFFOL
etal., 2021).

O periodo de perimenopausa e menopausa corresponde ndo s6 a queda dos horménios
gonadais como também dos niveis séricos de melatonina (TOFFOL et al., 2014). A menor
concentracdo plasmética de melatonina esta associada principalmente aos sinais psicomotores de
mulheres na menopausa, correlacionado ao eixo hipotalamo-hipofise-ovariano (TOFFOL et al.,
2014; GREENDALE et al., 2020; JEHAN et al., 2015, 2017).

O uso de terapias hormonais com esteroides para atenuar esses sintomas é uma opc¢ao,
entretanto 0 uso de hormoénios como estrogeno segundo Toffol et al. (2013) podem acentuar
sintomas psiquicos com ansiedade e depressdo quando comparado com mulheres que ndo fazem
uso de terapia hormonal. Além disso, podem causar efeitos indesejaveis como tromboembolismo
(SRIPRASERT et al., 2020), Alzheimer (SAVOLAINEN-PELTONEN et al., 2019) doenca
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cardiovascular, canceres de mama (BERAL et al 2011; Collaborative Group on Hormonal Factors
in Breast Cancer, 2019), ovario e endometrial, acidente vascular cerebral tromboembolico, doenca
da vesicula biliar, deméncia e incontinéncia.

Portanto, é de interesse solugdes alternativas sem efeitos deletérios a satde, para amenizar 0s
sinais clinicos decorrentes da menopausa (GOLLSCHEWSKI et al., 2008). Deste modo, a
melatonina surge como protagonista na op¢ao de terapia adjuvante no tratamento desses distarbios,
estudos evidenciam resultados de melhora quanto a sintomas psicossomaticos em mulheres na
perimenopausa e menopausa, em funcao da capacidade de ressincronizagdo de ritmos circadianos
e consequente efeitos benéficos relacionados a melhora da qualidade do sono e humor (BONANNI
et al., 2019; CHOJNACKI et al., 2016; HESS et al., 2012; MAGANHIN et al., 2008). Alem do
efeito positivo em relacdo ao sono, a melatonina apresenta intima ligacdo ao funcionamento
reprodutivo feminino (JEHAN et al., 2015; KOTLARCZYK et al., 2012; REITER et al., 2009;
TALPUR et al., 2018).

Devido ao menor nivel de melatonina conforme a idade e fase da vida reprodutiva, e a
influéncia deste horménio durante perimenopausa e menopausa, essa revisao tem como proposta
apresentar e atualizar a relacdo da melatonina com a funcdo reprodutiva e seus efeitos como
tratamento de distdrbios fisicos e emocionais relacionados a esse perido e até mesmo sobre se ha

efeitos deletérios no uso indiscriminado deste hormonio.

Métodos

Para a realizacdo desta revisdo de literatura ndo sistematizada foram pesquisadas as
palavras-chave “Melatonina”, “Citotoxicidade”, “Menopausa”, “Comportamento”, “Ansiedade” e
seus equivalentes em inglés nas bases de dados Scientific Electronic Library Online (SciELO), US
National Library of Medicine National Institutes of Health (PubMed), na plataforma de literatura
académica da editora Elsevier (ScienceDirect) e na Revista Brasileira de Andlises Clinicas
(RBAC). O critério de incluséo e exclusdo de artigos, visando o desenvolvimento do presente
trabalho, levou em consideragéo o teor do titulo e do resumo de tais artigos.

Foram incluidos artigos que relatam a funcdo da melatonina no organismo e sua ligacao ao
comportamento quanto a medo, ansiedade e estresse, artigos que relatam as alteragcbes que a
menopausa acarreta ao organismo feminino e as consequéncias da reducdo da producdo do

estrogénio e melatonina e artigos experimentais com o uso de melatonina como tratamento. Além
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de buscar artigos que obtivessem informacGes sobre citotoxicidade quanto ao uso da melatonina
em diferentes dosagens e possiveis efeitos deletérios. Utilizou-se tanto artigos experimentais como
de revisdo, escritos na lingua inglesa e portuguesa, encontrados nas bases de dados ja citadas, cujas
publicacBes ocorreram em até 15 anos, em comparagdo ao ano deste estudo.

Foram excluidos os artigos que ndo continham em seu titulo ou resumo informacdes que
faziam referéncia ao objeto deste trabalho, comentarios de outros artigos e cartas ao editor. Foram
encontrados 1082 trabalhos, apos a verificacdo e leitura desses estudos e utilizando os critérios de

incluséo e exclusdo, foram aceitos 75 trabalhos que se enquadram no objetivo deste estudo.
Revisdo de Literatura

Melatonina: sintese e fisiologia

Descoberta pelo dermatologista americano Aaron Lerner e colaboradores em 1958, a
melatonina foi extraida pela primeira vez de glandulas pineais bovinas, com o objetivo de
desenvolver um clareador para a pele (LERNER et al., 1958). Posteriormente melatonina foi
identificada em outros seres vivos como plantas, fungos, bactérias, animais invertebrados e
vertebrados, incluindo os seres humanos (ZHAO et al., 2019).

A melatonina € uma indolamina produzida principalmente na glandula pineal pelos
pinealGcitos e em outros tecidos como retina, corpo ciliar da iris, glandulas lacrimais, ovarios,
linfocitos e intestino grosso, porém nesses locais a sua producéo € utilizada somente para a a¢gdo
local, diferente da glandula pineal que a produz para distribuicdo em todo o organismo
(MAGANHIN et al., 2008; PARK et al., 2018; TAMURA et al., 2020; ZHAO et al., 2019).
Sintetizada por estimulagdo noradrenérgica simpatica, via inervacdo pos-ganglionar originada no
ganglio cervical superior. Sua maior producdo ocorre durante a noite, a partir do aminoacido
essencial triptofano, hidrolisado pela enzima triptofano-hidroxilase (TPH) em 5-hidroxitriptofano
(5-HTP), que sofre a acdo da enzima 5-HTP descarboxilase e resulta em 5-hidroxitriptamina
(serotonina ou 5-HT), que por sua vez é convertida em acetilserotonina (NAS) pela acdo da enzima
arialquilamina-N-acetiltransferase (AANAT), a enzima acetilserotonina-oximetiltransferase
(ASMT) origina a 5-meloxi-N-acetiltriptamina, a melatonina (DUBOCOVICH; MARKOWSKA,
2005; HE et al., 2016; ROBERTS; FITZPATRICK, 2013).
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Ao contrério dos hormdnios dependentes do eixo hipotalamo-hipofisério, a producéo de
melatonina ndo depende de mecanismos de retroalimentacao, deste modo o nivel de melatonina no
plasma néo regula sua propria producéo e condiz com a atividade sintética da pineal, pois ndao ha
armazenamento de melatonina pela glandula (REITER; TAN; GALANO, 2014).

A melatonina administrada de maneira exdgena, assim como a melatonina endogena, €
metabolizada via hepatica pela atividade do citocromo P450 hepético, predominantemente a
isoforma CYP1AZ2, seguido da conjugacdo com acido sulfarico (90%) ou &cido glucurdnico (10%)
e por fim € excretada na urina. Apenas 5% da melatonina sérica ndo metabolizada é excretada na
urina. A administracdo via oral apresenta metabolismo de primeira passagem, e biodisponibilidade
absoluta de aproximadamente 15%. Os metabdlitos da melatonina sdo excretados via renal. Em
pessoas saudaveis a eliminacdo da melatonina tem meia-vida de 30 - 45 minutos, este tempo pode
ser triplicado em paciente com alteracGes hepatica e renais (MARRA et al., 2019).

Demasiadamente lipofilica a melatonina banha diferentes tecidos até alcangar seus
receptores de membrana MT1 também conhecido como MTNR1A ou MellA e MT2 que pode ser
conhecido como MTNR1B ou Mel 1B. Ambos séo acoplados a proteina Gi, sendo o receptor MT1
composto por 350 aminoacidos, com afinidade também pelas proteinas Gq ou Gi1, 0 que d& a
capacidade deste receptor ativar a fosfolipase C, aumentar a producdo de diacilglicerol e inositol
trifosfato (IP3), e consequentemente elevar a concentracdo intracelular de célcio e atividade da
proteina quinase C, além de ser responsavel pela inducdo do sono (LI et al., 2019).

O MT2 composto por 363 aminoacidos € responsavel pela regulacdo dos ritmos circadianos,
funcdes fisiologicas e neuroenddcrinas (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005;
DUBOCOVICH; MARKOWSKA, 2005; REITER et al., 2009; WANG et al., 2021; ZHANG;
ZHANG, 2014).

H& um terceiro receptor o MT3, MTNR1C ou Mellc, pertencente a familia da quinona
redutase, presente no citosol de algumas células, ndo é acoplado a uma proteina G e possui estrutura
molecular parecida com uma enzima, a quinona redutase, sua funcéo esta pouco elucidada (LI et
al., 2021; REITER; TAN; GALANO, 2014).

A influéncia da melatonina se estende do marca-passo circadiano, ao controle da funcéo
reprodutiva e até equilibrio 6sseo (GREENDALE et al., 2020). Uma de suas funcGes mais
importante € transmitir informagdes quanto ao fotoperiodo, que estd intimamente ligado a

fisiologia, porque estabelece funcdes que variam com a estacao, sendo estas: reproducéo, pelagem,
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apetite, peso corporal e sono. O fotoperiodo € frequentemente critico para 0 momento do
desenvolvimento puberal. Alterando os niveis de excrecdo de hormdnios gonadotréficos
influenciando no feedback de esterdides em sistemas regulatérios gonadotroficos no hipotalamo
(PARK et al., 2018; ZAWILSKA; SKENE; ARENDT, 2009).

As caracteristicas de variacdo diaria e sensibilidade a luz, que suprime sua atividade esta
presente em diversas espécies independente desta espécie ser diurna, noturna ou com padrao de
atividades crepuscular. Os niveis de melatonina sdo elevados durante a fase escura de qualquer
ciclo claro-escuro natural ou imposto (ZHAO et al., 2019). O inicio da liberacdo da melatonina
enddgena é a noite, apos as 21h, com pico de liberacdo entre 2h e 4h da madrugada, e normalmente
é inibida entre 7h e 9h da manha, coincidindo com o pico de secrecdo de cortisol enddgeno,
executando producdo ritmica circadiana sincronizada a fase de iluminacdo ambiental referente do

dia e noite, podendo ser inibido por luzes artificiais (MARRA et al., 2019).

Melatonina e funcéo reprodutiva

Em relacdo a fisiologia reprodutiva, a melatonina possui relacdo direta com a funcéo
ovariana (TALPUR et al., 2018; WANG et al., 2021), na mitocéndria dos odcitos promove a
maturacdo e reduz o estresse por espécies reativas de oxigénio nos odcitos, além de promover
luteinizacdo de células granulosas, fixacdo do embrido e manutencdo da gestacdo (PARK et al.,
2018; SOLIMAN et al., 2015; TAMURA et al., 2020; WANG et al., 2021).

Isso ocorre devido a presenca de receptores MT1 e MT2 nos foliculos ovarianos que
influenciam a modulacédo da esteroidogénese, especialmente na producdo de progesterona e na
expressao dos receptores de hormdnio luteinizante (LH) e hormonio liberador de gonadotrofina
(GnRH) (HARDELAND, 2012; MAGANHIN et al., 2008; ROCHA et al., 2011; TALPUR et al.,
2018; WANG et al., 2021).

Em estudos in vitro, a melatonina aumentou a producédo de progesterona em células do
corpo luteo de humanos (TAKETANI et al., 2011), e em estudos in vivo aumentou producdo de
progesterona e melhorou eficiéncia produtiva de porcas e camundongos (PARK et al., 2018).
Foram evidenciados receptores de melatonina em suas células foliculares, correlacionando a
producdo da melatonina ovariana nestas especies também, assim como em seres humanos
(ROCHA et al., 2011).
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O receptor MT2 realiza o controle, armazenamento e distribuicdo de lipidios nos ovarios, o
colesterol por sua vez é o precursor da progesterona, o colesterol citosolico dos odcitos é
transportado para a mitocéndria e reticulo endoplasmatico para finalmente sintetizar a progesterona
(WANG et al., 2021).

Em humanos a produgdo da melatonina na infancia é maior, atuando na inibi¢éo da secregao
do GnRH, visto que a melatonina possui receptores nas células liberadoras de GnRH. Entretanto,
guando o ser humano atinge os 10 anos de vida, ha reducéo da liberacdo de melatonina, sinalizando
ao hipotalamo o momento de inicio da puberdade (HE et al., 2016).

A regulagdo da reproducdo em mamiferos ndo humanos, ocorre no momento de maior
liberacdo de melatonina, sendo assim, caracterizada por uma reproducao sazonal, pois a melatonina
depende da quantidade de luz que os animais sdo expostos, havendo diferentes concentracGes da
producdo deste horménio conforme cada estacdo do ano (LI et al., 2018). Em animais de dias
curtos, como roedores e ovinos, a producdo de melatonina estimula a secrecdo do GnRH, ja em
animais de dias longos, como equinos, a producao de melatonina inibe a secre¢do do GnRH. Com
isso, € possivel observar que a diferenca da extensdo do dia consegue criar sinais capazes de ativar

ou ndo a atividade sexual de forma espécie-especifica (ROCHA et al., 2011).

