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RESUMO

J4

Hipoestrogenismo ¢ associado a desequilibrios no tecido 6sseo. A escassez hormonal
compromete o remodelamento dsseo e intensifica as chances de fraturas. Nesse cenario, a
melatonina tem sido alvo de estudos como um método farmacologico promissor e alternativo
a tratamentos com efeitos adversos. Contudo, o 0sso ndo ¢ um o6rgao simples de ser modulado
e ha inconclusdes na literatura sobre o protocolo adequado de oferta hormonal para se
observar impactos nas propriedades Osseas. No presente estudo, avaliamos os efeitos da
administracdo cronica de melatonina sob condi¢ao de hipoestrogenismo em parametros 0sseos
comumente comprometidos pelo déficit de estrégenos. Foram utilizadas 40 fémeas Wistar,
divididas aleatoriamente em quatro grupos: grupo controle (GC); grupo ovariectomizado
(GO); grupo melatonina (GM); e grupo ovariectomizado + melatonina (GOM). GO e GOM
foram submetidos a ovariectomia bilateral na 15* semana de idade para indugao do
hipoestrogenismo. Uma semana apo6s, iniciou-se a administracdo didria de melatonina (10
mg/kg) por gavagem orogastrica, durante o periodo noturno dos animais, ao longo de 12
semanas. Apods este periodo de intervencgdes, houve a coleta do fémur e analises do tecido
6sseo que compreenderam medidas métricas, fisicas, quimicas e mecanicas. Os dados estdo
apresentados em média + desvio padrdo e foram analisados usando ANOVA two-way para
comparar os efeitos da ovariectomia (OVX) e da melatonina (MEL), sendo utilizado post-hoc
de Newman Keuls com nivel de significancia de 5%. Os resultados mostram que MEL
aumentou o comprimento do osso (F=10,02, p<0,05), sem efeito da OVX. OVX reduziu
densidade ossea (F=28,76, p<0,01) e densidade mineral (F=50,34, p<0,01), sem efeito da
MEL. OVX aumentou o teor de adgua no osso (F=29,58, p<0,01) e reduziu o percentual
mineral (F=36,87, p<0,01), sem efeito de MEL para ambos. No teste de fratura cortical, ndo
houve efeito da OVX na carga maxima e de fratura, enquanto MEL aumentou as duas
propriedades (F=9,93, p<0,01; F=7,36, p<0,05). Para o conteudo de calcio e fosforo, nao
houve efeito significativo da OVX e MEL. De maneira geral, OVX causou prejuizos em
parametros Osseos, € MEL teve efeitos benéficos parciais, ndo sendo eficaz para neutralizar
todas as consequéncias do déficit de estrogenos. Apesar disso, considerando a analise
abrangente dos parametros investigados, o tratamento hormonal revelou potencial em mitigar
a deterioracdo da qualidade 6ssea em contextos de desordens osteometabolicas induzidas pelo
hipoestrogenismo.

Palavras-chave: Déficit de Estrogenos; Ovariectomia; Densidade Mineral Ossea;

Osteopenia; N-acetil-5-metoxitriptamina.



ABSTRACT

Hypoestrogenism 1is associated with imbalances in bone tissue. Hormonal deficiency
compromises bone remodeling and increases the chances of fractures. In this context,
melatonin has been studied as a promising pharmacological method and an alternative to
treatments with adverse effects. However, bone is not a simple organ to modulate, and there
are inconclusive findings in the literature regarding the appropriate hormonal protocol to
observe impacts on bone properties. In the present study, we evaluated the effects of chronic
melatonin administration under hypoestrogenism conditions on bone parameters commonly
compromised by estrogen deficiency. Forty female Wistar rats were randomly divided into
four groups: control group (GC); ovariectomized group (GO); melatonin group (GM); and
ovariectomized + melatonin group (GOM). GO and GOM underwent bilateral ovariectomy at
15 weeks of age to induce hypoestrogenism. One week later, daily administration of
melatonin (10 mg/kg) by orogastric gavage began, during the animals' nighttime period, over
12 weeks. After this intervention period, femurs were collected and bone tissue analyses were
conducted, including metric, physical, chemical, and mechanical measurements. Data are
presented as mean + standard deviation and were analyzed using two-way ANOVA to
compare the effects of ovariectomy (OVX) and melatonin (MEL), with Newman-Keuls
post-hoc test at a 5% significance level. The results show that MEL increased bone length
(F=10.02, p<0.05), with no effect from OVX. OVX reduced bone density (F=28.76, p<0.01)
and mineral density (F=50.34, p<0.01), with no effect from MEL. OVX increased bone water
content (F=29.58, p<0.01) and reduced mineral percentage (F=36.87, p<0.01), with no effect
from MEL on both. In the cortical fracture test, OVX had no effect on maximum load and
fracture load, while MEL increased both properties (F=9.93, p<0.01; F=7.36, p<0.05). For
calcium and phosphorus content, there was no significant effect from OVX and MEL.
Overall, OVX caused impairments in bone parameters, and MEL had partial beneficial
effects, but was not effective in neutralizing all the consequences of estrogen deficiency.
Despite this, considering the comprehensive analysis of the investigated parameters, hormonal
treatment showed potential in mitigating bone quality deterioration in contexts of
osteometabolic disorders induced by hypoestrogenism.

Keywords: Estrogen Deficiency; Ovariectomy; Bone Mineral Density; Osteopenia;

N-acetyl-5-methoxytryptamine.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Organizacao hierdrquica do tecido 0sseo.

Figura 2 - Mecanismos pelos quais os estrogénios aumentam/preservam a massa 0ssea.
Figura 3 - Vias de sinalizacao da biossintese de melatonina na pineal de ratos.
Figura 4 - Mecanismos pelos quais a melatonina regula a remodelagao 6ssea.

Figura 5 - Desenho experimental.

Figura 6 - Representacdo do procedimento cirargico de ovariectomia.

Figura 7 - Etapas do preparo e administracdo da dose de melatonina.

Figura 8§ - Obteng¢ao dos parametros biométricos.

Figura 9 - Dessecador a vacuo para retirada do ar da porosidade Ossea.

Figura 10 - Obten¢ao dos pardmetros biofisicos.

Figura 11 - Forno mufla para incineracao do tecido 0sseo.

Figura 12 - Equacgdes para determinacdo de medidas fisicas dsseas.

Figura 13 - Teste biomecanico.

Figura 14 - Grafico de carga por deslocamento (deformacao) do osso durante o teste.
Figura 15 - Variacdo da massa corporal no decorrer de 12 semanas de intervencdes.
Figura 16 - Evolucdo das massas corporais dos grupos experimentais.

Figura 17 - Representacdo grafica dos parametros biométricos obtidos.

Figura 18 - Representacdo grafica dos pardmetros biofisicos obtidos.

Figura 19 - Representacao grafica dos parametros biomecanicos obtidos.

Figura 20 - Representacdo grafica dos parametros bioquimicos obtidos.



LISTA DE SIGLAS

5-HTP - 5-Hidroxitriptofano

AANAT - Serotonina N-acetiltransferase

ALP - Fosfatase Alcalina

AMPc - Adenosina Monofosfato Ciclico

ATP - Adenosina Trifosfato

BMPs - Proteinas Morfogenéticas Osseas

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
DHEA - Dehidroepiandrosterona

DHEAS - Sulfato de Dehidroepiandrosterona

DMO - Densidade Mineral Ossea

DXA - Absorciometria por Raios-X de Dupla Energia
E-ER - Complexo Estrogénio-Receptor de Estrogénio
ER - Receptor de Estrogénio

ERa - Receptor de Estrogénio-alfa

ERp - Receptor de Estrogénio-beta

ERO - Espécies Reativas de Oxigénio

FAPESP - Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
GC - Grupo Controle

GH - Hormonio do Crescimento

GM - Grupo Melatonina

GO - Grupo Ovariectomizado

GOM - Grupo Ovariectomizado + Melatonina

GPER - Receptor de Estrogenos Acoplados a Proteina G
HSC - Células-tronco Hematopoiéticas

IFN-y - Interferon-gamma

IL - Interleucina

IL-1B - Interleucina-1-beta

IL-6 - Interleucina-6

IL-7 - Interleucina-7

LRP-5 - Receptor de Lipoproteina de Baixa Densidade-5



M-CSF - Fator Estimulador de Colonias de Macrofagos
MC - Massa Corporal

MEL - Melatonina

MMP-13 - Metaloproteinase da Matriz-13

MPC - Células Progenitoras Mieldides

MSC - Células-Tronco Mesenquimais

MT]1 - Receptor de Melatonina Tipo 1

MT?2 - Receptor de Melatonina Tipo 2

NAS - N-acetilserotonina

NF-«B - Fator Nuclear Kappa B

NFATc1 - Fator Nuclear das Células T Ativadas

NSQ - Nucleo Supraquiasmatico

OCN - Osteocalcina

OPG - Osteoprotegerina

OVX - Ovariectomia

PIBIC - Programa Institucional de Bolsas de Iniciagdo Cientifica
PKA - Proteina Quinase A

PTH - Hormonio Paratiredide

PX - Pinealectomia

RANK - Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa B
RANKL - Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa B
RBBPI - Proteina de Ligacdo ao Retinoblastoma-1
SHBG - Globulina Ligadora de Hormdnio Sexual

THR - Terapia de Reposi¢do Hormonal

TNF - Fator de Necrose Tumoral



SUMARIO

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA
2. OBJETIVO
3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Composicao e propriedades do tecido dsseo
3.2 Biossintese de estrogenos e mecanismos de agao
3.3 Biossintese da melatonina e vias de a¢do no tecido 6sseo
4. METODOLOGIA
4.1 Amostras e condi¢des ambientais
4.2 Desenho experimental
4.3 Procedimento cirurgico de ovariectomia bilateral
4.4 Administracao de melatonina
4.5 Obtengao e armazenamento do material biologico
4.6 Analises do tecido 6sseo
4.6.1 Analises biométricas
4.6.2 Analises biofisicas
4.6.3 Analises biomecanicas
4.6.4 Analises bioquimicas
4.7 Analises estatisticas
5. RESULTADOS
5.1 Massa corporal
5.2 Parametros biométricos
5.3 Parametros biofisicos
5.4 Parametros biomecanicos
5.5 Parametros bioquimicos
6. DISCUSSAO
7. CONSIDERACOES FINAIS
REFERENCIAS

ANEXO A - Certificado da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

15
20
20
20
23
27
31
31
31
32
33
34
34
34
35
37
39
39
39
39
41
41
43
44
44
54
55
65



15

1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Estrogeno ¢ um termo que designa um conjunto de trés classes de hormdnios
esteroides sexuais femininos, o 17B-estradiol e seus metabolitos estrona e estriol, derivados do
colesterol por uma série de reagdes enzimaticas (GOODMAN, 2009; GUYTON e HALL,
2011). O estrogénio, juntamente com a progesterona, outro esteréide ovariano, regula todos os
aspectos da reproducdo feminina, do comportamento sexual a gestacdo e a lactagdo
(DEMAYO et al., 2002). Os ovarios sdo as principais glandulas a produzirem estréogenos, mas
a sintese também ocorre em menor quantidade em tecidos extragonadais como nas glandulas
adrenais. Entre as classes supracitadas, o estradiol ¢ o mais ativo na mulher durante a idade
reprodutiva, atuando principalmente no controle do crescimento e desenvolvimento de suas
caracteristicas sexuais (PORCARI; BRYANT; COMANA, 2015). A estrona, por sua vez,
predomina com o término da funcionalidade reprodutiva dos ovarios, ao passo que o estriol ¢
produzido em elevadas quantidades durante a gravidez (GOODMAN, 2009). Apos a sintese, o
estrogeno tem seu transporte plasmatico realizado pela globulina de ligagdo aos hormdnios
sexuais (SHBG) até as células-alvo que ndo se restringem apenas aos o6rgaos reprodutivos
(HAMMOND, 2011), mas diversos outros tecidos devido a ampla distribuicdo de seus
receptores (MELMED, 2016; ARNAL et al., 2017).

Em um modelo classico de acdo gendmica, o hormdnio se liga aos seus receptores
estrogénicos nucleares que podem ser divididos em subtipos alfa (ERa) e beta (ERp),
promovendo resposta celular a depender da especificidade do receptor. O complexo
estrogénio-receptor de estrogénio (E-ER) move-se para o ntcleo e pode recrutar fatores que
entdo alteram a transcricdo do DNA (LARA-CASTILLO, 2021). Em circunstancias que
exigem respostas imediatas, os estrogenos também atuam por efeito ndo gendmico a partir da
ligacdo em receptores de estrogenos acoplados a proteina G (GPER) na membrana e ativa
mecanismos de sinalizagdo a jusante (FUENTES; SILVEYRA, 2019). No que se refere as
ERs nucleares, estes exibem ac¢des como fatores de transcri¢do, ativando ou reprimindo
genes-alvo (STILLWELL, 2016), de modo que sua expressdo determina como as células
respondem ao hormoénio, variando conforme o tecido em que se encontram (MELMED,
2016). O ERa ¢ presente nos 6rgaos reprodutivos femininos (ovarios e utero) e masculinos
(testiculos e epididimo), na glandula mamaria, nas células do tecido Osseo, muscular
esquelético, hepatico e adiposo. Por outro lado, o ER esta no colon, também no ovério e
0ss0, bexiga, prostata e células adiposas (PATERNI et al., 2014). Diante da ampla distribui¢ao

dos ERs, pode-se assimilar como os estrogenos desempenham diversas agdes no organismo.



16

Dessa forma, embora sejam sobretudo reconhecidos pelas suas fungdes reprodutivas,
estuda-se ha anos seus beneficios em outras areas do corpo.

