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1. INTRODUCAO

Atualmente, a sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é considerada uma das
desordens endocrinologicas mais frequentes em mulheres em idade reprodutiva, de causa
multifatorial e com susceptibilidade associada a fatores de riscos genéticos e ambientais (Yao
et al., 2017). Nessa sindrome, a infertilidade feminina pode ser atribuida ndo apenas a
anovulacgéo cronica, mas também a diminuicdo dos odcitos e a qualidade do embrido (Plachot
et al., 2003) uma vez que a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) a partir das
células mononucleares é elevada em portadoras da SOP e o produto da peroxidacdo lipidica,
decorrente do estresse oxidativo, aumenta consideravelmente no soro e no fluido folicular das
mesmas (Gonzalez et al., 2006).

Devido a tais caracteristicas, tem-se buscado alternativas terapéuticas para o
tratamento da SOP, como a utilizacdo de agentes antioxidantes associados a tratamentos pré-
estabelecidos. Dentre eles, destaca-se a melatonina, um hormdnio produzido e secretado pela
glandula pineal que atua na regulacdo do estrogeno e progesterona, na atividade funcional e
crescimento ovariano, reduzindo o estresse oxidativo nos foliculos, e protegendo os o0citos
contra os radicais livres (Devoto et al, 2002; Fujimoto et I., 2002). Também foi observado que
essa indolamina lipofilica atravessa a placenta livremente sem ser alterada, atingindo a
circulacdo fetal com facilidade, mediando diversas interacdes fisiologicas fetais (Goldman et
al., 2003).

Dentre os tratamentos disponiveis, a metformina, uma biguanida utilizada para tratar
pacientes obesos com diabetes tipo 2, tornou-se o agente mais utilizado devido a seus efeitos
diretos sobre a esteroidogénese (Mansfield et al., 2003). Assim, como a melatonina é um
potente agente antioxidante e eliminador de radicais livres, e 0 estresse oxidativo € uma
condicao presente na SOP (Glueck et al., 2013), testamos a hipdtese de que a utilizacdo da
melatonina associada a metformina poderia reduzir os niveis do desequilibrio redox,
influenciando, consequentemente, no reflexo do perfil lipidico, tornando-se uma alternativa
terapéutica eficaz para essa enfermidade durante a gestacéo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizadas 40 ratas albinas da linhagem Wistar com 90 dias de idade, pesando
aproximadamente 200g + 20g, procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Este experimento foi
aprovado pelo CEUA, com a licenga 19/2017. 102

As ratas foram mantidas em gaiolas com alimentagdo e agua “ad libitum”, na
temperatura de 22+1° C e iluminacdo artificial de 12 horas claro e 12 horas escuro. Ap6s um
periodo de adaptacdo, foram colhidos esfregacos vaginais para a determinacao do ciclo estral.
As ratas que apresentaram trés ciclos estrais regulares foram divididas em cinco grupos, cada
um, constituido por 8 animais; Grupo I- Animais sem indug¢do da SOP (Controle); Grupo I1-
Animais induzidos & SOP (SOP); Grupo Ill- Animais induzidos a SOP e tratados com
Metformina (SOP + Met); Grupo IV- Animais induzidos a SOP e tratados com Melatonina
(SOP+ Mel); Grupo V- Animais induzidos a SOP tratados com Metformina e Melatonina
(SOP+Mel+Met).

2.2 Inducéo da SOP
A inducéo da Sindrome dos ovérios Policisticos foi realizada em todos os animais dos
grupos I, 111, 1V e V. Foi realizada mediante gavagem de Letrozol na dosagem de 1mg/kg/dia
durante 21 dias consecutivos (Kafali et al., 2004). Para confirmacdo da inducéo, esfregacos
vaginais foram realizados para identificacdo da aciclicidade estral das ratas.

2.3 Tratamento com metformina
O cloridrato de metformina foi administrado por gavagem nos animais dos grupos Il e
V, na dosagem de 50 mg/100g diluido em 0,05 mL de &gua destilada segundo a metodologia
de Elia et al., dez dias antes e durante o periodo gestacional. O grupo Il recebeu apenas dgua
destilada.

