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RESUMO

A evolugdo tecnoldgica esta permitindo que haja um aumento de mulheres na faixa
etaria acima de 50 anos, consequentemente, mais mulheres na fase da menopausa e
com as consequéncias trazidas por ela. De acordo com a World Health Organization,
em 1990 existiam 467 milhdes de mulheres com idade superior a 50 anos e, com uma
estimativa, em 2030 existirdo 1,2 bilhdes nesta idade. Sabe-se que a menopausa pode
reduzir a qualidade de vida das mulheres por trazer a predisposicdo a doencas
infecciosas e inflamatérias como osteoporose, cancer de mama, entre outros. Isto
ocorre pela redugéao da sintese do estrogénio, uma vez que este hormoénio influéncia o
sistema imune. A melatonina € produzida a noite e possui uma relagdo com o sistema
imunologico. Em quantidades adequadas a melatonina pode ajudar a reduzir a
predisposicao que as menopausadas possuem. Por isso, este trabalho analisou se o
tratamento de melatonina reduzird as citocinas inflamatérias que causam a
predisposicao a doencas. Essa dissertagdo foi composta por dois capitulos. O primeiro
refere-se a revisdo sobre o papel da melatonina na reducéo das citocinas IL-6 e IL-17 e
seu papel na redugéo da predisposi¢cao de doengas na menopausa. O segundo capitulo
refere-se ao estudo experimental com 80 ratas Wistars de 20 semanas, foi avaliado se
o tratamento de melatonina reduz essas citocinas. Para isso, as ratas foram divididas
em dois grupos de 40 animais, em que 40 foram ovario-histerectomizadas (H) para
simular a menopausa e as outras 40 fizeram a cirurgia Sham (S). Apdés 9 semanas, deu-
se inicio ao tratamento de melatonina. Os dois grupos, foram divididos aleatoriamente
formando subgrupos: grupo controle (1H e 1S), tratamento melatonina 10mg/kg/dia (2H
e 2S), tratamento melatonina 20mg/kg/dia (3H e 3S) e tratamento melatonina
50mg/kg/dia (4H e 4S). O tratamento foi realizado por gavagem por 60 dias
consecutivos, entre 18h e 19h, apds o término do tratamento os animais foram
eutanasiados e seus sangues coletados para mensurar a quantidade dessas citocinas
pelo método ELISA e identificar se a melatonina conseguiu reduzi-las. As ratas ovario-
histerectomizadas obtiveram aumento de peso de 6% em relagcdo as ratas sham, nao
sendo determinado a causa da perda de peso. Apos as analises estatisticas observou-

se que nao houve diferenga na mensuragéo das interleucinas entre os grupos sham e



ovario-histerectomizadas, mas foi possivel determinar que a melatonina pode ser um

possivel redutor de peso em ratas que simulam a menopausa.

Palavras-chave: Melatonina, Mediadores Inflamatérios, Menopausa, Modulagéo
Inflamatdria



ABSTRACT

Technological evolution is allowing the increase of the female population over 50 years
old, consequently, more women in the menopause stage bringing the consequences by
this phase. According to the World Health Organization (WHO), in 1990 there were 467
million women over the age of 50 and they estimated that by 2030 there will be 1,2
billion at this age, It is known that menopause can decrease the life quality of women by
enhancing the chances of infectious and inflammatory diseases such as osteoporosis,
breast cancer, among others. This occurs by decreasing the synthesis of estrogen, since
this hormone influences the immune system. Melatonin is a hormone that is only
manufactured during nighttime and has a correlation with the immune system. In
adequate concentrations, melatonin may help decrease the predisposition that
menopausal women has. Therefore, this work analyzed if melatonin treatment can
decrease the inflammatory mediators that cause the predisposition to diseases. This
dissertation is composed of 2 chapters. The first is a review about the role of melatonin
in reducing the cytokines IL-6 and IL-17 and its role in reducing the predisposition of
diseases in menopause. The second chapter is the experimental study with 80 Wistar
rats, 20 weeks old, evaluating if the melatonin treatment may decrease these
inflammatory mediators. For that purpose, the rats were divided in 2 groups of 40
animals, 40 suffered an ovarian-hysterectomy to simulate menopause and 40 suffered a
Sham surgery. After 9 weeks the melatonin treatment started. The animals with their
respective surgeries were randomly divided into subgroups: control group (1H e 1S),
10mg/kg/day supplementation (2H e 2S), 20mg/kg/day supplementation (3H e 3S) and
50mg/kg/day supplementation (4H e 4S). The treatment supplementation was done by
gavage for 60 days in a row between 18h to 19h. After the end of the treatment the
animals were euthanized, had their blood collected to measure the amount of theses
cytokines by ELISA method and identify whether melatonin was able to reduce them.
The ovary-hysterectomized rats had a weight increase of 6% in relation to the sham rats,
the cause of these weight increase was not determined. After the statistical analysis it
was observed that there was no difference in the measurement of interleukins between
the sham and ovary-hysterectomized groups. But was possible to determine that

melatonin may be a possible weight reducer in female rats that simulate menopause.



Keywords: melatonin; inflammatory mediators; menopause; inflammatory modulation.
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INTRODUGAO

A evolucido das tecnologias voltadas para medicina vem aumentando com o passar dos
anos deixando a expectativa de vida maior. No Brasil esta expectativa aumentou para ambos
0s sexos, tendo como ponto de partida 1950, onde a expectativa de vida era menos de 50 anos
e passou a ser 74,8 anos em 2013 (CAMARGOS, GONZAGA, 2015). Este aumento indica que
mais mulheres estdo entrando e vivendo por mais tempo na menopausa, fase biologicamente
natural do corpo feminino (FERREIRA et al.,, 2013). Uma pesquisa de 2007 do DATASUS
indicou que no Brasil existiam por volta de 30 milhdes de mulheres entre 35 e 65 anos,
mostrando que 32% das mulheres brasileiras estavam na faixa etaria condizente com a
menopausa (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

A menopausa ou o cessar biolégico natural da reprodugédo ocorre quando os hormdnios
sexuais femininos (progesterona e estrogénio) tém sua producéo reduzida. Essa reducéo dos
horménios se inicia quando o ovario ndo possui mais ovulos para serem liberados o que
acabada reduzindo a producao dos horménios sexuais femininos (TORTORA; DERRICKSON,
2012).

O estrogénio é um dos hormdnios sexuais que possuem fungado no sistema imunoldgico,
sua produgdo reduzida causa uma redugao da resposta imunolégica feminina podendo causar
uma predisposicdo a doencgas inflamatérias e infecciosas nas mulheres com menopausa
(FARIA et al., 2013).

A melatonina € um horménio produzido, em sua maioria, na glandula pineal e distribuida ao
organismo. Este hormdnio é sintetizado e liberado no periodo noturno, sob a auséncia de luz,
ja que a luz UV faz sua depuragao impedindo sua funcionalidade no organismo (FAVERO et
al., 2017). Por ser produzido no periodo noturno sua principal fungdo é ser responsavel pelo
ciclo circadiano, informando ao corpo quando é dia e quando € noite (NETO; SCALDAFERRI,
2004). Além disso, possui fungdo imunomoduladora, influencia nos processos fisioldgicos
noturnos como a redugédo da temperatura corporal e ritmo cardiaco e ajuda na formagao de
anticorpos (MAGANHIN et al., 2008, BESEDOVSKY et al., 2011)

A melatonina possui uma fungao no sono, pois quando inicia sua liberagdo o organismo
identifica que esta anoitecendo e esta na hora do corpo descansar deixando os mamiferos com
sono, porem quando a producdo desse horménio reduz pode causar a insénia, que é um dos

sintomas mais comuns da menopausa (JEHAN et al., 2017).

Tanto a melatonina como o estrogénio possuem um papel no sistema imunolégico, porém

quando a mulher se encontra na menopausa esses hormdnios tém sua produc¢do reduzida e o
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sistema imune pode ficar desregulado levando a predisposigcdo as doengas inflamatorias e
infecciosas no sexo feminino. Tal predisposicdo pode ocorrer quando uma inflamagao basal
aumenta a sintese e liberagédo de citocinas pré inflamatérias como IL-6 e IL-17 (FARIA et al.,
2013).

O estudo de Carrillo-Vico et al. (2013) indica que a melatonina, em concentragbes normais,
consegue modular as respostas imunes pela regulacdo da proliferacdo das células
imunocompetentes e pela modulacdo da secrecdo de mediadores inflamatdrios, como as

citocinas.

Outro estudo relacionado é o de Markus et al. (2007) que sugere um eixo imunopineal nos
seres humanos, em que as concentragdes normais de melatonina fazem a sinalizacado de fase
escura ao organismo o que reduz a migragao de linfocitos T e leucdcitos pelo organismo. Este
estudo mostra que em concentragdes normais a melatonina previne os niveis inflamatérios
excessivos no organismo, diferentemente se sua concentragao for baixa. Deste modo, causara

uma atividade inflamatéria desnecessaria no organismo.

Ambos os estudos de Carrillo-Vico e Markus conseguem identificar que a melatonina é de
suma importancia para a reducao da predisposicdo a doengas infecciosas e inflamatérias que
as mulheres possuem na menopausa. Porém, ainda deve ser realizado mais estudos para
identificar qual a melhor dose de tratamento deste horménio que pode ajudar nesta redugao

dos mediadores inflamatoérios e quais seriam seus efeitos no organismo.

Levando-se em conta o aumento dos processos inflamatérios durante o periodo da
menopausa, objetiva-se com esse trabalho compreender o papel da melatonina na redugao
desses processos inflamatodrios e as doses utilizadas que tenham melhor redugado em ratas

Wistars ovario-histerectomizadas.