De acordo com Medina-Contreras et al. (2020), os estrogenos apresentam
importante papel na manutencdo do metabolismo glicolitico, assim como sobre o perfil
lipidico, regulando a distribui¢do da gordura corporal. No tecido muscular, o hormdnio
favorece a manuten¢do do tamanho e quantidade das fibras musculares (ENNS; TIIDUS,
2010) e esta relacionado com os conteudos de proteinas transportadoras responsaveis pela
captagdo de glicose e acidos graxos, GLUT4 e FAT CD36, respectivamente (PEJON, 2020),
influenciando na saude metabdlica. Outro importante alvo desse hormoénio ¢ o tecido 6sseo,
no qual o estrégeno opera em sua homeostase por inumeras vias, sendo capaz de inibir a
ativacao da remodelacdo e reabsorcao Ossea, estimulando a diferencia¢ao dos osteoblastos e
controlando a formagdo e apoptose dos osteoclastos (FAIENZA et al., 2013). A remodelagao
Ossea ¢ um processo fisiologico continuo e dindmico que, de acordo com as demandas
metabolicas, objetiva a renovacdo oOssea de todo o esqueleto a partir de atividades
coordenadas entre os osteoclastos e osteoblastos, células responsdveis pela reabsorcdo e
sintese Ossea respectivamente. As etapas desse mecanismo compreendem inicialmente sinais
bioquimicos que impulsionam o processo de diferenciacdo das células em osteoclastos. Em
seguida, os osteoclastos se posicionam em determinados locais do tecido 6sseo em que células
Osseas mais velhas, cristalizadas e sujeitas a fratura devem ser retiradas. Apds a remocgao, as
regides sao preenchidas por osteoblastos que sintetizam a matriz dssea € a torna mineralizada,
um processo que se estende por ao menos 3 meses. Nessas células, ERa e ERP sdo
extensamente expressados, o que favorece a atuagdo do estrogeno em inibir a reabsor¢do
ossea excessiva (VILAR, 2016).

Esse mecanismo inibitério acontece porque o estrogeno interrompe a acao do
fator nuclear kappa B (NF-kB), um complexo proteico controlador da transcricio do DNA
que estimula a diferenciagdo das células em osteoclastos. Por outro lado, provoca a producao
de osteoprotegerina (OPG) pelos osteoblastos, também conhecido como fator de inibi¢do da
osteoclastogénese que, nesse processo, regula a interacdo entre o receptor ativador do fator
nuclear kappa B (RANK) e seu ligante (RANKL), moléculas envolvidas na matura¢do dos
osteoclastos, agindo como um receptor de RANKL, de modo a realizar sua captura.
Consequentemente, ¢ impedido a interacdo entre o RANKL e o RANK, resultando na
inativagdo da via de maturacdo dos osteoclastos. Dessa forma, de maneira ciclica, no
momento em que a OPG reduz sua concentragdo e deixa de competir pelo RANKL em

respostas as demandas metabolicas, ocorre a fosforilagdo do NF-kB e o mecanismo de acao
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osteoclastica ¢ retomado. Em resumo, com a expressdao hormonal do estrogeno no tecido, ha
inducdo no aumento da produgdo osteoblastica de OPG, uma citocina anti-inflamatdria que
inibe a formagao e a atividade das células osteoclasticas (GOODMAN, 2009; VILAR, 2016).

Apo6s abordar algumas das inimeras participagdes sistémicas dos estrogenos, em
condicdo adversa de déficit hormonal, as consequéncias fisiologicas se tornam preocupantes e
relevantes de serem investigadas porque, independente da circunstancia causadora (natural ou
induzida), ¢ comum o surgimento de desequilibrios no metabolismo. Em particular ao tecido
Osseo, a falta de estrogenos altera a expressdo dos genes alvo do hormonio, intensificando a
resposta inflamatoria a partir da secregdo aumentada do fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucinas (IL-1/2/6/7), resultando na formacgao de osteoclastos. Assim, o hipoestrogenismo
contribui na perda tecidual, caracterizada por constante reabsor¢do de minerais de calcio (Ca)
e fosforo (P) que sdo direcionados a corrente sanguinea (CUNHA et al., 2010; GUYTON e
HALL, 2011). Nessa condicdo, a reabsor¢ao passa a superar a formagao dssea, o que resulta
no mecanismo de remodelagdo dssea prejudicado e na densidade mineral 6ssea (DMO)
reduzida. Com a redugdo da DMO, todo o esqueleto se torna mais fragil, comprometendo a
integridade das suas fungdes e intensificando a predisposi¢do as fraturas e morbidades
(LEWIECKI; BORGES, 2006). Dessa forma, tem-se conjunturas propensas ao surgimento de
doengas osteometabolicas como um quadro de osteopenia que pode evoluir a osteoporose
(GUYTON e HALL, 2011; MELMED, 2016; TU et al.,, 2018). Essas conjunturas sao
alteragdes dsseas em consequéncia do desequilibrio na microestrutura 6ssea que podem ser
avaliadas ao se mensurar certas propriedades do tecido dsseo, as quais podem ser severas o
suficiente para levar as enfermidades Osseas.

Para prevenir ou tratar as mudancas na biologia estrutural, molecular e funcional
do osso que predispdem as doengas Osseas, numerosos estudos se direcionam a tentativa de
identificar abordagens eficientes. Entre elas, a mais comum busca inibir a atividade
osteoclastica, possibilitando maior atuacdo das células osteoblasticas (BAO et al., 2019).
Nessas circunstancias, visando uma melhor qualidade de vida, a terapia de reposicao
hormonal (TRH) do estrogeno ¢ frequentemente empregada e recomendada para individuos
saudaveis (SANTOS et al., 2014). De fato, diversas linhas de estudo evidenciam a redugao do
excesso de reabsor¢do e 0 aumento da protecdo da massa Ossea a partir da TRH, melhorando a
sensibilidade do osso & carga mecanica e sua resisténcia as fraturas. No entanto, apesar dos
resultados positivos, sdo inumeros os efeitos colaterais em funcdo da dinamica de
administracdo do hormonio e seu uso a longo prazo em individuos com predisposi¢do

genética para condi¢des adversas associadas ao tratamento hormonal (CHEN; KO; CHEN,
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2019; GUO et al., 2020). Para essas pessoas, a TRH est4 associada a uma elevada incidéncia
de trombose venosa profunda (MILLER et al., 2006) e ainda ha muita discussdo sobre sua
relagdo com casos de acidente vascular encefalico (IORGA et al., 2017). Além disso, sua
combinagdo com progesterona, outro hormonio ovariano, relaciona-se a um maior risco de
cancer de endométrio ¢ de mama (KERLIKOWSKE, 2010; SUN et al., 2017). Dessa maneira,
ao considerar o potencial efeito prejudicial do hipoestrogenismo sobre o tecido dsseo, €
certamente valida a busca por método alternativo a TRH, no qual os efeitos colaterais sejam
diminutos e haja grande potencial benéfico.

Atualmente, a literatura apresenta estudos que procuram outros caminhos as
intervengdes convencionais tanto para a prevencdo, quanto para o tratamento do prejuizo
hormonal do déficit de estrogénio sobre a satde do tecido 6sseo. Entre eles, a melatonina
(MEL) exdgena tem recebido consideravel atencdo na literatura médica e parece ser bastante
promissora (BAO et al., 2019; LI et al., 2019). Sabe-se que o hormdnio nao-esteroidal,
secretado majoritariamente pela glandula pineal durante o periodo de escuro, atua
principalmente na regulagdo do ciclo circadiano (REITER; TAN; FUENTES-BROTO, 2010)
e possui relevante agao antioxidante e anti-inflamatoria (REITER, 2000; CARRASCAL et al.,
2018). Seus receptores (MT1 e MT2), tem ampla distribuicdo e sua expressdo resulta em
diferentes respostas fisiologicas (SLOMINSKI et al., 2012). Diante disso, os estudos com a
melatonina se difundiram em outras areas. Pesquisas mais recentes com modelo animal
investigaram seus beneficios também como agente ergogénico ao exercicio fisico (BECK et
al., 2015; BECK, SCARIOT, GOBATTO et al., 2016) e apontam suas acdes positivas na
performance aerébia (BECK et al., 2018) e na recuperagdo metabodlica poés esforco fisico
(FARIA et al., 2021A; FARIA et al., 2021B; FARIA et al., 2024). Além disso, na imensa
maioria das pesquisas envolvendo sua administracao, tanto em modelo animal quanto em
humano, quase nao ha demonstrativos de efeitos adversos graves, ndo sendo identificados
sinais de toxicidade mesmo em doses elevadas (LIU; HUANG; HE, 2013). Dessa forma, o
hormoénio também se torna alvo de estudos como uma possivel terapia alternativa para
contribuir com a melhora da saude do sistema esquelético e evitar fisiopatologias 0sseas.

O interesse em se estudar a acdo da melatonina no tecido oOsseo tem sido
impulsionado por estudos que sugerem a producao do hormdnio em muitos outros tecidos do
corpo além da glandula pineal, sendo a medula 6ssea um importante sintetizador (WANG et
al., 2019; CHEN et al., 2019). Outro aspecto ¢ que a produg¢ao de melatonina pela medula
Ossea supera a quantidade encontrada em circulagdo durante o periodo noturno (TAN et al.,

1999), o que pode indicar uma grande atuagdo do hormonio no tecido 6sseo local. Uma das
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funcdes no osso ¢ a reducdo de processos inflamatérios. A melatonina, semelhante aos
estrogenos, tem papel importante em inibir a ativacdo exacerbada do NF-kB que, além de
estimular a diferenciacdo de osteoclastos, regula centenas de genes envolvidos em diversos
outros processos fisiologicos celulares e sinaliza para o aumento de processos inflamatorios.
Além disso, a melatonina atua na remogao de espécies reativas de oxigénio (EROs), visto que
o aumento da reabsor¢do Ossca e a baixa massa 6ssea culminam em estresse oxidativo, uma
comum etiopatogenia de doengas degenerativas caso radicais livres ndo sejam combatidos
(VILAR et al., 2016). No caso da regulagdo Ossea, alguns estudos tém mostrado que o
hormonio pode ser uma relevante ferramenta farmacoldgica porque demonstra ser capaz de
aumentar a densidade mineral 6ssea (SHARAN et al., 2017; MARIA et al., 2018; LU et al.,
2021).

Segundo Li et al. (2018), MT2 ¢ amplamente encontrado nas células
osteoblasticas e osteoclasticas do tecido 6sseo, indicando que a melatonina atua nas principais
vias de sinalizagdo envolvidas na remodelagdo dssea. Ainda, considerando a capacidade
antioxidante do hormonio, a melatonina pode atuar no tecido dsseo de maneira independente
do seu receptor por meio da eliminacdo de radicais livres produzidos pelos osteoclastos
durante o processo de reabsor¢dao ossea (LU et al., 2021), exercendo a prote¢do das células
Osseas contra ataques oxidativos que contribuem para o processo de degradagdo dssea. Quanto
a propriedade anti-inflamatdéria da melatonina, esta pode ser identificada principalmente a
partir da sua agdo inibitdria na produgdo de citocinas pro-inflamatorias que promovem maior
atividade dos osteoclastos, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) ¢ a interleucina 1 beta
(IL-1B), suprimindo seus efeitos nos aspectos estruturais do tecido désseo que levam a
osteolise (XU et al., 2018). Ademais, o hormonio também estimula a sintese de citocinas
anti-inflamatérias como a OPG que, conforme supracitado, tem grande importancia no
processo de reparo do tecido (MARIA et al., 2018).

Entretanto, ha diferentes afirmagdes em relacdo as ac¢des da melatonina nas
atividades osteoclasticas e osteoblasticas envolvidas no metabolismo 6sseo. No geral, ha
evidéncias substanciais de que a melatonina pode atuar de forma benéfica nos ossos (ORYAN;
MONAZZAH; BIGHAM- SADEGH, 2018), mas existem estudos, como o de Histing et al.
(2012), que apontam a a¢do da melatonina como um hormdnio capaz de inibir a reabsor¢ao
Ossea, mas sem exercer qualquer efeito na cicatrizagao dssea diante do periodo de estudo que
compreendeu um intervalo de 2 a 5 semanas. Porém, muitas vezes esses conflitos acontecem
em decorréncia da forma de administracdo da melatonina, da quantidade da dose e do tempo

de duracdo da oferta. Além disso, ¢ necessario considerar que o 0sso, ainda que se mantenha
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em constante modificacdo, ¢ um tecido rigido e, consequentemente, sua modulagdo ndo ¢
simples, fazendo com que a literatura apresente respostas inconclusivas e divergentes acerca
do tempo minimo de duragdo do protocolo para se observar efeitos positivos nas propriedades
Osseas.

Xu et al. (2018) reporta que o tratamento com a indolamina reduz a reabsor¢ao
6ssea inadequada induzida pelo hipoestrogenismo e inativa vias de matura¢ao de citocinas
pro-inflamatorias envolvidas no estresse oxidativo, enquanto que Kotlarczyk et al. (2012)
relata que, durante um periodo de 6 meses de administracdo do hormonio, ndo foi verificado
nenhuma mudanga significativa na DMO, apesar de identificado uma menor proporc¢ao entre
os marcadores de reabsor¢do 0ssea e de formagdo ossea, indicando influéncia da melatonina
no microambiente 6sseo. No entanto, a dose de 3 mg/dia de melatonina utilizada no estudo
pode ndo ter sido suficiente para alcangar resultados significativos, apesar da duracdo
prolongada da intervencdo. Diante das respostas inconclusivas sobre o uso da melatonina na
prevencao de perda Ossea, especialmente considerando que mudangas significativas em
variaveis Osseas podem exigir estudos mais extensos com diferentes concentracoes
hormonais, torna-se relevante investigar se a melatonina pode neutralizar os efeitos adversos
do déficit de estrogenos na saude Ossea. Sendo assim, este estudo investigou os efeitos da
melatonina sobre parametros do tecido 06sseo comumente comprometidos pelo
hipoestrogenismo. Espera-se que a administragdo cronica de melatonina previna alteracoes
dos parametros Osseos, mantendo a homeostase do tecido e auxiliando na prevengdo de

doengas dsseas, apesar da condi¢do adversa de déficit de estrogenos.