Perimenopausa e Menopausa e os efeitos da melatonina

Em um ciclo fisiologico reprodutivo feminino ha producdo do GnRH pelo hipotalamo, que
exerce controle do ciclo ovariano e menstrual. Sua liberagdo estimula a secrecdo do horménio
foliculo-estimulante (FSH) e consequente crescimento folicular no ovério, e do LH, que auxilia no
desenvolvimento dos foliculos, promovendo a ovulacdo e formacdo do corpo luteo. Ambos os
hormonios estimulam a liberagdo dos estrégenos, presente em maior concentragdo apos o
desenvolvimento do corpo ldteo, posterior a ovulacdo, e entdo, a liberacdo de mais estrogenos,
alem da progesterona. O estrogénio atua na manutengdo e desenvolvimento das estruturas
reprodutivas femininas, e por meio de feedback negativo, quando ha concentragdes adequadas,
pode inibir a liberagédo do GnRH, FSH e LH (TORTORA; DERRICKSON, 2012).

O organismo feminino passa por algumas etapas até chegar ao periodo denominado pés-
menopausa. Primeiro ocorre a pré-menopausa, neste periodo os foliculos restantes no ovario ja nao

respondem adequadamente aos estimulos hormonais de FSH e LH, levando a menor producéo de



18

estrogeno e progesterona, como resultado desenvolve o ciclo anovulatério, ou seja, ndo € liberado
um évulo durante o ciclo menstrual, o tempo entre os ciclos fica maior, este periodo pode durar
anos. Depois vem a fase da perimenopausa, periodo de ciclos irregulares até um ano apdés a Ultima
menstruacdo. A terceira etapa é a menopausa, sendo o periodo da Gltima menstruacéo, que é quando
a atividade dos ovarios se encerra, sendo assim, ndo ha producéo suficiente de estrogénio para
induzir a proliferacdo do endométrio e consequente menstruagdo. A Ultima fase chamada de pos-
menopausa perdura até o final da vida da mulher (AVIS et al., 2015).

Além da queda acentuada dos hormonios reprodutivos durante menopausa, ocorre redugédo
gradual dos niveis de melatonina (GREENDALE et al., 2020; TOFFOL et al., 2014). Segundo
Greendale et al. (2020) ha reducdo de 30% da secre¢do de melatonina em mulheres na menopausa
com idade média de 52 anos, quando comparado a mulheres na perimenopausa com idade média
de 46 anos e comparado a mulheres ciclicas.

Entre as queixas mais frequentes na perimenopausa e p6s menopausa estdo sintomas
vasomotores, doencas cardiovasculares, distarbios musculoesqueléticos, osteoartrite e osteoporose
(AVIS et al., 2015; BONANNI et al., 2019; JOFFE; MASSLER; SHARKEY, 2010; TOFFOL et
al., 2014; ZOLFAGHARI et al., 2020).

Com a secrecdo baixa de melatonina pode ocorrer remodelacdo dssea desequilibrada,
reducdo de massa 6ssea e adipogénese de medula, favorecendo a problemas dsseos, inclusive
fraturas, estudos demonstram a melatonina influenciou positivamente varios marcadores de
diferenciacdo de osteoblastos, regulou negativamente varios marcadores de diferenciacdo de
adipdcitos terminais, deste modo inibindo diretamente a diferenciacdo adipogénica e aumentou
significativamente a diferenciagdo osteogénica, melhorando a densidade 0ssea, sendo citada como
medicacdo anti-osteoporose (AMSTRUP et al., 2015; ZHANG et al., 2010).

Sintomas psiquicos como oscilagdo de humor, ins6nia, ansiedade, depressdo, declinio
cognitivo e consequentemente menor produtividade no trabalho, também séo relatados nesta fase
(AVIS et al., 2015; HESS et al., 2012; MARLATT; BEYL; REDMAN, 2018; PALACIOS et al.,
2010; GUARNIERI, 2019).

Estes sinais clinicos estdo relacionados a queda hormonal nesta fase, a qualidade do sono,
humor e metabolismo possui relagdo com a progesterona que exerce propriedades ansioliticas e

sedativas, que estimula os receptores de benzodiazepina favorecendo o sono mais profundo, ja o
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estrogénio diminui a laténcia do sono e o ndmero de despertares (GERVAIS; MONG;
LACREUSE, 2017).

A pesquisa realizada por EI Khoudary et al. (2019) avaliou mulheres por 10 anos durante a
perimenopausa e menopausa, este estudo evidenciou que a insonia estava presente em 46-48% das
mulheres na menopausa versus 38% na perimenopausa. Em outro estudo realizado por Bonanni et
al. (2019) 80% das mulheres relataram “ondas de calor”, sintoma comum da menopausa.

Quanto a melatonina, estudos com camundongos transgénicos sugerem envolvimento em
quadros de insonia, depressao e no desempenho neuroldgico habitual, evidenciando alteracdes
psiquicas como a depressao em humanos quando ndo ha presenca de receptores MT1 (COMAI et
al., 2015). Em seres humanos baixos niveis de melatonina também estdo associados a gravidade
do quadro depressivo (SUNDBERG et al., 2016). A menor concentracdo de MT1 e MT2, também
induziu comportamentos semelhantes a depressao e ansiedade em camundongos (LIU et al., 2017).
Estudos com administracdo exdgena de melatonina em mulheres na perimenopausa € menopausa
apresentam resultados positivos quanto a melhora na qualidade do sono, quadro depressivo e
sintomas psicossomaticos (BONANNI et al., 2019; CHOJNACKI et al., 2015a, 2016, 2018; LI et
al., 2019).

Além disso, disturbios gastricos podem ocorrer por conta nivel baixo de estrogénio, que
exerce um efeito protetor ao inibir a secrecdo de &cido cloridrico e pepsina, e estimular a secrecéo
de muco e bicarbonatos (TUO et al., 2011). A administracdo de melatonina em mulheres com
distdrbios géastricos na menopausa foi benéfica atenuando sintomas (CHOJNACKI et al., 2020).
Transtorno alimentares e ganho de peso em mulheres na perimenopausa e menopausa também séo
relatados e a melatonina em estudos apresentou efeito regulador da glicemia, diminuindo a
resisténcia a insulina, contribuindo para perda de tecido adiposo e ganho de massa magra
(AMSTRUP et al., 2016; CAGNACCI et al., 2001).

Considerando pesquisas ja realizadas héa indicios de efeitos benéficos do uso exdgeno em
mulheres na melatonina na fase em que ocorre a transicdo da perimenopausa para menopausa,

associada aos sinais clinicos desta fase, conforme Tabela 1.
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Tabela 1. Estudo com doses de melatonina administradas e evidéncias dos efeitos em mulheres na perimenopausa e

menopausa

Referéncia

Objetivo

Paciente analisado

Dose administrada

Evidéncias do Estudo

D'Anna et al.
(2017)

Chojnacki et
al. (2018)

Chojnacki et
al. (2020)

Amstrup et
al. (2015)

Amstrup et
al. (2016)
Chojnacki et
al. (2015)

Cagnacci et
al. (2001)

Avaliar efeitos sobre a insulina
sérica e o perfil tireoidiano sérico
de um suplemento dietético, mio-
inositol, administrado sozinho ou
em combinacdo com melatonina
em mulheres durante a transicdo

da menopausa.
Efeito da suplementagdo de
melatonina na liberagdo de
horménios femininos e na
alteragao dos sintomas do
climatério
Auvaliar o papel da melatonina na
patogénese da dispepsia cronica
em mulheres na menopausa e
examinar o efeito da infecgéo por

Helicobacter pylori

Investigar se o tratamento com
melatonina poderia melhorar a
massa 6ssea e integridade em

mulheres na menopausa

Determinar efeitos da melatonina
na composicéo corporal
Auvaliar a eficacia da fluoxetina e
associada a melatonina no
tratamento de distarbios de humor
e sono
Investigar se a melatonina
influencia a tolerancia a glicose e
a sensibilidade a insulina em

mulheres na menopausa

40 mulheres com idade
entre 45-55 anos
apresentando pelo
menos 6 meses de

amenorreia

60 mulheres na pés-
menopausa, com idades

entre 51-64 anos

152 mulheres com idade
entre 49 e 64 anos

menopausa

81 mulheres
osteopénicas na

menopausa

81 mulheres na
menopausa
64 mulheres na
menopausa Com excesso
de peso, com idades
entre 54-65 anos
22 mulheres na

menopausa

Um grupo mio-
inositol 2g BID e 0
outro grupo 2 mg de

mio-inositol mais
3mg de melatonina,
via oral, antes de
dormir
3 mg pelamanhd e 5
mg, via oral, ao

deitar, por 12 meses

1 mg pela manhd e 3
mg, via oral, ao

deitar

1 mg, 3 mg, via oral,

ao deitar

1 mg, 3 mg, via oral,
ao deitar
fluoxetina 20 mg
pela manhé e
melatonina 5 mg a
noite

1 mg via oral

A combinagdo mio-inositol mais
melatonina afetou positivamente o

metabolismo da glicose

A suplementagdo de melatonina
exerce um efeito positivo sobre os
sintomas psicossomaticos em

mulheres na p6s-menopausa

A suplementagdo de melatonina é
Gtil no tratamento da dispepsia
associada ao H. pylori,
particularmente em mulheres na
menopausa com niveis hormonais
baixos
O tratamento com melatonina
aumentou a densitometria mineral
6ssea no colo do fémur de uma e
aumentou a densidade dssea
volumétrica na coluna
Reduziu massa gorda, aumentou
massa magra
Administracdo combinada de
fluoxetina e melatonina foi
benéfica para tratar disturbios de
humor, sono e apetite
Melatonina reduziu a tolerancia a

glicose e a sensibilidade a insulina

Além disso, 0 uso da melatonina exdgena auxilia no controle do medo condicionado, como

alternativa para o tratamento de estresse pos-traumatico (HUANG; YANG,; LI, 2017). Em modelo

animal, um estudo que simula a doenga de Alzheimer apresentou resultados positivos quanto a

menores niveis de ansiedade e depressdo associados a sua administragdo (NIE et al., 2017). Em

outro estudo realizado com ovelhas, o uso da melatonina foi associado a menor isolamento social,

associado a efeitos calmantes em situacoes estressantes (GUESDON et al., 2013).



21

Devido as caracteristicas benéficas e efeitos positivos quanto a melhora de sintomas
decorrentes da menopausa, mulheres buscam o uso exdgeno da melatonina em busca de qualidade
de vida como alternativa aos tratamentos hormonais (GURSOY; KISELI; CAGLAR, 2015).

Uso exdgeno da melatonina

A melatoniana pode ser administrada por via exdgena, oralmente, por meio de capsulas,
comprimidos e liquidos ou como adesivos transdérmicos. As principais indicacdes da melatonina
para mulheres na menopausa sao para disturbios do sono, depresséo e ansidade (BONANNI et al.,
2019; CHOJNACKI et al., 2015a; TOFFOL et al., 2014).

O fato deste horménio ser produzido endogenamente e ocorrer naturalmente em alguns
alimentos, permite sua venda como suplemento dietético nos Estados Unidos sob a Lei de Saude e
Educacdo de Suplementos Alimentares de 1994, sem a aprovacdo de pré-comercializacdo do
Federal Drug Administration (FDA). Disponivel sem necessidade de receita médica também em
outros paises para o tratamento de ins6nia e depressdo (POSADZKI et al., 2018). Na unido europeia
a dose de 2 mg/dia é permitida pela European Medicines Agency (EMA).

No Brasil em 2021 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria (Anvisa) aprovou o uso da
melatonina para a formulacdo de suplementos alimentares, restringindo o uso para pessoas com
idade igual ou maior que 19 anos e na dose diaria de no méximo de 0,21 mg. Entretanto como nédo
havia dose maxima permitida no Brasil e nem regularizacdo desse horménio em humanos, doses
acima da indicada sdo amplamente receitadas e utilizadas em estudos conforme Tabela 1.

Como os receptores de melatonina estdo presentes em praticamente todos os tecidos, sua
administracdo possivelmente afeta a grande maioria, se ndo, todas as células do organismo,
resultando diferentes acbes fisiologicas e fisiopatologicas da melatonina (REITER; TAN;
GALANO, 2014). O uso de doses supra-fisioldgicas e muitas vezes sem prescri¢cdo medica leva a
preocupacdo e necessidade de estudos sobre seu uso quanto a sua toxicidade e capacidade
apoptotica (KOCYIGIT et al., 2018; SEABRA et al., 2000).
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Melatonina x Toxicidade

O processo de apoptose ocorre por meio de fatores de ativacdo de moléculas pro-
apoptoticas, como por exemplo: lesdo do DNA, escassez de fatores de crescimento e de nutrientes,
choque térmico e acimulo intracelular de espécies reativas de oxigénio (HENGARTNER, 2000).
AlteracGes morfoldgicas constatadas em células em processo de apoptose sdo resultado da ativacao
de enzimas especificas denominadas caspase, tais enzimas modulam o processo apoptotico e atuam
como marcadores primarios em ensaios de apoptose antes mesmo que 0s sinais morfologicos
estejam evidentes (JULIEN; WELLS, 2017).

As enzimas caspase sao responsaveis por clivar substratos que contém residuos de &cido
aspartico, como a enzima poli-ADP-ribose-polimerase, proteinas reguladoras de ciclo celular,
proteinas estruturais, como laminina e actina, entre outras. Em seres humanos mais de 14 tipos de
caspases ja sdo conhecidas, caspases-1, 4 e 5, por exemplo, fundamentais no processo inflamatdrio,
enquanto caspases-2, 3 e 10 séo predominantemente envolvidas na apoptose (JULIEN; WELLS,
2017).