Este trabalho esta dividido em dois capitulos: o capitulo | € uma revisdo integrativa de literatura
com o tema “O papel da melatonina na redugao das citocinas IL-6 e IL-17 na menopausa”. O
capitulo Il € o trabalho experimental com o tema “Avaliacdo do comportamento da IL-6 e IL-17
em ratas ovario-histerectomizadas com tratamento de melatonina”, ambos os artigos

adequados as normas da revista Research, Society and Development (Anexo |).
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1 CAPITULOI

Artigo de Revisiao (Research, Society and Development)
O papel da melatonina na reducio das citocinas IL-6 e IL-17 na menopausa
The role of melatonin in reducing the cytokines IL-6 and IL-17 in menopause

El papel de la melatonina en la reduccion de las citocinas IL-6 y IL-17 en la menopausia

Rafaela Fortes Correa

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9340-3789
Universidade Positivo, Curitiba-PR, Brasil
E-mail: rafaelafcorrea@hotmail.com

Thais Andrade Costa Casagrande

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9437-4043
Universidade Positivo, Curitiba-PR, Brasil

E-mail: thais.costa@up.edu.br

Resumo

A menopausa ¢ um processo bioldgico que ocorre em mulheres, em que os ovarios cessam seu funcionamento pela falta de
ovulos. Esse estagio da vida pode ocorrer dos 35 até 60 anos, podendo trazer sintomas desconfortaveis e doengas, piorando a
qualidade de vida da mulher. O cessar da ovulagdo tem como consequéncia a reduc¢do da producdo do estradiol que causa
alteracdo no sistema imunologico predispondo a doencas infecciosas e inflamatorias. Tal predisposicdo pode aumentar os
niveis de os mediadores inflamatorios IL-6 ¢ IL-17 no organismo feminino. A melatonina ¢ um hormonio produzido pela
glandula pineal durante o periodo noturno, sendo depurada na presenca de luz. Este hormonio regula o ciclo circadiano e é
imunomodulador. Essa imunomodulagdo da melatonina atua na sintetizagdo e inibi¢do de alguns mediadores inflamatorios.
Este trabalho tem como objetivo identificar se o tratamento de melatonina pode reduzir a quantidade de mediadores
inflamatérios em mulheres na menopausa. Esta analise foi realizada por meio de uma revisdo com artigos pesquisados nas
bases de dados Pubmed, Scielo, Sciencedirect e RBAC pelas palavras-chave: melatonin, menopause, inflammatory mediator,
inflammatory modulation, publicado nos ultimos 15 anos. A partir das analises dos artigos foi identificado que a melatonina
influencia na redug¢@o dos mediadores inflamatdrios, podendo auxiliar na melhora da qualidade de vida das mulheres que estdo
ou que vao entrar na menopausa. Porém, é necessario a busca de protocolos de uso de melatonina, com previsdo de doses de
uso e verificagdo dos efeitos no organismo.

Palavras-chave: Melatonina, Mediadores Inflamatorios, Menopausa, Modulagdo Inflamatdria

Abstract

Menopause is a biological process that happens in women, since the ovaries stop producing hormones due to the lack of eggs.
This stage of a women’s life can happen at 35 to 60 years, and might cause uncomfortable symptoms and even diseases,
worsening the life quality of women. The cessation of ovulation has the consequence of reducing the production of estradiol
that causes a change in the immune system, predisposing to inflammatory and infectious diseases. Such predisposition can
increase the inflammatory mediators IL-6 and IL-17 in the female organism. Melatonin is a hormone manufactured by the
pineal gland at night, since the light can debug the hormone. This hormone regulates the circadian rhythm and an
immunomodulator. This immunomodulating function that melatonin has can mediate the synthesis and inhibition of some

inflammatory mediators. This review aims to identify if melatonin treatment can reduce the quantity of inflammatory
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mediators in menopausal women. This analysis was performed through a review, with papers searched in the PubMed, Scielo,
ScienceDirect and RBAC databases using the keywords: melatonin, menopause, inflammatory mediator, inflammatory
modulation, published in the last 15 years. Analyzing the articles, it was identified that melatonin influences the decrease of
inflammatory mediators, which may help to improve the life quality of women that are or will be in menopause. However, it is
necessary to search for protocols for the use of melatonin, with prediction of use doses and verification of the effects on the
body.

Keywords: melatonin; inflammatory mediators; menopause; inflammatory modulation.

Resumen

La menopausia ocurre biologicamente en las mujeres, ya que los ovarios dejan de funcionar debido a la falta de 6vulos. Esta
etapa de la vida puede ocurrir desde los 35 a 60 afios y puede traer sintomas incomodos y enfermedades, empeorando la
calidad de vida de la mujer. El cese de la ovulacion es causado por la reduccion en la produccion de estradiol que provoca
cambios en el sistema inmunoldgico, predisponiendo a enfermedades infecciosas y inflamatorias. La predisposicion puede
aumentar la cantidad de mediadores inflamatorios IL-6 y IL-17 en el organismo femenino. La melatonina es una hormona
producida por la glandula pineal durante la noche, siendo aclarada por la luz. Esta hormona regula el ciclo circadiano y es un
inmunomoduladora. La inmunomodulacion actua en la sintesis y inhibicion de algunos mediadores inflamatorios. Este trabajo
tiene como objetivo identificar si el tratamiento con melatonina puede reducir la cantidad de mediadores inflamatorios en
mujeres menopausicas. Este analisis se realizd mediante una revision de articulos buscados en las bases de datos Pubmed,
Scielo, Sciencedirect y RBAC para las palabras clave: melatonina, menopausia, mediador inflamatorio, modulacion
inflamatoria, publicado en los tltimos 15 afios. De acuerdo con el analisis, pudo identificar que la melatonina puede influir en
la reduccion de mediadores inflamatorios, contribuyendo a mejorar la calidad de vida de las mujeres que entraran en esa etapa
de la vida. Sin embargo, es necesario buscar protocolos para el uso de la melatonina, con prediccion de dosis de uso y
verificacion de los efectos en el organismo.

Palabras clave: melatonina, mediadores inflamatorios, menopausia, modulacion inflamatoria.

2 Introducio

O aumento da expectativa de vida tem levado ao envelhecimento da populagdo mundial. Com isso, as mulheres podem
passar até um ter¢o de suas vidas na menopausa (Cavadas, Nunes, Pinheiro & Silva, 2010). Estudos na demografia mundial
indicam que em 1990 existiam por volta de 467 milhdes de mulheres na idade de 50 anos ou superior, e que em 2030 essa
estimativa passa a ser de 1,2 bilhdes de mulheres nesta faixa etaria (World Health Organization, 2010). Ja no Brasil, segundo o
DATASUS, em 2007 a populacdo feminina representava cerca de 30 milhdes de mulheres entre 35 e 65 anos. Assim, 32% das
mulheres brasileiras pertencem ao grupo etario pertencente a menopausa (Ministério da Satde, 2008).

A menopausa, ou seja, o cessar das menstruagdes ¢ do periodo reprodutivo, ocorre devido ao processo biologico de
envelhecimento das mulheres. E um processo natural do corpo humano, visto que as mulheres nascem possuindo uma
quantidade fixa de ovulos para toda a vida. Ao atingir uma determinada idade, os hormoénios estrogénio e progesterona
comecam a ter sua produgdo reduzida, considerando que sua liberacdo ¢é ligada a presenca de évulos nos ovarios, o ciclo de
feedback negativo ¢é inibido, o que leva a atrofia dos ovarios (Tortora & Derrickson, 2012).

Faria, Santos, Junior ¢ Carbonel (2013) relata que ha evidéncias de varios estudos indicando que a reducdo da produgéo
do estrogénio pode afetar o sistema imunoldgico da mulher. Os processos associados a inflamagdo, como os mediadores
inflamatorios, podem as deixar com uma predisposi¢ao a doengas inflamatorias e infecciosas.

A melatonina (MLT) ¢ um hormdnio sintetizado pela glandula pineal, em sua maioria, e em menor quantidade por outras

partes do corpo como, retina, intestino grosso, entre outros. Por ser depurada na presenca de luz UV esse hormonio é
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sintetizado e liberado somente no periodo noturno, em que ndo haja luz (Favero, Franceschietti, Bonomini, Rodella & Rezzani,
2017). Por ser produzido no periodo noturno, ele influéncia nos processos fisiologicos das espécies que o produz, reduzindo a
temperatura corporal, ritmo cardiaco e pressao sanguinea, além de estimular o sistema imunologico e a formagao de anticorpos
(Maganhin et al., 2008, Besedovsky, Lange & Born, 2011).

Este hormonio possui como principal fungdo mediar o sono-vigilia, sendo responsavel pelo envio de sinais ao cérebro
mostrando quando ¢ dia e quando ¢ noite, regulando o ciclo circadiano. Além disso, a MLT possui fungdo de regulagdo
cardiovascular, antioxidante, possui efeito neuromodulador, neuroprotetor e ¢ imunomodulador, modulando principalmente a
resposta imune inata (Favero et al., 2017).

A MLT possui uma ligag@o forte com o sistema imunologico, aumentando ou reduzindo a produgdo de certas citocinas
pro-inflamatorias, como Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina 17 (IL-17) (Hardeland, 2018). O aumento de algumas dessas
citocinas pro-inflamatorias pode causar a predisposi¢ao a doengas inflamatorias e infecciosas que as mulheres possuem, por
estimularem a inflamagdo (Faria et al., 2013).

Considerando esse crescente desenvolvimento de estudos a respeito da MLT e sobre a predisposi¢do das mulheres a
doengas na menopausa, essa revisao tem como objetivo analisar estudos que mostram o papel da melatonina na regulagao dos
mediadores inflamatdorios em mulheres na menopausa.

Para a realizacdo deste trabalho foram pesquisadas as palavras-chave “Melatonina”, “Mediadores Inflamatorios”,
“Menopausa”, “Modulagdo Inflamatoria” 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 inclusdo e exclusdo de artigos, visando o desenvolvimento do presente trabalho, levou em consideragio o
teor do titulo e do resumo de tais artigos. Foram incluidos artigos que relatam a fun¢do da MLT no organismo e sua ligagdo
com o sistema imunoldgico; artigos que relatam as alteragdes que a menopausa acarreta no organismo feminino e as
consequéncias da redugdo da produgdo do estrogénio e artigos experimentais com tratamento de MLT ou estrogénio para
verificar a redugao dos mediadores inflamatorios. Utilizou-se tanto artigos experimentais como de revisdo, escritos na lingua
inglesa e portuguesa, encontrados nas bases de dados ja citadas, cujas publicagdes ocorreram em até 15 anos, em comparagdo
ao ano deste estudo. Foram excluidos os artigos que ndo continham em seu titulo ou resumo informagdes que faziam referéncia
ao objeto deste trabalho, comentarios de outros artigos e cartas ao editor.

