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RESUMO

Atualmente tem-se buscado estratégias terapéuticas como a melatonina
para abrandar os sintomas das comorbidades relacionadas a obesidade, pois
esta tem sido associada a reducdo do peso corporal. Assim, a presente
pesquisa objetivou avaliar parametros metabdlicos, bioquimicos e
histoquimicos no figado, bem como analisar a interagdo da melatonina com a
histofisiologia renal e o sistema imune em ratas prenhes alimentadas com dieta
hipercalorica associada ou ndo a esse horménio. Utilizou-se 40 ratas prenhes
divididas nos grupos (n=10): I: ratas submetidas a dieta comum (D); Il: ratas
submetidas a dieta hipercalérica (DH); Illl: ratas submetidas a dieta
hipercalorica + melatonina (0,5 mg/kg) (DH+Mel) e IV: ratas submetidas a dieta
comum + melatonina (0,5 mg/kg) (D+Mel). Os resultados revelaram que ao 7°
dia as fémeas dos grupos DH e DH+Mel apresentaram ganho de peso
corporal. Ao 14° e 20° dia, apenas as fémeas do grupo DH mantiveram essa
condicdo. Nao houve diferencas para a ingestédo solida e liquida, ao 7° dia. Ao
14° e 20° dia, houve elevacéo desse parametro nas fémeas do grupo DH. Os
niveis séricos de ALT, AST, GAMA GT, fosfatase alcalina, amilase, lipase,
frutosamina, colesterol total, LDL, triglicérides, HDL, glicose e insulina
aumentaram aos 7° e 14°dia nas fémeas do grupo DH, com excec¢ao dos niveis
de amilase que néo diferiu entre as fémeas dos grupos (7° dia) e reducéo da
FA e HDL (14°dia). Nas fémeas dos grupos tratados com melatonina os niveis
de amilase foram reduzidos. Ao 20° dia, as fémeas do grupo DH apresentaram
0 mesmo comportamento observado ao 14° dia. Porém as fémeas que
receberam a melatonina exibiram aumento da FA e do HDL, enquanto os
demais parametros apresentaram valores reduzidos em relacdo aos grupos D e
DH. A quantidade de lipidio no figado, bem como o teor de colageno foram
significativamente elevados nas fémeas do grupo DH em relacdo aos demais
grupos. Nas fémeas do grupo DH+Mel houve diminuicdo significativa na
guantidade de gordura e de colageno. Nas fémeas dos grupos D, DH+Mel e
D+Mel nédo ocorreram diferencas em relacdo a quantidade de glicogénio
hepatico, diferindo das fémeas do grupo DH que apresentou niveis elevados
em relagcdo a estes. Observou-se que as fémeas do grupo DH apresentaram

alteracdes hematoldgicas, urinérias e bioquimicas significativas, melhorando os
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niveis de uréia, creatinina, glicose, bilirrubina, leucdcitos, e plaguetas, sendo
tais niveis normalizados pela administracdo da melatonina. Além disso, a
marcacao de coladgeno e citocinas proinflamatoérias no bacgo (IL-6 e TNF-a) foi
elevada e a de VEGF reduzida. A melatonina exdégena mostrou ser uma
alternativa terapéutica eficaz, apresentando varios efeitos antiobesogénicos
durante a prenhez em ratas e reduzindo os efeitos adversos causados pela
obesidade.

Palavras-chave: melatonina, obesidade, prenhez, ratas, figado, rins, baco,

metabolismo.

ABSTRACT

Nowadays researchers have tried treatment strategies such as melatonin
to slow down the symptoms of comorbidities related to obesity, since it has
been associated with reduced body weight. Thus, the present study aimed to
evaluate metabolic, biochemical and immunohistochemical parameters in the
liver, as well as analyzing the interaction of melatonin with renal histophysiology
and the immune system in pregnant rats fed with high calorie diet with or
without this hormone.We used 40 pregnant rats divided in the groups (n=10): I
rats subjected to the common diet (D); IlI: rats submitted to high calorie diet
(DH); 11I: rats submitted to high calorie diet + melatonin (0.5 mg / kg) (DH + Mel)
and IV: rats subjected to the common diet + melatonin (0.5 mg / kg) (D + Mel).
The results showed that at day 7 females of DH and DH + Mel groups showed
body weight gain. At 14th and 20st day, only the females from DH group
retained this condition. There were no differences for the solid and liquid intake,
in the 7th day. At 14th and 20st day, there was an increase of this parameter in
females of DH group. The serum levels of ALT, AST, Gamma GT, alkaline
phosphatase, amylase, lipase, fructosamine, total cholesterol, LDL,
triglycerides, HDL, glucose and insulin increased at 7th and 14th day in females
of DH group, with the exception of amylase levels that did not differ between
females of the groups (day 7) and reduced HDL and AF (day 14). In females of
the groups treated with melatonin, amylase levels were reduced. At 20st day,

the females of DH group showed the same behavior observed at 14 days.
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However, females who received melatonin showed increased FA and HDL,
while the other parameters showed reduced values on the D and DH groups.
The amount of lipids in the liver as well as the collagen content was significantly
higher in females of DH group compared to other groups. In females of DH +
Mel group there was a significant decrease in the amount of fat and collagen. In
females of groups D, DH + Meland D + Mel there were no differences in relation
to the amount of hepatic glycogen, differing from the females of DH group that
had elevated levels relative to these.lt was observed that females from DH
group had hematological, urine and biochemical significant changes, as the
improve levels of urea, creatinine, glucose, bilirubin, leukocytes, and platelets,
and these levels normalized by administration of melatonin. Furthermore, the
marking of collagen and proinflammatory cytokines in spleen (IL-6 and TNF-a)
was elevated and reduced VEGF. Exogenous melatonin was shown to be an
effective alternative therapy, with various anti-obesity effects in rats during
pregnancy and reducing the adverse effects caused by obesity.

Keywords: melatonin, obesity, pregnancy, rats, liver, kidneys, spleen,
metabolism.



273

Capitulos

SUMARIO

Pag.

1. INTRODUGAO. ......coiuieiieeieeeeeeeeee et 21
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt 24
2.1, ObeSIdade. ........ccooiiiiiiiii 27
2.1.1 Obesidade e Tecido AdIPOSO.........cuuurrruiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeieennnnns 27
2.1.2. Tecido adiposo e sua funcdo endocrina............ccoccvvveeeeeennnnnee 29
2.2. DIetas € geStAGAD. ......citiiieiiiiieeee e 32
2.3. NULrGAO € SIStEMA IMUNE.......uviiiiiiii e 34
2.4. Comorbidades associadas a obesidade............ccccceeeveeeeeeeennnn.. 36
2.4.1. Obesidade, lesdes hepaticas e renais............cccccvvveeiieeeeennn. 37
2.4.2. Obesidade e danos oXidatiVos..............eeuveeiiiiiinieiieeeeeeeeeeeeee 39
2.5. Sintese e acao MelatoniNa........cccceevieeeeieee e 41
2.6. Melatonina e sistema imunolOQICO. .........ccoeevueieieeiiiiiiiieeee e, 44
2.7 Melatonina e propriedades antioxidantes..............ccccevvvvveeeennnnns 46
2.8 Melatonina e tecido adipOSO0..........cc.uuviiiiiiiiiiiiiee e a7
3. REFERENCIAS.......oooveeeeee ettt 48
Parametros metabdlicos, bioquimicos e histoquimico do figado em
ratas alimentadas com dieta hipercalérica associada ou ndo a

63
melatonina durante a prenNez ..........cooeeeeeeiiiiiiieeeeceee e,
1 11 64
AB ST R A C T e e 65
INTRODUGAO. ...ttt 66
MATERIAIS E METODOS........c.coiieiieeeteceeeee et eee et 67
RESULTADOS E DISCUSSAO. ..ot 71
CONCLUSAOD. ..ottt 81

REFERENCIAS. ....coooeeeeeee oo ettt et eeiae 82



274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304

Administracdo da melatonina exdgena associada a uma dieta

hipercalérica em ratas prenhes pode prevenir danos na

histofisiologia renal € do bago ..........cceuveiiiiiiiiiiiiii o7
RESUMO........oiiieteieeceeeeeees ettt en st ee st eenes e an s eneeteeneees 98
ABSTRACT ....ooviiieeieeeeeeeteteeee ettt en s sttt eesse s s s s e e, 99
INTRODUGAO. ..ot 100
MATERIAIS E METODOS........cocoeueeeeeeeeeeieeeeeeeeees e 102
RESULTADOS.......oouieeieeeeeeeieee et eee et en s as s 108
DISCUSSAO. ...t en et 111
CONCLUSAO. ...ttt 119
REFERENCIAS.........ootieieeeeeee et en e 120



305 LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
306

307 5-HTP (5-hidroxitriptofano)

308 AG (4cidos graxos)

309 AgRP (proteina relacionada ao Agouti)

310 ALT (alanina transaminase)

311  AMPc (adenosinamonofosfato ciclico)

312 AST (aspartato transaminase)

313  ATP (adenosina tri-fosfato)

314 BSA (albumina sérica bovina)

315 CART (transcritos relacionados a anfetamina e cocaina)
316 CFMV (conselho federal de medicina veterinaria)
317 CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média)
318 CIP P-450 (citocromo P-450)

319 COX-2 (ciclocoxigenase 2)

320 D (dieta comum)

321  DH (dieta hipercal6rica)

322 EDTA (&cido etilenodiamino tetra-aceético)

323 ERN (espécies reativas de nitrogénio)

324 EROs (espécies reativas de oxigénio)

325 FA (fosfatase alcalina)

326 GAMA GT (gama glutamil transferase)

327  GLUT 4 (transportador de glicose tipo 4 regulado por insulina)
328 GSH (glutationa reduzida)

329  H202 (perdxido de hidrogénio)

330 HszPOa4 (acido fosforico)

331  HCT (hematdcrito)

332 HDL (lipoproteina de alta densidade)

333  HF (high fat)

334 HGB (hemoglobina)

335  HIOMT (hidroxiindol O metil transferase)

336 HOCI (4cido hipocloroso)

337 IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica)
338 I-CAM -1 (molécula de adeséo intercelular 1)



339 IL -1 (Interleucina 1)

340 IL-1 B (interleucina 1 beta)

341 IL-10 (interleucina 10)

342  IL-6 (interleucina 6)

343 IMC (indice de massa corporal)

344 iINOS (6xido nitrico sintase)