2.4 Tratamento com melatonina

O tratamento com melatonina foi realizado apos afericdo do peso das ratas, de acordo
com a metodologia proposta por Prata-Lima et al., nas ratas do grupo IV e do grupo V. A
melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) foi administrada na dose de 0,5 mg/kg de peso
corporal do animal, dissolvida em um volume de etanol (0,02 mL) e diluida na dgua de beber,
durante a noite (18:00). Para garantir a ingestdo, os animais passaram diariamente por um
periodo de restricdo hidrica de cerca de 4h. A melatonina foi administrada dez dias antes e
durante o periodo gestacional.

2.5 Acasalamento
Apos o diagndstico da SOP, e 10 dias de tratamento, as fémeas foram pesadas e
permitidas ao acasalamento na proporcdo de um macho para duas fémeas, diariamente,
sempre no inicio da noite (18:00h). Na manha seguinte (06:00h), foram realizados exames
colpocitol6gicos para a confirmacao do acasalamento, tomando-se como parametro a presenca
de espermatozdides nos esfregacos vaginais, corados pelo método de Shorr-Harris, sendo este
dia considerado o primeiro dia gestacional.

2.6 Dosagens Bioquimicas
As ratas de todos o0s grupos experimentais foram imobilizadas utilizando-se um
contensor para a coleta do sangue por puncdo da veia caudal lateral com uso de cateter (24G),
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o0 sangue foi coletado antes da inducdo da SOP, apds a indugdo, apds 10 dias dos respectivos
tratamentos e durante a gestacdo, nos tempos de 7, 14 e 21 dias de prenhez. Apoés
centrifugacdo refrigerada, o soro foi acomodado em microtubos (eppendorfs) e congelado a -
20°C até o momento das dosagens (Teixeira et al., 2004), que foram realizadas em triplicatas.
As dosagens de colesterol total (CT), triglicerideos (TG), HDL, LDL, VLDL e glicose dos
animais foram realizadas utilizando kits reagentes da Doles, conforme especificagdes do
fabricante.
2.7 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada em um programa computacional GraphicPad Prism
5, onde dados foram avaliados por meio de testes paramétricos de Anova One-way com post-
hoc de Tukey (P<0,05), e Anova Two-way, para analise da ciclicidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Perfil lipidico e niveis de glicose

O perfil lipidico observado nos diferentes grupos experimentais demonstrou um
aumento nos niveis de colesterol total naqueles animais que foram induzidos a SOP, diferindo
significativamente do grupo controle, o colesterol total foi normalizado apds os respectivos
tratamentos, tanto com metformina, melatonina e sua associa¢ao. No terco inicial da gestacdo
foi observado diminuicdo caracteristica do colesterol total nos animais dos grupos que
receberam as monoterapias ou sua associa¢do. No terco médio da gestacdo verificou-se um
aumento expressivo nos animais tratados com a associacdo. J& no terco final da gestacao
verificou-se uma reducéo significativa nos animais dos grupos que receberam as monoterapias
ou sua associacdo. Os triglicerideos também se apresentaram elevados apos a inducdo da
policistose, tendo seus niveis reduzidos apenas nos animais tratados com melatonina e a
associacdo dos farmacos. Nao foram observadas diferencas entre os grupos na fase inicial e
média da gestacdo, entretanto com 21 dias, apenas os animais que receberam melatonina e a
sua associagdo com a metformina apresentaram niveis semelhantes aqueles observados no
grupo controle.

Os niveis de HDL apresentaram-se reduzidos apés a inducdo da SOP, e tiveram seus
niveis normalizados ap6s 0s respectivos tratamentos, entretanto, no terco inicial da gestacdo
verificou-se uma reducdo nos animais tratados com melatonina e a associacdo. No terco
médio apenas a associa¢do reduziu sendo semelhante aos animais do grupo Il. E no terco final
do periodo gestacional, os animais que receberam os diferentes tipos de tratamento
apresentaram uma reducdo do HDL, diferindo dos animais do grupo controle e do Gll, mas
sem diferir significativamente entre si (Tabela 4). O LDL apresentou-se elevado nos animais
que foram induzidos a SOP, diferindo significativamente dos animais do grupo I. Com 10 dias
de tratamento, tanto com metformina, melatonina e a associacdo dos farmacos, seus niveis se
regularizaram assemelhando-se aos animais do grupo controle. Esse mesmo resultado foi
observado no terco inicial da prenhez. Com 14 dias apenas as monoterapias promoveram
normalizacdo dos niveis dessa fracdo do colesterol e com 21 dias de prenhez ocorreu uma
reducdo acentuada nos animais que receberam os diferentes tratamentos, diferindo
significativamente dos animais do grupo I.