Dependendo da fase em que participam no processo de apoptose, as caspases podem ser
denominadas iniciadoras (caspases 8 e 10) ou executoras (caspases 3 e 7). Em cultivo celular, a
melatonina inibe a proliferacdo de células de cancer de mama humanas (MCF-7), induzindo uma
parada no ciclo celular, dependente de um aumento da expressdo da p21WAF1 proteina, que €
mediada pela via p53, desequilibrando o processo entre mitose e apoptose (CHOI et al., 2002).

Embora estudos evidenciem a capacidade antioxidante da melatonina, estudos recentes in
vitro demonstram a possibilidade de efeitos pro-oxidantes, podendo ser citotoxico em células
saudaveis (KOCYIGIT et al., 2018), devido a capacidade da melatonina produzir espécies reativas
de oxigénio (KOCYIGIT et al., 2018; RADOGNA et al., 2009; SANCHEZ-SANCHEZ et al.,
2011; WANG et al., 2012, 2021; ZHOU et al., 2014), aumentando assim a atividade da caspase,
funcdo apoptotica e antiproliferativa, especialmente em células cancerigenas (SANCHEZ-
SANCHEZ et al., 2011; WANG et al., 2012; ZHOU et al., 2014).

Ainda assim, ha poucos relatos sobre os efeitos proliferativos ou antiproliferativos dose-
dependentes da melatonina e sua relacdo com a capacidade de producdo de espécies reativas de

oxigénio tanto em células cancerigenas quanto em células normais (KOCYIGIT et al., 2018).
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De qualquer modo, o uso prolongado de medicacGes, podem causar injurias hepaticas,
limitando as fungdes normais deste 6rgdo (BERTOLAMI, 2005). Efeitos hepatotdxicos podem
levar ao desenvolvimento de insuficiéncia hepatica, que pode ser classificada em aguda ou crénica.
Medicamentos com efeito pro-oxidantes e propriedade citotdxica, resultam em apoptose celular, o
tecido que sofre injuria cronica € substituido por tecido fibroso (HALL; GUYTON, 2011;
KOCYIGIT et al., 2018). Quando este fenbmeno ocorre, a lise de hepatdcitos libera na corrente
sanguinea enzimas e eleva a concentracdo sérica de gamaglutaminase (GGT), fosfatase alcalina
(FA) e alanina aminotransferase (ALT) (BERTOLAMI, 2005). Outras alteracdes que pacientes
nessas condi¢des podem apresentar sdo ictericia, hiperbilirrubinemia, e em casos mais graves pode
ocorrer esteatose, fibrose, e até mesmo chegar a niveis mais graves como hepatocarcinoma (HALL;
GUYTON, 2011). Considerando que reacdes hepatotoxicas ou lesdes hepaticas ocasionadas por
medicamentos sdo a segunda maior causa de insuficiéncia hepética aguda (BERTOLAMI, 2005),
e devido as evidéncias de uso indiscriminado da melatonina em doses acima da recomenda e
indicios de lesdo celular, sugere-se mais pesquisas em relagcdo a doses de melatonina em niveis
seguros, especialmente em mulheres na menopausa que possuem alteracbes metabolicas
decorrentes da idade e buscam meios alternativos para controle de sintomas da perimenopausa e

menopausa (PU et al., 2017).

Considerac0es finais

As alteragdes hormonais decorrentes do periodo da perimenopausa € menopausa estdo
associados a perda de qualidade de vida, devido distarbios fisiologicos e psiquicos desencadeados
nesta fase. A melatonina tem sido utilizada para atenuar sintomas que desencadeiam desconforto
fisico e quadros emocionais em pacientes na menopausa. Apesar de estudos com o uso da
melatonina em casos de alterag¢fes psiquicas ou bioldgicas, € importante que sejam realizados mais
estudos que avaliem a atuacdo do suplemento em mulheres em situacdo de perimenopausa e

menopausa para que se haja maior confiabilidade para prescri¢do deste horménio.
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Resumo

Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar o uso da melatonina (MLT) em diferentes doses
(10, 20 e 50 mg/kg) no controle de sintomas da menopausa avaliados por meio dos parametros
murinométricos, comportamentais e metabdlicos em modelo animal.

Método: Foram utilizadas 78 ratas Wistar divididas em dois grupos, dos quais 40 animais foram
ovariohisterectomizadas (OH) e 38 animais submetidos a cirurgia SHAM. Onze semanas ap0s as
cirurgias foram subdivididos em 8 grupos tratados com diferentes doses de MLT ou solugédo
fisiologica (SL), durante 8 semanas: SHAM e SL, SHAM e MLT 10 (10 mg/kg), SHAM e MLT
20 (20 mg/kg) e SHAM e MLT 50 (50 mg/kg). Foram avaliados parametros murinométricos, testes
de labirinto em cruz elevada e de reconhecimento de objetos para avaliacdo de comportamento,
parametros bioquimicos e hematimétricos, e histopatologico e imuno-histoquimico dos rins e
figado.

Resultados: Animais tratados com MTL nas doses de 10, 20 e 50 mg/kg apresentaram melhora no
controle dos indices de hemoglobina glicada (p< 0,001), ndo demonstraram evidéncias de
citotoxicidade em tecidos hepatico e renal em relacdo ao grupo controle (p> 0,05). Na dose de 10
mg/kg ndo houve prejuizo a resposta de memoria de curto prazo (p< 0,001) e houve reducgdo da
ansiedade no teste de labirinto em cruz elevada (p= 0,036).

Conclusdo: Com base nos resultados, concluiu-se que a MLT, 10 mg/kg, trouxe efeitos benéficos
nos sintomas da menopausa induzida, podendo ser uma alternativa para mulheres em condicGes
semelhantes a menopausa, além de ser uma medicacdo segura quanto a toxicidade.

Palavras-chave: Melatonina, menopausa, citotoxicidade, sindrome metabdlica, obesidade,
ansiedade.
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Introducéo

A menopausa, fase do término da vida reprodutiva feminina, € marcada por flutuacdes
hormonais caracteristicas desse periodo e suas consequéncias fisicas e psicologicas podem resultar
em estresse significativo, preconceito, reducdo da produtividade na vida profissional e pessoal,
baixa autoestima, ganho de peso e aumento do risco de doencgas secundarias, como diabetes,
depressdo, perda de memoria, ansiedade e osteoporose 3117678,

H& uma busca por terapias que possam amenizar os sintomas desse periodo. Embora as
terapias de reposi¢do hormonal com estrogenos sejam eficazes, elas podem aumentar o risco de
desenvolvimento de neoplasias mamarias e outros efeitos adversos 2%7°, Em paralelo, medicacdes
como a melatonina (MLT) estdo sendo utilizadas como alternativa a reposicdo hormonal de
estrogenos com resultados promissores, demonstrando melhora em quadros de ansiedade e
depress&o, auxilio no controle de peso e melhora na qualidade do sono 19212642

A MLT (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um horménio sintetizado a partir do triptofano e
derivado da serotonina ap6s uma dupla acdo enzimaticas que a acetilam e substituem o grupamento
hidroxila pelo metoxi, ocorrendo principalmente na glandula pineal, durante o periodo escuro sua
sintese é amplificada, e quando ha exposicéo a luz sua sintese € inibida 1443, Em seres humanos no
decorrer da vida os niveis de melatonina se alteram, em criangas 0s niveis noturnos de melatonina
sdo 0s mais altos, aproximadamente 325 pg/ml, a producéo total de melatonina reduz com o passar
dos anos, em pessoas idosas a concentracdo média noturna de pico de melatonina é de
aproximadamente 40,1 pg/ml 8. Em ratos Wistar a concentragdo noturna média de melatonina é
de 42,3 pg/mI8. Este hormonio é conhecido por atuar nos ritmos circadianos, entretanto sua fungéo
vai além, incluindo a regulaco da reproducdo, sono, ansiedade, estresse e metabolismo 318283,
Sendo uma indolamina lipofilica, a MLT atravessa todas as barreiras morfoldgicas, atingindo todas
as células do organismo, diferente dos hormdnios dependentes do eixo hipotadlamo-hipofisario, a
producéo de melatonina néo esta sujeita a mecanismos de retroalimentacao sendo que, portanto, a
sua concentracdo plasmatica ndo regula sua propria producdo, sua metabolizacdo ocorre pelo
figado e é excretada pelo sistema renal 3.

A MLT atua de forma direta, independente de receptores, sobre radicais livres de oxigénio
e nitrogénio, e de forma direta através de receptores especificos de alta afinidade, sendo os
receptores de membrana, MT1 também chamado de (MTNR1A ou MellA) e MT2 (MTNR1B ou
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Mel 1B), receptores ligados a proteina G. Ligam-se as proteinas Gi ou GO, promovem redu¢do na
producdo do AMPc. O receptor MT1, além de se ligar a Gi, também possui afinidade pelas
proteinas Gq ou G11, ativando a fosfolipase C, podendo aumentar a producédo de diacilglicerol e
IP3, e por consequéncia, pode aumentar a concentracdo intracelular de célcio e atividade da PKC.
Os mecanismos mobilizados pela Gi, quando ativados receptor MT2, também resultam em
possiveis reduces do GMPc. Distribuidos por todo o organismo, estes receptores estdo presentes
no sistema nervoso central e em 6rgdos como olhos, gdnadas reprodutoras e intestino®>484,

Um terceiro receptor de membrana para MLT existente em mamiferos € o MT3, sua
estrutura molecular é semelhante a uma enzima, a quinona redutase, e suas a¢Ges ndo estdo
completamente elucidadas. Alguns dos efeitos atribuidos a esse receptor sdo a regulacdo da
expressao da enzima lipo-oxigenase, expressdo de enzimas antioxidantes, sintese de interleucina 2
e seu receptor, além da regulagdo da sintese do receptor de estrogeno do tipo E20%84,

Devido ao avango em pesquisas sobre o papel fisiolégico da MLT, seu uso no tratamento
alteracOes psiquicas como distrbios depressivos, ansioliticos, como coadjuvante em tratamento
antineoplasico e/ou antimetastatico, em doencas metabdlicas, sindrome do ovario policistico e
muitas outras abordagens®38982,

Deste modo, a MLT tem sido amplamente utilizada em alguns paises da Unido Europeia e
Estados Unidos (EUA), sendo considerada pela Food and Drug Administration (FDA) e European
Medicines Agency (EMA) como suplemento, sem necessidade de receita médica e controle de
profissionais da saude quanto aos usudrios, doses e efeitos 4. No Brasil, em 2021, a MLT foi
liberada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para comercializacdo e venda
como suplemento alimentar, ndo exigindo receita médica para a compra, seguindo 0 mesmo
protocolo adotado por outros paises, como 0s EUA.

Embora a menopausa seja considerada um processo fisioldgico, suas consequéncias tém
um impacto negativo na qualidade de vida das mulheres. Nesse sentido, o presente estudo foi
planejado com o objetivo de avaliar o impacto da suplementacdo exogena de MLT em ratas,
buscando avaliar se melatonina pode contribuir de forma benéfica em relacdo a memoria e
ansiedade de ratas submetidas a ovariohisterectomia (OH), investigando se ha efeitos deletérios e
citotoxicos, bem como se o uso da melatonina traz beneficios comportamentais e

morfofisioldgicos.
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Material e métodos

Animais

Foram utilizadas 78 ratas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus) com 22 semanas
de idade e peso médio de 287 gramas, provenientes do Biotério da Universidade Positivo. Os
animais foram alojados em duplas ou trios, em caixas sob condi¢cdes padrdo de temperatura e
umidade controladas, expostos a um periodo de 12 horas ciclo claro/escuro, com acesso a dieta
alimentar com racdo Labina (Presense®) e agua filtrada ad libitum. Todos os procedimentos que
envolvem experimentacdo animal foram realizados de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal, de acordo com o Guia dos Institutos Internacionais de Satde
para o cuidado e uso de animais de laboratério e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA) da Universidade Positivo sob protocolo nimero 550-19.

Procedimentos cirurgicos

Dos 78 animais, 40 ratas foram submetidas a OH e 38 ratas a cirurgia SHAM, que consiste
na simulacdo cirurgica e compreende o mesmo procedimento cirtrgico sem realizar a exérese das
gbnadas e utero. A operacdo SHAM foi realizada para que todos os animais fossem submetidos a
semelhantes condi¢des anestésicas, trauma cirirgico e recuperacdo pés-operatoria. As cirurgias
foram executadas diante do protocolo pré-anestésico com morfina 2 mg/kg, cetamina 100 mg/kg,
xilazina 20 mg/kg via intramuscular, anestesia inalatéria com isofluorano para a manutencao do
plano anestésico e suporte de oxigénio de acordo com o procedimento padréo. Para analgesia pds
cirurgica foi administrado por via subcutanea cloridrato de tramadol 5 mg/kg e ibuprofeno gotas

via oral na dose de 15 mg/kg, a cada 12 horas por trés dias.
Grupos e tratamentos
Apos 11 semanas de recuperacdo pos cirurgica, ambos os grupos SHAM (n=38) e OH

(n=40) foram divididos aleatoriamente em grupos de 10 animais com exce¢do do grupo SHAM SL

que permaneceu com 8 animais, cada grupo foi suplementado com diferentes doses de MLT (10



39

mg/kg, 20 mg/kg e 50 mg/kg), e no caso do grupo controle era administrada a solugéo salina (SL).
Os animais foram agrupados da seguinte forma: OH + SL, OH + MLT 10 (10 mg/kg/dia), OH +
MLT 20 (20 mg/kg/dia), OH + MLT 50 (50 mg/kg/dia), SHAM + SL, SHAM + MLT 10 (10
mg/kg/dia), SHAM + MLT 20 (20 mg/kg/dia) e SHAM + MLT 50 (50 mg/kg/dia). A administracao
da MLT e as SL foram realizadas por meio de gavagem. Para isso, foi utilizada MLT liquida
(formula C13H16N202, peso molecular 232,28 g/mol, fabricante Tianjin Harmony Technology, lote
fabricante ML190903, lote de producdo 0245/0720) na concentracdo de 10 mg/mL, preparada em
farmacia de manipulacédo, o volume administrado era ajustado conforme a dose estipulada de cada
grupo e o peso de cada individuo. Os animais foram pesados a cada 15 dias e as doses ajustadas
conforme mudanga de massa corporal, o tratamento foi realizado diariamente durante 8 semanas.
A solucdo salina administrada respeitou 0s mesmos volumes dos grupos tratamento. Os animais
foram acompanhados durante as 8 semanas, sem que houvesse outras intervencdes de tratamento

além da pesagem e da administracdo da MLT e SL.