345 IR (insuficiéncia renal)

346 IRS-1 (receptor de insulina-1)

347 KCI (cloreto de potassio)

348 LDL (lipoproteina de baixa densidade)

349 LPL (lipase lipoprotéica)

350 MCP-1 (proteina quimioatrativa de mondcitos)
351 MDA (malondialdeido)

352 MEL (melatonina)

353  MT1 (receptor de melatonina tipo 1)

354  MT2 (receptor de melatonina tipo 2)

355 MT3 (receptor de melatonina tipo 3)

356 NAFLD (doenca do figado gorduroso néao alcodlico)
357  NAS (N-acetilserotonina)

358 NASH (esteato-hepatite ndo-alcodlica)

359  NAT (N-acetil transferase)

360 NF-kB (fator nuclear kappa beta)

361  NK (natural killers)

362  NO (6xido nitrico)

363  NO?2 (nitrito)

364  NPY (neuropeptideo Y)

365 NQOZ2 (quinonaredutase II)

366 NSQ (nucleo supraquiasmatico)

367 OCT (Optimal Cristal Temperature)

368 OMS (Organizacdo Mundial de Saude)

369 ONOO- (peroxinitrito)

370 PAHO (Pan American Health Organization)
371 PAI -1 (inibidor do ativador de plasminogénio)

372  PBS (phosphate buffer solution)



373 PCR (proteina C reativa)

374  PLGF (fator de crescimento placentéario)

375 PLT (plaquetas)

376  POMC (pro-opio-melacortina)

377  PPT (proteinas plasmaticas totais)

378 RELM (Resistin-LikeMolecules)

379 RNS (espécies reativas de nitrogénio)

380 ROS (espécies reativas de oxigénio)

381 SM (sindrome metabdlica)

382 SREBP-1 (fator transcricional 1)

383 TAB (tecido adiposo branco)

384  TAG (triacilglicerol)

385 TAM (tecido adiposo marrom)

386 TBARS (substéancias reativas ao acido tiobarbittrico)
387 TGF-a (fator alfa de crescimento transformante)
388 TGF-B (fator beta de crescimento transformante)
389  TH (triptofanohidroxilase)

390 TLR-2 (toll like receptor 2)

391  TNF-a (fator alfa de necrose tumoral)

392  TRL-4 (toll like receptor 4)

393 UCP-1 (proteina desacopladora 1)

394 V-CAM-1 (molécula de adesédo de células vasculares 1)
395 VCM (volume corpuscular médio)

396 VEGF (fator de crescimento endotelial vascular)
397 VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade)
398

399
400
401
402
403
404

405



406

407

408

409

410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438

LISTA DE FIGURAS

Capitulo II

Figura 1: Ganho de peso A (7dias), B(14 dias) e C (20 dias); Ingesta Solida D
(7dias), E (14 dias) e F (20 dias) e Ingesta Liquida G (7dias) H (14 dias) e | (20
dias). Médias seguidas das mesmas letras nao diferem entre si de acordo com
o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05). ......cccccvveeeeeiiiiiiiiiiccciiieiieeeee 91

Figura 2: Fotomicrografia de figado corados pelo OIL RED O. A: Dieta Comum,
B: Dieta Hipercaldrica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum +

Y T2I =1 (0] 11 4 - VT T TR 94

Figura 3: Quantificacdo de lipidios hepaticos por coloracdo OIL RED O. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).......cuuueemiiiiiiiiiiiiiiiiaeeiiieiinnns 94

Figura 4: Fotomicrografia de figado mostrando fibras colagenas coradas por
Sirius Red. A: Dieta Comum, B: Dieta Hipercaldrica, C: Dieta Comum +

Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina.........coevveeeeieeeeeee e, 95

Figura 5: Quantificacdo de fibras colagenas hepéticas. Coloracdo Sirius Red.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05)........ccccuvveeevieiirinnnn. 95

Figura 6: Fotomicrografia de figado evidenciando glicogénio corado pelo Acido
Periodico de Schiff. A: Dieta Comum, B: Dieta Hipercalérica, C: Dieta Comum +

Melatonina e D: Dieta Comum + MelatOnina.........veeveeeeeeeeee e 96

Figura 7: Quantificacdo de glicogénio hepatico. Coloracéo Acido Periddico de
Schiff. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05)................... 96



439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471

Capitulo Il

Figura 1. Fotomicrografia das fibras colagenas nos rins das fémeas dos grupos
experimentais. Coloracdo por Sirius Red. A: Dieta Comum, B: Dieta
Hipercaldérica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum +

Y T<1 =1 00] 11 4 - VAT 127

Figura 2. Quantificacdo de fibras colagenas nos rins das fémeas dos grupos
experimentais. Coloracao Sirius Red. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc
de TUKEY (P<0O,05)...cciiiiiiiieeieiii ettt a e e e e 127

Figura 3. Fotomicrografia das fibras coldgenas no baco das fémeas dos grupos
experimentais. Coloragdo por Sirius Red. A: Dieta Comum, B: Dieta
Hipercaldrica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum +
V=] = (] 1T T PR UUP RPN 128

Figura 4. Quantificacdo de fibras colagenas no baco das fémeas dos grupos
experimentais. Coloracdo Sirius Red. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc
de TUKEY (P<0,05).. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaennnnns 128

Figura 5. Fotomicrografia do baco das fémeas dos grupos experimentais.
Imunohistoquimica para IL-6. A: Dieta Comum, B: Dieta Hipercal6rica, C: Dieta

Comum + Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina...........cooeeveiiineeanean.. 129

Figura 6. Quantificacdo de IL-6 no baco. Médias seguidas pela mesma letra
nao diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos
NOC de TUKEY (P<0,05).....ciiiiiiiiii it e e e e e e e e enaes 129

Figura 7. Fotomicrografia do baco das fémeas dos grupos experimentais.
Imunohistoquimica para TNF - a. A: Dieta Comum, B: Dieta Hipercaldrica, C:

Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina................c........ 130



472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505

Figura 8. Quantificacdo de TNF - a no bago. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo
POS NhOC de TUKEY (P<0,05)....cciieiiiiiiiiiiiieee e ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeeenees 130

Figura 9. Fotomicrografia da regido cortical dos rins das fémeas dos grupos
experimentais. Imunohistoquimica para VEGF. A: Dieta Comum, B: Dieta
Hipercalorica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum +
V=] = (] o 1T - VPO TT TP PP SUPRPPPR R 131

Figura 10. Quantificacdo de VEGF na regido cortical dos rins. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA
seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).......ccciiiiiiiiiieiiieiiieeeeeeee e 131

Figura 11. Fotomicrografia da regido medular dos rins das fémeas dos grupos
experimentais. Imunohistoquimica para VEGF. A: Dieta Comum, B: Dieta
Hipercaldérica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum +
V=] = (] 1T T WO ESUUPPPRR TR 132

Figura 12. Quantificacdo de VEGF na regido medular dos rins. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).........cccevvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 132

Figura 13. Quantificacdo de estresse oxidativo nas fémeas dos grupos
experimentais. A: 14° dia de prenhez; B: 20° dia de prenhez. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA

seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05)........cuuuumiimiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeieeeee 138

Figura 14. Quantificagdo de GSH nos rins das fémeas dos grupos
experimentais. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey
(PRO,05). ettt et et ettt et en e 138

Figura 15. Quantificacdo de TBARS nos rins das fémeas dos grupos

experimentais. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem



506  significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey
102 (= O X 01 ) PR 139
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539



540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572

LISTA DE TABELAS

Capitulo Il

Tabela 1. Dieta HF Integral 60% 5205 cal/Kg - Peletes mais macios............... 68
Tabela 2. Dieta Controle Integral.............ooooiiii s 68
Tabela 3. Bioquimica das matrizes ao 7° dia de prenhez...............cccceevvvvvvnnnns 92
Tabela 4. Bioquimica das matrizes ao 14° dia de prenhez..............cccccceeeeeennes 92
Tabela 5. Bioquimica das matrizes ao 20° dia de prenhez...............ccceevvvvnnnns 92
Capitulo llI

Tabela 1. Dieta HF Integral 60% 5205 cal/Kg - Peletes mais macios............. 103
Tabela 2. Dieta Controle Integral.............ooo i 104

Tabela 3. Médias da analise quimica urinaria das fémeas dos grupos

experimentais ao 7° dia de PreNNeZ..........couviiiiiiiiiiii e 133

Tabela 4. Médias da analise quimica urinaria das fémeas dos grupos

experimentais ao 14° dia de prennez............cccooovviieeeiiiie e 133

Tabela 5. Médias da analise quimica urinaria das fémeas dos grupos

experimentais ao 20° dia de Prenhez............ccoooiiii i 134

Tabela 6. Valores médios de leucdcitos, eritrécitos, hemoglobina (HGB),
hematocrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
meédia (CHCM), plaquetas (PLT) e proteinas plasmaticas totais (PPT) das

fémeas dos grupos experimentais ao 7° dia de prenhez...........cccccccceeeeeeeennn.. 134



573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596

Tabela 7. Valores médios de leucdcitos, eritrécitos, hemoglobina (HGB),
hematdécrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (CHCM), plaquetas (PLT) e proteinas plasméticas totais (PPT) das

fémeas dos grupos experimentais ao 14° dia de prenhez.............ccccceceeeeeennnn. 135