2. OBJETIVO
Investigar o efeito da administracdo cronica de melatonina sobre parametros
biométricos, biofisicos, bioquimicos e biomecanicos do tecido dsseo de ratas sob condicao de

hipoestrogenismo.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Composicao e propriedades do tecido 0sseo

O tecido 6sseo desempenha fungdes vitais que vao além da sustentagao do corpo e
protecdo dos orgdos internos. Ele também aloja e protege a medula 6ssea que produz as
células sanguineas; proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando suas

contragcdes em movimentos uteis; constitui um sistema de alavancas que amplia as forcas
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geradas na contracdo muscular; e contribui para a manutengdo da homeostase metabdlica
mineral. Isso porque a matriz Ossea extracelular atua como reserva de componentes
inorgénicos, uma vez que sua fase mineral corresponde a cerca de 60 a 70% de sua
composi¢cdo. O componente mineral mais predominante do tecido 6sseo ¢ o célcio que,
juntamente com o fosfato e carbonato, apresentam-se em sua forma cristalina como
hidroxiapatita [Ca,,(PO)s(OH),]. Outros elementos minerais estdo presentes em quantidades
reduzidas, como magnésio, sodio, potassio, manganés e fluor. Esse reservatorio extracelular
confere aos ossos a capacidade de controlar o metabolismo de ions e regular os niveis
sanguineos desses minerais. Além da fase mineral, ha a matriz extracelular organica, a qual ¢
composta predominantemente por fibras de colageno tipo I que, associadas a hidroxiapatita,
promovem a dureza e resisténcia do tecido 6sseo. H4 também elementos ndo-colagenosos,
como proteoglicanos e glicoproteinas, a exemplo da osteocalcina (OCN) e osteonectina que
participam da mineralizacdo da matriz, bem como as células do tecido dsseo, responsaveis
pelo mecanismo continuo de formagdo e reabsorcao Ossea.

Além dos osteoblastos e osteoclastos, células mais envolvidas na remodelacao
Ossea e abordadas na introdugdo deste trabalho, ha outros dois grupos celulares entre os
componentes microestruturais do tecido 6sseo: as células osteoprogenitoras e os ostedcitos.
As células osteoprogenitoras sdo células-tronco mesenquimais encontradas nas superficies
internas e externas dos ossos, capazes de se proliferar e se diferenciar em osteoblastos
conforme as demandas metabolicas. Por outro lado, os ostedcitos sdo osteoblastos
diferenciados aprisionados na matriz calcificada e interconectados por longos filamentos,
formando uma rede de comunicagdo que traduz e transmite sinais bioquimicos em resposta as
forcas mecanicas aplicadas ao osso. Diferente dos osteoblastos, as células osteoclasticas
derivam de células-tronco hematopoiéticas progenitoras dos mondcitos, os quais migram da
medula dssea pelos vasos sanguineos até regides alvo do tecido dsseo e se diferenciam sob a
influéncia de fatores de crescimento e citocinas especificas (BOLAMPERTI, VILLA,
RUBINACCI, 2022).

Na macroescala, as estruturas Osseas podem ser categorizadas quanto a sua
morfologia como osso longo (como o fémur), curtos (como as vértebras) ou chatos (como o
cranio). Nessa classificagdo, ¢ possivel identificar visualmente dois tecidos bem distintos: o
cortical e esponjoso, cujas propor¢des variam de acordo com a regido do esqueleto. O osso
cortical ¢ sempre predominante e constitui cerca de 80% do esqueleto. Trata-se de um tecido
denso, compacto e rigido que compreende a maior parte da massa dssea e forma a camada

mais externa dos ossos € o corpo daqueles longos, assumindo a maior parte do papel de
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suporte de carga (BURR, 2019). Suas unidades estruturais incluem a matriz intersticial, a qual
tem alto indice de minerais, linha de crescimento, Osteons e o Sistema Haversiano. Os 0steons
atuam como fibras de alta rigidez, sendo compostos de lamelas concéntricas embebidas na
matriz 6ssea que circundam os capilares sanguineos, vasos linfaticos e nervos que se

ramificam do canal central Haversiano (Figura 1).

Figura 1 - Organizagao hierarquica do tecido dsseo.
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Adaptado de BURR, 2019. No nivel macroscdpico, ¢ composto por uma camada externa de osso cortical denso e
uma parte interna de osso esponjoso. No nivel microscopico, o osso cortical é formado por osteons, que contém
um canal central com vasos sanguineos, nervos e vasos linfaticos, cercados por lamelas concéntricas. O osso
trabecular também ¢ lamelar. No nivel nanoscdpico, o osso ¢ uma combinagdo de fibras de coldgeno e placas
minerais. As fibrilas sdo formadas por uma hélice tripla de cadeias de colageno.

O osso esponjoso, correspondendo a cerca de 20% do esqueleto, ¢ caracterizado
por sua alta porosidade e ¢ encontrado nas extremidades dos ossos longos e nos corpos dos
ossos curtos. Diferencia-se do osso cortical pela disposicao espacial aleatoria da substancia
ossea, formando numerosas trabéculas delgadas interconectadas com espagos preenchidos por
medula 6ssea. Embora também suporte carga, uma das fung¢des do tecido esponjoso ¢
redirecionar as tensdes para a camada mais forte cortical (BURR, 2019). Devido a sua alta
porosidade, que varia de 30% a 90%, possui area de contato maior e, consequentemente, uma
taxa metabolica mais elevada em comparagdo com o osso cortical. Por essa razao, ¢ um tecido
inicialmente afetado em desequilibrios minerais, sendo perdido mais rapidamente em

condi¢cdes que afetam a satde 6ssea. No entanto, apresenta maior resiliéncia e capacidade de
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absorc¢do de impactos mecanicos, permitindo melhor adaptacdo e suportando alongamentos e
deformagdes antes da fratura.

A medida que a vida progride, o tecido dsseo passa por mudangas fisiologicas
continuas devido ao equilibrio dinamico entre formacdo e reabsor¢ao Ossea. Durante o
crescimento do esqueleto, a formacdo 0ssea excede a reabsor¢do, até que ocorra uma inversao
desse processo. Na espécie humana, o apice de desenvolvimento 6sseo ocorre por volta dos
30 anos, com estabilizagdo até cerca dos 40 anos e, posteriormente, uma prevaléncia
progressiva do balango 6sseo negativo. Em modelo animal, estudos em ratas Wistar, como o
conduzido por Kalu et al. (1989), revelou que animais com dietas regulares apresentaram
rapido aumento na densidade e conteudo de calcio nos fémures até os 3 meses de idade. Apos
esse periodo, observa-se um crescimento mais gradual nos parametros 0sseos até os 6 meses
de idade, seguido de estabilizacdo, sem alteracdes significativas nos meses subsequentes. Ja
em animais com | ano de idade ou mais, tornaram-se evidentes e progressivos o0s
comprometimentos das condigdes bioldgicas estruturais, moleculares e funcionais dos 0ssos.

Além do avanco natural da idade, o metabolismo do tecido 6sseo pode ser
influenciado por diversas outras condi¢des que podem afetar o individuo de formas variadas,
como ingestdo insuficiente de célcio e proteinas, forgas mecénicas aplicadas ao esqueleto,
fatores genéticos e hereditarios, fatores de crescimento, hdbitos de vida, doencgas
intercorrentes € hormonios circulantes (MAO et al.,, 2021). Entre esses hormonios,
destacam-se o estrogeno, conforme previamente abordado, a testosterona, a calcitonina, o
hormoénio paratireoide (PTH) e a vitamina D. O PTH e a calcitonina exercem efeitos
antagdnicos no metabolismo do célcio no tecido 6sseo. Sintetizado em resposta a baixos
niveis plasmaticos de célcio, o PTH ativa receptores osteobldsticos e desencadeia acdes
paracrinas sobre os osteoclastos e seus precursores, estimulando a osteolise para equilibrar os
niveis sanguineos. Por outro lado, a calcitonina, sintetizada pela glandula tire6ide em resposta
ao aumento dos niveis extracelulares de calcio, reduz a atividade dos osteoclastos e,
consequentemente, a concentracdo plasmatica do ion. Dessa forma, a calcitonina promove a
formagdo Ossea, protegendo o corpo contra a hipercalcemia, enquanto o PTH regula a
reabsorcao Ossea, protegendo contra a hipocalcemia. Esses mecanismos exemplificam como o

0sso ¢ um tecido em constante remodelacao regulada por diversos pardmetros.

3.2 Biossintese de estrogenos e mecanismos de acao

Os esteroides sdo compostos organicos que possuem uma estrutura basica de

quatro anéis, sendo trés anéis de seis carbonos (ciclohexanos) e um anel de cinco carbonos
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(ciclopentano), formando um nucleo chamado de ciclopentanoperhidrofenantreno, ou
simplesmente esterano. Com base em suas propriedades e fungdes biologicas, os esteroides
sdo classificados em quatro principais grupos: estrogénios (estradiol, estrona e estriol),
androgénios (testosterona e dihidrotestosterona), corticosterdides (cortisol, androstenediona e
aldosterona) e progestogénios (progesterona). A biossintese de todos os hormonios esteroides
tem inicio com a conversio do acetato em colesterol. Posteriormente, o colesterol ¢
transformado em pregnenolona, que serve como o composto precursor comum na sintese
esteroidal, independentemente do hormoénio produzido ao final. Ao lado da pregnenolona,
forma-se também progesterona, mas ¢ a partir da pregnenolona que ocorre sua maior sintese,
sendo considerada um metabolito intermediario com seus proprios efeitos bioldgicos
(HALBE, 1965). Dessa forma, a pregnenolona pode seguir duas vias distintas: ser
metabolizada em progesterona e, na sequéncia, em androstenediona, ou ser metabolizada em
dehidroepiandrosterona (DHEA) e, depois, em androstenediona. Nas gdnadas e na placenta, a
progesterona ¢ preferencialmente o ponto de partida para a via principal que leva a formagao
de estrogénios e androgénios, mas ha também uma via de alternancia a partir do DHEA. Por
outro lado, nas glandulas adrenais, a progesterona inicia a via de biossintese dos hormonios
corticosterdides. No entanto, em menor quantidade ha a formacdo de androgénios e
estrogénios nas adrenais, sendo o primeiro passo da via metabolica a conversio de
pregnenolona em DHEA.

Na degradagdo da cadeia lateral da progesterona, nas gonadas e na placenta,
ocorre a formacao da androstenediona e, sequencialmente, do potente andrégeno testosterona,
que também pode ser derivado diretamente. Nas adrenais, seguindo um mecanismo
semelhante, o DHEA provém da pregnenolona por quebra da cadeia lateral e sua conversao
para estrogénios ocorre através da androstenediona. A enzima responsavel pela conversao da
androstenediona em testosterona também pode agir diretamente no DHEA para produzir
testosterona. Este mesmo mecanismo também ¢ observado na conversio da DHEA em
androstenediona. Na proxima fase da sintese, tanto a androstenediona quanto a testosterona
podem ser convertidas diretamente em estrona ou 17B-estradiol pela agdo da enzima
aromatase (MOHAMAD, SOELAIMAN, CHIN, 2016). Assim, os estrogénios representam a
ultima etapa da biossintese hormonal, com a progesterona, DHEA, androstenediona e
testosterona atuando como compostos intermedidrios biologicamente ativos. Em resumo, os
orgaos secretores dos hormdnios sexuais tém essencialmente as mesmas vias de sintese: a via
progesterona-androstenediona, predominante nas gonadas e na placenta, e a via

pregnenolona-DHEA, que ocorre nas adrenais (HALBE, 1965). No entanto, diferem
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quantitativamente, uma vez que a quantidade de estrogénios secretada pelos cortices adrenais
¢ pouco relevante quando comparada a produzida pelos ovarios.

Entre os trés hormonios (estradiol, estrona e estriol) que constituem a classe
estrogénio, o estradiol ¢ o principal produto da sintese nos ovérios e a forma mais ativa,
enquanto a estrona e o estriol sdo ligantes mais fracos. Estudos recentes mostram que o
17B-estradiol ¢ sintetizado em outros tecidos periféricos, contribuindo para uma variedade de
processos fisiologicos locais, principalmente nas respostas inflamatorias. Além das adrenais,
sitios extragonadais que produzem o hormoénio ovariano incluem o tecido adiposo
(HETEMAKI et al., 2021; KATZER et al., 2021; PEJON et al., 2024), a pele (NELSON,
BULUN, 2001) e orgdos linféides secundarios (OAKLEY et al., 2016). Outro aspecto
relevante envolvendo a biossintese extragonadal de estrogénio ¢ que muitos tecidos também
podem captar e converter moléculas precursoras presentes na circulagdo, como a
androstenediona, sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS) e DHEA, disponiveis para
conversao em testosterona e, assim, em estrogénios, bem como sulfato de estrona e estrona,
que servirdo de estoque para a conversdo a estradiol (SIMPSON, 2003). Isso mostra como
niveis séricos de precursores se tornam importantes como fonte de substrato adequado para a
producdo hormonal em numerosos tecidos periféricos.

Entretanto, o metabolismo desses precursores ¢ altamente especifico de cada
tecido e depende fortemente da distribuicdo e do perfil enzimatico presente no local. Isso
ressalta que apenas saber as concentragdes circulantes de estrogenos e precursores nao ¢
indicativo preciso sobre a disponibilidade desses hormonios em tecidos fora das gonadas
(NELSON, BULUN, 2001). Em células osteoblasticas, pesquisadores identificaram atividade
tanto da aromatase quanto de uma outra forma enzimatica que permite a produgdo local de
estradiol (GENNARI, MERLOTTI, NUTI, 2011). Porém, outros estudos ndo demonstraram a
presenca da aromatase no tecido 6sseo do colo femoral, o que evidencia que ainda ha algumas
incertezas sobre a expressdo dessas enzimas em localidades do osso (LEA et al., 1997). Além
disso, ainda envolvendo as concentragdes circulantes dos hormonios, sabe-se que os niveis
sanguineos de testosterona e precursores diminuem acentuadamente com o declinio da fungao
ovariana, mas superam os niveis de estrogénios séricos. A partir da diminui¢do da atividade
dos ovarios, ¢ estimado que mais de 70% do total de androgenos passam a ser sintetizados nos
tecidos periféricos, ao passo que nos homens isso representa cerca de 30-40%. Esse contraste,
na verdade, ¢ ainda maior ao se considerar a suficiéncia ininterrupta de testosterona em
circulagdo ao longo de toda a vida dos homens. Esse cendrio expde como os androgenos

desempenham um papel importante na manutencdo dos niveis de estrogénio em tecidos
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extragonadais e se insere entre as justificativas dos porqués de as fisiopatologias Osseas
afetarem mais as mulheres em comparagao aos homens.