Controle de peso

O controle de peso foi realizado no dia 0 do experimento e a cada 15 dias até o final do
experimento, cada animal era pesado individualmente em balanca de alta preciséo e os dados eram
tabulados em arquivo do Excel para posterior anéalise. A pesagem sempre ocorria ho mesmo

intervalo de horério, entre 18h e 19h.

Citologia vaginal

Imediatamente apds a realizacdo dos testes comportamentais foi realizada a coleta de
material dos animais submetidos ao SHAM para a citologia vaginal por meio de swab estéril e leve
esfregaco na mucosa interna da vagina. Apos esta etapa, 0 material coletado era depositado em
uma lamina de vidro e corado com corante panoOptico para posterior analise das células e
identificacdo de qual fase do ciclo estral os animais estavam no momento do teste comportamental,
para verificar se haveria diferenca comportamental de acordo com a fase do ciclo estral no grupo
SHAM.
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Eutanasia

A eutanésia foi realizada com inalacdo de altas doses de isofluorano, quando os animais
atingiam plano anestésico profundo, era realizada a puncdo intracardiaca para a coleta de sangue.
Posterior a coleta de sangue foram coletados figado, rins e gordura intra-abdominal. Os rins e
figado foram conservados em solucdo de formalina tamponada a 10% para posterior analise

histoldgica e imuno-histoguimica.

Pesagem dos 6rgaos e gordura visceral

Apdbs constatado o ébito dos animais foi realizada incisdo na linha alba abdominal dos
animais para acessar a cavidade abdominal, gentilmente os rins, figado e gordura visceral foram
dissecados e retirados. Apos devida identificacdo, os 6rgdos e gordura dos animais foram pesados
separadamente em balanca de alta preciséo e os dados tabulados em arquivo do Excel para posterior

analise.

Analises hematolégicas e bioquimicas

Por meio da puncdo intracardiaca foi realizada a coleta de 5 mL de sangue, 0,5 mL foi
armazenado em tubo coletor com EDTA e no mesmo dia foi realizado 0 hemograma em contador
automatico Hematologia (Mindray BC-2800 Vet) e 4,5 mL foram armazenados em tubo coletor
com ativador de coagulo, no mesmo dia centrifugados em centrifuga de tubos (Hoffmann Lab
HCL4) para a separacdo do soro, que foi armazenado em -70°C para posterior analise em aparelho
Bioquimico (Mindray BS-230) com Kkits bioquimicos da marca Labtest. Os tubos foram
devidamente etiquetados com os dados de cada animal. A avaliagédo laboratorial incluiu alanina-
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), creatinina, ureia, proteinas totais, albumina,

colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (VLDL), triglicerideos e hemoglobina glicada.

Analise histopatoldgica e imuno-histoquimica

Amostras dos rins e o lobo quadrado do figado foram fixados em formalina tamponada a
10% e em PBS, pH 7,4, por 2 horas. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em
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concentracdes crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes de 3 um
dos rins e lobo hepatico foram depositados em Iaminas carregadas positivamente (Imunnoslide,
Easypath®). Posteriormente, os cortes foram desparafinizados em xilol, reidratados em
concentracdes decrescentes de etanol, e processados para imuno-histoquimica e coloracéo
panocitica de hematoxilina e eosina, para esta avaliagdo foi considerada presenca de células
inflamatorias, necrose, perda da arquitetura celular, edema, aspecto granular, vacuolizagdo e
fibrose. As observac6es foram classificadas como ausente (0), leve (1), moderado (2) e alto (3) .

Para a avaliacdo da citotoxicidade, além da avaliacdo histopatoldgica, foram realizadas
marcacles imuno-histoquimicas com anticorpos que indicam apoptose (Caspase 3 e p53) e
marcardores de proliferacdo celular (PCNA e Ki67). Na imunomarcagdo os cortes reidratados
foram incubados com peroxido de hidrogénio 3% em metanol para o blogueio da peroxidase
enddgena. A recuperacdo antigénica foi realizada em tampao citrato pH 6,0 a 97°C, por 40 minutos,
para os anticorpos Ki67 e Caspase-3, j& 0s anticorpos p53 e PCNA necessitaram do tampéo
TRIS/EDTA pH 8,0. Possiveis ligagdes ndo especificas, bem como radicais aldeidicos livres foram
bloqueados pela incubacdo de 5 minutos com PBS contendo 1% de BSA e por PBS contendo 0,1
M de glicina, respectivamente. Posteriormente, os cortes foram incubados por 12 horas a 4°C com
0s anticorpos primarios. Para avaliacdo de apoptose celular foram utilizados os anticorpos
primarios e suas dilui¢cGes foram: para avalicao da apoptose celular foi utilizada Caspase-3 (Biocare
Medical clone CP229, 1gG de Coelho) 1:100, para avalicdo de dano celular foi utilizado Anticorpo
p53 (Dako clone (DO-7), para avalicdo da proliferacao celular foram utilizados os anticorpos Ki67
(Cell Marque clone Anticorpo Ki67/MKI67 (SP6, 1gG de coelho 1:200, IgG de camundongo)
1:100 e anticorpo PCNA (Dako clone (PC10), IgG de camundongo) 1:25.

Apds o término do tempo de incubagdo, as laminas foram incubadas com anticorpo
secundario especifico (exceto a proteina de ligacdo, pois ja é biotinilada e nesse caso foi incubada
com estreptavidina conjugada com peroxidase por 30 minutos). O anticorpo secundario utilizado
foi o biotinilado de coelho contra IgG de cabra (Vector Laboratories, BA-500, diluido 1:200)
incubado por 30 minutos em temperatura ambiente, apos a incubag¢do com o anticorpo secundario
foi realizada a incubagé@o com estreptavidina conjugada com peroxidase por 30 minutos. Entre cada
uma das etapas, as laminas foram lavadas com trés ciclos de 1 minuto com PBS.

A revelacdo da ligacdo dos anticorpos primarios foi realizada com DAB (3,3’-

diaminobenzidine) e posteriormente contra-corados com H&E. Apds processo de confecgdo das
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laminas foi realizada a analise histoldgica com o uso de microscopia, levando em consideracao
diversos fatores como infiltracdo de macrofagos, tamanho e nimero de adipdcitos, extensdo da
adipogénese, danos aos hepatdcitos e glomérulos. A contagem da imunomarcacao foi realizada a
partir de fotografias de alta resolucéo processadas no software ImageJ para quantificagdo manual
em campo de 1.000 células. Para a expressdo tumoral da proteina p53 ser considerada positiva,
deveria ocorrer marcacdo IHQ (imunohistoquimica) em pelo menos 10% do total das células, e
negativa quando a porcentagem de células coradas for inferior a 10%. Ja para a proteina Ki67
considera-se alto indice proliferativo quando a marcacédo pela IHQ ocorreu em pelo menos 25%
das celulas e do contrério foi considerado como de baixo indice proliferativo. O resultado para o
Caspase 3 e PCNA foi de acordo com a intensidade da coloracéo das células, e foi positivo quando

houve marcacédo de reacdo completa em mais de 10% das células contadas.

Labirinto em cruz elevado (LCE)

A andlise de ansiedade, avaliacdo de risco e episodios aversivos de memaria de curto prazo
foram avaliadas por meio do teste do labirinto em cruz elevado (LCE). O LCE utilizado possui dois
bragos abertos opostos (50 x 10 x 0,5 cm), dois bragos fechados (50 x 10 x 10 cm) opostos e um
quadrado central (4 cm de comprimento x 4 cm de largura) formando uma cruz. Visto que 0s
roedores possuem comportamento aversivo aos bracos abertos. A memoria episddica foi avaliada
pelo paradigma teste-reteste, que consiste em exposicdes repetidas ao LCE em um intervalo entre
tentativas pré-estabelecido . A ansiedade foi avaliada pelo tempo e nimero de entrada nos
bracos abertos do aparelho 8, a avaliagdo de risco e tomada de decis&o foi relacionada ao tempo
gasto e nimero de vezes que visitou o centro do LCE %,

Individualmente cada rato foi colocado no quadrado central de frente para um brago
fechado, sob luz constante e indireta por 5 minutos. Apés cada procedimento, o labirinto era
higienizado com alcool 70% para evitar interferéncias e um reteste era realizado apos intervalo de
5 minutos. O reteste de 5 minutos apos a primeira exposicao é realizado porque ratos mostraram
em testes prévios capacidade de usar memdria de trabalho, uma dependéncia hipocampal bem
conhecida de funcdo cognitiva dependente, para adquirir e lembrar sobre a memoria aversiva
representada pela exposicdo a um ambiente aberto e elevado, como os bragos abertos presentes no

LCE aos quais ja foram apresentados na primeira exposicao °. Os padrdes comportamentais foram
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avaliados pelos movimentos de cada animal, usando PluzMZ-Software v1.1. Durante todo o
periodo de avaliagdo, grupos foram testados aleatoriamente com o minimo de interferéncia

possivel.

Reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos avalia a memdria similar a episddica. Este teste
consiste no reconhecimento de um objeto novo diante a um objeto previamente conhecido, o
esperado do comportamento de um roedor é a exploracdo do novo objeto que sugere uma novidade
devido a familiaridade do outro objeto ja exposto a ele anteriormente %°. Os animais foram
submetidos ao teste individualmente, inicialmente ocorria familiarizacdo do animal ao ambiente
por 5 minutos em uma arena radial de campo aberto com raio de 70 cm e entdo era feito um
intervalo de 5 minutos. Os objetos eram de plastico, cada um com formatos e cores diferentes entre
0s testes. Os mesmos objetos foram usados para todos 0s animais, mas eram previamente
higienizados com alcool 70%, assim como a arena antes da entrada do novo animal.

Apdbs a pausa, para 0 reconhecimento inicial foram colocados dois objetos similares no
centro da arena, delimitados por uma marcacgéo circular no chdo, com raio de 8,75 cm e com
distancia de 35 cm entre eles e entre as bordas do circulo. Apds novo intervalo de 5 minutos, o
animal voltava para a arena, nesta exposi¢do um dos objetos foi substituido por um objeto inédito.
O comportamento esperado € que o animal explore mais 0 novo objeto pois ndo o conhece. O
tempo entre o reconhecimento inicial e o reconhecimento do novo objeto tem objetivo de avaliar a
memoria de curto prazo °*. Para isso foi cronometrado o tempo que o animal entrava no pequeno

circulo que delimitava cada objeto e nimero de vezes que o animal visitava o0 objeto em questéo.

Andlise estatistica

Para as analises hematoldgicas foram usadas Anélises de Variancia (ANOVA) de dois
fatores para averiguar o efeito (i) do tipo de cirurgia e (ii) das doses de MLT em 33 variaveis
avaliadas no hemograma de 78 ratos (separados em 8 grupos). A partir da ocorréncia de diferencas
significativas nestas analises, foram feitos testes a posteriori para identificar quais grupos diferiam

de quais. Para tanto foram usados testes de Tukey ou Sidak %.
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Para andlise estatistica das amostras histologicas e de imuno-histoquimica foi utilizada
ANOVA de dois fatores.

Para a analise do teste de reconhecimento de objetos foram usadas ANOVA de trés fatores
para averiguar o efeito (i) do tipo de cirurgia, (ii) da dose de MLT e (iii) da escolha pelo objeto na
segunda e na terceira exposicao, tanto em relacdo ao tempo quanto a frequéncia %.

Para a analise do labirinto em cruz elevado foram usadas ANOVA de trés fatores para
averiguar o efeito (i) do tipo de cirurgia e (ii) da dose de melatonina e (iii) exposicao tanto em
relacdo ao tempo quanto a frequéncia de entrada nos bragos e centro do labirinto®.

Para anéalise do peso inicialmente foi analisado o peso pré-cirdrgico com o peso da pré-
eutanasia separado somente por tipo de cirurgia, desta forma a ANOVA de dois fatores foi realizada
para averiguar o efeito (i) do tipo de cirurgia (OH/SHAM) e (ii) do tempo da pesagem (pré-
cirurgia/eutanasia).

Também foi usada ANOVA de medidas repetidas com trés fatores para averiguar o efeito
(i) do tipo de cirurgia (OH/SHAM), (ii) da dose de MLT (solucéo salina, 10 mg, 20 mg e 50 mg) e
(iii) do tempo da pesagem (27/07 a 09/08; 09/08 a 23/08; 23/08 a 06/09; 06/09 a eutanasia) na
diferenca de peso dos animais, isto é, a medida do peso na data menos o peso na data anterior. Uma
vez que foi trabalhado com 4 momentos de peso diferente ndo fez sentido analisar os resultados
entre sujeitos diferentes, isto é, agrupando os dados nos diferentes momentos, sdo apresentados
somente os dados das analises considerando a diferenca de peso nos 4 tempos distintos.