Tabela 8. Valores médios de leucdcitos, eritrocitos, hemoglobina (HGB),
hematdécrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (CHCM), plaquetas (PLT) e proteinas plasmaticas totais (PPT) das

fémeas dos grupos experimentais ao 20° dia de prenhez.............ccccccceeeeeennnn. 135

Tabela 9. Médias da contagem diferencial dos leucdcitos das fémeas ao 7° dia

(o L 1= o U= PP PPPRRRR 136

Tabela 10. Médias da contagem diferencial dos leucécitos das fémeas ao 14°
IA 08 PIrENNEZ......eiiiieiee e 136

Tabela 11. Médias da contagem diferencial dos leucécitos das fémeas ao 20°

I8 A8 PIrENNEZ.....eeiiiieeieeee e et 136
Tabela 12. Bioquimica das fémeas ao 7° dia de prenhez.........ccccccccceeeeeen... 137
Tabela 13. Bioquimica das fémeas ao 14° dia de prenhez.............cccccceeenneee. 137

Tabela 14. Bioguimica das fémeas ao 20° dia de prenhez............................ 137



597
598
599

600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630

CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A ingestdo excessiva de gorduras favorece o aparecimento de
comorbidades como a hipertensdo arterial, o diabetes mellitus, as
hiperlipidemias e as doencas cardiovasculares (FEOLI et al., 2003). Estudos
realizados por Nascimento et al. (2008), utilizando um modelo de dieta
hipercal6rica mostraram que a dieta promoveu a obesidade em ratos Wistar e
foram exibidas varias caracteristicas comumente associadas com a obesidade
humana, incluindo pressao arterial alta, a resisténcia a insulina, hiperglicemia,
hiperinsulinemia, hiperleptinemia e dislipidemia. Além da relagdo entre gordura,
peso corporal e lipoproteinas, os lipidios também interferem na susceptibilidade
de um organismo a danos oxidativos. Esses danos séo gerados pela instalacao
do estresse oxidativo (DANTAS, 2007).

Outra questdo importante diz respeito ao desenvolvimento fetal quando
maes sdo consumidoras ativas deste tipo de dieta. H4 evidéncias de que a méa-
nutricdo intra-uterina pode “programar” os tecidos fetais de maneira a torna-los
mais vulneraveis a desordens relacionadas a alimentacao tais como diabetes
tipo 2, sindrome metabdlica e doencas crénico-degenerativas na idade adulta
(HALES; BARKER, 2001). Segundo Bouanane et al. (2010) a ingestdo materna
de gordura contribui para o desenvolvimento de esteatose hepatica, além da
ativacdo da lipogénese hepatica, pela reducédo da oxidacdo hepatica de acidos
graxos.

A alimentacdo materna e a obesidade também influenciam negativamente
no desenvolvimento renal, pois a dieta excessivamente rica em gordura e
acidos graxos saturados é capaz de induzir a resisténcia a insulina, levando a
lipdlise e hiperinsulinismo (SIMEONI; BARKER, 2009). Durante a nefrogénese,
a resisténcia a insulina e excesso de glicose intracelular induz hipdxia e
estresse oxidativo, que resulta em alteracdes patologicas na expressao génica,
aumentando a producdo de citocinas inflamatérias e fatores de transcri¢do,
levando a apoptose celular (REIS et al., 2008). Sabe-se que a exposi¢cao a um
ambiente intrauterino anormal desempenha um papel importante na

predisposicdo do feto para o desenvolvimento de diversas doencas
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metabdlicas (CHECHI; HERZBERG; CHEEMA, 2010). Estudos experimentais
que investigam a programacao neonatal e doencas metabdlicas em adultos
tém se concentrado principalmente nos efeitos da restricao calérica ou protéica,
cujos efeitos descritos na literatura passam por alteracdes no desenvolvimento
somatico, no consumo alimentar e alteracbes metabdlicas (BARRETO-
MEDEIROS et al., 2007). A presenca de doengcas como a obesidade, e
consumo de dietas ricas em gorduras e/ou diabetes gestacional também tem
sido foco desse tipo de trabalho (ZHIXIONG et al., 2009).

Hoje, a tematica dedicada a identificacdo de fatores maternos alterando a
programacdo metabdlica da prole chama-se programming (BAGBY, 2007).
Esse periodo, que vai da concep¢do ao nascimento — caracterizado por rapido
crescimento, replicacdo e diferenciacdo celular — é bastante sensivel (PISANI
et al., 2008). A teoria € que uma combinacdo de mecanismos age em nivel de
orgaos, tecidos, células e moléculas (SIMEONI; BARKER, 2009).

Acredita-se que dietas hiperlipidicas conduzam a hiperfagia, ou causem
efeitos metabolicos independentemente desta (WEST; YORK, 1998) como
reducdo na secrecdo de leptina (AINSLIE et al., 2000) ou limitacdo na sua
capacidade de atuacdo (FREDERICH et al., 1995). A leptina é uma proteina
circulante produzida, proporcionalmente, pela massa de tecido adiposo e age
no sistema nervoso aumentando a saciedade (PELLEYMOUNTER et al., 1995)
e consequentemente diminuindo a ingestao de alimentos.

A melatonina, produto hormonal da glandula pineal, tem sido
recentemente implicada com a funcdo do tecido adiposo, melhorando a
sensibilidade a insulina. (LIMA et al.,1998). Em um estudo realizado por Borges
et al. (2005) o contetudo plasmatico de leptina mostrou-se significativamente
reduzido em animais pinealectomizados. Em outro trabalho realizado por
Alonso - Vale et al. (2004), foi investigado as respostas adaptativas ao jejum de
36 h em animais pinealectomizados. A pinealectomia intensificou a atividade do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal de forma a elevar consideravelmente a
corticosteronemia, além de induzir queda importante da leptina plasmatica.

O hormonio melatonina tem efeitos atenuadores da lesdo celular induzida
por radicais livres, devido a sua capacidade de reagir com radicais hidroxila
(OH-) para formar (in vitro e in vivo) a 3-hidroximelatonina ciclica (3-OHM),
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metabalito estavel da melatonina (KARBOWNIK; REITER, 2000). A melatonina
é considerada um dos mais poderosos agentes anti-oxidantes naturais (TAN et
al., 2002). Distintos trabalhos demonstram que a melatonina tem um papel no
gasto energético, no ritmo circadiano da glicemia, na regulacdo da massa
corporal e sobre a secrecdo e acdo da insulina periférica (LIMA et al., 1998;
PICINATO et al., 2002).

Estudos anteriores mostraram que durante o processo de envelhecimento
normal tanto em humanos, como em ratos, ha uma correlacdo entre uma maior
adiposidade visceral e diminuicdo dos niveis de melatonina (BJORNTORP,
1995). Rasmussen et al. (2001) demonstraram que a administracédo diaria de
melatonina em ratos machos de meia-idade alimentados com dieta
hipercalorica, diminuiu o peso corporal, suprimiu a deposicdo de gordura
visceral e restabeleceu os niveis plasmaticos normais de leptina e insulina.

Compreender o impacto da obesidade materna e super-nutricdo esta
sendo considerado atualmente como de grande importancia, pois ha uma
correlacdo positiva entre o indice de massa corporal materno (IMC) durante a
gravidez e o risco de obesidade na prole na vida adulta (PIRKOLA et al., 2010).
Isto pode sugerir que super-nutricdo materna seja um fator de programacao
para doencas futuras, semelhantemente as provocadas pela sub-nutricdo
(SAMUELSSON et al, 2008). No entanto, ndo ha relatos na literatura sobre os
possiveis efeitos benéficos da melatonina sobre fémeas prenhes obesas, em
decorréncia de um desequilibrio alimentar durante a prenhez. Assim, a
presente pesquisa teve o0 objetivo de investigar os efeitos do consumo de uma
dieta hipercaldrica associada ou ndo a melatonina sobre a histoquimica do
figado, rins e baco, bem como sobre parametros sanguineos, bioquimicos,

metabolicos e inflamatérios em fémeas prenhes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 OBESIDADE

A obesidade é definida como uma condicdo de acumulo anormal ou
excessivo de gordura no tecido adiposo, até niveis que podem trazer
transtornos a saude. O seu desenvolvimento resulta ndo apenas da hipertrofia,
mas da hiperplasia dos adipdcitos, onde o aumento do tamanho de tais células
nao € um processo ilimitado, eventualmente, seu crescimento atinge um grau
maximo, e novas células sdo lentamente recrutadas para o tecido
(DEFRONZO, 2004). O excesso de gordura resulta, portanto, de sucessivos
balancos energéticos positivos, em que a quantidade de energia ingerida &
superior & quantidade de energia dispendida (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2004).

Trata-se de uma doenca de proporcdes epidémicas sendo considerada
como um dos principais problemas de saude publica. Atualmente cerca de 1,6
bilhdes de adultos sdo considerados com sobrepeso e 400 milhdes, obesos
(PEGO-FERNANDES, BIBAS, DEBONI, 2011). Projeces da Organizacio
Mundial de Saude (OMS) indicam que em 2025, esse numero aumentara
consideravelmente, com cerca de 2,3 bilhdes de adultos com sobrepeso, e
mais de 700 milhdes obesos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2004).

No Brasil, estima-se que cerca de 50% da populacdo esteja acima do
peso, ou seja, na faixa de sobrepeso e obesidade. Em um ultimo levantamento
oficial realizado pelo IBGE entre 2008/2009, a prevaléncia de tal condicao
cresceu continuamente. Em adultos, a taxa de sobrepeso aumentou cerca de
trés vezes no sexo masculino (de 18,5% para 50,1%) e cerca de duas vezes no
sexo feminino (de 28,7% para 48,0%). No mesmo periodo, a prevaléncia da
obesidade aumentou em mais de quatro vezes para homens (de 2,8% para
12,4%) e em mais de duas vezes para mulheres (de 8,0% para 16,9%) (IBGE,
2010; VIGITEL, 2011).