Foram encontrados 1.053 trabalhos, apds a verificacdo e leitura desses estudos e utilizando os critérios de incluséo e

exclusdo, foram aceitos 40 trabalhos que enquadram no objetivo deste estudo.

2.1  Fisiologia do Ciclo Ovulatoério

No ciclo reprodutivo normal de uma mulher, o hipotalamo libera o hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH),
controlando o ciclo ovariano ¢ menstrual. Sua liberagdo estimula a secrecdo do hormonio foliculo estimulante (FSH) e o
horménio luteinizante (LH). O FSH estimula o crescimento dos foliculos dentro do ovario e o LH auxilia no desenvolvimento,
provoca a ovulagdo e a formagdo do corpo luteo. Ambos os hormdnios fazem a liberagdo dos estrogenos que ira aumentar apos
o surgimento do corpo liteo, que secreta mais estrogenos, além da progesterona. O estrégeno possui fun¢do de manutencgio e
desenvolvimento das estruturas reprodutivas femininas, além de funcionar por feedback negativo que, quando em

concentragdes adequadas pode inibir a liberagdo do GnRH, FSH e LH (Tortora & Derrickson, 2012).

2.2 Menopausa

A fase da menopausa no organismo feminino consiste em 4 etapas. A primeira é a pré-menopausa, periodo que pode

durar anos, nele os foliculos restantes no ovario ja ndo respondem efetivamente aos estimulos dos hormoénios FSH e LH. Nesta
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fase ha reducdo da progesterona levando ao ciclo anovulatério, ou seja, o ciclo em que a mulher ndo ovula tornando o tempo
entre os ciclos mais longos. Posteriormente se inicia a fase do peri-menopausa, periodo que iniciam os ciclos irregulares até um
ano apods a ultima menstruacdo. A terceira etapa ¢ a menopausa em si, sendo o periodo da ltima menstruagdo que é quando a
atividade dos ovarios se encerra. Assim, o 0rgdo se torna insuficiente para produzir estrogénio que induz a proliferagdo do
endométrio e produz a menstruagdo. Por fim, a ultima fase ¢ a pos-menopausa, que persiste até o fim da vida da mulher
(Cavadas et al., 2010).

Sao encontrados quatro tipos de menopausa: tardia, precoce, artificial e a natural. A menopausa tardia ocorre apds os 53
anos, devido a exposi¢do prolongada do organismo ao estrogénio, deste modo, pode obter aparecimento de cancer de mama
(Freitas, Terra & Mercés, 2011) A exposicao prolongada ao estrogénio pode induzir a danos ao DNA por produtos oxidativos,
além desse hormdnio ser um ligante e substrato na estimulag@o, proliferagdo celular e expressdo génica iniciando a patogénese
do cancer de mama (Li, Pan & Qiu, 2016). A menopausa precoce ocorre a partir dos 40 anos, a falta de estrogénio pode trazer
complicagdes como a osteoporose precoce e desenvolvimento de artrite reumatoide (Sapir-Koren & Livshits, 2017). A
menopausa artificial ocorre por meio da ovario-histerectomia ou ooforectomia. JA a menopausa natural ocorre em média na
idade de 51 anos e seu processo no organismo ocorre pela redugdo dos horménios sexuais ¢ melatonina (Cavadas et al., 2010;
Pedro, Neto, Paiva, Osis, Hardy, 2013).

A reducdo da produgdo do estrogénio na menopausa pode chegar até 30% (Li et al., 2016), porém essa deficiéncia ja é
suficiente para levar a alteragdes comportamentais e fisiologicas do corpo feminino que iniciam o ciclo ndo reprodutivo. Tais
alteragOes sdo os classicos sintomas da menopausa: o climatério, sudorese acentuada, perda de cabelo, ressecamento vaginal,
insOnia, ganho de peso, entre outros (Tortora & Derrickson, 2012; Oliveira, Peruch, Golgalves & Haas, 2016). A ins6nia € um
dos sintomas mais significativos entre todos os outros, pois com a redugdo do estrogénio também ocorre a diminuicdo da
melatonina (Jehan et al., 2017). Outro sintoma que ¢ um indicativo da transicdo do periodo reprodutivo para a fase ndo
reprodutora da mulher ¢ o climatério. Este periodo abrange toda a fase em que a produgdo do estrogénio e da progesterona

reduz, tornando os ciclos menstruais irregulares até cessar completamente (Rocha & Rocha, 2010).

2.3  Influéncia da menopausa no sistema imune e na predisposiciio as doengas inflamatérias e infecciosas

Sabe-se que os hormdnios sexuais modulam as respostas do sistema imunoldgico e o estrogénio, em especial, pode
estimular esse sistema. Porém, como na menopausa esses hormonios possuem uma produgdo menor, consequentemente, essa
modulagdo reduz, deixando a mulher com uma predisposi¢do a doengas inflamatdrias e infecciosas. Além do estrogénio ser
produzido pelos ovérios e ter sua principal fun¢do neste local, receptores desse hormdnio também foram encontrados em
algumas subpopulagdes de linfocitos. Nessas células esse hormonio possui outros papéis, como: alterar fung¢do e reduzir a
produgdo de fatores imunorreguladores, limitar a expressdo de antigenos e reduzir a habilidade desses linfocitos de reagirem
com seus receptores e com outras células. A modulacdo desses fatores resulta da reducdo da resposta imune e causando a
predisposi¢do a doengas (Faria et al., 2013).

Com a reducdo da estimulagdo do sistema imune pelo estrogénio, ha um aumento da produgdo dos marcadores pro-
inflamatdrios como IL-6 e IL-17 nas células imunes e dsseas que, potencializam a predisposi¢do a doencgas infecciosas e
inflamatodrias pelas mulheres menopausadas (Gameiro, Romao & Castelo-Branco, 2010; Sapir-Koren & Livshits, 2017). Este
aumento de produgao dos marcadores pro-inflamatorios ocorre uma vez que o estrogénio, em concentragdes normais, consegue
reprimir a transcrigdo de genes dessas citocinas pro-inflamatorias, impedindo a produgdo exacerbada dos mediadores

inflamatérios (Kireev, Vara, Viiia & Tresguerres, 2014).

2.4  Fisiologia da Melatonina
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Em 1958 o dermatdlogo americano Aaron Lerner estudou a glandula pineal. Seu estudo se baseava em identificar o fator
clareador mais potente da pele de anfibios, sabendo que esse fator se encontrava na glandula pineal Aaron comegou a estuda-
la. Assim, o dermatologo descobriu o composto N-acetil-5-metoxitriptamina, e identificou que este composto era responsavel
pela contragdo de melanoforos da pele. O composto N-acetil-5-metoxitriptamina teve seu nome mudado para melatonina
(MLT) posteriormente (Arendt, 2005).

A melatonina ¢ um horménio produzido pela glandula pineal, sua biossintese tem inicio com o aminoacido triptofano.
Pela acdo da enzima hidroxilase, o triptofano se transforma em 5-hidroxitriptofano e com a agdo de uma descarboxilase este
composto origina a seratonina (5-hidroxitriptamina). A conversdo da seratonina em melatonina ocorre pelas enzimas N-Acetil-
Transferase (NAT) e Hidroxilndol-Orto-Metil-Transferase (HIOMT). A primeira enzima converte a seratonina em N-
acetilseratonina e a segunda transfere um grupo metil da S-adenosil-metionina para a N-acetilseratonina formando a 5-metoxi-
triptamina, ou seja, a melatonina (Slominski, Reiter, Schlabritz-Loutsevitch, Ostrom & Slominski, 2012). Como a MLT néo ¢
estocada no organismo apoés sua sintese ela é depurada no figado e posteriormente eliminada pela urina na forma de sulfeto
(Reiter, Tan & Fuentes-Broto, 2010).

Além da glandula pineal, a MLT também ¢ produzida na retina, corpo ciliar da iris, glandulas lacrimais, linfocitos e
intestino grosso. Porém esses outros locais de produgdo sdo utilizados somente para a a¢do local, onde a principal fungdo da
MLT ¢ ser antioxidante (Acufia-Castroviejo et al., 2014), diferente da glandula pineal que produz para distribui¢do sistémica
(Luchetti et al., 2010). A MLT consegue atravessar com facilidade a membrana celular, barreira hematoencefalica e barreiras
fisiologicas, o que explica a sua facil distribui¢do por todo o organismo (Reiter, Rosales-Corral & Tan, 2013).

Tal hormonio ¢ produzido no periodo noturno e quando ha luz ¢ enviado um sinal neuroenddcrino bloqueando a sua
sintese na glandula pineal (Botas, 2014). Pelo fato de a MLT ser produzida somente a noite, acabou sendo conhecido
popularmente como o horménio do sono, porém ¢ somente um hormdnio da escuriddo, mostrando ao organismo quando é
noite ¢ quando ¢ dia (Neto & Scaldaferri, 2004), sendo um importante participante do ciclo sono-vigilia e circadiano. O
hormoénio predispde o comportamento noturno de cada espécie que o produz e influencia varios processos fisiolégicos durante
o periodo noturno. Alguns exemplos sdo: o sistema imunologico ¢ estimulado, temperatura corporal, ritmo cardiaco e a pressdo
sanguinea reduzem, estimula a formacdo de anticorpos, facilitando a defesa contra patdogenos, e aumenta a atividade dessas
células de defesa (Favero et al., 2017).

O horménio da escuriddo possui, comprovadamente, varias agcdes dentro do organismo de dos mamiferos, sendo elas:
anti-inflamatoria, antitumoral, imunomoduladora, antioxidante, regulagdo da reprodugdo, anticancerigeno. Sua principal agdo ¢é
cronobiolodgica, ou seja, regula os ritmos bioldgicos sincronizando as substancias enddgenas e controlando os padrdes de
secregdo de varias substincias, como o cortisol (Armijo et al., 2013; Vielma, Bonilla, Chacin-Bonilla, Medina-Leendertz &
Bravo, 2014). A MLT também atua modulando as respostas inflamatdrias e imunoldgicas, podendo ser positiva ou negativa
dependendo das células mediadoras envolvidas no processo (Maganhin et al., 2008).