Os niveis de VLDL foram aumentados ap6s a indugdo da SOP. Apds 10 dias de
tratamento todos os animais dos grupos induzidos a SOP independente ou ndo do tratamento
apresentaram niveis semelhantes aos animais do grupo controle. Esse mesmo efeito foi
observado no terco inicial e médio da gestacdo. Entretanto, no terco final da gestacdo apenas
os animais dos grupos tratados com melatonina e associacdo apresentaram niveis semelhante
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aos animais do grupo controle. Os niveis de glicose foram aumentados apds a inducdo da
SOP. Apos 10 dias de tratamento todos os animais dos grupos induzidos a SOP independente
ou ndo do tratamento apresentaram niveis semelhantes aos animais do grupo controle,
permanecendo assim no terco inicial e médio da gestacdo. No terco final da gestacdo
evidenciou-se reducdo apenas nos animais tratados com a associagao.

CONSIDERACOES FINAIS

A metformina possui efeitos diretos na esteroidogénese ovariana através da inibicdo da
CYP 17 com reducdo da expressdo do seu RNA mensageiro, e também diminui a insulina,
atenuando a producdo androgénica pelas células da teca, restaurando a ciclicidade dos animais
(Pai et al., 2014). A melatonina, por sua vez, é capaz de regular a producdo dos hormdnios
sexuais, a foliculogénese e a maturacdo oocitaria (Nakamura et al., 2003). Além disso,
mulheres portadoras da SOP apresentam diminui¢do ovariana desse hormdnio que pode estar
relacionada com a anovulacdo e perda da qualidade do odcito presentes nessa sindrome
(Terzieva et al., 2013), entdo, a utilizacdo de melatonina exdgena regularia a ciclicidade estral
dos animais.

Outra caracteristica resultante da inducdo da SOP pelo letrozol € que os animais
exibem alguns disturbios metabolicos da SOP humana como o aumento do peso e da gordura
corporal, colesterol total e triglicerideos (Sasikala et al., 2009). Tais caracteristicas também
foram observadas na presente pesquisa, onde os animais do grupo Il apresentaram peso, CT,
TG, LDL e VLDL elevados em comparacdo com 0s demais grupos, sendo esse efeito
atenuado apos a utilizacdo da metformina, melatonina ou a associa¢do dos farmacos. Essa
diminuicdo lipidica no tratamento com melatonina pode ser decorrente dos seus efeitos no
tecido adiposo marrom, via desacoplamento da fosforilacdo oxidativa na mitocondria
(Cipolla-Neto et al, 2014). Além disso, estudos demonstraram que a suplementacdo com
melatonina é capaz de reduzir tanto o ganho de peso corporal quanto a quantidade de gordura
visceral depositada, independente da ingestdo de alimentos (Tan et al., 2012). Um estudo
realizado por Mohammadi-Sartang et al., demonstrou que a melatonina pode exercer efeitos
diretos nos niveis de colesterol e triglicerideos dependendo da dose utilizada e do seu tempo
de administracao.

A metformina por sua vez, também pode atuar na diminuicao de peso corporal, sendo
predominantemente indicada para tratar pacientes com resisténcia a insulina e obesidade
relacionadas a SOP (Haas et al., 2017). Sua utilizacdo pode controlar o metabolismo dos
lipidios e a ingesta de alimentos, como demonstrado no estudo de Aradjo et al.,.Além disso, a
metformina regula de forma direta os niveis de CT, LDL e peso corporal como demonstrado
por Solymar et al.

Assim, diante de todos esses achados, pode-se concluir que as monoterapias
apresentaram maior eficacia em normalizar os parametros decorrentes da inducdo da SOP
durante o periodo gestacional quando comparadas com a associacdo dos farmacos,
destacando-se a utilizacdo da melatonina exdgena, podendo esta, diante de todos 0s seus
efeitos benéficos, ser considerada uma alternativa terapéutica para o tratamento da SOP.

Palavras-chave: Melatonina; Metformina; Metabolismo; SOP; Perfil lipidico.
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