A distribuicdo geografica dos individuos portadores desse excesso de
peso e obesidade € dependente de condicbes que geralmente podem estar
associadas a diversas caracteristicas, tais como; idade, sexo, situacdes
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socioeconémicas como a renda familiar e a escolaridade, além de fatores de
riscos relacionados a saude. Todos estes aspectos influenciam diretamente os
percentuais caracteristicos de criangas e adultos (com faixas etarias distintas)
observados nas diferentes regides do Brasil (JOHNSON et al., 2012; IBGE
2010) (Fig. 1)

Excesso de Peso infantil 5-9 (%)
25.65

Excesso de Peso infantil 10-19 (%) Excesso de Peso infantil 5-9 (%)
17.45 28.15

Excesso de Peso infantil 10-19 (%)
16.6

Excesso de Peso infantil 10-19 (%)
228

Excesso de Peso adultos (%)
50.45

Excesso de Peso infantil 10-19 (%)

246

Excesso de Peso adultos (%)
56.08

Figura 1. Mapa da distribuicdo do excesso de peso e obesidade em
diferentes faixas etarias e regides do pais (Foto adaptada da Associagédo
Brasileira para o Estudo da Obesidade e da Sindrome Metabdlica (ABESO),
tendo como base o POF 2008-2009).

A obesidade é classificada baseando-se no indice de massa corporal
(IMC), que é calculado pela razdo entre o peso em quilogramas, dividido pela
altura em metros quadrados (IMC=Kg/altura?), e também pelo risco de
comorbidades associadas, em tipos |, Il e 1l (WHO, 1995), sendo caracterizada
guando o IMC encontra-se acima de 30Kg/m2 (Tab. 1). Apesar de ser utilizado
pela OMS, sdo necessarios outros indicadores que complementem a medicéo
do IMC. As medidas de obesidade central, circunferéncia da cintura, e razao
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cintura-quadril trazem definicbes mais exatas da distribuicdo de gordura
corporal, sendo tais medidas mais relacionadas a comorbidades e mortalidade
subsequente (HUXLEY et al., 2010).

Tabela 1. Classificacdo da obesidade em funcdo do IMC e riscos de

comorbidades.

Classificacao IMC (Kg/m?) Riscos de Comorbidades
Baixo peso <18.5 Baixo
Variagdo Normal 18.5-24.9 Médio
Pré-obesidade 25.0-29.9 Aumentado
Obesidade classe | 30,0-34,9 Moderado
Obesidade classe 35.0-39.9 Grave
Obesidade classe lll 240.0 Muito grave

Fonte: adaptada da OMS, 2000.

S&do inumeras as causas que podem levar ao desenvolvimento desta
enfermidade. A facilidade de acesso e 0 baixo custo de alimentos altamente
palataveis e de grande densidade caldrica, aliados ao menor requerimento de
atividades fisicas na vida diaria, fizeram com que a prevaléncia da obesidade
aumentasse em propor¢cdes alarmantes (SWINBURN et al., 2011). Fatores
genéticos também participam desse processo, porém acredita-se que apenas
este ndo pode ser considerado como um fator conclusivo ao desenvolvimento
da obesidade, uma vez que a carga genética humana ndo mudou tdo
drasticamente no curto periodo de tempo em que a obesidade se difundiu.

Outros fatores como disturbios fisiol6gicos, metabdlicos e psicologicos
também parecem influenciar e, além disso, modificacdes no estilo de vida com
o aumento do consumo de alimentos industrializados, ricos em gorduras e
acucares contribuiram grandiosamente para o0 desenvolvimento dessa

patologia.
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2.1.1. Obesidade e Tecido Adiposo

As células adiposas se originam no embrido, a partir de células derivadas
do mesénquima, os lipoblastos. Sdo semelhantes a fibroblastos, porém logo
acumulam gordura no seu citoplasma. O tecido adiposo (TA) € um tipo especial
de tecido conjuntivo onde se observa a predominancia de células adiposas
(adipocitos). Estas células podem ser encontradas isoladas ou em pequenos
grupos no tecido conjuntivo comum, porém a maioria delas se agrupa no tecido
adiposo espalhado pelo corpo. Este tecido € o maior depdsito de energia (sob
forma de triglicerideos) do organismo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Os adip6citos sdo as Unicas células capazes de armazenar lipidios na
forma de triacilglicerol (TAG). Essas células possuem todas as enzimas
necessarias para realizacdo de lipogénese (sintese de acidos graxos) e para
estocar TAG quando a oferta energética é alta, bem como para mobiliza-lo
quando ocorre escassez de energia (AHIMA; FLIER, 2000). As células
hepaticas e 0 musculo esquelético também acumulam energia, mas sobre a
forma de glicogénio. Os triglicerideos sdo mais eficientes como reserva de
energia porque fornecem 9,3 kcal/ g contra apenas 4,1 kcal/ g do glicogénio.

Outra funcdo do tecido adiposo é que ele absorve choques,
principalmente na planta dos pés e na palma das maos. Como as gorduras sao
condutoras de calor, esse tecido contribui para o isolamento térmico do
organismo. Além disso, preenche espacos entre outros tecidos e auxilia a
manter certos 6rgdos em suas posi¢cdes normais (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

Além dos adipdcitos, o TA ou unilocular possui uma matriz de tecido
conjuntivo (fibras colagenas e reticulares), nervos, vasos sanguineos, nédulos
linfaticos, células imunes, fibroblastos e pré-adipécitos (AHIMA; FLIER, 2000).
Nos mamiferos existem dois tipos de TA: o tecido adiposo branco ou unilocular
(TAB) e o tecido adiposo marrom ou multilocular (TAM). O TAM ou multilocular
é formado por adipécitos caracterizados pela presenca de varias goticulas
lipidicas citoplasmaticas de tamanhos diferentes, nucleo esférico e excéntrico.
Apresenta mitocondrias que nao sintetizam ATP, utilizando a energia liberada
pela oxidagdo de &cidos graxos (AG) para gerar calor (CANNON;
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NEDERGAARD, 2004). Ao ser estimulado pela liberacdo de noradrenalina nas
terminacdes nervosas abundantes em torno das suas células, o tecido adiposo
multilocular acelera sua lipolise e oxidagdo dos AG. A oxidag¢édo dos AG produz
calor e ndo ATP, porque as mitocondrias do tecido multilocular apresentam nas
suas membranas internas, uma proteina transmembrana chamada
termogenina, também conhecida como proteina desacopladora-1 (UCP-1).
Esta proteina permite a volta para a matriz mitocondrial dos prétons
transportados para o espaco intermembranoso sem que eles passem pelo
sistema de ATP sintetase existente nos corpusculos elementares das
mitocondrias. Em consequéncia, a energia gerada pelo fluxo de prétons néo é
usada para sintetizar ATP, sendo dissipada como calor (LANGIN, 2010;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O TAB, por sua vez, armazena 0os TAGs em uma unica e grande gota
lipidica que ocupa de 85-90% do citoplasma e empurra o nucleo e uma fina
camada de citosol para a periferia da célula (FONSECA-ALANIZ, et.al., 2006).
O armazenamento de lipidios e a sua incorporacdo em TAG dependem da
captacao de acidos graxos (AG) contidos nos quilomicrons oriundos do figado.
Estes sdo transportados até o tecido adiposo onde sofrem a acdo da enzima
lipase de lipoproteinas que os degrada, liberando trés moléculas de AG e uma
de glicerol que sédo transferidas para o tecido adiposo constituindo seus
triglicerideos (DE FARIAS, 2010). As células adiposas também sintetizam
triglicerideos a partir do AcetilCoA proveniente da glicose (KATZUNG.;
MASTERS; TREVOR, 2014). Smith et al. (2000) demonstrou correlacao
positiva entre a concentracdo de insulina e o balanco lipidico durante ingestao
de dieta rica em lipidio e baixa em carboidrato por individuos normais e € bem
documentado que o aumento da liberacdo de insulina estimula a lipogénese
(DE FARIAS, 2010).

Por apresentar diversas caracteristicas, o tecido adiposo apresenta
variadas func¢des, como auxiliar no isolamento térmico do organismo (na
manutencdo da temperatura corporal), servir como uma reserva energeética
além de atuar como amortecedor, protegendo o organismo contra choques
mecanicos. Entretanto, o TAB também produz varias substancias com efeitos
bioldgicos, estabelecendo uma atividade endécrina desse tecido.
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2.1.2. Tecido adiposo e sua func¢ao enddécrina

Ao longo dos anos foram desenvolvidas novas pesquisas a respeito do
tecido adiposo, evidenciando sua funcdo endocrina. Durante a diferenciacéo
dos pré-adipécitos em adipécitos maduros, ocorre um processo em que esses
adipdcitos adquirem a capacidade de producdo de centenas de proteinas:
enzimas, citocinas, fatores de crescimento e hormonios, que estado envolvidas
em diversos eventos metabodlicos. Hoje em dia as chamadas adipocinas
incluem: TNF-alfa, IL-6, inibidor do ativador de plasminogénio (PAIl) -1,
angiotensinogénio, proteina C-reativa (PCR), entre outras. Algumas possuem
acdo protetora contra inflamacao vascular e resisténcia insulinica, dentre as
quais, figuram a adiponectina e o Oxido nitrico (GOMES et al., 2010). Outras
como a leptina, adiponectina, visfatina e resistina atuam como horménios na
homeostasia da glicose e na regulagdo do apetite e/ou como citocinas,
promovendo uma ligacdo entre obesidade, resisténcia a insulina, sistema
imune e processo inflamatério (LAGO et al.,, 2007). Atualmente, mais de 50
adipocinas ja foram identificadas (TRAYHURN; WOOD, 2004) (Figura 2).