A MLT age, no organismo dos mamiferos, pelos seus trés receptores de membrana ligados a proteina G: MTNRIA
(MT1), MTNRI1B (MT2) e MT3, sendo que em humanos a MT1 ¢ mais expressa que a MT2 e a MT3 foi encontrada somente
no organismo dos hamsters (Jehan et al., 2017). Os receptores MT1 ¢ MT2 sdo distribuidos no sistema nervoso central e nos
tecidos periféricos (Dubocovish & Markowska, 2005).

Os receptores MT1 e MT2 possuem papéis diferentes no organismo. O MT1 é o principal alvo na resposta imune
adquirida e é expresso na retina, 6rgdos sexuais, vesicula biliar, figado, rim, células imunologicas e sistema cardiovascular e o
MT?2 ¢é o alvo na resposta imune inata e é expresso no sistema imunoldgico, hipotdlamo, sistema nervoso central, trato
gastrointestinal, pele e tecido adiposo (Favero et al., 2017; Slominski et al., 2012). Além disso, possuem diferencas estruturais
entre si. O MT2 possui uma bolsa lipofilica perto da regido N1-C2 de ligacdo da MLT, sendo que essa bolsa ndo ¢ encontrada

nos receptores MT1 (Jockers et al., 2016). Ambos os receptores possuem locais de glicosilagdo da proteina cinase C, caseina e
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fosforilagdo da cinase em suas por¢des N-terminais A. Essa fun¢do pode participar da regulagdo dos receptores MT1 ¢ MT2
conforme ocorre em outros receptores acoplados a proteina G (Dubocovish & Markowska, 2005).

O receptor MT3 ¢ o mais distinto entre os trés, pois esta associado a estimulagdo na renovacdo do fosfatidilinositol. Sua
fungdo e local no organismo como receptor ainda deve ser mais estudada, ndo sendo considerado um receptor ligado a proteina
G e sua relevancia fisiologica ndo ¢ bem conhecida (Dubocovich & Markowska, 2005). At¢ o momento o MT3 nao foi
encontrado no organismo humano, se sabe que esta no rim, figado, tecido adiposo, coragdo e no cérebro dos hamsters (Favero
etal., 2017).

Algumas doengas podem afetar a sintese e producdo da MLT reduzindo a sua concentragdo e liberagdo no organismo,
sendo elas: Diabetes do tipo 2, distarbios psiquiatricos, doengas cardiacas, dor e estresse, fibromialgia e cancer. Essa redugio
da producdo de MLT pode ocorrer pelo fato de algumas dessas doengas ou distirbios estarem associados ao ciclo circadiano
(Jehan et al., 2017) Outro fator que reduz o horménio ¢ o envelhecimento que, consequentemente, em mulheres é na fase da
menopausa e esta redugdo causa um aumento na secre¢do de citocinas pro-inflamatorias (Hardeland, 2018).

Além de possuir regulag@o nessas doengas, a MLT também impacta na fung@o ovariana. Segundo o estudo realizado por
Maganhin et al. (2008), ¢ relatado que o hormonio possui uma agao direta com a fungdo ovariana, ja que seus receptores MT1
e MT2 foram encontrados nos foliculos ovarianos, realizando a modulagdo da esteroidogénese ovariana, especialmente na
produgdo de progesterona e na expressdo génica dos receptores de LH e GnRH.

Pelo fato de a MLT possuir uma variagdo diaria e sazonal, isso influencia em algumas doengas tornando-as sazonais. Um
bom exemplo da sazonalidade ¢ a esclerose multipla (EM), onde a MLT inibe a diferenciacdo das células Th17 e consegue
aumentar a produgdo das células T reguladoras por um mecanismo dependente do receptor MT1, resultando na sazonalidade

dos sintomas da EM (Jockers et al., 2016).

2.5 Influéncia da Melatonina no Sistema Imunolégico

O sistema imune possui uma relagdo intrinseca com a MLT. De acordo com Carrillo-Vico, Lardone, Alvarez-Sanchez,
Rodriguez e Guerrero (2013), a MLT consegue modular as respostas imunes por meio da inativagdo dos processos
inflamatorios, regulagdo da proliferacdo e atividade de células imunocompetentes. Essa regulagdo que o hormdnio pode
desencadear no sistema imune é mediada pelas células T que protegem os mamiferos de infecg¢des, canceres e doengas
autoimunes. Adicionalmente, a MLT possui um papel importante no desenvolvimento, diferenciagao, ativagdo e memoria das
células T no timo (Ren et al., 2016, Hardeland, 2018).

Além dessas fungdes o hormonio também ¢ produzido em linfécitos humanos, macrofagos de ratos, mastocitos e outras
células. As células imunocompetentes possuem receptores de membranas de MLT acoplados a proteina G, fazendo com que a
MLT consiga agir no sistema imunologico (Maganhin et al., 2008).

Com o conhecimento de que tal hormdnio pode ser produzido em células humanas, o estudo de Markus, Ferreira,
Fernandes e Cecon (2007), sugere um eixo imunopineal em seres humanos, em que individuos com pico saudavel de MLT
transmite uma informacao de fase escura ao sistema imune fazendo com que haja uma reducdo da migragédo de linfocitos T e
leucocitos pelo organismo. Porém, aqueles individuos que possuem a auséncia ou anormalidade do pico de MLT, esse sinal
nao ¢ transmitido, impedindo a migracao leucocitaria e estimulando a produgao local do hormoénio, desencadeando um efeito
anti-inflamatorio desnecessario.

Porém, tanto a MLT produzida na glandula pineal quanto nas células imunolégicas podem regular a ativagdo da resposta
imune no corpo humano. A MLT produzida nos linfocitos ativos consegue induzir a sintese da IL-2 e a delecdo do gene
MTNRI1A pode bloquear a MLT derivada desses linfocitos (Jockers et al., 2016).

Hardeland (2014) identificou em seu estudo que o papel deste hormdnio no sistema imunoldgico seria como um tampao,

j& que permite as regulacdes imunoldgicas positivas, mas quando a acdo comega a se tornar excessiva a MLT age com sua
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fungdo anti-inflamatoéria. O estudo também identificou que a ac¢do antioxidante pode impedir a liberacdo aumentada dos

mediadores inflamatdrios para voltar a homeostase corporal regular.

2.6 Impacto da Menopausa no Sistema Imunologico

Sabe-se que a menopausa causa predisposicdo a doengas infecciosas e inflamatorias nas mulheres. Essa predisposi¢cdo
pode causar inflamagdo basal que aumenta a sintese de citocinas pro-inflamatérias como a IL-6 e IL-17. O mais sintetizado é a
IL-6, pois esse mediador € o que mais contribui na constante estimula¢do do sistema imune, causando uma inflamagéo cronica
no organismo. Na mulher, o excesso e exposi¢do cronica a esses mediadores pode desencadear a osteoporose, artrite
reumatoide e outras doengas relacionadas a idade avangada (Faria et al., 2013).

E sabido que as células do sistema imunologico podem se ligar a diversos horménios, como o estradiol, testosterona e
outros. Por este motivo, o estudo de Faria et al. (2013) explica que o eixo hipotalamico-pituitario-adrenal pode interatuar na
funcdo do sistema imune pela acdo de glicocorticoides que inibem a diferenciagdo, maturagdo e proliferagdo de algumas
células deste sistema. Essa descoberta ocorreu em testes em animais ¢ humanos. Sugerindo tanto a testosterona quanto o
estradiol, em concentragdes normais no organismo, conseguem reduzir a producdo de mediadores inflamatdrios como a IL-6.

Kireev et al. (2014) informou que tanto a MLT quanto o estrogénio possuem uma agdo antiapoptotica, anti-inflamatoria e
antioxidante e que, a redugdo concomitante desses hormonios no periodo da menopausa podem ser os responsaveis pelo
aumento das citocinas pro-inflamatorias

Dessa forma ¢ possivel identificar o porqué alguns mediadores inflamatorios tendem a aumentar de concentragdo quando
a mulher se encontra na menopausa. Como nesta etapa da vida ocorre a reducdo da progesterona e estradiol ¢ possivel
identificar que a redugéo desses hormonios leva ao aumento da produgio das citocinas. Consequentemente, acaba prejudicando
a resposta das células a essas citocinas, enfraquecendo o sistema imunoldgico e aumentando a predisposi¢do a doengas nas
mulheres nessa fase da vida (Faria et al., 2013; Medeiros, Maitelli & Nine, 2007).

De forma similar, o estudo de Xia et al. (2012) mostrou que a administragdo de MLT em ratos também ¢ capaz de reduzir
os niveis de IL-6. Assim, neste estudo a MLT se comportou como um importante modulador anti-inflamatorio.

A produgdo das citocinas pro-inflamatorias pode ocorrer a qualquer momento, porém o estudo de Besedovsky et al.
(2011) indica que a sintetizag@o e secreg¢ao dessas citocinas ocorre no periodo noturno, mais especificamente durante o periodo
de inicio do sono, ou mais conhecido como periodo de sono de ondas lentas (SWS).

A IL-17 é produzida pelo sistema imunoldgico inato, protegendo o organismo contra infec¢des virais. O aumento da IL-
17 esta associado a patogénese de doengas autoimunes, como: esclerose multipla, artrite reumatoide e psoriase (Lee & Cua,
2015; Kuwabara, Ishikawa, Kondo & Kakiuchi, 2017), recrutando os neutréfilos até o local. A MLT reduz a producdo de IL-
17 e inibe sua resposta em doengas inflamatérias. Em situagdes imunossupressoras a interleucina, promove a fungdo de células
T efetoras (Ren et al., 2016). Sua principal fungdo ¢ ser um importante indutor de inflamagao tecidual e sdo consideradas
células T auxiliares independentes em humanos e ratos (Korn, Bettelli, Oukka & Kuchroo, 2009). A redugdo do estrogénio
pode levar ao aumento da diferenciag@o das células produtoras desta citocina, as Th17 (Zhang et al., 2014).