O mecanismo funcional dos estrogenos sobre a massa Ossea ¢ principalmente
indireto, atuando na linhagem osteoclastica com efeitos anti-reabsortivos. Os osteoclastos
surgem pela proliferagdo controlada por citocinas e pela proliferacdo e diferenciacdo de
precursores de monocitos que circulam dentro do conjunto de células hematopoiéticas da
medula d6ssea (TEITELBAUM, 2000). A agdo indireta dos estrogenos nos osteoclastos se
deve a sua capacidade de inibir citocinas pré-inflamatérias (como IL-1/2/6/7, TNF e OPG)
que, quando presentes, promovem maior atividade de reabsor¢do dssea. Outras citocinas
essenciais para a formagao da linhagem osteoclastica sdo o fator estimulante de colonias de
macrofagos (M-CSF) e o RANKL, membro da superfamilia TNF, abordado na introducao
deste trabalho. M-CSF estimula a proliferacio e diferenciacdo dos precursores de
osteoclastos, que expressam o receptor RANK em sua superficie. Na deficiéncia de
estrogénio, a agdo basal de RANKL e M-CSF ¢ intensificada justamente em razdo da acdo das
citocinas citadas acima em niveis aumentados, as quais potencializam a formag¢ado e ativagao
dos osteoclastos e prolongam sua vida util (PFEILSCHIFTER et al., 2002). Além disso, os
efeitos dos estrogénios sobre os osteoclastos sdo mediados através de efeitos relacionados ao
RE pelos osteoblastos com estimulo a produgdo de OPG (citocina com afinidade ao RANKL
e efeito inibitorio sobre ele), células T e células B (ANAGNOSTIS et al., 2022). Também,
conforme demonstrado por Liedert et al. (2020), envolvem vias que interagem de maneira
coordenada nesse processo de remodelacdo dssea como a cascata de sinalizacdo

Wnt/B-catenina (Figura 2).
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Figura 2 - Mecanismos pelos quais os estrogénios aumentam/preservam a massa 0ssea.
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Adaptado de ANAGNOSTIS et al., 2022. Os estrogénios exercem diversos efeitos sobre a massa dssea através
de multiplos mecanismos que envolvem seus receptores cldssicos de membrana e nucleares e interagdes com
citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento, proteinas e fatores relacionados ao metabolismo 6sseo. Os
receptores de estrogénio ERa (receptor de estrogénio-alfa) ¢ ERP (receptor de estrogénio-beta) desempenham
papéis importantes regulacdo de genes especificos em resposta ao estrogénio. O ligante Fas (FasL) esta
envolvido na regulagdo da apoptose celular, enquanto o receptor acoplado a proteina G-30 (GPR-30) media
efeitos ndo genomicos rapidos dos estrogénios, contribuindo para a sinalizagdo celular. Citocinas como a
interleucina-1-beta (IL-1pB), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-7 (IL-7) aumentam a reabsor¢do Ossea ao
estimular os osteoclastos. O interferon-gamma (IFN-y) também tem um papel complexo na modulagdo da
atividade osteoclastica e osteoblastica. A proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de baixa densidade-5
(LRP-5) ¢ importante na via de sinalizacdo Wnt, essencial para a formacdo e fungdo dos osteoblastos. A
metaloproteinase da matriz-13 (MMP-13) degrada a matriz dssea, facilitando a reabsor¢do. A osteoprotegerina
(OPG) se liga ao ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL), impedindo sua interacdo com
RANK e inibindo a reabsor¢do dssea. A proteina de ligacdo ao retinoblastoma-1 (RBBP1) esta envolvida na
regulagdo da transcricdo génica ¢ na modulagdo da atividade celular. O fator derivado do estroma-1 (SDF1)
influencia a mobilizag@o de células ¢ a remodelagdo Ossea, enquanto a semaforina 3A (Sema3A) regula a fungéo
e a sobrevivéncia dos osteoblastos. O gene-1 induzido precocemente pelo TGF-f (TIEG) ¢ importante na
regulagdo da formagdo ossea. O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-0) promove a formagdo e ativagdo dos
osteoclastos, aumentando a reabsor¢do Ossea.

3.3 Biossintese da melatonina e vias de acdo no tecido dsseo

A glandula pineal ocupa a regido central do encéfalo, localizada a frente do
cerebelo e na por¢do pdstero-dorsal do diencéfalo, ¢ a principal responsavel pela secrecdo de
melatonina, um importante agente cronobioldgico. Esse processo ¢ regulado por transdugdes
elétricas transmitidas do ntcleo supraquiasmatico (NSQ) do hipotdlamo até a pineal. As
células especializadas da pineal, chamadas pinealdcitos, sdo responsaveis pela sintese e
liberagdo da melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) na auséncia de luz. Com o escuro, os
neurdnios pds-ganglionares simpaticos liberam noradrenalina que interage com seus
receptores 1-adrenérgicos e al-adrenérgicos presentes na membrana dos pinealdcitos. Esses
receptores, por sua vez, ativam cascatas de eventos intracelulares, as quais se iniciam com a

captacdo do aminodcido triptofano da circulagdo sanguinea e da sua conversio em
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5-hidroxitriptofano (5-HTP) na matriz mitocondrial. No citosol, 5-HTP ¢ convertido em
serotonina, que ¢ entdo acetilada para formar N-acetilserotonina (NAS). Finalmente, NAS ¢
metilada para produzir melatonina, que ¢ entdo liberada para o sistema vascular (Figura 3).
Sendo assim, a sintese hormonal da melatonina ¢ diretamente influenciada pela condicao de
luz percebida. A inexisténcia de um estimulo luminoso ¢ sinalizada pelos NSQ, orientando o
organismo quanto as alternancias de luminosidade (dia ou noite) e, assim, modulando o
metabolismo de diversos processos fisioldgicos, incluindo a produgdo didria de outros
hormdnios (BECK, 2015A).

O complexo microambiente da medula éssea, onde ocorre a hematopoiese, esta
entre os ambientes fisioldgicos regulados pelos ritmos bioldgicos pela agdo da melatonina.
Estudos identificaram que a melatonina em circulacdo sanguinea pode atuar diretamente nas
células-tronco hematopoiéticas (HSC) e células progenitoras mieldides (MPC) derivadas,
prevenindo sua apoptose e regulando sua migracdo para o sangue periférico de acordo com
ciclos externos de inicio diario de claro e escuro (GOLAN et al., 2018). Além disso, a propria
medula 6ssea ¢ importante sintetizadora do hormonio, apresentando enzimas essenciais para
sua biossintese, como a serotonina-N-acetiltransferase (AANAT), que catalisa a
transformagdo da serotonina em (NAS). Essa producdo hormonal na medula 6ssea pode ser
tdo expressiva que suas concentragcdes muitas vezes superam os niveis séricos, o que indica a
importante fun¢do local. Além de modular a hematopoiese, Halim et al. (2020) e Sun et al.
(2022) apontam que a melatonina pode influenciar multiplos sinais para impulsionar a
diferenciagdo de células mesenquimais (MSC) da medula dssea, que sdo células-tronco
multipotentes capazes de se diferenciar em linhagens osteogénicas, condrogénicas,

adipogénicas ou miogénicas.
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Figura 3 - Vias de sinalizagdo da biossintese de melatonina na pineal de ratos.
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Sousa, 2011. No escuro, as fibras pos-ganglionares simpaticas liberam noradrenalina (NA), ativando os
receptores Bl e al-adrenérgicos na glandula pineal, que promove a ativagdo da enzima adenilil ciclase (AC), a
qual catalisa a conversdo de ATP em AMP ciclico (AMPc), elevando os niveis de AMPc dentro da célula. O
aumento de AMPc ativa a proteina quinase A (PKA) que fosforila o fator de transcricdo CREB, permitindo a
transcricdo da enzima serotonina N-acetiltransferase (AANAT). Além da via Bl-adrenérgica, a ativagdo dos
receptores ol pela NA e dos receptores P2Y, pelo ATP também inicia cascatas de sinalizagdo que levam ao
aumento intracelular de calcio e consequente ativagdo da proteina quinase C (PKC) que, por sua vez,
potencializa a atividade da enzima AC e a transcrigdo da AANAT. AANAT ¢ substrato para formar
N-acetilserotonina (NAS) e a via de biossintese da melatonina sé prossegue com sua traducao.

Outras fontes extra pineal de melatonina incluem o cérebro (CARDINALI,
VACAS, BOYER, 1979), a retina, células pancreaticas (BAHR et al., 2012), do trato
gastrointestinal, pele, células imunocompetentes, entre outros (HOTTA et al., 2000; CECON,
OISHI, JOCKERS, 2018). Apesar de varias partes do corpo sintetizarem o hormonio, sua
producdo atinge o pico durante a noite, com niveis séricos pelo menos 10 vezes maiores do
que durante o dia (TOUITOU, 2001). Essa ampla distribuicao tecidual e presen¢a em diversos
fluidos corporais deve-se as caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas da melatonina, permitindo
que ela atravesse facilmente as membranas celulares por difusdo passiva e alcance diferentes
partes do organismo. Além disso, uma vez liberada no sistema vascular, a resposta hormonal
da melatonina ¢ mediada por receptores melatoninérgicos especificos e independentes
acoplados a proteina G, conhecidos como MT1 e MT2, presentes em muitos tipos de células.

A melatonina também interage com diversas moléculas intracelulares, modulando cascatas de
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sinalizacdo, e pode ativar direta ou indiretamente receptores nucleares que regulam a
transcri¢do de genes alvo (LIU et al., 2019).

Tratando-se do tecido 6sseo, por meio da ligacao ao receptor MT2, a melatonina
eleva a expressdo genética e atividade osteoindutora de proteinas morfogenéticas Osseas
(BMPs), fosfatase alcalina, osteocalcina e osteoprotegerina. Em importantes estudos
realizados com culturas de células in vitro, essas proteinas marcadoras 6sseas foram expressas
mesmo com baixos niveis do hormdnio (ROTH et al., 1999). De modo geral, a melatonina
controla o processo geral de remodelagdo 6ssea com uma dupla acdo: induz a transdugdo de
sinais na osteogénese e promove a formacdo Ossea pelos osteoblastos, enquanto sua
combinagdo com o receptor MT2 também suprime a atividade osteoclastogénica, atenuando a
osteolise. De forma mais especifica, ocorre a ativacao de vias como Wnt/B-catenina (também
ativada pelos estrogenos como citado anteriormente), proteinas quinases ativadas por
mitdégeno/quinases regulada por sinal extracelular (MAPK/ERK) e NFkB para melhorar a
qualidade 6ssea, em que desencadeiam cascatas de sinais que estimulam a osteogénese e
inibem a osteoclastogénese a partir de precursores do sangue periférico da linhagem
mielodide/monocito. Estas cascatas de sinalizagdo resultam na ativagdo de fatores de
transcri¢do chave (Figura 4), como o fator nuclear das células T ativadas (NFATc1) que regula
a transcricdo de genes especificos da osteoclastogénese (KIM et al., 2017; CHOI et al., 2021;
YANG et al., 2022).

Figura 4 - Mecanismos pelos quais a melatonina regula a remodelagio 6ssea.
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Adaptado de YANG et al., 2022. A remodelagéo 6ssea depende da comunicagdo entre osteoblastos (que formam
0 0ss0) ¢ osteoclastos (que reabsorvem o 0sso). A inibi¢do mediada pela melatonina pela via PPARy desvia
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células-tronco mesenquimais da adipogénese para a osteogénese. A melatonina também atua na ativagdo da via
de sinalizagdo Wnt/B-catenina para induzir a osteoblastogénese. Receptores de melatonina MT2 ativados
estimulam as vias MEKI1/2/ERK1/2 ¢ MEKS/ERKS, levando a indugdo da expressdo génica e proteica
osteogénica. A melatonina também impede a indugdo do NFATcl, levando a supressdo da diferenciagdo dos
osteoclastos.

4. METODOLOGIA

4.1 Amostras e condicoes ambientais

Foram solicitadas 40 ratas fémeas albinas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus) ao Biotério Central da UFSCar, apos aprovagdo do projeto pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFSCar N° 1694190521 (Anexo A). No local, hd um controle
preciso em relacao a luminosidade, contando com um ciclo claro/escuro de 12/12 horas, sendo
utilizadas, na fase clara, lampadas incandescentes Phillips® H60/100W/2.700K. Na fase
escura, 0s animais permaneceram em total auséncia de luz e as intervengdes ocorridas nesse
periodo foram realizadas em ambiente com refletores instalados com filtro vermelho (LEE
Filters, #fire19; 600 nm; <15 lux). Tais especificagdes acerca da iluminagdo no alojamento
tem como preocupagdo mimetizar as condigdes ambientais ideais do padrao de vida dos
roedores, visando reduzir qualquer possivel influéncia no comportamento e bem-estar dos
animais que poderia comprometer os resultados, e ja foram empregadas em estudos do
laboratdério como o realizado por Beck e Gobatto (2013). Além disso, o biotério apresenta
rigoroso controle quanto a umidade relativa do ar, a permanecer entre 45% e 55%, ao nivel de
ruido, mantido abaixo de 85 decibéis, e a climatizacao do ambiente, definida em 22 + 2°C. Os
animais receberam ragdo especifica para roedores, agua filtrada ad libitum e tiveram suas

gaiolas periodicamente higienizadas.