Apetite e balango energético
Leptina, Apelina

t

Sensibilidade insulinica e Metabolismo lipidico
metabolismo glicidico RBP, CETP
Adiponectina, Resistina, \ l

Visfatina
» u
Imunidade, inflamagéo e resposta Homeostase vascular, angiogénese
de fase aguda e pressdo sanguinea
TNF-o, IL-6, Proteinas do sistema PAI-1, Fator tecidual, VEGF,
complemento, MCP-1, Haptoglobina, Angiotensinogénio

Metalotioneina, SAA

Figura 2. Principais adipocinas e suas categorias funcionais. (Fonte: LEITE;
ROCHA; BRANDAO-NETO, 2009).
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A Leptina é um hormoénio peptideo composto por 167 aminoacidos,
expressa principalmente pelo TAB, mas também pelo estdmago, glandulas
mamarias e placenta. E oriunda do gene “ob” em resposta ao consumo
alimentar, desencadeando um sinal anorexigeno em resposta ao aumento de
suas concentracdes plasmaticas. Estudos apontam que a administracdo de
leptina em ratos induz uma menor expressdo de neuropeptideos ligados ao
aumento do consumo alimentar. Em contrapartida, o jejum diminui as
concentracfes plasmaticas de leptina, aumentando o consumo de alimentos
(LORENZETI et al., 2011). E considerado um agente controlador do peso
corporal, pois transmite ao hipotdlamo informacdes a respeito da quantidade de
energia armazenada no tecido adiposo (SOUZA; BRAZ-SILVA; LEITE-
MOREIRA, 2009). Este hormdnio inibe, no ndcleo arqueado do hipotadlamo, a
producdo de dois potentes orexigenos: Neuropeptideo Y (NPY) e a proteina
relacionada ao Agouti (AgRP), neurbnios estimuladores da ingestao alimentar.
Outra subpopulacdo neuronal expressa pré-opio-melacortina (POMC) e
transcritos relacionados a anfetamina e cocaina (CART), ambos com funcéo
anoréxica. Esses dois grupos de neurénios presentes no hipotalamo funcionam
como um sistema de “acelerador-freio” para a ingestdo de alimentos, e ambos
séo controlados pela leptina (DAMIANI; DAMIANI; MENEZES FILHO, 2010).

A leptina aumenta o gasto energético pela ativacdo da atividade nervosa
simpatica no tecido adiposo marrom termogénico. Foi também demonstrado
que este horménio gera excitacdo simpatica no rim que, por sua vez, aumenta
a pressao arterial (SILVA et al.,2009). Entretanto, segundo Lopes (2007), a
leptina atua diretamente nesse 6rgdo, aumentando a excrecao de sédio e a
producdo de oxido nitrico, o que pode resultar na queda da pressao arterial. A
maioria dos individuos obesos apresenta hiperleptinemia, e o tratamento com
leptina, é ineficaz, indicando a resisténcia a acdo desse hormonio
(HUKSHORN et al.,2000), porém ndo se sabe como essa resisténcia se
desenvolve.

A adiponectina € uma proteina globular composta por 244 aminoacidos
que formam um trimero e se polimerizam formando um grande polimero.
Possui receptores no musculo esquelético, figado, coracdo e artérias. Esta
diminuida no sangue em casos de obesidade visceral e naqueles com
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resisténcia a insulina, bem como na esteatose hepatica ndo alcodlica e no
diabetes mellitus tipo 2. Animais obesos tratados com adiponectina diminuem a
hiperglicemia e nivel de lipemia e melhoram a sensibilidade a insulina.
Portanto, admite-se uma atividade de protecao contra a resisténcia a insulina e
um efeito antidiabético (BERG; COMBS; SCHERER, 2002). E capaz de
aumentar a captacdo de glicose e oxidacdo de gordura no muasculo, reduzir a
producdo de glicose hepética, e melhorar a sensibilidade a insulina.
Interessantemente, as concentracdes de adiponectina encontram-se reduzidas
em individuos obesos (RABE et al., 2008). A adiponectina também apresenta
efeitos anti-aterogénicos por inibir a adesdo de mondcitos, a transformacao de
macrofagos em células “espumosas” ou “foamcells” e a ativagdo de células
endoteliais (RONTI et al., 2006).

A visfatina € uma adipocina predominantemente sintetizada por
leucécitos, incluindo macréfagos que infiltram o tecido adiposo visceral, em
resposta a sinais inflamatorios. Influencia fenbmenos ateroscleréticos e a
secrecdo de insulina. Favorece as vias da inflamacgéo, ao promover o aumento
da sintese de citocinas pro-inflamatorias pelos mondcitos, tais como IL-6 e
TNF-alfa, estando significativamente aumentada em individuos obesos (TILG;
MOSCHEN, 2008).

A resistina pertence a familia RELM (Resistin-Like Molecules) de
proteinas ricas em cistina. Ela foi primeiramente descrita em roedores,
apresentando associacao direta com obesidade e diabetes. Seus mecanismos
de acao ainda ndo sao totalmente elucidados, embora se saiba que ela atue no
coracdao, no figado e nos tecidos muscular e adiposo (STEPPAN, et.al., 2001).

A interleucina 6 (IL-6) é secretada por macréfagos e adipocitos e sua
expressdo pode ser estimulada pelas catecolaminas via receptores
adrenérgicos B2 e B3 do TAB, quando em concentragdes elevadas. Possui
efeito pro-inflamatério e acdo no metabolismo de carboidratos e lipidios
(FONSECA-ALANIZ, et al., 2006).

A PCR (proteina C reativa) é produzida pelo figado em resposta a
presenca elevada de citocinas inflamatorias. Seus niveis mostram-se elevados
em obesos e recentemente niveis elevados de PCR no plasma foram
considerados como preditores independentes de doenga arterial coronéria.
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Participa do processo de aterogénese e modula a funcdo endotelial, além de
induzir a expressdo de varias moléculas (ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 e
selectinas). Atua como regulador da producdo de 6xido nitrico no endotélio e
coordena a producédo e secrecao de varias citocinas, aumentando a atividade
pro-inflamatéria de diversas adipocinas (GOMES, et al., 2010). O Oxido Nitrico
€ um dos controladores humorais da pressdo arterial, caracterizado como
potente vasodilatador do endotélio (MAEDA et al., 2004).

2.2. DIETAS E GESTACAO

Experimentalmente diversos tipos de dietas disponiveis com o intuito de
promover obesidade sdo observados. Em animais de laboratério, a génese da
obesidade esta relacionada, em sua maioria, a mutacdes genéticas, porém
esse modelo é muito distante do observado nos humanos (ROSINI; SILVA,
MORAES, 2012).

A adocéo de dietas hipercaléricas ou dietas hiperlipidicas tem sido muito
utilizada como um modelo de inducdo de obesidade em animais de laboratério.
Este modelo em particular é extremamente (til nas pesquisas de obesidadeem
animais devido a sua grande semelhanca com a génese e com as respostas
metabdlicas decorrentes da obesidade em humanos, ou seja, a obesidade e a
consequéncia de um balangco energético positivo gerado por fatores
ambientais, como por exemplo, o consumo em excesso de alimentos altamente
caldricos e o sedentarismo (TSCHOP; HEIMAN, 2001).

Alguns estudos tém demonstrado a efichcia da ingestdo de dietas
hipercal6ricas ou dietas hiperlipidicas na génese da obesidade e de suas
comorbidades, principalmente em porcos (REF16) e em roedores da linhagem
Sprague-Dawley (PETRY et al., 2000; DOBRIAN et al., 2000). Os animais da
linhagem Wistar também sao utilizados em estudos em que a obesidade e
induzida por dietas, e os resultados mostram que 0 peso corporal encontra-se
aumentado. Ratos Wistar tratados com dieta hipercalérica e hiperlipidica
durante trés meses aumentaram aproximadamente 1,4 vez a massa corporal

quando comparados com animais-controle (DA SILVA et al., 2010).
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E bem sabido que a ingest&o de dietas hiperlipidicas esta relacionada ao
desenvolvimento da obesidade. Pesquisadores observaram que acidos graxos
saturados de cadeia longa ligam-se a receptores do tipo Toll (TLR2 e TLR4)
das microglias, células protetoras do hipotalamo, estimulando a producdo de
citocinas pro-inflamatérias (IL-6, TNF-a, IL-1B) e, consequentemente,
destruindo os neurbnios responsaveis pelo controle do apetite e da
termogénese (MILANSKI et al. 2009).

O numero de mulheres em idade reprodutiva consumidoras de dietas
hiperlipidicas vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos,
despertando interesse sobre os efeitos na saude da prole de maes
consumidoras desse tipo de dieta (IBGE, 2010).

O ganho de peso materno em excesso pode induzir a diabetes
gestacional, macrossomia fetal, dificuldades no parto e hipoglicemia do recém-
nascido no periodo perinatal. Segundo a Pan American Health Organization
(PAHO), a saude, crescimento e desenvolvimento do recém-nascido estdo
relacionados com seu peso ao nascer e este € diretamente dependente do
estado nutricional materno antes da concepcdo e gestacdo (ACCIOLY;
SAUNDERS; LECERDA, 2005). Diversos estudos tém demonstrado que a
nutricdo pré e pés natal influenciam diretamente na predisposicdo de doencas
cronicas associadas a alimentacdo, tais como obesidade, hipertensdo e
doencas cardiovasculares na vida adulta (MARTIN et al., 2003).

Estudos em ratos demonstraram que a exposicao a dieta hiperlipidica,
rica em &cidos graxos saturados durante o periodo perinatal pode promover
nos descendentes aumento da pressao sanguinea, lesdo pré-aterogénica,
disfuncdo endotelial e resisténcia a insulina (TAYLOR et al., 2005). Outro
estudo realizado por Oliveira (2010) demonstrou que a ingestdo materna de
dieta hiperlipidica durante a gestacéo e lactacdo alterou o metabolismo dos
descendentes na vida adulta. Estes apresentaram aumento no peso corporal,
no perfil lipidico, na glicemia e no consumo alimentar.