A IL-6 ¢ considerada um biomarcador sérico de inflamagdo (Carrillo-Vico et al., 2013), sendo produzida pelas células do
sistema imunologico inato, como: mastocitos, células B, mondcitos, macrofagos e também de células tumorais, fibroblastos e
queratinosas. Por este motivo, esta interleucina faz parte da fase aguda de uma infecgdo, além de estimular os hepatocitos a
produzirem as proteinas de fase aguda (Korn et al., 2009). Outra fungdo que possui € ser um fator de reabsor¢do dssea, uma
vez que causa efeito na diferenciagdo e fung@o dos osteoclastos (Zhang et al., 2014). Seu nivel circulante aumenta apds a
menopausa (Medeiros et al., 2007), pois a queda de progesterona aumenta sua sintese no organismo (Ren et al., 2016). E

sugerido por Sapir-Koren e Livshits (2017) que a IL-6 ¢ a citocina pré-inflamatéria mais abundante no sangue e uma das
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citocinas que mais leva a perda dssea. A administragdo da MLT tem como uma das fung¢des a reducdo da producdo dessa

citocina

2.7  Experimentos em Animais e Humanos

Para este capitulo do artigo de Revisdo de Literatura foram levantados artigos experimentais para analisar se a menopausa
aumenta a concentracdo dos mediadores inflamatorios nas mulheres menopausadas. Os resultados dos estudos estdo na Tabela
L.

Zhang et al. (2014) realizou um estudo contendo mulheres menopausadas saudaveis, com osteoporose e osteopenia, sendo
utilizado como analise a coleta de sangue total e posteriormente analisado o soro das voluntarias. A IL-17 analisada obteve um
aumento nas mulheres com osteoporose em comparagdo as mulheres menopausadas saudaveis e com osteopenia, ja a IL-6 ndo
obteve diferenca de concentragdo entre os trés grupos.

No estudo de Yasui et al. (2008) foi analisado a diferenca de mediadores inflamatdrios entre mulheres na peri-menopausa
e na poés-menopausa. O sangue venoso foi coletado das voluntarias e, analisando a concentra¢do das citocinas, foi possivel
identificar que a concentrag@o de IL-17 e IL-6 ndo aumentou drasticamente entre um grupo e outro.

Também foram realizados estudos com tratamento de estrogénio para avaliar se as citocinas reduzem ou ndo. O estudo de
Itaborahy e Medeiros (2016) analisou justamente isso. Neste trabalho mulheres menopausadas foram tratadas com estradiol ou
ndo. Porém as citocinas IL-6 e IL-17 ndo obtiveram diferengas significativas entre cada grupo.

O estudo experimental de Kireev at al. (2008) foi realizado em ratas idosas, de 24 meses, com um grupo controle de
animais de 2 meses. As ratas idosas foram separadas em quatro grupos: dois grupos ovario-histerectomizados e dois grupos
realizaram a cirurgia sham. Desses grupos, um ovario-histerectomizado ¢ um sham receberam tratamento de MLT. As ratas
ovario-histerectomizadas realizaram a cirurgia um ano antes do tratamento. As ratas ovario-histerectomizadas com tratamento

obtiveram um resultado menor da citocina IL-6 em comparagao da ovario-histerectomizada sem tratamento.

Tabela 1- Resultados dos estudos experimentais da literatura em comparagio ao aumento dos mediadores inflamatdrios em
mulheres na menopausa e ratas ovario-histerectomizadas

Analise de Grupos Quantidade | Idade Média | Concentracgao Resultado do Estudo Referéncia
Utilizados de Pacientes Tratamento
IL-6 e IL-17 Mulheres 30 pacientes Saudaveis — Nao utilizado O estudo obteve como ZHANG et
menopausadas de cada 57,2 resultado o aumento da al., 2014
saudaveis, com grupo Osteopenia — concentracdo de [L-17 e a
osteopenia e 59,57 reducdo de IL-6 em
osteoporose Osteoporose — mulheres com osteoporose.
61,43 O grupo com osteopenia

obteve um leve aumento em

comparacao ao grupo

saudavel.
IL-6 e IL-17 Mulheres na 99 pacientes Peri- Nao utilizado | O estudo identificou que ndo | YASUI et
peri-menopausa na peri- menopausa — ha diferenga significativa na | al., 2008
e pos- menopausa e 47,9 concentracdo das citocinas
menopausa 92 pacientes Pos- em ambos 0s grupos.

na pos- menopausa —
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menopausa 56,2
IL-6 e IL-17 Mulheres na 30 mulheres Com 1 mg de O estudo identificou queo | ITABORAH
menopausa com com tratamento — estradiol oral tratamento de estradiol ndo | Y,
tratamento de tratamento ¢ 51,8 por 17 modificou a concentragdo MEDEIROS
estradiol e sem 28 sem Sem semanas das citocinas entre os grupos | , 2016
tratamento tratamento —
52,6
IL-6 Ratas jovens 12 animais | Ratas jovens — 1 mg/kg/dia O estudo identificou que as | KIREEV et
como grupo para o grupo 2 meses diluida na ratas ovario- al., 2008
controle, ratas de ovario- Ratas idosas — | agua de beber histerectomizadas com
idosas ovario- | histerectomi 24 meses por 10 tratamento obtiveram uma
histerectomizad zadas e 12 semanas reducdo drastica da

as ou ndo e dois

para o grupo

concentracdo de IL-6 em

grupos com sham, sendo comparagio ao grupo que
tratamento de 6 de cada nao recebeu o tratamento.
MLT grupo Em contrapartida, o grupo
realizado de cirurgia sham obteve um
tratamento resultado maior de citocina
com em comparagio ao grupo
melatonina sham tratado

Fonte: Os Autores, 2021.

Zarezadeh et al. (2019) realizou uma meta-analise com artigos experimentais que envolvem o tratamento de melatonina
em homens e mulheres e a redugdo dos mediadores inflamatorios, especialmente a IL-6. O resultado do estudo mostrou que a
MLT reduz a IL-6 com maior intensidade em pessoas com mais de 50 anos, além disso o tratamento de 10 mg/kg por 12
semanas obteve o melhor resultado. Com isso, foi possivel observar que uma dosagem alta em um tempo maior ¢ o mais
eficiente para reduzir os mediadores inflamatorios.

Analisando a tabela e levando em considera¢do a meta-analise de Zarezadeh et al. (2019) é possivel notar que ainda ha
muitas controvérsias sobre o tratamento de MLT e seus resultados como um redutor das citocinas inflamatorias, o quanto a
concentragdo das citocinas aumentam quando a mulher entra na menopausa e a dosagem adequada para a redug@o das citocinas
ocorrer. O indicado ¢ realizar mais estudos experimentais nesta area para se obter uma resposta mais concreta quanto ao uso

terapéutico da MLT e o quanto a menopausa aumenta os mediadores inflamatorios causando uma predisposigdo as mulheres.

3 Conclusio

Por meio desta revisdo foi possivel analisar que a menopausa pode predispor a mulher menopausada a doengas
inflamatorias e infecciosas e que a MLT pode ajudar a reduzir essa predisposicdo, interferindo no funcionamento ou
sintetizagdo dos mediadores inflamatdrios que causam essas afec¢des e predisposi¢do a doengas. Alguns estudos identificam
uma intima relagdo dos hormdnios sexuais femininos com o sistema imunologico e outros identificam a relagdo da MLT com o
sistema imunoldgico, mostrando assim que ambos os fatores em analise podem prejudicar ou ajudar o sistema imune.

Os estudos analisados nesta revisdo evidenciam que a MLT possui potencial em reduzir as citocinas pro-inflamatorias o
que, consequentemente, poderia reduzir a predisposi¢do a doengas que acometem cada vez mais mulheres pos-menopausadas.

Porém, ainda ha algumas controvérsias entre os estudos indicando que ha necessidade de mais pesquisa nesta area.
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Resumo

A menopausa ¢ o cessar da reprodutividade feminina e pode gerar predisposi¢ao a doengas inflamatorias e infecciosas devido a
redugdo do estrogénio, melatonina e aumento das citocinas pro-inflamatérias. A melatonina ¢ um hormonio produzido pela
glandula pineal e possui varias fungdes no organismo, incluindo a regulagdo do sistema imune e a¢des anti-inflamatorias,
antioxidantes e cronobioldgica, além de auxiliar na reducdo da predisposicdo a doengas infecciosas e inflamatorias que as
mulheres possuem pelo fato de ser imunomodulador. Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar se o tratamento de
melatonina auxilia na reducdo das citocinas IL-17 e IL-6 em ratas ovario-histerectomizadas que simula a menopausa artificial.
Foram utilizadas 80 ratas de 20 semanas, sendo metade submetidas a ovario-histerectomia e a outra metade a cirurgia sham. Os
dois grupos, foram divididos em 4 subgrupos, com 10 animais, o controle recebeu placebo (agua), um grupo 10 mg/kg de
melatonina, outro 20 mg/kg e o ultimo 50 mg/kg didrias, todos por via gavagem durante 8 semanas. Apds o tratamento, os
animais foram eutanasiados e colhido sangue para avaliagdo das citocinas por ELISA. Nas analises foi observado que ndo
houve alterag@o de concentragdo significativa das citocinas e o tratamento ndo alterou seus niveis, porém foi observado que o
tratamento de 50 mg/kg reduziu 6% o peso dos animais ovario-histerectomizados em comparagdo aos sham indicando que a
melatonina pode ajudar na reducéo do peso em animais ovario-histerectomizados e provavelmente em mulheres na menopausa.

Palavras-chave: Melatonina, Mediadores Inflamatdrios, Menopausa, Modulagdo Inflamatoria

Abstract

Menopause is known as the cease of the female fertility and can lead to a predisposition of inflammatory and infectious
diseases due to the decrease of estrogen, melatonin and an increase of pro-inflammatory cytokines. Melatonin is a hormone
produced by the pineal gland and has several functions in the organism, during its nighttime production it influences
physiological processes, regulating the immune system and has anti-inflammatory, antioxidant capabilities and
chronobiological actions. Among its effects, melatonin can help decrease the predisposition to infectious an inflammatory
diseases that women have by the fact that it is immunomodulatory. Thus, this study intends to evaluate if the treatment of
melatonin can help decrease the levels of cytokines IL-17 and IL-6 in ovarian-hysterectomized rats that simulate artificial
menopause. 80 female rats of 20 weeks were used, half of them were ovary-hysterectomized and the other half did the sham

surgery. The two groups, were divided into 4 subgroups, 10 animals each, the control group received water, one group received



31

10 mg/kg of melatonin, another 20 mg/kg of melatonin, and the last one 50 mg/kg daily, all via gavage for 8 weeks. After
treatment the animals were euthanized and blood samples were taken for cytokines evaluation by ELISA. The analyzes showed
that there was no significant change in the concentration of cytokines and the treatment did not change their levels. But it was
observed that the of 50 kg/mg treatment reduced 6% the weight of ovarian-hysterectomized animals compared to sham,
indicating that melatonin can helps in weight loss in ovarian-hysterectomized animals and probably in menopausal women

Keywords: melatonin; inflammatory mediators; menopause; inflammatory modulation.