4.2 Desenho experimental

Os animais chegaram ao biotério aos 45 dias de idade para familiarizacao e foram
alojados coletivamente, na densidade de dez animais por gaiola, sendo distribuidos de
maneira aleatdria em quatro grupos: controle (GC); ovariectomizado (GO); melatonina (GM);
e ovariectomizado + melatonina (GOM). Semanalmente, do inicio ao fim do experimento, as
massas corporais dos animais foram registradas visando a confirmag¢do da consisténcia das
condigdes ambientais e para ajustes das doses de melatonina quando a intervencao fosse
iniciada. Na 15* semana de idade, a técnica cirirgica da ovariectomia bilateral foi realizada
nos grupos GO e GOM. Uma semana depois, iniciou-se a administragdo de melatonina aos

grupos GM e GOM, sendo administrada também a solugdo veiculo ao GC e GO para igualar
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as condi¢cdes. Apds 12 semanas de intervengdes, foi realizada a eutandsia dos animais para

coleta de material biologico (Figura 5).

Figura 5 - Desenho experimental.
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Imagem produzida pelo autor. Sequéncia cronoldgica desde a chegada dos animais ao biotério até sua eutanasia e
subsequente coleta do material biologico. GO = ovariectomizado, GM = melatonina, GOM = ovariectomizado +
melatonina.

4.3 Procedimento ciridrgico de ovariectomia bilateral

Em modelo animal, o procedimento cirurgico de ovariectomia ¢ empregado com o
objetivo de induzir um quadro clinico de déficit de estrogenos, uma vez que essa técnica
resulta na auséncia de niveis séricos do hormoénio ovariano (CAVALCANTI-DE-
ALBUQUERQUE et al., 2014; MEDINA-CONTRERAS et al.,, 2020). Este método ¢
amplamente reconhecido e tem sido realizado em estudos recentes (PEJON et. al., 2022A;
PEJON et. al.,, 2022B; PEJON et. al.,, 2024). Previamente a cirurgia, os animais foram
anestesiados com ketamina (10 mg/kg) e xilazina (0,1 mg/kg), aplicadas por via
intraperitoneal. Com o efeito anestésico estabelecido, foi feita uma incisao lateral, seguida do
corte na camada muscular e na cavidade peritoneal, de maneira a expor totalmente o 6rgao
para completa extracdo do ovario (Figura 6). Apds a remogdo, o tecido foi recolocado na
cavidade peritoneal, havendo a sutura das camadas e da pele com fio de nylon. Os mesmos
procedimentos cirurgicos foram realizados na lateral oposta do animal (ZARROW, 1964).
Nos dias seguintes, com base em Cunha et al. (2010) e Lino et al. (2018), os animais foram
receberam dipirona (14 mg/kg) como analgésico e

verificados diariamente e

penicilina-estreptomicina (5 mg/kg) para evitar infeccdes.
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Figura 6 - Representacdo do procedimento cirtrgico de ovariectomia.

Imagem produzida pelo autor. Apds a sedagdo do animal, faz-se a incisdo na cavidade peritoneal. O ovario e a
tuba uterina sdo imediatamente visualizados, envoltos pelo tecido adiposo perigonadal.

4.4 Administracdo de melatonina

O método de administragdo de melatonina foi por gavagem orogastrica
(OZTOPUZ et al., 2020; SHARAN et al., 2017; THOMAS et al., 2016; PEJON et al., 2024),
utilizando uma agulha curva e rigida de ago inoxidavel com extremidade atraumética (modelo
BD-12). Ao longo de 12 semanas, cada animal recebeu 10 mg/kg/dia de melatonina
previamente dissolvida em etanol (0,01%), conforme seu coeficiente de solubilidade nas
especificagdes técnicas do fabricante (SIGMA-ALDRICH, Co., St. Louis, MO, USA) e
diluida em agua filtrada, sendo esta solu¢do preparada diariamente. Para a preparacdo das
substancias, no inicio de cada semana os animais foram pesados para considerar a massa
corporal total de cada grupo no calculo adequado do volume total a ser preparado e
posteriormente administrado, tanto da solugdo veiculo quanto da solu¢do com melatonina,
sendo que cada animal recebeu a dose conforme sua massa corporal, sem exceder o volume
final maximo de 5 mL/kg (TURNER et al., 2011; TURNER et al., 2012) (Figura 7). A
administracdo de melatonina ocorreu sistematicamente 1 hora apos o inicio do ciclo escuro do
biotério, durante periodo de vigilia dos animais, havendo o controle da iluminagdo com filtro
vermelho (>600nm; ~15lux) durante as intervengdes. Toda a manipulacdo foi feita na
auséncia de luz branca ¢ a solucao foi mantida em frasco ambar a fim de evitar os efeitos da

luminosidade sobre a estabilidade da droga.
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Figura 7 - Etapas do preparo e administragdo da dose de melatonina.
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Imagem produzida pelo autor.

4.5 Obtencao e armazenamento do material biologico

Ao longo do experimento, as massas corporais dos animais foram medidas e
registradas semanalmente para acompanhamento da evolu¢dao. Ao término de 12 semanas de
intervengdes, em conformidade com as diretrizes da American Veterinary Medical
Association (2020), os animais foram eutanasiados por decapitacdo, com subsequente
dissecagdo femoral de cada animal para retirada da musculatura e tecidos moles. O tecido

6sseo foi mantido em solugao salina 0,9% e armazenado a -20°C para posteriores analises.

4.6 Analises do tecido dsseo
4.6.1 Analises biométricas

Foi utilizado um paquimetro com precisdo de 0,05 mm para mensura¢do das
medidas de comprimento, tendo como referéncia a regido distal dos condilos femorais, em
que ha articulagdo com a tibia, até a saliéncia Ossea mais proximal do trocanter maior.
Também, foram medidas as espessuras das diafises femorais, tanto dos diametros maiores
(posi¢do latero-lateral) quanto menores (posi¢do antero-posterior) de cada amostra (Figura 8),

tendo a base do terceiro trocanter como referéncia (FABRICIO, 2014).
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Figura 8 - Obtencdo dos pardmetros biométricos.

Fotografias pelo autor. (A) Coleta das medidas. (B) Posicionamento do paquimetro para mensuragdo do
comprimento da amostra.

4.6.2 Analises biofisicas

Ap0s o registro biométrico, os ossos foram mantidos imersos em agua destilada e
permaneceram 24 horas em dessecador para a completa retirada do ar do interior do osso
trabecular (Figura 9). Apos isso, foi realizada a pesagem para se obter o peso imerso e peso
umido de cada fémur (Figura 10), sendo essas medidas realizadas previamente ao teste

biomecanico.

Figura 9 - Dessecador a vacuo para retirada do ar da porosidade ossea.

Fotografias pelo autor. Registros mostrando o equipamento hermeticamente fechado e a disposi¢do das amostras.
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Figura 10 - Obtengdo dos pardmetros biofisicos.
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Fotografias pelo autor. (A) Método de medi¢do do peso imerso. (B) Método de medi¢ao do peso timido.

Feito o teste biomecanico (descricdo no topico 4.6.3), as amostras foram
colocadas a 100°C em uma estufa por 24 horas para desidratagao, obtendo-se, em seguida, o
peso seco de cada osso. Para mensurar o peso mineral (peso das cinzas), os ossos foram
incinerados em mufla a 800°C por um periodo de 24 horas (BIROCALE et al., 2016;
PACHECO-COSTA et al., 2015) (Figura 11). Todos os pesos foram medidos com uso da

balanca eletronica da marca Shimadzu modelo AUY220 com 4 casas decimais de precisao.

Figura 11 - Forno mufla para incineragdo do tecido dsseo.

Fotografias pelo autor. Registros demonstrando a utilizagdo de recipientes de porcelana que suportam a
temperatura elevada e o posicionamento do material biologico.

Apoés as medigdes, por meio de formulas seguindo o Principio de Arquimedes

(KEENAN et al., 1997), foi calculado o volume dsseo e, em sequéncia, a densidade 6ssea e
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mineral, percentuais de 4gua e material organico e mineral (POLISEL et al., 2021) dos

fémures. Foram utilizadas as seguintes equagdes (Figura 12):

Figura 12 - Equagdes para determinacdo de medidas fisicas Osseas.

* Volume Osseo = + Percentual de Agua Ossea =

eso Umido - peso imerso eso Umido - peso seco
(P P ) (cm?) 100 x (P p ) %

densidade da agua peso umido

* Densidade Ossea = « Percentual de Material Organico =
peso Umido . (peso seco - peso mineral)
- (9.cm™3) 100 x %
volume oésseo peso Umido
» Densidade Mineral Ossea = » Percentual de Material Mineral =
peso mineral 3 peso mineral
(g.cm™3) 100 x — %
volume oésseo peso umido

Imagem produzida pelo autor. cm: centimetros; g: gramas.

4.6.3 Analises biomecanicas

Os fémures direitos foram submetidos ao teste de flexdo Ossea em trés pontos,
realizado na maquina de ensaio universal Instron, modelo 4444. Doze horas antes, 0s 0ssos
foram descongelados a temperatura ambiente e mantidos em solugao salina até o momento do
teste. As extremidades do fémur ficaram apoiadas para que a carga da maquina fosse colocada
no centro de cada osso. No inicio do teste, foi aplicada uma pré-carga de 5 N com uso de uma
haste cilindrica que possui um rolete de 3 mm fixado em sua ponta. A pré-carga foi
direcionada de forma perpendicular ao eixo longitudinal do osso, no sentido pdstero-anterior,
a fim de estabilizar a amostra, acomodando-a melhor (Figura 13). Apds a fixagdo, foi aplicada
uma for¢a no mesmo sentido, com velocidade constante de 0,5cm/min, até a ocorréncia da

ruptura 6ssea (POLISEL et al., 2021; DERIGGI-PISANI et al., 2023).
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Figura 13 - Teste biomecéanico.

Fotografias pelo autor. (A) Equipamento Instron, modelo 4444. (B) Amostra estabilizada apo6s pré-carga.

Diante da carga aplicada, gerou-se um grafico correspondente a deformacgao dssea
que possibilitou extrair valores de carga maxima, deslocamento na carga maxima, resiliéncia,
tenacidade, rigidez, deslocamento e carga maxima no ponto de fratura (Figura 14). Os
registros dos dados referentes a forca aplicada e a deformacao do osso foram armazenados no

software Instron Series IX.

Figura 14 - Grafico de carga por deslocamento (deformacao) do osso durante o teste.
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Imagem produzida pelo autor. (A) Grafico carga x deformagdo/deslocamento utilizado para determinacdo das
propriedades biomecanicas. (B) Ilustracdo do posicionamento da amostra na maquina Instron para teste de flexao
Ossea em trés pontos. Em A, Y1: carga no limite elastico; X1: deslocamento no limite elastico; Y2: Carga
Maxima; X2: deslocamento na carga maxima; Y3: carga de fratura; X3: deslocamento na carga de fratura;
angulo , formado com a tangente da curva: rigidez; area Al: resiliéncia (energia absorvida na fase elastica); area
A1+A2: tenacidade (energia absorvida até o ponto de fratura 6ssea). Em B, C: haste cilindrica para a aplicagéo
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de carga; D: extremidade da haste cilindrica com um rolete fixo; E: osso (fémur de rato) estabilizado apods
pré-carga; F: peca de apoio da amostra. N: Newton; mm: milimetros.

4.6.4 Analises bioquimicas

As cinzas dsseas obtidas foram solubilizadas em &cido cloridrico (2N). A partir
desta solucdo, realizou-se as diluigdes de calcio (1:500) e fosforo (1:1000) para posterior
determinag¢do de suas concentragdes por meio de ensaios colorimétricos (POLISEL et al.,
2021) utilizando kit comercial (LaborLab) e seguindo as orientagcdes de seus respectivos
protocolos. A leitura das microplacas foi realizada na Spectra MAX M5 Multi-Mode,
equipamento disponivel no Laboratorio de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa (LZBC)
do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF) da Universidade Federal de Sao Carlos.

Concluindo as analises, foram realizados os calculos finais no Microsoft Excel.

4.7 Analises estatisticas

Os dados estdo apresentados em média + desvio padrdo. ANOVA two-way foi
conduzida para comparagdo entre os grupos, avaliando os efeitos da ovariectomia (OVX) e da
melatonina (MEL), com o auxilio de post-hoc de Newman Keuls, adotando-se o nivel de
significancia de 5% em todos os casos. No caso da massa corporal (MC) dos animais, os
dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA three way para avaliar
também o efeito do tempo. Para tabulacao dos dados, tratamento estatistico e confec¢do de
graficos foram utilizados os softwares Microsoft Excel, StatSoft (Statistica 7.0) e Graphpad

Prism respectivamente.

5. RESULTADOS

5.1 Massa corporal

Na figura 15 estdo apresentados os valores da MC (em gramas) inicial (momento
de inicio da administra¢ao diaria de melatonina), final (apds 12 semanas de intervengoes) € o
ganho de MC dos animais dos diferentes grupos experimentais ao longo de trés meses. OVX e
MEL nao tiveram efeito significante na MC inicial (F=0,38; p=0,54 e¢ F=1,25; p=0,27
respectivamente). Para a MC final, OVX nao modificou de forma significativa (F=0,23;
p=0,64) ¢ MEL aumentou de forma significativa (F=4,24; p<0,05). Significantemente, houve
aumento no ganho de MC associado a OVX (F=5,68; p<0,05) e MEL (F=8,23; p<0,01).
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Figura 15 - Variagdo da massa corporal no decorrer de 12 semanas de intervengdes.
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Elaborado pelo autor. Representacdo grafica da massa corporal inicial (A) e final (B) dos animais dos diferentes
grupos experimentais: controle (GC), ovariectomizado (GO), melatonina (GM) e ovariectomizado + melatonina
(GOM), bem como o ganho de massa corporal (C) no decorrer de 12 semanas de intervengdes. Os dados estdo
expressos como média = desvio padrdo. ¥ p<0,01 em relagdo ao GC, ** p<0,05 em relacdio a GO e *** p<0,05
em relagdo a GM. g: gramas.