Segundo Fetitaet al. (2006) o ambiente intrauterino rico em glicose
(moderada ou severa hiperglicemia materna) induz hiperplasia nas células
pancreaticas dos neonatos, bem como promove o aumento dos niveis de
insulina no plasma.
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2.3. NUTRICAO E O SISTEMA IMUNE

Atualmente, o tecido adiposo é considerado um 6rgdo enddécrino ativo,
enviando e respondendo a sinais que modulam o apetite, 0 consumo
energético, a sensibilidade a insulina, o sistema endocrino e reprodutivo, o
metabolismo 0sseo, a inflamacdo e a imunidade, com o0s macrofagos
representando 10% do seu total (FANTUZZI, 2005). Os processos
imunologicos envolvidos na defesa do organismo sdo afetados pelo estado
nutricional. Assim, um balanco energético positivo e a qualidade dos nutrientes
ingeridos na obesidade podem influenciar as respostas inatas e adquiridas
(GRENHA et al., 2013). Varios estudos tém estabelecido uma relacdo entre o
aumento do IMC e o nivel de proteinas inflamatérias. Na obesidade, algumas
tém sua expressdo e producdo aumentadas, como TNF-a, IL-1, IL-6, PAI-1,
haptoglobina e leptina, enquanto outras sao reduzidas como adiponectina e IL-
10 (BERG; SCHERER, 2005). A inflamacgao sistémica observada na obesidade
também ocorre pela acdo de outros 6rgdos como o figado, que produz proteina
C reativa (PCR) que € segregada em resposta a liberacdo de IL-6 pelo tecido
adiposo (CLEMENT; VIGUERIE; POITOU, 2004). Esses fatores aumentam a
quantidade de mondcitos no sangue (RAMALHO; GUIMARAES, 2008).

A obesidade também foi associada a alteracbes na frequéncia de
subpopulacdes linfocitarias no sangue periférico. Foi observado um aumento
no numero de células T CD4+ em individuos obesos e um decréscimo nas
células T CD8+. Porém, ndo existe concordancia entre os varios estudos
realizados. Uns apontam para o aumento de linfécitos na obesidade, outros,
afirmam nao haver diferenga nas células circulantes (O’'ROURKE et al., 2005).

Os estudos em relagdo a leptina mostram-se controversos. Segundo
Hanauer et al. (2002), ha evidéncias de que a leptina esta envolvida na
deficiéncia da resposta imune humoral e celular. Fruhbeck et al. (2001), porém,
afrmam que a leptina aumenta a producdo de citocinas, a adesao e a
fagocitose em macrofagos, além de estimular a proliferacdo das células T,
levando ao aumento da competéncia imunoldgica. Outros estudos mostram
que a leptina influencia a funcdo linfocitaria, participa da regulacdo de
apoptose, desenvolvimento do timo, proliferacdo e maturagéo das células T e
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modula a expressao de marcadores ativados nas células T CD4+ e T CD8+.
Também desempenha um papel relevante na regulagcdo de apoptose de
mondcitos e na regulacdo da atividade de neutrofilos e macrofagos (MILNER,;
BECK, 2012).

A adiponectina participa da resposta imune, inibe a adesdo dos monadcitos
ao endotélio, reduz a diferenciagcdo mieldide, a producdo de citocinas pelos
macréfagos e a fagocitose e inibe a producdo e acdo de TNF-a (FONSECA-
ALANIZ et al., 2007). Essa citocina diminui a quimiotaxia de macrofagos; inibe
a adesdao de mondcitos; inibe a transformacdo de macrofagos em células
espumosas; aumenta a producdo de 6xido nitrico; estimula a angiogénese; e
suprime a atividade da resistina. De acordo com sua multiplicidade de funcdes
benéficas, sendo a unica com efeitos antinflamatorios, antidiabéticos e
antiaterogénicos (KERSHAW; FLIER, 2004).

A IL-6 € uma citocina proé-inflamatéria que atua aumentando a lipélise,
com inibicdo da lipase lipoprotéica (LPL) e aumento da liberagdo de &cidos
graxos livres e glicerol. Reduz a expressdo do substrato do receptor de
insulina-1 (IRS-1) e GLUT-4 nos tecidos muscular e hepatico. A IL-6 € a
principal citocina pré-coagulante, pois determina a producéo e a elevacao das
concentracdes plasmaticas de fibrinogénio e em especial, da proteina C reativa
(FRANCISCO; HERNANDEZ; SIMO, 2006).

TNF-a é expresso por adipécitos e células do estroma vascular, incluindo
os macrofagos. Alguns estudos demonstram que seus niveis plasmaticos
possuem correlacdo positiva com a obesidade e a resisténcia insulinica. No
TAB, ele reprime a expressdo de genes envolvidos na captacdo e
armazenamento de &cidos graxos livres e glicose; suprime genes de fatores de
transcricdo envolvidos na lipogénese; diminui a expressédo da adiponectina e
aumenta a da IL-6. No figado, o TNF-a suprime a expressao de genes
envolvidos na captacdo de glicose e no metabolismo e oxidacdo de &cidos
graxos (RUAN et al. 2002).

Tais citocinas pro-inflamatoérias como IL-6 e TNF-a, assim como citocinas
anti-inflamatérias como a IL-10 sdo amplamente sintetizadas no baco,
considerado o maior 6rgao linfoide do corpo e desempenha um importante
papel no sistema imune do hospedeiro (LAMAS; MARTINEZ; MARTI, 2004).
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Grandes quantidades de IL-10 sdo produzidas por células B ativadas, que
amadurecem na zona marginal do baco (GOTOH et al., 2013). Novas
evidéncias tém mostrado que a producdo de IL-10 pelas células B do bago
desempenha um papel regulatério na supressdo da resposta imune (PESTKA
et al., 2004). De fato, baixa capacidade de produzir IL-10 tem sido demonstrada
na obesidade (ESPOSITO et al., 2003; WATERS et al., 2007). Além disso, o
baco é um 6rgéo envolvido na produgdo e manutencao das células vermelhas
do sangue, na producdo de determinadas células brancas circulantes, além de
ser parte do sistema linfatico e imune. Devido a essa variedade de funcdes o
tamanho do baco pode encontrar-se aumentado em diversas situacdes
envolvendo o sangue ou o sistema linfatico, como através de infeccdes,
doencas hepaticas e parasitas (DE FRANCESCHI et al., 2005; ERTEKIN;
SELIMOGLU; PIRIM, 2005). Estudos também indicaram que a esplenomegalia
pode estar presente em casos de obesidade (RASHID; ROBERTS, 2000).
Estudo realizando a inducdo da obesidade em ratas observou a
esplenomegalia nesses animais, sugerindo que o modelo de dieta hipercaldrica
promoveu uma dilatacdo sinusoidal e um depdsito extracelular de lipidios e
hemociderina (ALTUNKAYNAK et al., 2007).

2.4. COMORBIDADES ASSOCIADAS A OBESIDADE

A obesidade € um dos principais fatores de risco responsaveis pela
maioria das mortes e doencas no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2002). Suas complicagbes incluem o diabetes mellitus tipo 2, a
hipercolesterolemia, a hipertensédo arterial, doencas cardiovasculares, apnéia
do sono, problemas psico-sociais, doencas ortopédicas e diversos tipos de
cancer (COUTINHO; GENTIL; TORAL, 2008). Recentemente, manifestacdes
metabdlicas como resisténcia a insulina, obesidade abdominal, dislipidemia e
hipertensdo foram agrupadas em uma unica sindrome denominada Sindrome
Metabdlica (SM) (MOLLER; KAUFMAN, 2005).

A sindrome metabdlica é definida como a associacdo de pelo menos trés
fatores de risco: obesidade abdominal, hipertensdo arterial e
hipertrigliceridemia, sendo essa associacdo considerada precursora de
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doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2 (ZIMMET et al., 2007). A diabetes
tipo 2 resulta do excesso de tecido adiposo que pode gerar resisténcia a
insulina. Essa resisténcia ocorre devido a algumas alteragbes como excesso de
acidos graxos livres na circulacéo, liberacdo de citocinas e acumulo de acidos
graxos em outros tecidos como musculo, figado e pancreas (DESPRES;
LEMIEUX, 2006).

As células [ pancreaticas sao aquelas responsaveis pela liberacéo
insulina de acordo com a glicemia plasmatica. Em individuos obesos, estas
células aumentam a secrecao e liberacédo de insulina em resposta ao estado de
resisténcia a insulina (KAHN et al., 2000). A transicdo do estado de obesidade
para diabetes tipo 2 ocorre no momento em que as células B pancreaticas
perdem a capacidade de funcionar corretamente em resposta as
concentracbes glicémicas (MUOIO; NEWGARD, 2008). Em modelos de
obesidade, a resisténcia a insulina esta associada a reducao da expressao de
transportador de glicose (GLUT4) elou prejuizo na via de sinalizacdo da
insulina em musculo esquelético e tecido adiposo, 0 que esta associado a um
quadro de inflamacédo subclinica caracteristico da obesidade, resultante da
maior circulac@o de fatores pré-inflamatorios como o fator de necrose tumoral
(TNF-a), interleucina-1b (IL-1B), entre outros (PANVELOSKI-COSTA, et al.,
2011).

Assim segundo Wisse et al. (2007), o desequilibrio no gasto energético
leva ao aumento das células adiposas, sendo uma das principais causas de
obesidade, tendo como consequéncia varias alteracdes metabdlicas.