Resumen

La menopausia se conoce como el cese de la reproduccion femenina y puede conducir a la predisposicion a enfermedades
inflamatorias y infecciosas debido a la reduccion de estrogenos, melatonina y un aumento de citocinas proinflamatorias. La
melatonina es una hormona producida por la glandula pineal y tiene varias funciones en el organismo, durante su produccion
nocturna influye en algunos procesos fisiologicos, regula el sistema inmunoldogico y tiene acciones antiinflamatorias,
antioxidantes y cronobiologica. Entre sus efectos, la melatonina puede ayudar a reducir la predisposicion a enfermedades
infecciosas y inflamatorias que tienen las mujeres, por el hecho de ser inmunomodulador. Por lo tanto, este estudio tiene como
objetivo evaluar si el tratamiento con melatonina ayuda a reducir las citocinas IL-17 y IL-6 en ratas ovario-histerectomizadas
que simulan una menopausia artificial. Se utilizaron 80 ratas de 20 semanas, la mitad sometidas a ovario-histerectomia y la otra
mitad a cirugia sham. Los dos grupos se dividieron en 4 subgrupos, con 10 animales, el control recibi6 solucion agua, un grupo
recibié 10 mg/kg de melatonina, otro 20 mg/kg y el ultimo 50 mg/kg diario, todos por sonda, durante 8 semanas. Después del
tratamiento, los animales fueron sacrificados y se recogio sangre para evaluacion de citocinas mediante ELISA. En el analisis
se observo que no hubo cambio significativo en la concentracion de citocinas y el tratamiento no modificé sus niveles. Pero se
observo que el tratamiento de 50 kg/mg redujo en 6% el peso de los animales ovario-histerectomizados en comparacion con los
de la simulacion, lo que indica que la melatonina puede ayudar a reducir el peso em animales ovario-histerectomizados y
probablemente en mujeres menopausicas.

Palabras clave: melatonina, mediadores inflamatorios, menopausia, modulacion inflamatoria.

2 Introducio

A expectativa de vida dos brasileiros se elevou em 30 anos entre 1940 e 2017. De acordo com o IBGE entre 2012 a 2018
houve um aumento de 18% de pessoas na terceira idade em comparagdo com pessoas abaixo de 30 anos, com isso, pode-se
observar um aumento de mulheres entrando na menopausa em comparagdo com a quantidade de mulheres mais jovens.

As mulheres, quando nascem, possuem uma quantidade especifica de dévulos que serfio liberados durante a sua vida
reprodutiva e quando ndo fecundados ocorre a menstruagdo. O cessar da menstruagdo e, consequentemente, o cessar da
reprodutividade feminina ocorre pelo processo conhecido como menopausa. A menopausa predispde as mulheres a terem
doengas inflamatorias e infecciosas pelo fato de o organismo produzir menos hormdnios sexuais, principalmente o estrogénio
(Jehan et al., 2017).

Além do estrogénio ser produzido no ovario também é produzido em subpopulacdes de linfocitos, ja que € nestas células
que 0 horménio possui a agdo de imunomodulagdo. Nos linfocitos o estrogénio consegue alterar a fungdo e reduzir a produgio
de fatores imunorreguladores, limitar a expressdo de antigenos e reduzir a habilidade dos linfécitos de reagirem com seus
receptores e outras células. Levando em consideragdo essas fungdes e a reducdo da sintese de estrogénio na menopausa, a
reducdo dessas modulagdes desses fatores resulta na predisposicdo a doengas inflamatorias e infecciosas causadas pela
menopausa (Faria, Simdes, Santos, Junior & Carbonel, 2013).

A melatonina (MLT) é um hormdnio produzido pela retina, glandulas lacrimais, linfocitos e intestino grosso para uma

acdo local (Acuna-Castroviejo, Escames, Venegas, Diaz-Casado, Lima-Cabello & Lopez, 2014), porém sua principal produgdo
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¢ pela glandula pineal que distribui 0 hormdnio para todo o organismo (Neto & Scaldaferri, 2004). A MLT nao ¢é estocada no
corpo, por isso é depurada pelo figado e eliminada na urina (Reiter, Tan & Fuentes-Broto, 2010).

Esse hormonio ¢ produzido somente no periodo noturno e indica ao organismo quando ¢ dia e noite (Neto & Scaldaferri,
2004). Sendo um importante agente no ciclo circadiano e sono-vigilia. Este hormonio tem seus receptores ligados a proteina G
e possui fungdes no organismo dos mamiferos durante a sua produgo noturna, podendo influenciar os processos fisiologicos,
principalmente estimulando o sistema imune (Favero, Franceschetti, Bonomini, Rodella & Rezzani, 2017). Também possui,
comprovadamente, a¢des anti-inflamatorias, antitumoral, antioxidante, regulacdo na reprodugdo e sua maior fungdo ¢é ser
cronobiolodgica, regulando os ritmos bioldgicos (Armijo et al., 2013; Vielma, Bonilla, Chacin-Bonilla, Medina-Leendertz &
Bravo, 2014).

A MLT possui uma relagdo com o sistema imunoldgico, ja que o horménio possui agdo imunomoduladora pela regulacdo
da proliferagdo e atividade de células imunocompetentes, além de inativar os processos inflamatorios (Carrilo-Vico, Lardone,
Alvarez-Sanchez, Rodriguez & Guerrero, 2013). Por este motivo, quando a MLT, juntamente com o estrogénio, possui suas
sintetizagdes reduzidas pela idade avangada e menopausa, seus efeitos no organismo reduzem, permitindo com que os
mediadores inflamatorios aumentem de concentragdo causando a predisposicdo a doengas inflamatdrias e infecciosas.

A MLT também possui uma relagdo com a reprodugdo. Nas células foliculares de ratas e camundongos também foram
encontrados os receptores de MLT, mostrando que ha uma produgdo da MLT no ovario (Rocha et al., 2011) que causa a
mesma fungdo nos seres humanos.

A relagdo da MLT com a reprodugdo ocorre principalmente em mamiferos ndo humanos, como os ratos. Os padroes de
reproducdo desses mamiferos ocorrem durante as horas em que ha maior pico da MLT, se tornando deste modo, uma
reproducdo sazonal, pelo fato de que a MLT ndo ser produzida igualmente em cada estagdo do ano (Li & Zhou, 2015), pois os
dias ficam mais curtos ou longos e assim a quantidade da MLT produzida durante cada dia relata ao organismo qual periodo do
ano o animal esta (Rocha et al., 2011).

A MLT age de formas diferentes em relagdo a reprodugdo em animais de dias curtos e dias longos. Em animais de dias
curtos, como roedores e ovinos, a produgdo de MLT estimula a secrecdo do GnRH. Em animais de dias longos, como equinos,
a produgdo de MLT inibe a secrecdo do GnRH. Com isso, é possivel observar que a diferenca da extensdo do dia consegue
criar sinais capazes de influenciar o ciclo reprodutivo de forma espécie-especifica (Rocha et al., 2011).

Em seres humanos a produgdo de MLT na infancia ¢ maior, realizando uma inibi¢do na secre¢do do GnRH, LH e FSH,
pois a MLT possui receptores nas células liberadoras desses hormonios. Porém, ao chegar aos 10 anos o ser humano comeca a
produzir menos MLT sinalizando ao hipotalamo que esta na época de iniciar a puberdade. Esse eixo de inibi¢do reprodutiva
que a MLT possui néo esta claro até o momento, sendo necessario novos estudos nesta area (Singh & Jadhav, 2014).

O objetivo do trabalho experimental ¢ analisar se o tratamento com MLT em ratas ovario-histerectomizadas pode
influenciar na reducdo dos mediadores inflamatérios, por este motivo sera avaliado o tratamento de 10 mg/kg, 20 mg/kg e 50
mg/kg de melatonina para encontrar a melhor dose terapéutica para reducdo da predisposigdo a inflamagdo em animais ovario-

histerectomizados.

3 Materiais e Métodos

Este trabalho foi realizado por meio de uma parceria entre o Centro de Pesquisa do Instituto Pr6 Renal e a Universidade
Positivo (UP). O trabalho foi dividido em fase I e fase II, sendo a primeira o periodo de indugdo da menopausa artificial e
tratamento e o segundo o periodo de eutanasia e avaliacdo dos resultados. Os animais testados sdo ratas da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus albinus) provenientes do biotério da Universidade Positivo, campus do Campo Comprido em Curitiba. O
projeto foi enviado para avaliagio pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Positivo (CEUA-UP). O projeto

foi aprovado sob niimero de protocolo 550-19.
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Foram utilizadas 80 ratas Wistar com 20 semanas de vida, sendo que 40 destas foram submetidas a ovario-histerectomia e
as outras 40 foram submetidas a cirurgia de Sham, sem a remogao dos ovarios e utero, nas dependéncias do centro cirirgico do
biotério da Universidade Positivo. O objetivo foi induzir a pés-menopausa por meio da retirada do utero e ovarios dos animais.

Os animais foram mantidos em uma sala especifica com temperatura controlada e fixa em 22°C, a agua era trocada e/ou
reposta a cada 48 horas e com alimento (racdo) a disposi¢@o 24 horas.

A divisdo dos grupos de estudo foi com o n=10 em cada grupo e seguiu conforme Tabela 2.

Tabela 2 — Divisdo dos grupos para experimento.

GRUPO TIPO DE CIRURGIA ADICAO DE:

1H Ovario-Histerectomizadas Placebo

2H Ovario-Histerectomizadas MLT 10mg/kg/dia
3H Ovario-Histerectomizadas MLT 20mg/kg/dia
4H Ovario-Histerectomizadas MLT 50mg/kg/dia
1S Sham Placebo

28 Sham MLT 10mg/kg/dia
3S Sham MLT 20mg/kg/dia
4S Sham MLT 50mg/kg/dia

Fonte: Os Autores, 2021.