Ao longo das 12 semanas, houve aumento significativo da MC relacionado a
OVX (F=8,44; p<0,01), a MEL (F=30,62; p<0,01) e ao tempo (F=7,85; p<0,01). A Figura 16
abaixo exibe a evolucdo da MC dos grupos experimentais no percurso dos trés meses em

condicdo de hipoestrogenismo e administragdo de melatonina.

Figura 16 - Evolugdo das massas corporais dos grupos experimentais.
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Elaborado pelo autor. Evolucdo das massas corporais dos grupos experimentais (GC = grupo controle; GO =
grupo ovariectomizado; GM = grupo melatonina; GOM = grupo ovariectomizado + melatonina) ao longo de 12
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semanas de hipoestrogenismo e administragdo de melatonina. Dados expressos em média + desvio padro. g:
gramas.

5.2 Parametros biométricos

MEL aumentou significativamente o comprimento do fémur (F=10,02; p<0,05) e
OVX ndo alterou de forma significativa (F=1,82; p=0,19). Para o didmetro maior, OVX e
MEL nd3o promoveram mudangas significativas (F=0,19; p=0,67 e¢ F=0,58; p=0,45
respectivamente). Também ndo foram registradas alteragdes significativas para o didmetro
menor, tanto relativo a OVX (F=0,50; p=0,48) quanto MEL (F=0,50; p=0,48).
Figura 17 - Representagio grifica dos pardmetros biométricos obtidos.
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Elaborado pelo autor. Representacdo grafica do didmetro maior (A) menor (B) e comprimento (C) dos fémures
dos animais dos diferentes grupos experimentais: controle (GC), ovariectomizado (GO), melatonina (GM) ¢
ovariectomizado + melatonina (GOM). Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. ** p<0,05 em
relagdo a GO. mm: milimetros.

5.3 Parametros biofisicos

Com base nas medidas de peso imerso, umido, seco e das cinzas dos fémures
direitos, apresentadas na tabela 1 abaixo, na figura 18 estdo dispostos os valores das
propriedades fisicas: volume 6sseo (cm?), densidade 6ssea e mineral (g/cm?), percentual de
agua, material mineral e material organico das amostras bioldgicas dos animais dos diferentes
grupos experimentais. Para o volume oOsseo, ndo houve efeito estatistico significativo
associado a OVX (F=0,50; p=0,48) e MEL (F=3,12; p=0,08). OVX reduziu significantemente
a densidade o6ssea (F=28,76, p<0,01), enquanto MEL nio alterou (F=0,57; p=0,46). OVX
também diminuiu significativamente a densidade mineral dssea (F=50,34; p<0,01), ao passo

que a MEL nao promoveu modificagdes (F=0,00; p=0,99).
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Para os percentuais de agua e material mineral, OVX aumentou, de forma
significativa, a porcentagem de agua no osso (F=29,58; p<0,01) e reduziu, também
significativamente, o percentual de material mineral (F=36,87; p<0,01). Para essas duas
propriedades, MEL ndo alterou de forma significativa (F=0,10; p=0,81 e F=1,32; p=0,26,
respectivamente), mas aumentou significativamente o percentual de material orginico
(F=22,75; p<0,01), o qual ndo foi modificado de maneira significativa frente a OVX (F=0,51;
p=0,48).

Tabela 1. Dados de peso imerso, umido, seco e das cinzas dos fémures dos animais dos diferentes grupos
experimentais.

Grupos Experimentais

Parametros GC GO GM GOM
Peso imerso (g) 0,34 £ 0,05 0,29 £ 0,05 0,35+0,03 0,32 +£0,02
Peso timido (g) 0,91 +0,12 0,86 +£0,12 0,98 £ 0,08 0,92 + 0,09
Peso seco (g) 0,58 +£0,08 0,51 +0,08 0,61 +0,05 0,56+ 0,05
Peso das cinzas (g) 0,41 £0,06 0,36 £ 0,06 0,43 + 0,03 0,39 £ 0,03

Elaborado pelo autor. Dados expressos em média = desvio padrdo. Controle (GC), ovariectomizado (GO),
melatonina (GM) e ovariectomizado + melatonina (GOM). g: gramas.

Figura 18 - Representacgdo grafica dos parametros biofisicos obtidos.
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Elaborado pelo autor. Representacdo grafica dos valores de pardmetros biofisicos dos fémures direitos dos
grupos experimentais (GC = controle; GO = ovariectomizado; GM = melatonina; GOM = ovariectomizado +
melatonina). Os dados estdo expressos como média + desvio padrao. # p<0,01 em rela¢do ao GC; ## p<0,01 em
relagdo a GO; ### p<0,01 em relacdo a GM; * p<0,05 em relagdo ao GC; ** p<0,05 em relagdo a GO; ***
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p<0,05 em relagdo a GM. g: gramas; cm: centimetros.

5.4 Parametros biomecanicos

Na figura 19 estdo expressos os valores das propriedades biomecanicas dos
fémures direitos: carga maxima (N), deslocamento na carga maxima (mm), resiliéncia (J),
tenacidade (J), rigidez (N/mm), carga maxima (N) e deslocamento (mm) no ponto de fratura
dos animais dos diferentes grupos experimentais. Para a carga maxima, MEL aumentou
significativamente (F=9,93; p<0,01) e OVX ndo modificou (F=0,05; p=0,83). MEL também
aumentou significativamente a carga maxima no ponto de fratura (F=7,36; p<0,05), enquanto
OVX nido alterou esse parametro (F=0,01; p=0,92). Nao foram detectadas modificagdes
significativas no deslocamento para OVX (F=1,19; p=0,28) ¢ MEL (F=3,44; p=0,07). Sem
alteragdes significantes no deslocamento no ponto de fratura para OVX (F=0,14; p=0,71) e
MEL (F=0,80; p=0,38). OVX e MEL também ndo levaram a mudangas significativas para a
resiliéncia (F=0,26; p=0,61 e F=2,45; p=0,13), tenacidade (F=0,37; p=0,55 e F=3,96; p=0,006),
e rigidez (F=1,92; p=0,18 e F=0,94; p=0,34).

Figura 19 - Representacdo grafica dos parametros biomecanicos obtidos.
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Elaborado pelo autor. Representagdo grafica dos valores de parametros biomecanicos dos fémures direitos dos
animais dos diferentes grupos experimentais: (GC = controle; GO = ovariectomizado; GM = melatonina; GOM

= ovariectomizado + melatonina). Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. N: Newton; mm:
milimetros; J: Joule.
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5.5 Parametros bioquimicos

Na figura 20 a seguir estdo expressos os valores dos conteudos de célcio e fosforo
0sseo dos fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais. Nao foram
detectadas diferengas significativas das concentragdes destes elementos relacionadas a OVX
(F=0,59; p=0,45 e F=0,03; p=0,85 para contetido de calcio e fosforo respectivamente). MEL
também ndo promoveu mudangas significativas (F=0,02; p=0,88 e F=3,64; p=0,07 para
conteudo de célcio e fosforo em ordem).

Figura 20 - Representacdo grafica dos parametros bioquimicos obtidos.
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Elaborado pelo autor. Representacdo grafica dos valores dos conteudos de calcio e fosforo das cinzas dos
fémures direitos dos animais dos diferentes grupos experimentais: (GC = controle; GO = ovariectomizado; GM
= melatonina; GOM = ovariectomizado + melatonina). Os dados estdo expressos como média + desvio padrao.
mg: miligramas.

6. DISCUSSAO

Este experimento analisou os efeitos da administragdo cronica de melatonina
sobre o tecido 6sseo de ratas em condicdo hipoestrogénica. Os principais achados foram a
redug¢do da densidade 6ssea e mineral associada a deficiéncia estrogénica e um cenario de
perda Ossea parcialmente neutralizado quando combinado a um tratamento didrio com
melatonina durante 12 semanas. Isso foi evidenciado pelo aumento significativo dos
parametros biomecanicos dos animais tratados com melatonina, em contraste com animais
ovariectomizados. Aspectos como carga maxima suportada e carga maxima no ponto de
fratura foram aumentados nos animais que receberam o horménio, até mesmo em relagao ao
GC, permitindo dizer que houve efeito da melatonina na otimizacdo da resisténcia dssea.
Contudo, ¢ importante notar que a melatonina ndo apresentou efeito expressivo sobre a
densidade 6ssea e mineral, que foram reduzidas significativamente no GO em relagdo ao GC.
Apesar disso, ao considerar as diferencas percentuais entre os grupos € possivel observar que
o grupo tratado com melatonina apresentou resultados mais similares ao GC e melhorados em
relacdo ao GO como serd melhor discutido adiante. Dessa forma, os resultados suportam a

hipdtese de que a melatonina modula as propriedades 6sseas de maneira protetora, visto que
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os animais que receberam o tratamento hormonal tiveram respostas fisioldgicas menos
divergentes dos animais sem intervengdes experimentais do que aqueles ovariectomizados.
Isso demonstra a potencialidade da melatonina em influenciar o mecanismo de remodelacao
Ossea para reduzir a reabsorcdo dssea excessiva provocada pelo déficit de estrogenos, o que
vai ao encontro de inumeros achados semelhantes (LADIZESKY et al., 2001; LADIZESKY
et al., 2003; SHARAN et al., 2017; MARIA et al., 2018; LU et al., 2021). Porém, ainda assim,
deve-se considerar que neste experimento o tratamento hormonal ndo foi suficiente para
neutralizar todas as consequéncias da deficiéncia estrogénica para a totalidade das
propriedades dsseas investigadas.

Também, a partir dos resultados, nota-se que o modelo de ovariectomia foi valido
e eficiente para criar um cenario que, se estendido, poderia levar a um quadro de osteopenia
devido a perda ossea significativa. Essa condi¢do ¢ destacada pela reducdo significativa da
DMO diante do efeito da ovariectomia, sendo essa alteragdo um dos principais indicadores
para o diagnostico e condizente com descrigdes na literatura, nas quais mudangas nas
propriedades fisicas se mostram como derivadas do hipoestrogenismo e capazes de serem
observadas a partir do primeiro més apos a realizagao cirargica (FAIENZA et al., 2013; LIU
et al., 2015; FARMAN et al., 2016; YOUSEFZADEH et al., 2020; LI et al., 2022). Como
forma de confirmacdo do sucesso no procedimento de ovariectomia, no momento da
eutanasia, foi constatada atrofia do tecido uterino nos animais submetidos a OVX em
comparac¢do aqueles ndo ovariectomizados (WRONSKI et al., 1987; PATLAS et al., 2000;
FRANCISCO et al., 2011; SAUL et al., 2016). Também se pode validar a supressdo efetiva da
atividade hormonal ovariana pelo aumento da ingestdo alimentar pelos animais, o que se
associa as mudancas na composicdo corporea € na distribuicdo de gordura (PALMER,
CLEGG, 2015; DE CARVALHO et al., 2016), bem como diante da taxa aumentada de ganho
de MC como consequéncia do prejuizo hormonal (BAXI et al, 2012
MEDINA-CONTRERAS et al., 2020; PEJON et al., 2022). Relacionado a MC, nossos
resultados confirmam que a ovariectomia provocou mudangas neste parametro (Figura 16),
exercendo o aumento da MC ao final dos trés meses de hipoestrogenismo, mas o efeito
também foi notado pela oferta de melatonina. Assim, pode-se inicialmente discutir as
provaveis razdes pelas quais a MC foi aumentada entre os grupos experimentais.

Além de ser uma varidvel que sofre alteragdes diante da situacdo adversa de
deficiéncia estrogénica, a importancia da MC para estudos que investigam o tecido 0sseo se
deve ao estresse mecanico que exerce sobre 0s 0ssos € a sua contribui¢do para o ganho de

massa o0ssea (WRONSKI et al., 1987; FARMAN et al., 2016; JENSEN et al., 2021; POLISEL
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et al., 2021). E sugerido que tensdes Osseas causam diferengas no potencial elétrico ao longo
do osso, induzindo ao aumento da deposi¢do Ossea em pontos de estresse compressivo
(MENKES et al., 1993). Contudo, ¢ bem documentado que a diminui¢cdo da producao de
estrogenos reduz acentuadamente a atividade fisica espontdnea didria de roedores
(LIGHTFOOT, 2008; SHERK et al., 2019; PEJON, 2022), o que tem sido associado a efeitos
deletérios no sistema esquelético pela reducdo do estimulo ésseo induzido pela menor
contragdo muscular (RENNO et al.,, 2007). Diante disso, torna-se relevante ter
homogeneidade na MC no inicio do estudo entre os grupos experimentais (BURR,
ROBLING, TURNER, 2002), a qual foi verificada (Figura 15A) para melhor controle do
experimento.

Apo6s 14 dias da intervengao cirargica, a média da MC do GO (271,20 + 35,68g)
se aproximou do valor do GC (271,60 + 28,36g) e aumentou rapidamente nas semanas
seguintes, com menor variagdo apos 5 semanas. Diante disso, pode-se discutir um aspecto que
¢ capaz de influenciar a variagdo da MC nos grupos experimentais: o estresse provocado pela
realizagdo didria da gavagem orogdastrica, podendo levar a repercussdoes como mudangas no
padrao alimentar (BONNICHSEN, DRAGSTED, HANSEN, 2005; DE MEIJER et al., 2010;
BAILEY, 2018). Intervencdes, em especial quando perduram por longos periodos, sdo
potencialmente responsaveis por impactos fisioldgicos, comportamentais € emocionais e,
ainda que a gavagem orogastrica seja menos invasiva, quando comparada a injecao
intraperitoneal durante longos periodos ou implantagdao subcutanea, pode induzir ao estresse,
sendo observado niveis séricos elevados de hormonios relacionados (KRAHN, GOSNELL,
MAJCHRZAK, 1990; BALCOMBE, BARNARD, SANDUSKY, 2004).