Além disso, foram também usadas ANOVAs de dois fatores para averiguar as diferencas
de peso de 2 dérgéos e gordura abdominal (Rim, Figado e Gordura) segundo (i) tipo de cirurgia
(OH/SHAM) e (ii) da dose de MLT (0/10/20/50).

A partir da ocorréncia de diferencas significativas nestas analises, foram feitos testes a
posteriori para identificar quais grupos diferiam de quais. Para tanto foram usados testes de
Tukey®?.

Para todas as andlises estatisticas foi considerado um nivel de significancia de 5% (o =
0,05) e foram desenvolvidas utilizando o pacote estatistico (GraphPad Prism versdo 8.2.1) e
apresentados por médias e desvios padrdes. A normalidade foi analisada por teste de D’ Agostino-

Pearson.

Resultados
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Peso corporal

Tanto o grupo OH quanto o grupo SHAM apresentaram diferenca significativa (p<0,001)
de peso nos momentos pos-cirargico e pré-eutanasia (Figura 1). As ratas OH SL apresentaram um
aumento médio de peso de 19% e as ratas do grupo SHAM SL aumento médio de 6% no peso
corporal. Mesmo que ambos 0s grupos tenham apresentado ganho de peso no final do experimento,
0 ganho de peso do grupo OH foi significativamente maior do que o grupo SHAM (tabela 1),
comprovado pela significancia na interacdo entre o tempo e os tratamentos (p<0,001). As analises

a posteriori estdo representadas na figura 1.
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Figura 1 — Valores de média e desvio padrdo dos pesos (g) de ratas conforme grupo cirdrgico, ovariohisterectomizado
(OH) e SHAM em dois momentos do estudo (pré-cirurgico e pré-eutanasia). Asteriscos indicam diferencas
significativas (p< 0,05) entre 0s momentos/grupos indicados no teste a posteriori de Tukey.

A ANOVA de 3 fatores evidenciou diferencas significativas entre as diferencas de peso ao
longo do tempo e o tipo de cirurgia (figura 2). Entretanto, ndo houve diferencga quanto ao tratamento

e dose de MLT (tabela 1).
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Tabela 1 — Resultado da ANOVA para medidas repetidas com 3 fatores

Fonte de variacao p
Diferenca de peso <0,001
Diferenca de peso x Tipo de cirurgia 0,013
Diferenca de peso x dose MLT 0,315
0,339

Diferenca de peso x Tipo de cirurgia x dose de MLT

0.02-

Diferenga de peso (g)

0.04-—— 7T
1 2 3 4

Tempo

Figura 2 - Valores das médias das diferencas dos pesos em 4 momentos diferentes analisados pela ANOVA seguido
do teste de Tukey (Tempo 1 (dia 01 ao dia 14 do experimento); Tempo 2 (dia 14 ao dia 30 do experimento); Tempo
3 (dia 30 ao dia 45 do experimento); Tempo 4 (dia 45 ao dia 60 do experimento) separados por tipo de cirurgia (OH =
linha sélida e circulos pretos; SHAM = pontilhado e tridngulos azuis).

Citologia vaginal

Com relacdo a citologia vaginal o ciclo predominante foi anestro, essa avalicdo consistiu
na analise do tipo celular encontrado nas amostras de mucosa vaginal de todos os animais do grupo
SHAM sob diferentes doses de tratamento com MLT, ndo houve diferenca significativa (p=0,673)

entre grupos e os diferentes ciclos estrais, sendo o anestro o ciclo predominante, ndo havendo,
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portanto, influéncia significativa da fase do ciclo estral das ratas nos testes comportamentais

realizados.

Peso dos figados, rins e de gordura abdominal

Em relacdo ao peso dos orgdos, ndo foi observada diferenca significativa no peso dos
figados entre os grupos e/ou diferentes doses (tabela 2). No entanto, em relacéo ao peso dos rins,
houve diferenca significativa entre as dosagens de MLT e os grupos cirurgicos (figura 3 e tabela
3). De acordo com o teste de Tukey, verificou-se que o grupo OH SL apresentou 0 peso dos rins
significativamente maior quando comparado com o grupo OH 20 mg (tabela 3, figura 3). Ja em
relacdo a gordura abdominal, foi observada diferenca entre os tipos de cirurgia, (tabela 3), com
valores maiores para o grupo OH (15,7 + 10,9 g) do que o SHAM (8,7 £ 4,1 g).

@8 OH
3.09 * 3 SHAM

_|:_%%§

Peso (g)

1 1 1 1
10 20 50 Salina 10 20 50 Salina

Dose (mg/Kg)

Figura 3 — Variacao de peso dos rins entre os grupos conforme procedimento cirtrgico. Peso dos rins conforme grupo
cirrgico, ovariohisterectomizado (OH) e SHAM e tratamento administrado, 10 (10 mg/kg), 20 (20 mg/kg), 50 (50
mg/kg) ou SL.

*Diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Tabela 2 — Valores de P associados ao teste de ANOVA de dois fatores em diferentes érgéos avaliados para intera¢do
entre dose e tipo de cirurgia, diferentes doses de MLT e tipo de cirurgia.

Fonte de variacdo . ) P

Figado Rim Gordura
Interacdo dose X tipo de cirurgia 0,136 0,007 0,377
Dose (0/10/20/50) 0,143 0,247 0,563

Tipo de cirurgia (OH/SHAM) 0,389 0,483 <0,001
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Tabela 3 — Valores de média e desvio padrdo no peso (g) dos 6rgaos de 78 ratas em 2 grupos e 4 doses distintas.

Figado Rim Gordura
Dose (mg/Kg)
OH SHAM OH SHAM OH SHAM
10 84 24 8,1 +£09 20 £ 03 19 + 03 19,0 + 15 8,7 £ 4.2
20 81 +12 91+14 1,8 £ 0,3 2,1 +02 115 + 39 91+ 48
50 98 £ 15 89 + 11 22 +04 2,1 +£0.2 14,0 £ 9,1 9,0 £ 4,7
Solugdo Salina 94 £ 18 83+ 13 22 +02 2,0 £ 0.2 18,3 + 12,2 78 £ 26

Analises hematologicas e bioquimicas

Houve diferenca significativa (p=0,019) em relacdo a porcentagem da amplitude de
distribuicdo dos eritrocitos (RDW%) quando comparados os tipos de cirurgia OH (13,92 £ 0,58%)
e SHAM (13,60 = 0,55%) (Tabela 4), entretanto ndo houve diferenca significativa quando
comparado os diferentes tratamentos. Em relacdo a porcentagem de mondcitos ocorreu diferenga
significativa (p= 0,008) no grupo SHAM 20 quando comparado aos grupos SHAM SL; SHAM 50
e OH 20 (Tabela 5).

Em relacdo a creatinina houve diferenca significativa (p=0,001) em relacdo ao tipo de
cirurgia (Tabela 4), entretanto as médias, mesmo que com diferenca significativa nos grupos OH
(0,48 £0,11 mg/dL) e SHAM (0,38 £ 0,12 mg/dL) (Tabela 4), estdo dentro da normalidade quando
comparados aos grupos controles OH SL (0,5 £ 0,11 mg/dL) e grupo SHAM SL (0,39 + 0,11
mg/dL) (Tabela 4). Em relacdo ao colesterol total houve diferenca significativa (p< 0,001) em
relacdo ao tipo de cirurgia, entretanto as médias, mesmo que com diferenca significativa entre os
grupos OH que apresentou a maior média de colesterol total (88,98 + 13,75 mg/dL) quando
comparado ao grupo SHAM (70,21 = 13,54 mg/dL) (Tabela 4), estes valores estdo dentro da
normalidade quando comparados aos grupos controles OH SL (90,50 £+ 11,80 mg/dL) e grupo
SHAM SL (61,00 + 15,45 mg/dL).

Tabela 4 — Médias e desvio padrao de exames bioquimicos e hematoldgicos

Variavel OH SHAM Valor de P
Média Média
Creatinina (mg/dL) 0,478 £ 0,114 0,379 £ 0,119 <0,001

Colesterol total (mg/dL) 88,98 + 13,75 70,21 £ 13,54 <0,001
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ALT (UI/L) 90,83 £ 69,11 63,61 + 28,43 0,022
RDW (%) 13,92 + 0,58 13,60 + 0,55 0,019

Valores das médias e desvio padrdo dos niveis de creatinina, colesterol total, alanina aminotransferase (ALT) e
porcentagem de Red Cell Distribution Width (RDW) dos grupos ovariohisterectomizados (OH) e cirurgia controle
(SHAM).

Tabela 5 — Médias e desvio padrdo de exames bioguimicos e hematoldgicos

Tratamentos
Variavel Cirurgia 0 10 20 50
Média Média Média Média
Mondcito (%) OH 1,1+1,084 0,93 +0,82¢ 0,41 +0,758 1,24 +2,124
SHAM 0,35+ 0,514° 1,33 +1,5148 2,95+ 3,187 0,66 + 0,838
FA (UI/L) OH 1153 +43,28® 1158+ 56,03  130,6 + 50"® 124,5 + 51,0648
SHAM 86 + 39,767 1736+ 76,858 96,1 + 26,85" 79,9 + 31,987
Albumina (g/dL) OH 2,89 +0,26"8 2,89+0,38"%  2,81+0,25"° 2,9+0,23%8
SHAM 2,45 +0,65% 3,13+0,248 2,91+0,4778 2,94 +0,43%®
Hbalc (%) OH 0,73 £0,15° 0,64 +0,12¢ 0,36 + 0,248 0,34 +0,23°
SHAM 0,5+ 0,1148¢ 0,59 £0,17A8¢ 0,45 + 0,218¢ 0,47 +0,098¢

Valores das médias e desvio padréo dos niveis de mondcito, fosfatase alcalina (FA), albumina e Hemoglobina glicada
dos grupos ovariohisterectomizados (OH) e cirurgia controle (SHAM) com diferentes tratamentos 0: solucdo salina
(SL), 10, 20 e 50 mg/kg de melatonina. Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas estatistica do teste a
posteriore de Tuckey.

Tabela 6 — Médias e desvio padrdo de exames bioquimicos.

) Controle (SL) 10 mg/kg 20 mg/kg 50 mg/kg
Variavel
Média Média Média Média

Ureia (mg/dL) 42,72 + 5,307 42,52 + 5,324 41,34 + 4,9378 38,15+ 4,988
Triglicerideos (mg/dL) 94,17 + 36,654 132,9 +£ 51,238 103 + 26,0448 100,5 + 39,838
VLDL (mg/dL) 18,83 + 7,33* 26,58 + 10,258 20,6 £ 5,2178 20,1 +£7,9778
FA (U/L) 102,3 +£ 43,214 144,7 + 71,868 113,4 + 42,8878 102,2 + 47,36
HBALc (%) 0,63+ 0,174 0,615 + 0,448 0,405 + 0,2378 0,405 + 0,18

Valores das médias e desvio padrao dos niveis de ureia, triglicerideos, lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL),
fosfatase alcalina (FA) e Hemoglobina glicada dos grupos com diferentes tratamentos 0: solucdo salina (SL), 10, 20
e 50 mg/kg de melatonina. Letras diferentes entre os grupos indicam diferencas estatistica do teste a posteriore de
Tuckey.
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Quanto a ALT houve diferenga significativa (p= 0,022) em relacdo ao tipo de cirurgia
(Tabela 4). Os animais do grupo OH (90,83 £+ 69,11 UI/L) apresentaram maior dosagem desta
enzima quando comparados ao grupo SHAM (63,61 + 28,43 UI/L), entretanto apesar da diferenca
significativa os valores permaneceram dentro da normalidade quando comparados aos grupos
controle OH SL (72,00 = 122,59 UI/L) e grupo SHAM SL (43,00 + 17,66 UI/L).

A concentracado de ureia foi significativamente menor (p=0,020) no grupo 50 mg/kg (38,15
+ 4,98 mg/dL) quando comparada aos grupos SL (42,72 = 5,30 mg/dL) e 10 mg/kg (42,52 £5,31
mg/dL) (tabela 6).

Em relacdo a FA houve diferenca significativa quanto ao tipo de cirurgia e dose (p=0,006)
e entre os tratamentos (p=0,024). O grupo submetido a dose de 10 mg/kg apresentou maior
dosagem (144,7 + 71,86 UI/L) de FA quando comparado ao grupo SL (102,3 + 43,21 U/L) e ao
grupo tratamento com 50 mg/kg (102,2 + 47,36 U/L). Quanto as cirurgias, a FA diferiu entre
SHAM 10 mg/kg (173,60 + 76,85 UI/L) com todos os outros grupos SHAM SL (86,00 + 39,76
U/L), SHAM 20 (96,10 £ 26,85 UI/L), SHAM 50 (79,90+ 31,98 UI/L) e com o grupo OH 10
(115,80 + 56,03 UI/L).

A albumina apresentou diferenca significativa (p=0,045) entre grupo SHAM SL e SHAM
10 mg/kg. O nivel de triglicerideos obteve diferenca significativa (p=0,014) entre os grupos SL e
10 mg/kg. O nivel de VLDL apresentou diferenca significativa (p=0,014) entre os grupos SL e 10
mg/kg. A HBA1c apresentou diferenca significativa no fator dose de MLT (p<0,001) e interacdo
entre os tratamentos (p=0,010), com SL (0,63 + 0,17 %) e 20 mg/kg (0,41 + 0,23 %), entre 0s
grupos 50 mg/kg (0,41 £ 0,18 %) e 10 mg/kg (0,62 + 0,14 %) e entre os grupos 20 mg/kg (0,41 +
0,23 %) e 50 mg/kg (0,41 + 0,18 %) (Tabela 6).