2.4.1. Obesidade, lesbes Hepaticas e renais

A obesidade é uma doenca comumente associada a Sindrome
Metabodlica e a Resisténcia a Insulina. Tem a capacidade de aumentar a
atividade lipolitica, o que aumenta o influxo de &cidos graxos livres para o
figado, consequentemente levando ao aumento de triglicerideos, de LDL-c e de
apolipoproteina B, contribuindo indiretamente para o desenvolvimento de
doencas arteriais coronarianas e esteatose hepatica ndo alcodlica (PIANO;
TOCK; DAMASO, 2009). A doenca do figado gorduroso n&o-alcoodlica
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(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD) é considerada a manifestacdo
hepética da sindrome metabdlica (LOMBARDO et al, 2012). Engloba
alteracbes como a esteatose, a cirrose e o0 carcinoma hepatocelular, e esta
intimamente associada a obesidade, diabetes e resisténcia a insulina (LIU et
al., 2011). Os éacidos graxos que chegam ao figado sdo provenientes de trés
fontes principais: os originarios da dieta, absorvidos ao longo do intestino
delgado e carreados como quilomicrons através da veia porta; os que derivam
da hidrolise da gordura dos tecidos adiposos periféricos ou a partir da
transformacdo de aminoacidos e, mais frequentemente, de carboidratos no
interior do préprio figado. Uma vez nos hepatécitos, esses acidos graxos
poderdo ser transformados de trés maneiras: a primeira ocorre ao nivel das
mitocdndrias e dos peroxissomas e envolve a B-oxidacdo dos acidos graxos
para fornecimento de energia alternativa, resultando na formacdo de gas
carbdnico, agua e corpos cetbnicos. Alternativamente, poderdo ser
esterificados para formar triglicérides, que junto com colesterol, fosfolipides e
apolipoproteinas irdo compor as lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL). O VLDL formado é, entdo, secretado para a corrente sanguinea.
Dessa forma, em condi¢Bes normais o figado ndo acumula gordura no interior
do hepatécito (PARISE; OLIVEIRA, 2007).

Em vérias populacdes, a elevacdo do IMC e a presenca de sindrome
metabdlica se associam com diminuicdo da funcéo renal e aparecimento de
doenca renal terminal, independentemente da presenca de pressao arterial e
diabetes (BOER et al., 2009). Hall et al. (2003) propde que a deposicédo de
gordura visceral poderia determinar compressdao da capsula renal,
determinando retencdo hidrossalina por ativacdo do sistema renina
angiotensina aldosterona, além do aumento da atividade adrenérgica. 1sso
poderia causar alteracfes na hemodinamica glomerular, ocasionando lesdes e
aparecimento de microalbuminuria. Segundo Wang et al. (2009), a obesidade
induzida por uma dieta rica em lipidios aumenta a expressdo de um fator
transcricional (SREBP-1), que tem como funcdo o acumulo de lipidios no tecido
renal, além de aumentar a atividade de citocinas pro-inflamatorias e fatores de

crescimento profibroticos.
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Além disso, sabe-se que na patologia renal, a inducdo da obesidade
utilizando-se dieta hipercaldrica promove um aumento no inibidor ativador do
plasmiogénio-1 (PAI-1), no fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
colageno tipo IV e fibronectina resultando em glomeruloesclerose e proteindria
(JIANG et al., 2005).

O VEGF pertence a um grupo de glicoproteinas diméricas que inclui o
fator de crescimento placentéario (PLGF), VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E, e VEGF-F (CAPP et al.,, 2009). Atua diretamente através dos
receptores VEGFR-1 e VEGFR-2, expressos principalmente no endotélio
vascular (DVORAK et al., 1995). A ligacdo do VEGF a esses receptores causa
influxo de calcio citoplasmético, aumentando sua concentracdo em até quatro
vezes (DAWSON et al., 2006), promovendo também um aumento da
permeabilidade das vénulas as macromoléculas, o que permite que proteinas
plasmaticas extravasem, levando a coagulacdo do fibrinogénio e deposicéo de
gel de fibrina que serve como matriz provisoria para o crescimento de novos
vasos sanguineos (FERRARA, 1997). Caracteristicas que podem ser
observadas em diversos processos fisiopatoldgicos, como nas alteracdes

renais de diversos pacientes com obesidade.

2.4.2. Obesidade e danos oxidativos

Segundo Cutler (2005), o estresse oxidativo é definido como um
desequilibrio entre antioxidantes e espécies reativas de oxigénio (EROs) a
favor dos ultimos. As EROs, que incluem radicais livres, sdo continuamente
produzidas no corpo e tém importante papel fisiologico em baixas
concentragbes. Em altas concentragbes, devido a sua alta reatividade, as
EROs causam lesfes irreversiveis através de alteracOes oxidativas em lipidios,
proteinas e no DNA. Suspeita-se que alteracBes nestas estruturas estejam
ligadas ao desenvolvimento de varias patologias humanas incluindo o cancer.

O estresse oxidativo € uma reacdo deletéria desencadeada por efeitos
toxicos causados por radicais livres no interior da célula (ALESSIO, 1993). As
espécies reativas ao oxigénio (EROs) sdo atomos, ions ou moléculas que
contém oxigénio com um elétron ndo-pareado em sua Orbita externa. S&o
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caracterizados por grande instabilidade e elevada reatividade e tendem a ligar
o elétron ndo-pareado com outros presentes em estruturas proximas de onde
os EROs se formam, comportando-se como receptores (oxidantes) ou
doadores (redutores) de elétrons. O potencial destrutivo do oxigénio € atribuido
a sua possibilidade de desviar-se do estado estavel diradical (O2) para um
estado de forma ativa, tal como o oxigénio singlete (*02) e no estado de radical
livre conhecido como radical anion superéxido (RYAN; AUST, 1992). Os
lipidios sé@o as biomoléculas mais suscetiveis a reagir com EROs (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 1989).

No figado, a progressdo da esteatose hepatica esté relacionada a acéo
de citocinas proé-inflamatérias, a disfuncdo mitocondrial e ao estresse oxidativo
(LEITE; JAMAR; CARANTI, 2014). Stranahanet al. (2011) observaram, em
estudo recente, que a inducdo da alimentacdo rica em gordura saturada e
acucares simples em ratos aumentou o ganho de peso e as concentracdes
séricas de colesterol, assim como seu acumulo no figado e no hipocampo.
Segundo os autores, o acumulo de colesterol no hipocampo esta relacionado
ao maior estresse oxidativo, resultando em consequéncias na funcao neural.

Em pessoas obesas, existem varios fatores que interferem na
suscetibilidade do individuo a presenca de lesdes oxidativas. Dentre eles
merecem destaque a hiperglicemia, a atividade muscular aumentada, 0s
elevados niveis de lipidios teciduais, a inflamacdo cronica, as defesas
antioxidantes inadequadas e a hiperleptinemia (FRANCA et al.,, 2013). A
obesidade pode produzir peroxidacédo lipidica de trés maneiras: aumentando a
necessidade metabdlica do miocardio, 0 que aumenta o consumo de oxigénio e
consequentemente a producdo de EROS; através da lesdo celular progressiva
e cumulativa devido a pressao exercida pela grande massa corporal, levando a
producdo de citocinas e EROS; ou através de uma dieta hiperlipémica,
alterando o metabolismo do oxigénio, pois as moléculas dos acidos graxos com
duplas ligacGes sdo vulneraveis a reacfes oxidativas e consequentemente
podem levar a peroxidacéo lipidica (NEVES, 2010). O processo de peroxidagéo
lipidica pode iniciar-se em membranas celulares, especialmente na membrana
interna da mitocondria, quando o radical hidroxila busca abstrair o hidrogénio
das ligacdes C-H da cadeia dos &cidos graxos poli-insaturados. Esta condi¢do
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trard consequéncias homeostaticas severas para a membrana, refletindo,
principalmente, na sua perda de integridade, permeabilidade e fluidez
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Os produtos formados das oxida¢cbes dos
lipidios (malondialdeidos) podem ser quantificados em espectrofotbmetro por
técnicas especificas laboratoriais (ANTUNES-NETO, 2003).

Dessa forma, como o dano oxidativo € uma condicdo presente
observada no desenvolvimento da obesidade e das suas comorbidades, a
administracdo de substancias antioxidantes, que pudessem neutralizar o0s
radicais livres ou elevar a defesa antioxidante nesses portadores poderia
apresentar-se como uma alternativa aos diversos tipos de tratamentos ja
existentes. Um potente agente antioxidante produzido naturalmente pelo
organismo € a melatonina, horménio produzido e secretado pela glandula
pineal, que desempenha diversas funcdes fisiologicas (MAGANHIN et al.
2008).

2.5. SINTESE E ACAO DA MELATONINA

Nos mamiferos, a integracdo entre a temporalidade externa e interna, ou
seja, a percepcdo entre o claro e o escuro, € fornecida pelos nucleos
supraquiasmaticos (NSQ) do hipotalamo (FUCHS et al., 2010), que recebem
informacBes da luminosidade advindas diretamente do ambiente através do
feixe nervoso retino-hipotalamico (BUENO; WEY, 2012). A partir destas
informacdes, os NSQ trabalham como um relégio fornecendo o sinal para a
sincronizacdo da ordem temporal interna com o ciclo claro/escuro dado pelo
movimento de rotacdo da terra (PEREIRA; TUFIK; PEDRAZZOLI, 2009). As
mensagens, que partem dos NSQ, s&o transmitidas para neurdnios do
segmento cervical da medula, e, em seguida, sdo enviadas para 0os ganglios
simpaticos cervicais superiores, e destes para a glandula pineal (HIRIART,
2012).

Esta glandula, também conhecida como epifise, esta localizada no teto do
terceiro ventriculo entre os dois hemisférios cerebrais, originando-se do
diencéfalo (MAGANHIN et al., 2008). E um 6rg&o enddcrino ativo, formado por
células com funcdo neurosecretora, os pinealdcitos, e por células intersticiais
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semelhantes as células da glia (COMMENTZ; HELMKE, 1995). Seus produtos
bioquimicamente especificos séo indolaminas e peptideos. A melatonina, uma
indolamina, é o mais bem estudado dos produtos pineais (CALVO et al., 1995).
Possui baixo peso molecular e caracteristica anfifilica, ou seja, difunde-se tanto
nos meios lipofilicos como hidrofilicos (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008),
permitindo sua entrada em qualquer compartimento do organismo.