Nesse contexto, tem-se cenarios em que o estresse provocado em animais
experimentais por frequentes intervencdes induz tanto ao aumento quanto a diminui¢ao da
MC. A pesquisa de Murphy et al (2001) retrata uma redugdo significativa de MC em ratas
ovariectomizadas que receberam administracdo diaria de solug¢do veiculo por gavagem, em
comparagdo aos animais levemente anestesiados também submetidos diariamente a
intervencdo. De maneira semelhante, outros pesquisadores descrevem que a gavagem
orogastrica repetitiva em uma dieta rica em gordura, realizada por nove semanas, diminuiu
significativamente o ganho de MC, ingestdo alimentar, peso do figado e adiposidade, em
comparagao aos animais controle que nao foram sujeitos a técnica (DE MEIJER et al, 2010).
Porém, ¢ frequente na literatura resultados em que se tem ganho de MC induzido pela
ovariectomia em animais condicionados a repeticdo da gavagem orogastrica. Na pesquisa,

com duracdo de 8 semanas, foi observado que tanto grupos ovariectomizados submetidos a
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gavagem com solu¢do veiculo quanto aqueles sem gavagem, em comparagdo com animais
controles, mostraram aumento significativo da MC de 13% (p<0,01) e 18% (p<0,01),
respectivamente, em relagao as suas médias precedentes a cirurgia, de forma a concluir que o
aumento de MC ¢ consequéncia da ovariectomia (LIANG et al., 2016).

Em nosso experimento, nos preocupamos em realizar a adaptagdo dos animais ao
procedimento, visando habitua-los ao horario e forma de manuseio, visto estudos que
realizaram a gavagem orogastrica de solugdes aquosas e evidenciam a aclimata¢cdo ao método
como garantia do bem-estar animal (TURNER et al.,, 2012). De fato, notamos que a
habituacdo dos animais as intervengdes facilitou a cooperacdao voluntaria. Ao final do
experimento, podemos observar o maior ganho de MC do GO (39 + 19g) e GOM (56 + 15g)
frente ao GC (32 = 13g), o que ¢ caracteristico da insuficiéncia estrogénica. Porém,
esperava-se encontrar maior diferenca entre o GO e o GC, uma vez que ¢ frequentemente
relatado na literatura um maior ganho de MC combinado a uma maior deposi¢do de gordura
visceral em situagdo de déficit de estrogenos (JIANG; SACCO; WARD, 2008; KALU, 1991;
RETTBERG; YAO; BRINTON, 2014). Dessa forma, frente as pesquisas apresentadas, nao se
pode descartar a possibilidade de modulacao desta variavel pelo estresse induzido em todos os
grupos pelo método de administracio hormonal utilizado, ainda que a aclimatacdo ao
manuseio tenha ocorrido no experimento. Esse ocorrido desperta interesse em nosso grupo
acerca de futuros experimentos que possam se debrugar também sobre anélises relacionadas
ao estresse dos procedimentos ora utilizados.

Acerca do GOM, nossos resultados ndo corroboram com as investigagdes mais
recentes acerca da atuagdo da melatonina sobre a MC em contexto adverso de
hipoestrogenismo. Neste estudo, o tratamento com melatonina ndo foi capaz de prevenir o
aumento de MC nos animais. O hormonio, conhecido classicamente por sua fungao
regulatoria do ciclo circadiano (REITER, TAN, FUENTES-BROTO, 2010), exerce papéis
importantes em varios processos fisiologicos. Ha inimeras pesquisas que investigam sua
atuacdo no metabolismo energético (CIPOLLA-NETO et al., 2014), englobando estudos
realizados por nosso grupo (BECK et al., 2015; BECK et al., 2016; BECK et al., 2018;
FARIA et al., 2021), sua participagdo em processos inflamatérios (HARDELAND, 2019) e,
em contexto de déficit de estrogenos, tem sido amplamente demonstrado sua agdo em regular
a ingestao alimentar e seu papel na reducao do ganho de MC induzido pelo hipoestrogenismo
(SANCHEZ-MATEOS et al., 2007; BAXI et al., 2012;). A revisao de tal papel por Guan et al.
(2021) retne estudos que demonstram sua capacidade em suprimir a adipogénese e a revela

como um agente promissor na intervengdo da obesidade. Ainda, em pesquisas conduzidas em



48

modelo animal pinealectomizados (PX), observa-se aumento significativo de MC, o que nao
acontece em grupos suplementados com o hormdnio, enfatizando a relevancia da melatonina
nesta area (PRUNET-MARCASSUS et al., 2003).

Diante de tantas evidéncias na literatura, mas a ndo observancia desse efeito da
melatonina sobre a MC em nossos resultados, pode-se considerar varios fatores que, quando
conciliados, resultaram em maior MC, porém nao atrelada ao aumento do tecido adiposo
como comumente associado nesse contexto. Um dos fatores ¢ a agdo benéfica da melatonina
no desenvolvimento muscular, tecido este que tem significativa contribui¢do sobre a MC,
sendo o musculo esquelético correspondente a 40% da MC. Estudos sugerem que a
melatonina pode manter as fibras musculares através de uma variedade de agdes e,
consequentemente, atenuar, reduzir ou prevenir a perda de massa muscular, além de evitar a
apoptose das células musculares esqueléticas em razao do estresse oxidativo (CHEN, YOU,
SHAN, 2020; JIN et al., 2021). Além disso, a propriedade antioxidante da melatonina e sua
capacidade em eliminar radicais livres se estende ao sistema esquelético. Com isso, varios
estudos descrevem seus efeitos benéficos no tecido d6sseo, sendo associada a redugdo do
mecanismo de reabsor¢ao O0ssea e aumento da massa mineral 6ssea (AMSTRUP et al., 2013).
Assim, tem-se um cendrio que tanto o desenvolvimento do tecido muscular quanto o 6sseo,
como consequéncias da acdo hormonal, podem ter contribuido para a nao redugdo da MC ao
final de nosso experimento. Dessa forma, experimentos futuros de nosso grupo certamente
observardo a composicao corporal € nao somente a massa corporea total.

Tratando-se das propriedades do tecido 6sseo, o modelo de ovariectomia em rato
experimental ¢ recomendado pela World Health Organization (1998) e Food and Drug
Administration (2016) como método operatorio confiavel de inducdo da deficiéncia de
estrogenos para se testar terapias pré-clinicas relacionadas a perda 6ssea. Com a redugdo dos
niveis séricos do hormdnio, ha aumento na taxa de renovacao do tecido com predominio da
reabsor¢do Ossea em relagdo a formagao dssea, como detalhadamente abordado na introdugao
e aprofundamento na literatura deste trabalho. Esse desequilibrio metabolico que se segue a
diminui¢do de estrogenos provoca elevada perda de massa Ossea, destrui¢ao e alteragdes
progressivas dos parametros Osseos e deterioracdo da microarquitetura do tecido, o que
predispde ao risco aumentado de zonas de estresse e fraturas (RIGGS, KHOSLA, MELTON
I, 1998; LADIZESKY et al., 2003; AMSTRUP et al., 2013). Ainda, a reducdo da massa
Ossea pode ser acompanhada da perda de massa muscular esquelética, condicao denominada

sarcopenia (SAUL et al.,, 2016), intensificando o risco de lesdes Osseas. Diante da
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complexidade para se avaliar a qualidade Ossea, caracteristicas como a composicao do tecido,
design estrutural e resisténcia mecanica sdo importantes indicadores.

Nas medidas biométricas (Figura 17), ndo foram observadas acentuadas variagdes
para os parametros (comprimento, didmetro maior e didmetro menor) relacionados a OVX,
apesar de alteragdes na composicdo do tecido 6sseo que serdo posteriormente discutidas, o
que demonstra que o desenvolvimento 6sseo nao foi modificado pela situacdo adversa
hipoestrogénica durante o percurso deste experimento. Em contrapartida, Fonseca et al.
(2012) demonstraram que a idade dos animais e a concentracdo de estrogenos influenciam na
geometria do fémur. No estudo, ratas com cinco meses de idade foram ovariectomizadas ou
falsamente operadas e mantidas em laboratorio por nove meses, sendo identificado um
comprimento femoral maior para as primeiras (p<0,01), mostrando que o déficit hormonal
acelerou o aumento desta propriedade. Porém, pode-se entender o cenario como adaptagdes
do tecido Osseo para compensar respostas osteometabdlicas que ocorrem apds a deplegdo
hormonal a fim de melhorar a resisténcia 6ssea, ja que a distribuicao espacial da massa 6ssea
(geometria e microarquitetura) estd entre os aspectos determinantes da qualidade Ossea
(BOUXSEIN, KARASIK, 2006). Também, conforme discutido, tem-se a comum contribui¢ao
do ganho de MC e seu efeito piezoelétrico na promocdo dessas adaptacdes (MENKES et al.,
1993), ainda que esse parametro nao tenha sido relatado pelos pesquisadores.

Diante dos nossos dados, é notado um aumento do crescimento femoral associado
a MEL. O GM exibiu ~2,96%, ~4,13% ~1,30% a mais na média de comprimento femoral em
relagdo ao GC, GO e GOM respectivamente. Conforme apresentado por Ostrowska et al.
(2001), ratos PX tiveram a secre¢@o do hormonio de crescimento (GH) suprimida, tendo sido
aumentada com a administragdo de melatonina e atingindo as maiores concentracdes médias
diarias em animais com a glandula pineal preservada. Esses resultados exibem a participagao
da MEL na producdo do GH, reconhecido por seu importante papel no crescimento
longitudinal 6sseo (OHLSSON et al., 1998). Dessa forma, consegue-se elucidar como a
administracdo hormonal pode ter influenciado na geometria do fémur, caracteristica esta que
nao ¢ estacionaria, mas sujeita a mudangas conforme a massa 0ssea € o conteudo mineral do
tecido, o que corrobora com outras pesquisas. O crescimento 0sseo consideravelmente lento,
mas ndo completo, de ratos dos trés aos seis meses de idade também pode ser considerado
(KALU et al., 1989; PATLAS et al., 2000; FRANCISCO et al., 2011).

A composi¢ao do tecido 6sseo envolve componentes minerais, organicos ¢ um
teor de agua, sendo as propriedades mecéanicas do 0sso, como resisténcia a compressao e

rigidez, dependentes da sua composigio e estrutura (DOBLARE, GARCIA, GOMEZ, 2004).
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Mudangas nas propriedades fisicas Osseas se relacionam as alteragdes da densidade Ossea e
mineral do tecido, as quais sdo utilizadas para se estimar a magnitude de lesdes em caso de
doencas 6sseas degenerativas (MUHAMMAD et al., 2013). Ao término das 12 semanas de
intervengoes, foi possivel identificar em nosso estudo que os animais ovariectomizados
experimentaram diminuicdo na densidade oOssea e mineral de ~4,60% e ~12,45%,
respectivamente, em relagdo ao GC. Contudo, MEL nao promoveu resultados significantes
sobre estas variaveis, de modo que ao avaliar o GOM, ainda assim foi verificada reducao de
~2,79% e ~8,92% na densidade 6ssea e mineral, respectivamente, em relacio ao GC,
evidenciando tanto o impacto negativo do déficit de estrégenos quanto um efeito protetor da
melatonina ao impedir uma redu¢do mais acentuada da densidade 6ssea e mineral como nos
animais apenas ovariectomizados. Além disso, ao comparar os dois grupos submetidos a
ovariectomia, tem-se que GOM apresentou aumento de ~1,87% e ~3,87% na densidade 6ssea
e na DMO em comparacio com o GO, reforcando o efeito benéfico da melatonina,
demonstrando seu potencial em mitigar a perda 6ssea induzida pela deficiéncia de estrogenos.
No entanto, diversas pesquisas mostram que a suplementacdo de melatonina
resulta em correlagdo positiva entre os niveis plasmaticos do hormoénio e a densidade dssea
(XU et al., 2018; IGARASHI-MIGITAKA et al, 2020; LI et al., 2022). Em estudo recente, foi
demonstrado por Sharan et al. (2017) seus efeitos benéficos na prolifera¢ao e diferenciagdo
osteoblastica, agindo predominantemente por meio dos seus receptores MT2 que regulam, de
maneira auténoma, a fungdo dos osteoblastos € sdo expressos mais vezes no 0sso que oS
receptores MT1. Igarashi-Migitaka et al. (2020) também detectaram MT2 em células
osteoclasticas, sendo descrito o mecanismo de inibicdo da formagdo osteoclastica pela
melatonina. Ao ativar o MT2, a melatonina regula positivamente a expressao génica dos
marcadores osteogénicos ALP, OCN, BMPs, além da OPG que inibe o ativador do receptor
do ligante NF-kB, RANKL, suprimindo a ostedlise (MALAKOTI et al., 2022). Ainda, frente
a caracteristica antioxidante e anti-inflamatdria, tem-se sua acdo independente de seus
receptores como um eliminador de radicais livres, evitando o estresse oxidativo que €
associado ao aumento da reabsor¢do Ossea ¢ a baixa massa Ossea por estimular a relagao
RANKL/OPG (AMSTRUP et al., 2013; LI et al., 2019), e como um inibidor da producao de
outras citocinas pro-inflamatoérias, controlando a atividade dos osteoclastos (XU et al., 2018).
Mas nem todas as pesquisas envolvendo administragdo exdgena de melatonina
conduzem a resultados positivos na DMO. Tratando-se da via intraperitoneal, Murat e Onder
(2019) administraram MEL a 5 mg/kg/dia durante trés semanas em animais submetidos a

OVX e/ou PX que, apds eutandsia, tiveram a DMO do fémur mensurada por DXA em
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subregides que compreenderam a area proximal, o corpo (didfise) e area distal. Comparado ao
grupo falsamente operado, os pesquisadores ndo encontraram valores aumentados na DMO
nos grupos de animais OVX e PX que receberam MEL exdgena, ao passo que o grupo
submetido as duas intervengdes cirurgicas apresentou valores de DMO significativamente
maiores apenas na sub-regido distal femoral. Possivelmente, os resultados encontrados no
experimento ocorreram devido ao tempo de duracdo da oferta e & dose de melatonina, que
podem nao ter sido suficientes para alcancar resultados significativos. A eficacia da MEL para
evitar a perda 6ssea em animais OVX ¢ bem suportada por estudos recentes que ofertaram
100 mg/kg em agua durante oito semanas (GUAN et al., 2022) e doses maiores de 30
mg/kg/dia por injecdo intraperitoneal ao longo de 12 semanas (LI et al., 2022). Assim, nota-se
que a dose escolhida e a duragdo das intervencdes sdo elementos importantes para se
encontrar alteracdes relacionadas aos parametros 0sseos.