Histologia e Imuno-histoquimica

Né&o foi observada expressdao de Ki67 nas amostras renais e hepaticas em nenhum dos
grupos analisados. Com relagdo a caspase 3, ndo houve marcacdo, apenas uma marcagao
citoplasmatica inespecifica. No entanto, 0 PCNA apresentou diferenca estatistica significativa nas
amostras hepaticas (p=0,023) e renais (p<0,0001) (figuras 4 e 5). Na analise hepatica, houve
diferenca significativa entre os grupos OH SL e SHAM 20 (p=0,044), OH 10 e SHAM 20
(p=0,021), OH 20 e SHAM 20 (p=0,041), OH 50 e SHAM 20 (p=0,029), SHAM SL e SHAM 20
(p=0,047) e SHAM SL e SHAM 50 (p=0,030).
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Com relacdo ao p53 ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (figura 6 e 7). Na
avaliacdo histol6gica ndo houve alteracdo morfoldgica de tecido hepatico e renal entre 0s grupos

OH e SHAM independente do tratamento. Sendo assim, as andlises estatisticas ndo foram

significantes (figuras 8 e 9).
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Figura 4 - Imunoistoquimica para PCNA, método de peroxidase em tecido hepatico de rato. A: OH Salina; B: OH
10mg; C: OH 20mg; D: OH 50mg; E: SHAM Salina; F: SHAM 10mg; G: SHAM 20mg; H: SHAM 50mg.
Contracoloragdo H&E. Seta: Nucleos com marcagdo positiva para PCNA (marrom). Barra de escala 100pum.
Aumento de 100x.

Figura 5 - Imunoistoquimica para PCNA, método de peroxidase em tecido renal de rato. A: OH Salina; B: OH
10mg; C: OH 20mg; D: OH 50mg; E: SHAM Salina; F: SHAM 10mg; G: SHAM 20mg; H: SHAM 50mg.
Contracoloragdo H&E. Seta: Nucleos com marcagdo positiva para PCNA (marrom). Barra de escala 100um.
Aumento de 100x.
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Figura 6 - Imunoistoquimica para p53, método de peroxidase em tecido renal de rato. A: OH Salina; B: OH 10mg;
C: OH 20mg; D: OH 50mg; E: SHAM Salina; F: SHAM 10mg; G: SHAM 20mg; H: SHAM 50mg. Contracoloracéo
Hematoxilina. Seta: Ntcleos com marcagédo positiva para p53 (marrom). Barra de escala 100um. Aumento de 100x.

Figura 7 - Imunoistoquimica para p53, método de peroxidase em tecido hepatico de rato. A: OH Salina; B: OH
10mg; C: OH 20mg; D: OH 50mg; E: SHAM Salina; F: SHAM 10mg; G: SHAM 20mg; H: SHAM 50mg.
Contracoloragdo Hematoxilina. Seta: Nicleos com marcagdo positiva para p53 (marrom). Barra de escala 100um.

Aumento de 100x.



Figura 8 — Histopatologia do tecido hepético das ratas. A: OH Salina; B: OH 10mg; C: OH 20mg; D: OH 50mg;
E: SHAM Salina; F: SHAM 10mg; G: SHAM 20mg; H: SHAM 50mg. Coloracao H&E. Barra de escala 100pm.
Aumento de 40x.
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Figura 9 — Histologia de tecido renal de rato. A: OH Salina; B: OH 10mg; C: OH 20mg; D: OH 50mg; E: SHAM
Salina; F: SHAM 10mg; G: SHAM 20mg; H: SHAM 50mg. Coloracdo H&E. Barra de escala 100pum.
Aumento de 40x.
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Labirinto em cruz elevada

Na analise da anova de 3 fatores para na avaliagdo do braco aberto — em relacdo a
frequéncia, tempo e tratamento nao houve diferenca significava entre nenhum dos fatores
analisados. A frequéncia, tempo e permanéncia no brago aberto indicariam comportamento de risco
e ansiedade. Na segunda exposicdo se tivessem ficado mais tempo no brago aberto teriam
demonstrado menos ansiedade.

Em relacdo a atividade quanto ao centro do labirinto houve diferenca significativa nas
frequéncias entre as diferentes doses de MLT e tipos de cirurgia, desconsiderando os outros fatores
(Tabela 7). Em relacdo ao tempo, somente o nimero de exposi¢oes, quando os outros fatores foram
desconsiderados, mostrou diferenca significativa (Tabela 7).

Foi observada uma frequéncia maior de visitas ao centro do labirinto na dose 10 mg/kg com
relacdo a 50 mg/kg e na solugéo salina (Tabela 8, Figura 10A), maior frequencia de visitas ao centro
do labirinto do grupo SHAM em relacdo ao OH (Tabela 8, Figura 10B). Em relacdo ao tempo, a
exposicdo 1 apresentou mais tempo gasto no centro do labirinto (Tabela 8, Figura 10C). Sugere-se
gue animais tratados com a dose de 10 mg/kg apresentaram comportamento proativo em relacdo a

tomada de decisao.

Tabela 7 — Valores de p associados 8 ANOVA de 3 fatores relacionando dose, tipo de cirurgia e nimero de exposi¢des
no teste de labirinto em cruz elevado, visitagéo no centro.

. Frequéncia Tempo

Fonte de variacéo
p P

Dose 0,016 0,473
Tipo de cirurgia 0,024 0,970
Exposicdo 0,059 0,007
Dose x Tipo de cirurgia 0,502 0,347
Dose x Exposi¢édo 0,843 0,360
Tipo de cirurgia x Exposicdo 0,923 0,884
Dose x Tipo de cirurgia x Exposico 0,899 0,645

* Os nimeros em negrito representam diferencas significativas (p < 0,05)
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Tabela 8 — Valores de média e desvio padrdo na frequéncia e tempo de visitagdo do teste de labirinto em cruz elevado,
visitacdo no centro.

Grupo Freguéncia Tempo (s)
10mg/kg 53%£51 SDS
20mg/kg 46=x4,1 SDS
50mg/kg 2,7£35 SDS
Salina 24+3,0 SDS
SHAM 4747 SDS
OH 29+34 SDS
Exposicéo 1 SDS 36,1 £ 26,8
Exposicéo 2 SDS 22,8 £29,2

SDS representam valores ndo apresentados por serem sem diferenca significativa.

A) B * C)
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Dose (mg/kg) Tipo de cirurgia Exposicao

Figura 10 — Valores de média e desvio padrdo na frequéncia e tempo de visitagdo no teste de labirinto em cruz elevado,
visitagdo no centro. A) Frequéncia de visitas ao centro do labirinto conforme grupo de tratamento: solucéo salina, 10,
20 e 50 mg/kg de MLT. B) Frequéncia de visitas ao centro do labirinto conforme grupo cirdrgico, OH:
ovariohisterectomizado e SHAM. C) Tempo de visitas ao centro do labirinto conforme exposicdo 1 e 2.

* Representam diferencas significativas (p < 0,05) pelo teste de Tukey

Em relacdo ao braco fechado houve diferenca significava (p= 0,036) nas frequéncias de
visitacdo em relacdo ao fator dose, em analise a posteriori de Tukey foi verificado que a diferenca
significativa foi entre 10 e 50 mg/kg, no qual os animais com a dose de 10 mg/kg apresentaram
maior frequéncia no braco fechado quando comparado aos animais na dose de 50 mg/kg (Figura
11A).

Houve diferenca significativa (p= 0,006) na frequéncia de visitacao no fator tipo de cirurgia
entre SHAM e OH. Animais submetidos a SHAM apresentaram maior frequéncia nos bracos
fechados quando comparado aos animais submetidos a OH, apresentando assim, maior atividade
(Figura 11B).

Quanto a diferenca de exposicdo em relagédo a frequéncia ao brago fechado houve diferenca
significativa (p=0,018), os animais na exposicao 2 frequentaram menos o braco fechado do que na
exposicdo 1 (Figura 11C), e permaneceram (p= 0,043) mais tempo no braco fechado na segunda
exposi¢do quando comparado a primeira exposicdo (Tabela 9, Figura 11D).
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Tabela 9 — Valores de média e desvio padrao das frequéncias e tempos da atividade em teste labirinto em cruz elevado
— brago fechado

Grupo Frequéncia Tempo (s)
10mg 29+27 SDS
20mg 3,1+28 SDS
50mg 49+39 SDS
Salina 43+3,1 SDS
SHAM 4639 SDS
OH 3+x23 SDS
Exposicdo 1 43+3,1 2345+71,8
Exposicdo 2 33+£34 254,7 £ 63,2

SDS = Sem Diferenca Sigificativa
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Figura 11 — Valores de média e desvio padréo das frequéncias e tempos da atividade em teste labirinto em cruz elevada
— brago fechado. A) Frequéncia de visitas ao braco fechado do labirinto conforme grupo de tratamento solucéo salina,
10, 20 e 50 mg/kg de MLT. B) Frequéncia de visitas ao braco fechado do labirinto conforme grupo cirdrgico, OH:
ovariohisterectomizado e SHAM. C) Frequéncia de visitas ao brago fechado do labirinto conforme exposi¢éo 1 e 2. D)
Tempo de visitas ao centro do labirinto conforme grupo de tratamento Exposicéo 1 e 2.
* Representam diferencas significativas (p < 0,05) em testes a posteriori de Tuckey.
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Teste de Reconhecimento de objetos

De acordo com as andlises de variancia de trés fatores, na segunda exposi¢do, em que 0S
objetos A e B foram colocados na arena circular, ndo foram observadas diferencas significativas
nos fatores avaliados, ou seja, ndo houve diferencgas significativas em relagdo ao tempo, numero de
visitas aos diferentes objetos, tipo de cirurgia ou tratamento (Tabela 10).

Tabela 10 — Atividade em teste de reconhecimento de objeto na primeira exposicéo

Fonte de variagédo Frequéncia Tempo
p p

Dose de melatonina 0,170 0,211

Tipo de cirurgia 0,630 0,484

Objeto 0,152 0,754

Dose de melatonina x Tipo de cirurgia 0,344 0,457
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Dose de melatonina x Objeto 0,123 0,142
Tipo de cirurgia x Objeto 0,461 0,516
Dose de melatonina x Tipo de cirurgia X Objeto 0,970 0,457

J& na anélise da terceira exposi¢do, na qual ocorreu a troca do objeto B pelo objeto C, foi
observada diferenca significativa tanto na frequéncia como no tempo (p<0,001) que os animais
permaneceram nos objetos, independente da dose ou tipo de cirurgia, assim como na frequéncia e
tempo segundo a dose de MLT usada (Tabela 11). Ao observar as analises a posteriori demonstrou-
se que os animais com dose de 20 mg/kg frequentaram menos 0s objetos e permaneceram menos
tempo neles quando comparados aos animais sem tratamento e aos animais com tratamento de 10
mg/kg (Tabela 12). Além disso, houve diferenca significativa na frequéncia de visitas e no tempo
gasto explorando os objetos, sendo o objeto C mais visitado e explorado por mais tempo que o0
objeto A (Tabela 12, Figura 12 A, B).

Tabela 11 — Atividade em teste de reconhecimento de objeto na terceira exposicéo.

Fonte de variacéo Frequéncia Tempo
p p
Dose de melatonina 0,046 0,040
Tipo de cirurgia 0,541 0,358
Objeto 0,008 0,001
Dose de melatonina x Tipo de cirurgia 0,325 0,281
Dose de melatonina x Objeto 0,683 0,231
Tipo de cirurgia x Objeto 0,847 0,447
Dose de melatonina x Tipo de cirurgia x Objeto 0,938 0,301

* Dados de tempo, frequéncia de visitas nos objetos, tratamento, objeto e interacdo entre os fatores foi considerada
significativa quando p < 0,05.

Tabela 12 — Valores de média e desvio padrdo da frequéncia de visitagdo e tempo gasto na terceira exposicéo, segundo
dose e tipo de objeto.
Dose Objeto

Medida
10mg 20mg 50mg Salina Objeto A Objeto C

Frequéncia 13 +2 02 £05 1+11 13 + 272 0712 12 + 2
Tempo (s) 55 % 7,99 0,74 = 2 3,92 + 5,46 512 + 8,94 301 £537 542 * 8,98
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Houve diferenca significativa (p=0,040) em relacdo a dose de MLT na terceira exposicéo,
0s animais sem tratamento SL e em tratamento com 10 mg/kg visitaram mais o objeto C quando

comparados aos animais em tratamento com 20 mg/kg (figura 12D).
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Figura 12 — Valores de média e desvio padrdo dos testes de reconhecimento de objeto, terceira exposicéo, comparacéo
entre qual o objeto foi mais visitado e qual grupo conforme a dose administrada fez mais visitas aos objetos. A)
Frequéncia de visitas nos objetos. B) Tempo de visita aos objetos. C) Frequéncia de visitas aos objetos segundo grupo
de tratamento, solugéo salina, 10, 20 e 50 mg/kg de MLT. D) Tempo de visita aos objetos conforme grupo de
tratamento, solugdo salina, 10, 20 e 50 mg/kg de MLT.

* Diferenca estatistica.