Para a indugdo da menopausa artificial, quarenta animais foram submetidos ao procedimento de ovario-histerectomia,
quando atingiram a idade de 20 semanas e as cirurgias foram realizadas por um veterinario cirurgido. Para cirurgia de remogao
dos ovarios e utero, os animais foram sedados com inalagdo de isoflurano em campanula de vidro, depois pesadas e receberam
injecdo intramuscular de morfina, na dose de 1mg/kg, em dose Unica, além de pré-anestesia com inje¢do intramuscular de
cetamina na dose de 90mg/kg, associada a cloridrato de xilasina na dose de 10mg/kg. Apds constatada a anestesia, foi
realizado a tricotomia com o aparelho de tricotomia e assepsia do dorso e abdomen com alcool 70% e PVPI, as ratas foram
posicionadas em dectbito dorsal para permitir a incisdo na pele e subcutaneo, na sequéncia a celiotomia mediana por meio da
linha alba. Apds a localizagdo do ttero e ovarios direito e esquerdo, os quais se distanciam lcm da coluna vertebral e 1cm
abaixo da ultima costela, estes foram clampeados e removidos, sendo as ligaduras realizadas com fio poligalactina 3-0 e dupla
ligadura. O coto uterino foi clampeado e realizada a ligadura da mesma maneira, com mesmo fio. As outras 40 ratas foram
submetidas aos mesmos procedimentos operatorios, porém sem a remog¢do do Utero e ovarios, procedimento denominado
Sham. Ao final, a parede abdominal foi suturada em dois planos separados, muscular (poligalactina 3-0) e pele (nylon 4-0),
com padrdo interrompido simples e os animais ficaram em observagdo por 4 horas. Para a analgesia pds-operatoria, foram
administrados cloridrato de tramadol, na dose de S5mg/kg a cada 12 horas por trés dias e paracetamol na agua de beber, com
diluigdo de 20 gotas em 400mL de agua, ficando com fornecimento a vontade por duas semanas. Apds a cirurgia foi esperado
um intervalo de nove semanas para a reducdo do estrogénio e assim caracterizar a menopausa.

Ap0s esse periodo, iniciou-se o tratamento com MLT nas doses especificadas acima, por meio do método de gavagem.
As gavagens foram realizadas diariamente, entre 18 ¢ 19 horas, pois os ratos tém habitos noturnos e o inicio da sintese da
melatonina ocorre durante o periodo vespertino com seu pico no inicio da noite pela auséncia de estimulo luminoso. Foi
utilizado o produto: melatonina liquida manipulada na concentracdo de 10mg/kg, 20mg/kg ¢ 50mg/kg, da farmacia de
manipulacdo Fragranza® de Curitiba — PR.

Durante todo o estudo, foi avaliado por checklists o ponto final humanitario (PFH) dos animais. Se os animais
apresentassem sinais clinicos que indicassem que o experimento ja atingiu o objetivo esperado (ou ja foi verificado que ndo

sera mais alcangado); quando os animais sentirem dor, sofrimento, angustia ou dano duradouro, entdo o ponto final foi
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aplicado em um baixo nivel de sofrimento ndo deixando que o animal chegue ao estado moribundo ou quando um problema
ocorra comprometendo os dados coletados do experimento. Ao final do estudo nenhum dos animais teve que passar pela
interrupgao do tratamento.

A fase II do estudo baseia-se na eutanasia das ratas, que foi realizada apos 8 semanas de tratamento dos animais e seguiu
o seguinte protocolo: os animais foram sedados com sobredosagem de isoflurano e imediatamente apds o animal ficar
inconsciente, foi realizada uma pungdo intra-cardiaca com seringas descartaveis de 5,0mL e agulhas de tamanho 25x7 mm.
Foram coletados por meio da pung¢@o intra-cardiaca aproximadamente 4,0mL de sangue total por animal.

Durante a avaliac@o laboratorial foi analisado a quantidade dos mediadores inflamatorios (IL-17 e IL-6) pelo método de

ELISA.

3.1 ELISA

O teste de ELISA foi realizado para avaliar as alteracdes das citocinas inflamatérias (IL-17 e IL-6), permitindo a
verificagdo desses padrdes apds a eutanasia.

Para avaliacdo desses pardmetros foi utilizada uma amostra de soro de cada animal, aproximadamente 200 puL por animal
para utilizar nas duas microplacas necessarias para o estudo.

O kit ELISA utilizado foi da FineTest®, produzido em Wuhan, Hubei, China pela empresa Wuhan Fine Biotech co., Ltd.
O kit usa o principio Sandwich-ELISA. As microplacas ELISA ja vém pré-revestidas com o anticorpo especifico para a
citocinas em questdo (IL-17 ou IL-6). Cada citocina foi avaliada separadamente. Apos cada etapa a microplaca foi incubada a
37°C em seus tempos respectivos e depois os pogos foram lavados com wash buffer até retirar os componentes livres
(componentes que ndo se ligaram aos anticorpos), por Gltimo as placas foram lidas no espectrofotometro a 450mn. Todo o

processo foi realizado seguindo o protocolo do fornecedor.

3.2 Analises Estatisticas

Primeiramente os dados foram analisados para identificar a normalidade com o teste de Shapiro-Wilk. Os grupos que
apresentaram normalidade nos dados seguiram para o teste de Tukey e os dados que apresentaram anormalidade seguiram para
o teste de Kruskal-Wallis (H). Todos os grupos analisados seguiram a analise de varidncia (ANOVA), onde as amostras sdo

comparadas com 95% de confiabilidade (p < 0,05) usando o software STATISTICA. (StatSoft, Inc, Tulsa, OK, USA).

4 Resultados

4.1 Cirurgia

O estudo comecou a utilizar um total de 80 ratas Wistars de 20 semanas, sendo que 40 foram submetidas a cirurgia de
ovario-histerectomia e 40 submetidas a cirurgia sham. Durante o pos-operatério duas ratas sham faleceram, tornando o estudo
com um total de 78 animais. O pos-operatorio durou nove semanas para que os hormonios sexuais das ovario-

histerectomizadas pudessem reduzir simulando a menopausa adequadamente.

4.2 Tratamento de Melatonina

Para o tratamento de MLT tanto os 40 animais ovario-histerectomizadas quanto os 38 animais sham foram separados
aleatoriamente para formar os grupos controle, 10mg/kg/dia, 20mg/kg/dia e 50mg/kg/dia com 10 animais cada. Como duas
ratas faleceram no pds-operatorio o grupo controle sham ficou com 8 animais.

O tratamento foi realizado por gavagem diariamente durante 60 dias entre 18 e 19 horas. Durante todos os dias de

tratamento ndo houveram complicacdes.
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4.3  Avaliacido dos animais (pesagem, hidratacio, mucosas)

Os animais foram pesados no dia de sua cirurgia e depois em 15 em 15 dias. Sendo as doses de melatonina redefinidas a
cada pesagem para continuar o tratamento sempre com a mesma dose de 10 mg/kg, 20 mg/kg e 50 mg/kg.

Ao final do experimento foi possivel observar que a maioria dos animais ovario-histerectomizados foram emagrecendo ao
passar do estudo e os animais sham variaram pouco seu peso. Durante todo o estudo foi observado se os animais apresentaram
dor ou mal-estar

Para a analise dos pesos foi calculado a média entre os 10 animais de cada grupo e calculado a porcentagem desta média
para uma melhor visualiza¢do, sendo utilizado a primeira pesagem como 100%. As andlises dos pesos estdo representadas nas
Figuras 1, 2 e 3.

Figura 1 —Média dos pesos brutos para os animais Ovario-histerectomizados e SHAM.

. == 1H

2H

I e

a0 e =n AH

s 030 ey e e e i

E .............. PIRFEERG -5
T

g - 15

i 0,28

E - A5

=

09/08/2020 23/08/2020 06/09/2020 20/09/2020

Dia

Fonte: Os Autores, 2021.

Figura 2 — Porcentagem das médias dos pesos brutos para animais Ovario-histerectomizados.
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Figura 3 — Porcentagem das médias dos pesos brutos para animais SHAM.

Fonte: Os Autores, 2021.
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Com essas analises € possivel observar que as ratas ovario-histerectomizadas tratadas com MLT obtiveram uma redugio

de peso, ndo podendo ser determinado se perderam peso pelo estresse das cirurgias ou pelo tratamento em si.

4.4  Eutanasia e Coleta de Sangue

A eutanasia se realizou no dia 21 e 22 de setembro de 2020, em que cada rata foi pesada e sedada com sobredosagem de
isoflurano e apo6s ficar inconsciente foi coletado por volta de 4 ml de sangue total. O sangue foi centrifugado a 4.000 RPM por
10 minutos para o soro ser separado do plasma, depois deste tempo o soro foi inserido em um tubo de transporte e congelado a

-25°C para ser descongelado no dia da realizagdo do kit ELISA.

45 ELISA

O teste de ELISA foi realizado dia 29 de janeiro de 2021 no laboratdrio de Farmacologia da UFPR.

O processo do teste ocorreu como o esperado.

4.6 Analise dos resultados

A tabela abaixo indica os resultados obtidos pelos testes estatisticos com os dados do teste de ELISA para as citocinas IL-
6 ¢ IL-17. A analise foi realizada separadamente para cada citocina, sendo feita a comparagdo entre os quatro grupos ovario-
histerectomizadas e sham e posteriormente realizando a comparagao das cirurgias entre si para observar se ha ou ndo diferenca
significativa entre cada cirurgia e entre elas, também foi analisado o desvio padrdo e variancia.

E possivel observar na Tabela 3 que a IL-17 ndo obteve diferenga significativa em nenhuma das anélises, o que indica
que o tratamento de MLT nio alterou a concentragdo da citocina e que o mediador inflamatorio ndo aumentou sua secre¢do
quando os animais foram ovario-histerectomizados. Também ¢é possivel observar que a IL-6 ndo obteve diferenca entre os
animais ovario-histerectomizados, porém as ratas sham obtiveram diferenga, uma vez que o grupo de tratamento de 50 mg/kg é
significativamente diferente do grupo controle e do grupo de tratamento 10 mg/kg, porém igual ao grupo de tratamento 20
mg/kg.