Outro fator de importancia ¢ a técnica de administragdo de substancia utilizada.
Com base nos resultados, MEL ndo foi eficiente em promover alteragdes significantes sobre
alguns pardmetros Osseos como a densidade Ossea e mineral apresentada. Diante disso,
pode-se discutir a biodisponibilidade hormonal em razdo da oferta de melatonina de forma
oral. Estudos apontam que, diferente da administra¢do via intraperitoneal, em que a substancia
fica biodisponivel em média 70%, a via oral pode representar metade da biodisponibilidade
(YELESWARAM et al., 1997). Dessa forma, a quantidade de melatonina ofertada por
gavagem orogastrica pode nao ter sido suficiente para ocasionar modificagdes significativas
nos aspectos biofisicos do osso. Contudo, considerando que o tecido 6sseo ndo ¢ um 6rgao
simples de ser modulado, sdo encontrados resultados inconclusivos e divergentes acerca da
duracdo minima necessaria de um protocolo, sua dosagem e técnica de administragdo para se
observar efeitos nas propriedades 6sseas. Trabalhamos com uma dosagem de 10 mg/kg/dia,
visto a existéncia substancial de pesquisas que utilizaram essa concentragdo e relatam sua
seguranga por gavagem oral e os efeitos protetores do hormonio nas respostas fisiolégicas em
experimentos com animais (USLU et al., 2007; BAXI et al., 2012; HERNANDEZ-PLATA et
al., 2015; GHAREGHANI et al., 2018). Além disso, como at¢ o momento ndo hd um
consenso sobre o tempo ideal de duragdo da oferta, optamos por 12 semanas de administragao
da melatonina, periodo este que correspondeu a um tempo intermedidrio entre muitas
pesquisas com duragdes do tratamento medicamentoso que variam entre 4 semanas a 6 meses
(KOTLARCZYK et al., 2012; TRESGUERRES et al., 2014; HUANG et al., 2021).

Com relacdo as demais propriedades Osseas mensuradas, no teste de flexdo a trés

pontos testamos a resisténcia mecanica do osso e, consequentemente, sua capacidade em
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resistir a fraturas. Os resultados do teste (Figura 19) apontam relacdes positivas entre a
melatonina e as tensdes de cargas maximas medidas, indicando efeitos benéficos do hormonio
na resisténcia Ossea. Os grupos GM e GOM apresentaram maiores valores biomecanicos
como na carga maxima suportada com aumento de ~12,54% e ~13,65%, respectivamente, em
contraste com o GO, mostrando que apesar do déficit de estrogenos, animais
ovariectomizados, quando receberam MEL, resultaram em melhoria das propriedades
mecanicas. O GO, conforme exposto pelas propriedades fisicas, exibiu aumento da
desmineralizacdo 0ssea e maior percentual de 4gua no 0sso, mas seus pardmetros mecanicos
foram menos expressivos. Apesar do efeito ndo significativo, os valores de carga maxima
estdo reduzidos no GO, com diminui¢ao de ~3,19% em relag¢ao ao GC.

Com isso, pode-se cogitar efeitos mascarados da ovariectomia na biomecanica do
GO. Isso porque, conforme investigado por Ammann et al. (1996), dimensdes dsseas como
diametros e espessura cortical t€m importantes papéis na determinagdo da resisténcia ossea e,
portanto, do risco de fratura. No estudo, as relagdes entre a resisténcia e a DMO relativa e
dimensdes Osseas foram avaliadas em ratas ovariectomizadas. Os pesquisadores relatam que ¢
possivel notar aumento do diametro externo da diafise média de ossos longos em animais
hipoestrogénicos, o que foi novamente evidenciado por Ammann e Rizzoli (2003). Além
disso, ha relatos na literatura sobre aumento do didmetro da diafise e da espessura cortical
Ossea como uma forma compensatoria frente aos desequilibrios osteometabdlicos como forma
de restaurar a fragilidade 6ssea (SEEMAN, DELMAS, 2006; SEEMAN, 2008). Ademais, ¢
indicado que a area femoral mais frequentemente impactada em condi¢des adversas ¢ a regido
do contingente trabecular 6sseo, principalmente o colo femoral e a superficie que se estende
do trocanter maior ao trocanter menor (LENART, LORICH, LANE, 2008). O estudo recente
de Li et al. (2023) detectou, 12 semanas apos OVX, a perda de massa 6ssea e a diminui¢do da
densidade dssea trabecular na porcao distal dos fémures examinados. O estudo também fez
uso da técnica de western blot para medir os niveis de expressdo de proteinas ligadas a
formagao e reabsor¢do O0ssea. Entre elas, OPG apresentou niveis mais baixos em animais com
deficiéncia de estrogenos e sem tratamento. Paralelamente, foi observado uma elevagao nos
niveis de RANKL, corroborando um cendrio de perda 6ssea acelerada. Vale considerar, no
entanto, que nossos resultados revelaram aumento significativo do percentual de dgua no
0sso, enquanto reduzia a propor¢do de material mineral associado a OVX. Essas alteragoes
sdao indicadores da qualidade Ossea e permitem fazer inferéncias sobre a microestrutura
trabecular, sugerindo uma estrutura dssea potencialmente mais porosa e, consequentemente,

mais vulneravel a fraturas.
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A resisténcia 0ssea também pode ser avaliada de acordo com a concentracdo dos
minerais Ca e P que estdo envolvidos na mineralizacao do tecido 6sseo. Niveis elevados de
Ca e P no soro sanguineo sao marcadores importantes de reabsor¢ao 6ssea (ARABACI et al.,
2015). Isso porque o aumento gradativo da perda Ossea em uma situacdo adversa, ¢
caracterizado pela redugdo de células osteoblasticas e diminui¢do da absorcao de tais minerais
pelo sistema esquelético, comprometendo sua rigidez (ZHU, LIU, REN, 2018). Foi verificado
no presente estudo diminuicdo da concentracdo de Ca no tecido 6sseo do GO, cerca de
~10,5% em relacdo ao GC, apoiando o efeito prejudicial da deficiéncia de estrogenos na
reabsor¢do Ossea de Ca, o que ja foi apontado em varias pesquisas (CARDINALI et al., 2003).
Em comparacdo ao GOM, a redu¢do da média do contetido de Ca do GO foi de ~8,23%,
indicando potencial cenario terapéutico da melatonina que, segundo investigado por Nakano
et al. (2019), além de atuar no nimero e atividade das células 6sseas, ¢ um hormonio capaz de
mediar a secre¢do de calcitonina no corpo, regulando o metabolismo do calcio.

A partir dos resultados, pode-se demonstrar parcialmente a efetividade da
melatonina em preservar a homeostase do tecido 6sseo apesar dos efeitos negativos da
ovariectomia. Tratando-se do modelo de rata OVX e da condi¢do cronica do nosso
experimento, a administracdo de melatonina demonstrou impactos em varias propriedades
Osseas, frequentemente em oposicdo aos efeitos provocados pela OVX. Reunindo os
parametros mensurados nas analises 0sseas realizadas, MEL aumentou significativamente o
comprimento do fémur, demonstrando uma possivel atuagdo em vias anabolicas 6sseas que
promovem a formacdo do tecido 6sseo, ao passo que o desenvolvimento dsseo ndo foi
modificado pela situagdo adversa hipoestrogénica durante o percurso deste experimento. No
que tange as propriedades biomecanicas, MEL exibiu aumentos significativos na carga
maxima suportada pelo osso em condigdes de flexao em trés pontos na diafise femoral. MEL
também aumentou o percentual de material organico no osso, o que pode apontar para o seu
papel na regulacdo da matriz organica do tecido 0Osseo, possivelmente melhorando sua
qualidade e resiliéncia. Em contraste, MEL ndo apresentou efeitos significativos em aspectos
como densidade Ossea e mineral. Isso sugere que, embora a melatonina tenha exibido
capacidade em modular algumas vias anabolicas, ela ndo atuou de forma generalizada para
melhorar todas as propriedades dsseas.

Especificamente, ela ndo evitou o efeito negativo de desmineralizagdo Ossea
associado a OVX. Contudo, deve-se reconhecer que nem todas as mudancas na estrutura
Ossea se refletem em alteragdes na densidade e composi¢ao bioquimica e € possivel notar que

a MEL contrabalanceou indicativos de perda 6ssea e degradacdo da matriz provocados pela
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OVX. E o caso do aumento da porcentagem de dgua no osso nos animais em condi¢io
hipoestrogénica, o que ¢ caracteristico de um tecido dsseo mais poroso e, consequentemente,
mais suscetivel a fraturas. Com isso, tais dados apontam para o potencial da melatonina como
método farmacoldgico nesse contexto de desequilibrio, sendo capaz de neutralizar algumas
respostas adversas Osseas provocadas pelo hipoestrogenismo e permitir que animais
ovariectomizados apresentem propriedades Osseas mais proximas aos animais com niveis
fisiologicos de estrogenos. Portanto, de modo geral, enquanto a OVX causou degradacao
Ossea generalizada, MEL beneficiou certas propriedades dsseas, mas ndo compensou de
maneira completa todos os efeitos deletérios da escassez de estrogenos na saude do tecido.
Nosso protocolo de administragdo da substancia se mostrou efetivo em reduzir consequéncias
negativas provocadas pela ovariectomia e concordamos que os conhecimentos acerca dos
efeitos da MEL sobre o tecido 6sseo em condicdo de hipoestrogenismo puderam ser
aprofundados. Resultados mais expressivos € homogéneos sobre todo o tecido Osseo talvez
possam ser identificados a partir de mudangas metodoldgicas, visto que ainda nao ha uma

dose, duragao e meio de uso da substancia considerados ideais.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, foi identificado significativa perda dssea em
situagdo de déficit de estrégenos com redugdo da densidade 6ssea e mineral, aumento do teor
de 4gua dssea e diminuicdo do conteudo mineral, propriedades que condicionam a qualidade
Ossea. Contudo, a administragdo de melatonina preveniu parcialmente os prejuizos 6sseos
apontados, sendo favorecida a resisténcia 6ssea dos animais que receberam a oferta hormonal,
a qual foi evidenciada pelo teste mecanico, em que houve aumento significativo da carga
maxima e da carga maxima no ponto de fratura suportada pelo osso. No entanto, o tratamento
com o hormoénio nao foi efetivo para neutralizar ou reverter todas as consequéncias negativas
da condicdo de déficit de estrégenos na saude do tecido Osseo. Entre as propriedades, a
melatonina ndo mostrou efeito significativo sobre valores de densidade 6ssea e mineral, os
quais foram reduzidos nos animais OVX, condicao esperada pela intensificacdo da reabsor¢do
Ossea que ocorre na escassez de estrogenos. Porém, ainda assim, o tratamento demonstrou um
potencial efeito protetor da melatonina ao manter os valores dessas propriedades em niveis
percentuais menos divergentes dos animais sem intervencgdes experimentais do que no grupo
de animais apenas ovariectomizados. Ainda, quanto ao quadro de hipoestrogenismo, por mais
que ndo sejam mudancas significantes, foi perceptivel a menor forca sustentada pelo osso,

além de variacdes nas concentracdes de minerais detectadas nos animais em estado de



55

prejuizo de estrégenos. Assim, entende-se que a melatonina foi parcialmente eficaz em
preservar a homeostase osteometabdlica apesar do efeito negativo da ovariectomia. Portanto,
este estudo revelou que o tratamento cronico com melatonina manifestou evidéncias da
potencialidade do hormonio na prote¢ao da deterioragdo da qualidade 6ssea no contexto das
desordens osteometabdlicas provocada pela OVX, mas ndo foi suficiente para neutralizar

todas as suas consequéncias em todas as propriedades analisadas.
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ANEXO A - Certificado da Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

Pro Reitoria comisséo de Etica no Uso de Animais
= Universidade Federal de S&o Carlos ﬂ
5 Pesquisa LIFL:{ Aar

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Melatonina como potencializadora dos efeitos do treinamento fisico sobre parametros
biomoleculares do metabolismo energético sob hipoestrogenismo", protocolada sob o CEUA n? 1694190521 (b 001569), SOb a
responsabilidade de Wladimir Rafael Beck e equipe; Taciane Maria Melges Pejon - que envolve a producdo, manutengao efou
utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino
- estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de S&o Carlos (CEUA/UFSCAR) na reunido de 23/08/2021.

We certify that the proposal "Melatonin as potentiator of the physical training effects on biomolecular parameters of energy
metabolism under hypoestrogenism", utilizing 135 Heterogenics rats (135 females), protocol number CEUA 1694190521 (ip 001569),
under the responsibility of Wladimir Rafael Beck and team; Taciane Maria Melges Pejon - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Sao Carlos (CEUA/UFSCAR) in the meeting of 08/23/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 08/2021 a 08/2023 Area: Centro de Ciéncias Bioldgicas E da Salde
Origem: Biotério Central da UFSCar

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 40 a 45 dias N: 135
Linhagem: wistar Peso. 120a150g

Local do experimento: Laboratério de Fisiologia Enddcrina e Exercicio Fisico / Departamento de Ciéncias Fisioldgicas / UFSCar.
Sao Carlos, 23 de agosto de 2021
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