Discusséo
Metabolismo e ganho de peso

Devido a efeitos na resposta imunoldgica, metabdlica, saide mental e disturbios do sono, a
MLT torna-se uma possivel aliada ao tratamento do controle de sintomas de mulheres na
menopausa. A producdo de MLT é influenciada pela menopausa por meio do eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal, e seu papel € essencial neste periodo de transigdo, especialmente quando
correlacionado aos disturbios do sono, comportamentais e alteracbes em metabolismo. Embora
pareca extremamente atrativa devido a miriade de descobertas cientificas a seu respeito, seu uso
em doses maiores gera questionamentos quanto sua seguranca e eficacia %,

No presente trabalho o maior ganho de peso das ratas OH quando comparado ao grupo
SHAM (p< 0,001) e maior acumulo gordura abdominal (p< 0,001), sugere maior ingestdo de
calorias ou mudancas metabolicas com a queda do nivel sérico de estrogénio, desenvolvido apos a
exérese das génadas do sistema reprodutor como demonstrado em outros trabalhos 849, O ganho

de peso significativo nos animais ovariohisterectomizados pode ser relacionado com o ganho de
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peso na menopausa de mulheres que nesta fase também apresentam queda nos niveis de estrogeno
96,97_

O maior percentual de gordura abdominal e ganho de peso refletiu no colesterol total sérico
(p< 0,001), pois o grupo OH (88,98 £ 13,75 mg/dL) apresentou a maior media de colesterol total
quando comparado ao grupo SHAM (70,21 + 13,54 mg/dL). Estes achados em modelo animal
podem ser correlacionados a alteragdes do eixo hipotadlamo-hipofise-gonadal que também ocorre
em mulheres na menopausa, o ganho de peso e acimulo de gordura abdominal sdo correlacionados
a queda de estrogénio associado a queda dos niveis de MTL %7-*°, mostrando que o modelo de
inducdo da menopausa tem validagé&o.

As ratas OH SL apresentaram um aumento médio de peso de 19% e as ratas do grupo
SHAM SL aumento médio de 6% no peso corporal. Mesmo que ambos 0s grupos tenham
apresentado ganho de peso no final do experimento, o ganho de peso do grupo OH foi
significativamente maior do que o grupo SHAM, comprovado pela significAncia na interagdo entre
0 tempo e os tratamentos (p< 0,001).

Apesar do ganho de peso do grupo OH SL ter sido significativo quando comparado as ratas
do grupo SHAM SL, os grupos ndo diferiram de peso conforme o tratamento com MLT. Esses
resultados sugerem que a MLT né&o auxiliou no controle de peso em fémeas OH, diferentemente
dos resultados encontrados por trabalhos prévios que correlacionaram a MLT e perda de peso nas
doses de 100 mg/kg realizado por TUNG et al.!®, e com doses de 10 e 20 mg/kg realizado por
HEO et al.'%!, segundo os autores a MTL atuou no controle de peso como reguladores de esteroides
e sintese de &cido graxo, que so os principais reguladores da lipogénese 00101,

Quanto a HBALc, houve diferenca (p< 0,001) entre os tratamentos com SL (0,628 + 0,17
%) e 20 mg/kg (0,41 £ 0,23 %), entre os grupos 50 mg/kg (0,41 + 0,18 %) e 10 mg/kg (0,62 £ 0,14
%) e entre os grupos 20 mg/kg (0,41 £ 0,23 %) e 50 mg/kg (0,41 + 0,18 %), sugerindo que quanto
maior a dose de MLT administrada menores os niveis de HBALc, podendo ser correlacionada com
a maior estabilidade dos niveis glicémicos e menor resisténcia a insulina devido ao uso de MLT,
segundo dados de Heo et al.1%*, nos quais houve maior controle glicémico de ratas com doses de
100 mg/kg de MLT. Resultados previamente encontrados em outros trabalhos reforcam a
consisténcia do resultado encontrado no presente trabalho quanto ao potencial da MLT em relagéo
ao controle glicémico por meio da atividade antioxidante e aumento da sintese de

glicogénio®395101-103 - Achados semelhantes também foram encontrados em trabalhos com
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humanos que apresentavam diabetes tipo 2 %4, Além disso, menores niveis de melatonina foram
associados a um maior risco de desenvolver diabetes tipo 2, isto porque a melatonina contribui para
homeostase da glicose ao restaurar a vasodilatacdo induzida pela insulina no musculo esquelético
estimulando a gliconeogénese 1051%,

Quanto as cirurgias e diferentes doses de MLT, as diferencas de dosagens de hemoglobina
glicada entre o grupo OH SL (0,73 + 0,15%) e grupo SHAM 20 (0,45 = 0,21%), SHAM 50 (0,47
+ 0,09%), OH 20 (0,36 * 0,24%), OH 50 (0,34 + 0,23%); a diferenca entre grupo OH 10 (0,64 *
0,12%) e OH 50 (0,34 + 0,23%); diferenca entre grupo SHAM 10 (0,50 £ 0,11%) e grupo OH 50
(0,47 £ 0,09%), pode sugerir que em mulheres em menopausa 0 uso de tratamento adjuvante de
MLT pode apresentar melhora no controle glicémico nesta fase.

Estes achados sdo de grande relevancia, porque o nivel de glicose elevado por longos
periodos no sangue resulta em ativacdo da proteina quinase C e consequente maior nimero glicacao
de lipidios e proteinas alterando a acdo de enzimas, além de aumentar a taxa de sorbitol que induz
hiperosmalidade prejudicial, deste modo a hiperglicemia cronica desencadeia efeitos deletérios
sobre a funcio e estrutura de 6rgdos como olhos, rins, figado e sistema cardiovascular 769104,

O fato da enzima ALT estar significativamente maior (p=0,022) no grupo OH (90,83 +
69,11 U/L) quando comparado ao grupo SHAM (63,61 £ 28,43 U/L) e os achados supracitados
corroboram com achados em estudos que relataram que niveis elevados de enzimas hepéaticas como
AST, ALT, FA e GGT estdo associados a sindrome metabolica, resisténcia a insulina e esteatose
hepatica, 0 que pode colaborar para maior risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares
e diabetes tipo 2 °>%°. Apesar de no visualizada esteatose hepéatica na leitura das 1aminas de tecido
hepatico, o grupo OH apresentou maior peso, maior acumulo de gordura abdominal, maiores niveis
de HBALc e maiores concentragdes sericas de ALT, dados que sugerem predisposicdo a sindrome
metabdlica ">7"8. Em relacio a enzima FA houve diferenca significativa quanto ao tipo de cirurgia
e dose (p= 0,006) e entre os tratamentos (p= 0,024). A dose de 10 mg/kg apresentou maior nivel
(144,7 + 71,86 U/L) de FA quando comparado ao grupo SL (102,3 £ 43,21 U/L), entretanto doses
maiores como 50 mg/kg (102,2 £+ 47,36 U/L) apresentaram niveis dentro do normal, podendo ser
indicativo quando associado aos outros achados deste trabalho de que a melatonina nao gera efeitos
citotoxicos. O nivel de FA elevado no grupo tratado com 10 mg/kg pode estar associado ao
potencial terapéutico da MLT no microambiente 6sseo, demonstrado em trabalhos prévios, com

relatos de que a MLT regula o metabolismo dsseo pois, contribui para a aceleracdo da
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osteoblastogénese e inibe da osteoclastogénese, além de induzir a apoptose de osteoclastos
maduros, conforme descrito previamente por Li et al.!%”. Deste modo, em relagdo ao aumento da
enzima FA sugere que a MLT atua tanto nos aspectos anabolicos quanto catabolicos do
metabolismo 0sseo. A MLT demonstra acdo no reequilibrio da remodelacdo 6ssea em modelo
animal na menopausa e no aumento da densidade 6ssea 281,

Os animais sem tratamento grupo SL (42,72 £ 5,30) e submetidos ao tratamento com menor
dose MLT (10 mg/kg) apresentaram maiores dosagens de ureia (42,52 +5,31 mg/dL) quando
comparados ao grupo submetido a dose de 50 mg/kg (38,15 + 4,98 mg/dL ), a diferenca significativa
(p= 0,020) entre as diferentes doses pode sugerir melhora do metabolismo hepético e renal com o
uso de maior dose de MLT.

Houve diferenca significativa (p=0,019) em relacdo a porcentagem da amplitude de
distribuicdo dos eritrocitos (RDW%) quando comparados os tipos de cirurgia OH (13,92 £ 0,58%)
e SHAM (13,60 + 0,55%), entretanto ndo houve diferenga significativa quando comparado 0s
diferentes tratamentos. Mesmo ocorrendo diferenca significativa entre os grupos cirdrgicos as
médias estdo dentro da normalidade quando comparado ao grupo OH SL (13,85 * 0,32) e grupo
SHAM SL (13,47 + 0,59). Ja em relacdo a porcentagem de mondcitos ocorreu diferenca
significativa (p=0,008) no grupo SHAM 20 quando comparado aos grupos SHAM SL, SHAM 20;
SHAM 50 e OH 20. Sendo o grupo SHAM 20 com menor média (0,41 + 0,75%), quando
comparado a esses grupos e abaixo da média quando comparado aos trabalhos de Melo et al.%,
Padua et al.’®® e dentro da normalidade em comparagéo aos trabalhos Diniz et al.*°.

No presente estudo, 0 modelo de ratas OH apresentou ganho de peso, aumento do colesterol
total, possivel resisténcia a insulina, condi¢des semelhantes em mulheres que sofrem de obesidade
apos a menopausa. Esses achados sugerem que a condi¢do da obesidade secundéaria ao deficit de
horménios esteroidais pode desencadear distdrbio metabdlico, obesidade, resisténcia periférica a

insulina e dislipidemia ™77,
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Anélise histoldgica e imunoistoquimica

Embora tenham sido utilizados clones especificos para ratos como marcadores na
imunoistoquimica, ndo foram visualizadas marcacdes de Ki67 nem de caspase 3, 0 que pode sugerir
que ndo ha indicios de proliferacdo exacerbada de células e de apoptose em figado e rins dos
animais deste experimento ou uma incompatibilidade do tecido analisado com o anticorpo
escolhido, apesar de ser especifico para ratos. Estudos prévios mostram que a diminuicdo da
expressdo de Ki67 esta relacionada a regulacdo positiva da expressdo de outros marcadores
proliferativos, como o p21, que funciona como um regulador da progresséo do ciclo celular em G1,
promovendo a interrupcéo da sintese de DNA e interrompendo o ciclo celular 11, J4 a ndo marcagéo
da proteina caspase 3, que tem um papel vital no apoptose extrinseca e intrinseca, sugere que ndo
ocorreram altos niveis de morte celular em nenhum dos grupos. Deste modo, é possivel sugerir que
a auséncia de marcagdo para caspase 3 e Ki67 indica que a melatonina ndo afetou
significativamente a apoptose ou a proliferacdo celular. 1sso pode indicar que a melatonina nao é
toxica para essas células nas doses e condicBes experimentais utilizadas ou que a melatonina possui
efeito citoprotetor e controla a apoptose e proliferacédo celular.

Em relacdo ao PCNA, uma proteina indispensavel para a sintetizacdo de DNA que sugere
maior atividade proliferativa, apresentou-se em maior concentracdo nos grupos com tratamento
com melatonina, tanto em tecido hepatico quanto renal, tendo correlagdo com a dose. Quanto maior
a dose, nos grupos de 20 e 50 mg/kg, maior a marcacdo de PCNA e, consequentemente, a
proliferacdo celular. I1sso pode indicar que, em grupos com maiores doses de melatonina, houve
maior proliferacdo celular em figado e rins, visto que o0 PCNA é um regulador da replicacédo do
DNA, de reparo, controle do ciclo celular e apoptose!!2. Outra hipdtese seria que a marcagio
ocorreu devido a alta sensibilidade do marcador e ndo que, de fato, as células tenham entrado em
mitose, mas apenas sinalizado a possibilidade de inicio de apoptose que pode ndo ter ocorrido.
Além disso, € importante lembrar que o aumento na proliferagdo celular pode ndo ser
necessariamente prejudicial ou indicativo de um efeito toxico da melatonina nessas células. A
melatonina tem sido associada a efeitos protetores e anti-inflamat6rios em varios tecidos e pode ter
um papel na regulagdo do crescimento celular e da diferenciagédo 1311°,

A marcacdo de p53 observada no citoplasma das células hepaticas e renais no grupo OH 10

mg e SL pode indicar uma alteracdo na localizacdo normal da proteina, que geralmente é
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encontrada no nucleo da célula. Isso pode estar relacionado a varias condi¢fes, como estresse
celular, danos ao DNA, alteragGes no ciclo celular ou regulagio anormal da proteina %6, podendo
ser interpretada como a auséncia de suplementacdo com MLT e a suplementacdo na dose mais
baixa de 10 mg/kg pode ter menor capacidade de desenvolver os efeitos antioxidantes e protetores
sobre as células, visto que a MLT desencadeia uma resposta ao dano no DNA através da ativacao
de MT1 e MT2 por meio da fosforilagio da p53 17 e animais com suplementagdo em doses maiores

ndo apresentam marcacao citoplasmatica, sugerindo que ndo houve dano celular.

Labirinto em cruz elevada

O nimero de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos nas duas exposi¢des ndo
diferiu entre os grupos, sugerindo que a melatonina ndo teve acdo ansiolitica. Foi observado
comportamento de conflito avaliado pelo numero de vezes que o animal se dirigiu ao centro do
labirinto e ndo entrou em outro braco. Os animais do grupo SHAM submetidos apresentaram maior
frequéncia de entradas no centro do labirinto quando comprado ao grupo OH, sugerindo maior
nivel de ansiedade neste grupo, pois a avaliacdo de risco esta diretamente relacionada ao nivel de
ansiedade.