Ja comparando os grupos entre as cirurgias da IL-6 é possivel observar que o grupo controle sham ¢ significativamente
diferente do grupo de tratamento 10 mg/kg e 20 mg/kg das ovario-histerectomizadas, mas igual aos outros grupos.

O Kit ELISA para IL-6 possuia um range de 62,5 pg/ml a 4.000 pg/ml e o kit ELISA para IL-17 possuia um range de 15
pg/ml a 1.000 pg/ml. Muitas das amostras analisadas ndo entraram no range dos Kkits, indicando que o kit ndo possuia a

capacidade de deteccdo necessaria para a concentragdo de citocinas encontradas.
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Analisando tanto o desvio padrdo quanto a variancia, foi possivel observar que as concentra¢des de todos os subgrupos
sdo heterogéneas, obtendo subgrupos com variancia de 74,5 até 758,8. Os dados indicaram que ndo houve um aumento das
citocinas nos subgrupos controle em comparac¢do aos subgrupos com tratamento, uma vez que todos os subgrupos possuem

algumas concentragdes de citocinas parecidas.

Tabela 3 — Resultados das citocinas IL-6 e IL-17 em seus grupos de ratas ovario-histerectomizadas e sham.

IL-6 (pg/ml)
OSH SHAM

Tratamento Média+ DP  Variancia |Tratamento Média + DP Variéncia
Controle 27,6+ 9,324B 86,9 Controle 15,3 £10,1° 103,5
Tratamento 10 377+ 12,6 160 Tratamento 10 28,6+ 8,68 74,5
mg/kg mg/kg

Tratamento 20 34.5 4+ 12,7 161.1 Tratamento 20 294 + 10,2:AB 105,4
mg/kg mg/kg

Tratamento 50 203 + 9,438 89.6 Tratamento 50 30,5 + 27,548 758.8
mg/kg mg/kg

IL-17 (pg/ml)
OSH SHAM

Tratamento Média+ DP  Variancia |Tratamento Média + DP Variéncia
Controle 9,1 +20,0* 403,3 | Controle 0,5+ 6,4* 418
Tratamento 10 1334196 3849 | Tratamento 10 6.4 £20,1% 404,9
mg/kg mg/kg

Tratamento 20 15,2 4 27 4% 755.1 Tratamento 20 7.4+ 253 642,7
mg/kg mg/kg

Tratamento 50 734 17,1 202.5 Tratamento 50 9,1+21,5% 462,7
mg/kg mg/kg

Fonte : Os Autores, 2021
Letras minusculas (a e b) representam as diferencas de cada cirurgia entre si.
Letras maiusculas (A e B) representam as diferengas entre as cirurgias de cada citocina.

5 Discusséio

A MLT, em concentragdes adequadas, possui um papel no sistema imunoldgico ativando a funcdo das células imunes,
com a sua funcdo anti-inflamatéria e antioxidante modula a liberagdo das citocinas, ajudando a impedir com que a
concentracdo dos mediadores inflamatorios aumente e, consequentemente, mantém organismo na homeostase (Hardeland,
2014; Zarazadeh et al., 2019).

Baseado na literatura e em procedimentos realizados tanto em mulheres quanto em animais menopausados e tratados com
melatonina, é possivel observar que o tratamento de MLT pode ajudar na reducdo a quantidade de IL-6 ¢ IL-17 no organismo
de mulheres menopausadas (Kireev, Vara, Vilia & Tresguerres, 2008; Yasui et al., 2008, Zhang et al., 2014; Itaborahy &
Medeiros, 2016).

Os resultados obtidos no presente trabalho se mostraram diferente dos encontrados na literatura, uma vez que o protocolo
utilizado foi modificado para analisar que os resultados seriam os mesmo em menos tempo € em animais mais jovens. A
maioria dos estudos experimentais da literatura utilizaram de animais idosos, por volta de 12 meses para realizar a ovario-
histerectomia e a cirurgia sham e iniciaram o tratamento seis meses ou um ano apos as cirurgias. Este protocolo mais longo ¢ a
utilizagdo de animais idosos poderiam ter ajudado a aumentar a quantidade de citocinas pro-inflamatérias e reduzido em maior
quantidade o estrogénio e a MLT. Em contrapartida, o presente estudo experimental utilizou animais de 20 semanas e o tempo
entre as cirurgias e o tratamento de MLT foi de 9 semanas. Ao final do experimento foi observado que este tempo mais curto

entre cirurgias e com ratas mais jovens ndo causa o mesmo efeito que em estudos mais longos e com ratas idosas, ja que a
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concentragdo das citocinas pro-inflamatdrias analisadas ndo aumentaram e, consequentemente, o tratamento de MLT ndo
causou o resultado de reduzir estas citocinas.

Este fato pode ter ocorrido, uma vez que as citocinas pro-inflamatérias podem possuir um aumento em sua secre¢ao
durante o periodo noturno. Isso pode ter sucedido pelo fato de que durante o periodo de vigilia, algumas substancias endogenas
sdo formadas, como: espécies reativas de oxigénio, proteinas de choque térmico (HSP), causando lesdo celular e estresse
oxidativo o que pode desencadear uma resposta imunoldgica quando o organismo estd em repouso que, consequentemente,
aumenta a produgdo e secre¢do dos mediadores inflamatdrios no periodo noturno (Besedovsky, Lange & Born, 2011). Deste
modo, ¢ possivel destacar que como a eutanasia dos animais se realizou durante o dia as citocinas analisadas (IL-6 ¢ IL-17)
poderiam estar em menor quantidade ndo demostrando nas analises seu real valor no soro dos animais.

Para se ter uma resposta mais concreta se houve ou ndo uma reducdo de MLT seria interessante realizar a analise de
concentragdo de MLT no organismo dos animais antes, durante e apos o tratamento, para avaliar se houve mudangas na
concentragdo do hormdnio. Consecutivamente, também seria de bom grado quantificar a concentragio das interleucinas IL-6 e
IL-17 antes e ap0s as cirurgias, para identificar se houve aumento ou ndo dessas citocinas, ja que a relagdo delas com a MLT
ainda deve ser mais estudada e compreendida. Além de ser identificado se o tratamento de MLT pode modificar as vias dessas
citocinas.

O estudo de Favero et al. (2017) indica que altas doses (doses agudas) de tratamento de MLT possuem melhor resposta
em doengas graves inflamatorias, como sepse. Em contrapartida doses baixas (doses cronicas) de tratamento de MLT possuem
melhor resposta na prevencgdo de inflamagdes pela idade avangada e deficiéncia mitocondrial causada pelas inflamagoes. Este
estudo indica que as doses tratadas para os animais testados no presente estudo estavam em concentragdes cronicas corretas.

Por mais que tratamento de MLT ndo tenha surtido o efeito de determinar qual seria a melhor dose para reduzir as
citocinas pro-inflamatorias, foi observado que apos as cirurgias os animais ovario-histerectomizados ganharam mais peso que
os sham e que ao final do tratamento, os animais tratados com 50 mg/kg tanto do grupo ovario-histerectomizado e¢ sham
tiveram uma reducédo de peso.

Uma das causas do aumento de peso nas ratas ovario-histerectomizadas pode ser pelo fato de a provavel redugdo da MLT
estimular o aumento do apetite. Esta redu¢do do hormoénio causa a estimulacdo do eixo duodeno-pancreatico, da secrecdo da
insulina e, consequentemente, o aumento do apetite. Porém, a reducdo do estrogénio na menopausa também ¢ uma das causas
de as ratas ovario-histerectomizadas ganharem mais peso em comparagdo com as ratas que realizaram a cirurgia sham
(Walecka-Kapica, Chjnacki, Stepien, Wachowska-Kelly, Klupinska & Chojnmacki, 2015).

Deste modo, ndo foi possivel determinar a causa da perda de peso, uma vez que ndo se sabia a concentragao de MLT no

organismo dos animais.

6 Conclusio

Analisando a literatura, optou-se por realizar este experimento com uma metodologia diferente ¢ em menos tempo para
observar se as citocinas IL-6 e IL-17 se comportariam do mesmo modo e se o tratamento de MLT surtiria 0 mesmo efeito. Ao
finalizar o experimento nao foi possivel identificar a melhor concentragdo de MLT a ser tratada para reduzir a concentragdo
dos mediadores inflamatoérios IL-6 e IL-17, mas pode ser identificado que este protocolo de tratamento em animais jovens com
pouco tempo de ovario-histerectomia ndo apresentou as respostas desejadas, mostrando que em experimentos futuros néo
havera a necessidade de testa-lo novamente.

Neste experimento foi possivel observar uma redugdo no peso dos animais tratados com MLT, porém mais estudos
devem ser realizados nesta area ja que ha pouco conhecimento sobre os efeitos da reducdo de peso com o tratamento de MLT
ou se ha um aumento de metabolismo com este tratamento e qual seria a melhor dose a ser tratada, uma vez que o motivo da

redugdo de peso ndo foi identificado. Também hé necessidade de seguir com mais experimentos sobre os efeitos da MLT na
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redugdo das citocinas pro-inflamatorias, como a IL-6 ¢ a IL-17 e qual seria a melhor idade para iniciar o tratamento deste

hormoénio para causar mais efeito no organismo.
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CONSIDERAGOES FINAIS DA DISSERTAGCAO

O presente trabalho conteve como objetivo analisar qual tratamento de melatonina
seria a melhor para reduzir a quantidade de mediadores inflamatérios em ratas ovario-
histerectomizadas, uma vez que anti-inflamatérios possuem efeitos colaterais no
organismo sendo importante analisar novas abordagens terapéuticas para reduzir os
processos inflamatérios sem prejudicar as respostas inflamatérias fisiologicas.
Entretanto com os resultados obtidos no experimento ndo foi possivel identificar a
melhor concentracdo de tratamento, pois ndo houve aumento da quantidade das
citocinas IL-6 e IL-17 nos grupos analisados e nas diferentes concentragbes de
tratamento com a melatonina.

Como a melatonina possui uma vasta fungéo no organismo, ha necessidade de se
realizar novos estudos nesta area para identificar a melhor dose de tratamento que
reduza os mediadores inflamatérios e reduzindo a predisposicdo das mulheres a

doencas infecciosas e inflamatérias.
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