Além disso, os animais submetidos a dose de 10 mg/kg apresentaram maior frequéncia de
entradas no centro do labirinto quando comparados com animais submetidos ao grupo SL e 50
mg/kg, e permaneceram por mais tempo no centro na primeira exposic¢do (p= 0,007), frequentaram
(p= 0,018) e permaneceram (p= 0,043) mais tempo nos bragos fechados na segunda exposicao,
demonstrado a preservacdo da memoria recente ndo necessitando reavaliar as decisdes, pois ja
sabiam que o ambiente que traria maior conforto e menor estresse seria 0 braco fechado, portanto
é possivel dizer que a melatonina ndo afetou a memaria recente dos animais, entretanto nao auxiliou
no controle da ansiedade, resultado diferente do que foi encontrado no trabalho de Rebai et al.®,
em que os animais em tratamento com MLT exploraram mais os bragos abertos, o que evidenciou
efeito ansiolitico.

Os animais do grupo SHAM frequentaram mais vezes os bragos fechados na segunda
exposicao quando comparados ao grupo OH (p=0,006), apresentando maior atividade exploratoria,
sugerindo que animais do grupo OH com possivel sindrome metabdlica, e, portanto, sujeitos a

maior situacdo de estresse ocasionado na menopausa, apresentaram maiores niveis de ansiedade
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quando comparado aos animais SHAM, porque se movimentaram pouco. Entretanto, quando
avaliado o grupo OH de 10 mg/kg de MLT comparado ao grupo OH submetido a dose de 50 mg/kg
de MLT, o grupo OH de 10 mg/kg frequentou mais vezes os bracos fechados do que os animais do
grupo OH submetidos a maior dose de 50 mg/kg (p=0,036), deste modo, a dose 10 mg/kg parece
ter atenuado os sintomas de estresse e ansiedade, sugerindo beneficios tanto na memoria de curto
prazo como observado no teste de reconhecimento de objetos (TRO), como a memaria aversiva de
curto prazo, podendo sugerir que a dose de 10 mg/kg de MLT auxilia na atividade exploratoria e
memoria de curto prazo. Em trabalho realizado por Tian et al. 2010 evidenciou que a MLT na dose
de 50 mg/kg em camundongos reduziu ansiedade em teste de labirinto em cruz elevado, assim
como, os autores do estudo de Azizi et al.'® que utilizaram doses de 15 mg/kg em camundongos,
Ergenc et al.'?® utilizou 10mg/kg em ratos diabéticos e encontrou efeitos antidepressivos e
ansioliticos, Estudos prévios evidenciam que a MLT esta envolvida na regulacdo do complexo
receptor GABA-benzodiazepinicos e sua administracdo demonstrou modificar a ligagdo de GABA-
benzodiazepinico as membranas neuronais, e outros estudos relatam que as drogas GABA-

miméticas tém propriedades antidepressivas e ansioliticas 12012,

Teste de reconhecimento de objetos

Na anéalise da 3% exposicdo que consiste na troca do objeto B pelo C, no qual os animais sdo
expostos a um novo objeto, os animais visitaram (p<0,008) e permaneceram (p<0,001) mais tempo
explorando 0 novo objeto, resultado que sugere que a MLT ndo comprometeu a memdria de curto
prazo desses animais. Além disso, 0s animais submetidos a dose de 20 mg/kg frequentaram
(p=0,046) e permaneceram (p=0,040) menos tempo nos objetos do que 0s animais sem tratamento
e animais com tratamento de 10 mg/kg. Isto sugere que doses maiores que 10 mg/kg possam reduzir
a atividade exploratéria dos animais, deixando-0s mais letargicos e sugerindo déficit de memoria
a curto prazo. A dose de 10 mg/kg possivelmente seja mais adequada para melhora de memoria de
curto prazo, achado semelhante ao de Haridas et al.}?? em que a dose de 10 mg/kg melhorou a
memoria de curto prazo dos animais expostos a estresse cronico.

A diferenca significativa (p=0,040) quanto a concentragdo nessa exposi¢cao demonstrou que

0s animais sem tratamento SL e em tratamento com 10 mg/kg visitaram mais o objeto C quando
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comparado aos animais em tratamento com 20 mg/kg, podendo sugerir que a maior dose diminui
atividade exploratdria e aumenta a letargia. Um estudo em humanos mostrou que em dose de 2 mg
de melatonina, 0s expostos apresentaram maior fadiga diurna e letargia comparados ao grupo
controle!?®, Conclui-se que a dose de 10 mg/kg ndo prejudicou a memoria de curto prazo, segundo
Sano et al.*?*, a MLT melhorou a resposta de memdria de curto prazo. Além disso, segundo Pistono
etal.®4, o receptor MT2 apresenta papel fundamental na modulacdo da memaria de reconhecimento

de objetos.

Consideragdes finais

O fato de que utilizamos doses altas de MLT que excedem a recomendacdo usual para
humanos para melhorar os distdrbios do sono (0,21 mg/pessoa/dia), pode ser objeto de mais estudos
a respeito de maiores doses para mulheres em menopausa. Além disso, o fato de ndo ter sido
realizada a dosagem dos niveis hormonais e de glicemia dos animais antes e apos a
ovariohisterectomia, pode ter sido uma limita¢do para comprovar maiores evidéncias na eficiéncia
da MLT correlacionada a niveis inferiores de estrogeno em fémeas, e controle glicémico, o que
seria uma sugestdo para trabalhos futuros, além de novas doses MLT e por maior periodo.

Este trabalho contribui para a sociedade, visto que o uso da MLT se tornou popular e seu
uso indiscriminado, se faz necessario mais estudos quanto a seus efeitos. Neste estudo a MLT na
dose de 10 mg/kg apresentou evidencias positivas quanto a melhora da ansiedade e meméria de
curto prazo, além de evidenciar possivel controle dos niveis de hemoglobina glicada em fémeas
OH. Deste modo podemos inferir que é possivel haver uma correcdo metabolica circadiana com o
uso exogeno de MLT em fémeas com baixos niveis de hormonios reprodutivos, e subsequente
melhora no metabolismo. Neste trabalho n&o foram evidenciados efeitos citotoxicos da MTL em
tecido hepatico e renal, indicios que sugerem segurancga de seu uso mesmo em doses elevadas, a
indicacdo da MLT poderia ser ampliada para melhorar o metabolismo hepatico da glicose mais
facilmente em comparacdo com outros compostos. No entanto, é necessario conhecer uma faixa de
dose apropriada para ter efeitos benéficos maximos no metabolismo e ritmo circadiano em
mulheres na menopausa.

Em suma nossos achados indicam que a MLT apresenta possivel controle da hemoglobina

glicada, além de melhora na ansiedade e memoria de curto prazo em fémeas ovariohistectomizadas.


https://www.sciencedirect.com/topics/psychology/object-recognition-memory
https://www.sciencedirect.com/topics/psychology/object-recognition-memory
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Este estudo ajuda a esclarecer o mecanismo de acdo da MLT no metabolismo e pode fornecer mais
evidéncias para agéncias de saude considerarem o uso de melatonina como uma estratégia eficaz
para regular vias metabdlicas alteradas na menopausa, juntamente com seu conhecido efeito de
manter o ciclo sono-vigilia.

Apesar dos resultados nas ratas desta pesquisa, estudos clinicos em mulheres na menopausa
s80 necessarios para avaliar se os efeitos observados em ratas ovariectomizadas serdo semelhantes

e se doses de 50 mg ou mais sdo de fato seguras.

Concluséao

A MLT apresentou-se como uma terapia alternativa benéfica, pois melhorou os indices de
hemoglobina glicada de ratas em situagdo de menopausa, atenuando, assim, o desenvolvimento de
uma possivel sindrome metabdlica e suas consequéncias. A MLT na dose de 10 mg/kg demonstrou
modular a memdria de curto prazo e reduziu a ansiedade podendo trazer beneficios para quadros
psicolégicos, como melhora da atividade e de memdria de curto prazo, na menopausa. Além disso,
a melatonina ndo demonstrou efeitos citotoxicos em doses de 10 e 20 mg, entretanto doses de 50

mg ou mais devem ser exploradas em estudos futuros sobre possivel toxicidade sistémica.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

7

A menopausa € uma fase da vida das mulheres que traz consigo alteracbes
hormonais e fisiolégicas, acompanhadas por sintomas incomodos e complicacdes de
saude. Nesse contexto, € crucial buscar alternativas de tratamento para melhorar a
qualidade de vida durante essa transicdo. A pesquisa sobre a melatonina como
tratamento para os sintomas da menopausa € de extrema importancia, pois oferece
alternativas terapéuticas mais abrangentes e personalizadas para mulheres nessa fase.
Compreender melhor os efeitos da melatonina na menopausa podem levar ao
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes, melhorando a qualidade de
vida e aliviando os sintomas associados.

Este estudo investigou a melatonina como um possivel tratamento para os sintomas
da menopausa, e 0s resultados sdo promissores. A suplementacdo com melatonina
demonstrou ser benéfica melhorou os indices de hemoglobina glicada de ratas em
situacdo de menopausa, atenuando, assim, a sindrome metabdlica e suas
consequéncias. A MLT na dose de 10 mg/kg demonstrou modular a memdria de curto
prazo e reduziu a ansiedade podendo trazer beneficios para quadros psicolégicos, como
melhora da atividade e de memdéria de curto prazo, na menopausa. Além disso, a
melatonina ndo demonstrou efeitos citotéxicos em doses de 10 e 20 mg, entretanto doses
de 50 mg ou mais devem ser exploradas em estudos futuros sobre possivel
citotoxicidade.

No entanto, € fundamental realizar mais pesquisas clinicas para confirmar e
aprofundar nosso conhecimento sobre os efeitos da melatonina na menopausa. Estudos
adicionais sdo necessarios para estabelecer a dosagem ideal, determinar a seguranca e
eficacia a longo prazo e investigar possiveis efeitos adversos em doses mais elevadas.

Em suma, a pesquisa sobre a melatonina como tratamento para os sintomas da
menopausa apresenta perspectivas promissoras. Aprofundar nosso entendimento sobre
o papel da melatonina na menopausa é essencial para oferecer op¢des terapéuticas mais
abrangentes e personalizadas, visando melhorar o bem-estar das mulheres durante essa

fase da vida.
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APENDICE

MELATONINA: uma nova opcdo para prevencdo da perda 0ssea no

hipoestrogenismo ?

Fatima Sandmann Afonso * 2 ; Rafaela Ceron* 2; Angela Reck* ;Leticia Capote?;
Thais Casagrande*;Vicente F. C. Andrade 23 e Carolina Aguiar Moreira 23,

* Pds Graduagdo em Medicina Interna e Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana
(PPGMICS/UFPRY);

* Laboratério PRO, Secdo de Histomorfometria Ossea, Fundagio Pré-Renal;
3 SEMPR- Servico de Endocrinologia e Metabologia da UFPR,
4Medicina Veterinaria da Universidade Positivo, Curitiba-Parana- Brasil.

Introducéo: O hipoestrogenismo por ocasido da menopausa tem relacao temporal com a reducgéo da
sintese de melatonina (MLT) pela glandula pineal. Estudos sugerem que a MLT tem uma agdo dual, com
inibicdo da reabsorg¢do e estimulo da formacéao 6ssea. Entretanto ndo existem estudos de histomorfometria
6ssea (HO) que demonstrem prevencdo da perda de massa 6ssea em animais. Como a MLT apresenta
efeitos favoraveis em varios tecidos, a sua reposicéo poderia ser benéfica na pés-menopausa. Objetivo:
Avaliar em modelo animal de osteoporose os parametros estruturais e da remodelacdo em tibias de ratas
tratadas com diferentes doses de MLT pela técnica de HO. Metodologia: O projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais sob o parecer CEUA 550, tendo utilizado os protocolos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Sessenta
Ratas da linhagem Wistar (adultas ap6s atingir pico de massa 6ssea) foram submetidas a ooforectomia
(grupo OVX, n = 30), a cirurgia placebo (grupo SHAM, n=30) com 20 semanas de vida. Apds 9 semanas
do procedimento cirargico os dois grupos foram subdivididos em 3 subgrupos cada um (n=10) de acordo
com a dose diaria de MLT que receberam por gavagem por 8 semanas: 20 mg/kg, 50 mg/kg ou placebo. A
eutandsia foi feita na 28 @ semana de vida e as tibias coletadas seguiram o processamento padrdo para HO.
A leitura das laminas foi realizada através do programa Osteomesure® pelo mesmo pesquisador.
Resultados: No grupo SHAM, MLT 20 e 50 mg/kg houve um aumento no volume dsseo, ([BV/TV], p=
0,001) e no nimero de trabéculas ([Th.N], p=0,001), com menor espacamento entre as trabéculas
([Th.Sp], p=0,001) em relacdo ao grupo controle (GC). N&o houve diferenca entre os grupos SHAM
MLT 20 e 50 mg/kg peso. Houve aumento na superficie de erosdo ([ES/BS], p=0,041) no GC em relacdo

ao grupo SHAM 50 mg/kg peso. Em relag¢do ao grupo OV X, observou-se um aumento no volume 4sseo,
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(IBVITV], p= 0,012) apenas no grupo de 50 mg/kg. Houve aumento significativo na superficie de erosao
[ES/BS] no grupo controle em relagdo aos grupos OVX 20 mg e 50 mg/Kg (p=0,001). Conclusé&o: O uso
da MLT correlacionou-se com melhores parametros estruturais e da microarquitetura éssea o que sugere
gue a MLT pode ter um papel na prevencao da perda 6ssea induzida pelo hipoestrogenismo e um potencial

efeito benéfico na prevencdo da perda 0ssea relacionada a pos-menopausa
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