Em humanos também é conhecida como N-acetil-5-metoxitriptamina, um
composto organico de coloracdo amarelo-claro, que € transportada no plasma
ligado a proteinas, em especial a albumina, tendo sua vida média variando
entre 30 e 60 minutos (MAGANHIN et al., 2008).

A melatonina é sintetizada pelos pinealdcitos a partir do neurotransmissor
serotonina, o qual, por sua vez, tem como precursor o aminoacido triptofano
(MAGANHIN et al., 2008). Esse processo ocorre quando a enzima
triptofanohidroxilase (TH) converte o triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP).
Posteriormente a 5-hidroxitriptofano descarboxilase (5-HTPD) remove o grupo
alfa-carboxil terminal do 5-HTP e o transforma em serotonina. A N-
acetiltransferase (NAT) catalisa a transferéncia do grupo acetil para a
serotonina a partir do acetil-CoA, resultando na formacao da N-acetilserotonina
(NAS). Por fim, a enzima hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT) catalisa a
reacao de conversao do NAS em melatonina (CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT,
2005; MARONDE et al., 2011). Como a HIOMT s6 pode ser fabricada na
auséncia de luz, o mesmo ocorre com a melatonina, que é entdo denominada
de agente enddcrino da escuriddo (HIRIART et al., 2012; PEKELMAN et al.,
2003).

42



1283
1284

1285
1286
1287
1288
1289
1290
1291
1292
1293
1294
1295
1296
1297
1298
1299

HO

HO

HO

Tript

c-¢—C—oH N
S-hidroxitr

ofanc

Triptofano
hidroxilase 1 (TPH1)

Y
iptofane G-HTR)

5-HTP
descarboxilase

Serotonina (5-HT)

Arialguilamina
FM-acetiltranst erase
{(AA-INAT)

/'
otonina (MNAS)

Hidroxi-indol-O-

Metiltransterase
(HIOMT)

Melatonina

H wmwmwo
'] (1]
CH30 =—C — f=N=C—CH;
| H H
N

Figura 3. Via Biosintética da melatonina (REITER et al., 2000)

Além da pineal, outras fontes podem produzir melatonina, tais como:
retina, células imunocompetentes, trato gastrointestinal, figado, testiculos,
ovarios e em guantidade menor em outros locais (HARDELAND et al., 2011).
Essas fontes extrapineal contribuiriam minimamente para a concentracao
plasmatica da melatonina, porém, teriam importancia consideravel para acao
pardcrina e/ou autécrina desse horménio (PONTES et al., 2006).

O pico de secrecdo da melatonina € alcancado na primeira metade da
noite, decaindo gradualmente (HIRIAT et al., 2012). Durante esse periodo, ela
banha as células e tecidos, fornecendo uma série de informacdes ritmicas,
permitindo a diferenciacéo entre o dia e a noite (CARILLO-VICO et al., 2004).
Em virtude das estacdes do ano, conforme os dias vao ficando mais curtos, a
exposicdo dos animais a melatonina aumenta, informando ao organismo a
duracdo da noite, e consequentemente, o periodo do ano correspondente

(HARDELAND et al., 2011).
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Essa indolamina participa de uma grande variedade de processos
celulares, neuroenddcrinos, e neurofisiolégicos, como a regulagdo do ciclo
sono-vigilia, do sistema imunoldgico, cardiovascular, além de influenciar o ritmo
de varios outros processos durante a noite: a digestao torna-se mais lenta, a
temperatura corporal cai, o ritmo cardiaco e a pressdo sanguinea diminuem e o
sistema imunoldgico € estimulado (HIRIAT et al., 2012).

Sabe-se, ainda, que a melatonina € um potente agente antioxidante, e
eliminador de radicais livres. Regula varios processos fisiolégicos no figado,
apresentando receptores, tanto na membrana quanto na carioteca das células
hepaticas (NAJI et al., 2004), podendo também inibir o crescimento de
hepatocarcinomas (CARRILLO-VICO et al., 2005).

Existem trés principais vias de degradacdo deste horménio, sendo a
hepatica considerada a via classica, onde a enzima CIP P450 do figado
metaboliza a melatonina em 6- hidroximelatonina, que em seguida é conjugada
com um sulfato ou glucoronida, sendo entdo secretada na urina (SLOMINSKI et
al., 2012). Quando a melatonina reage com o peroxinitrito (ONOO-) forma o
metabdlito 6- hidroximelatonina que manifesta uma atividade antioxidante maior
em determinados modelos in vitro (REITER; TAN; BURKHARDT, 2002).

Foram identificados receptores para a melatonina de membrana
plasmatica de alta afinidade (denominados MT1 e MT2) e de baixa afinidade
(denominado MT3). Existem também receptores nucleares, denominados
RZR/ROR (CONWAY et al., 2000).

2.6. MELATONINA E SISTEMA IMUNOLOGICO

Os estudos relacionados ao envolvimento da melatonina com o sistema
imunologico sdo controversos. Alguns a apontam como um agente anti-
inflamatorio; outros, afirmam que esse hormdénio possui um efeito positivo
sobre o processo inflamatério (CALVO; GONZALEZ-YANES; MALDONADO,
2013).

De acordo com Jarzynkaet al. (2006) a melatonina atua no tratamento do
cancer, pois estimula a atividade anti-mitotica do sistema imune, participa da
regulacdo da fisiologia gastrintestinal, da funcdo cardiovascular, da funcao
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renal, da funcéo reprodutora e da fisiologia 6ssea além de possuir funcdes
antiinflamatérias. Maganhinet al. (2008), porém, afirmam que a modulacdo do
sistema imunologico € um processo que ocorre por diferentes fatores, inclusive
pela presenca de horménios, como € o caso da melatonina, que parece ser
capaz de aumentar a atividade e mobilidade das células de defesa, estimular a
formacdo de anticorpos e facilitar a defesa contra microrganismos.
Chahbouniet al. (2010) afirmam que a melatonina melhora a inflamacéao
bloqueando fatores transcricionais e inibindo a ativacdo transcricional de
citocinas pro-inflamatdrias como TNF-a e interleucinal (IL-1) e das enzimas
inflamatérias COX-2 e iNOS.

As células e 6rgdos do sistema imune apresentam receptores para este
horménio, como os MT1 (Mel 1a), encontrados em células B, T CD4+, e T
CD8+, bem como no timo e no baco, e MT2 (Mel 1b), que foram detectados
exclusivamente nas células do timo (CARILLO-VICO et al., 2005). Ha ainda
outro tipo de receptor, o MT3, que apresenta classificagcdo controversa,
podendo ser considerado também como enzima, a quinonaredutase Il (NQO2),
gue regula a adesao dos leucdcitos no endotélio vascular (SLOMINSKI et al.,
2012; VINCENT et al.,, 2010). Além de apresentarem tais receptores, a
literatura relata que a indolamina vem sendo produzida por células do sistema
imune, como leucdcitos, incluindo mondcitos, eosinoéfilos, mastocitos, linfécitos
T, células Natural Killer (NK) e células da medula 6ssea (CARRILO-VICO et al.,
2005; LARDONE et al., 2006), assim como sua biossintese também vem sendo
descrita em timécitos (NARANJO et al., 2007; SANCHEZ-HIDALGO et al.,
2009), demonstrando que a relacdo da melatonina com o sistema imune nao
depende exclusivamente da glandula pineal (SLOMINSKI et al., 2012).

Berger (2008) afirma que a melatonina atua tanto na imunidade inata
guanto na adaptativa. Na imunidade inata aumenta a producdo de citocinas,
enquanto que na imunidade adaptativa eleva o numero de células
imunocompetentes. Em estudos usando ratos, a melatonina administrada por
via oral demonstrou seu efeito imunomodulador, promovendo aumento da
atividade proliferativa de linfocitos e sintese de DNA em linfocitos timicos e
esplénicos (MARTINS et al., 1998). Assim como em ratos portadores de tumor,
a utilizagdo de melatonina exdgena acarretou em um aumento tanto na
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producao linfocitica, como na habilidade regulatoria de producéo de citocinas
por macréfagos apds tratamento com esse horménio (EL-SOKKARY; REITER,;
ABDEL-GHAFFAR, 2003), além disso, estudos demonstraram que a baixa
producdo de melatonina poderia induzir um estado de imunodepresséao e estar

associado a causa de inumeras doencas (REITER, 1989).

2.7. PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES DA MELATONINA

Os mais conhecidos antioxidantes nao-enzimaticos sao: vitamina E (a-
tocoferol), vitamina C (ascorbato), glutationa (GSH), B-caroteno e melatonina
(QIAO; HOU; LIU, 2006). Em alguns casos, a eficacia da melatonina como
antioxidante supera a da GSH e da vitamina E (TOMAS- ZAPICO; COTO-
MONTES, 2005). Foi observada a potente acdo desseneurohormdnio como
sequestrador de radical hidroxil, radical anion superoxido, radical mondxido de
nitrogénio, oxigénio molecular (singlete), anion peroxinitrito, peréxido de
hidrogénio (TAN et al., 2002; REITER et al., 2001; PAPPOLLA et al., 2001), e
possivelmente radicais peroxil (PIERI et al.,, 1995), que sdo gerados por
reacbes em cadeia de lipoperoxidacdo de &cidos graxos polinsaturados
presentes amplamente no cérebro (PAPPOLLA et al.,, 2001). Em 1993
evidenciou-se, tanto in vitro quanto in vivo, a atividade da melatonina como
potente sequestradora de espécies reativas em ratos (TAN et al.,1993).

A base molecular para atribuir uma acédo antioxidante a melatonina
baseia-se na sua capacidade de atuar como um doador de elétrons em
processos ndo enzimaticos, além de inibir enzimas da familia citocromo P450.
De forma geral, sugere-se que a melatonina reduza a formacdo de
peroxinitritos em modelos de inflamacéo e pleurisia, peroxidacao lipidica e a
expresséo da sintese de Oxido nitrico. O efeito antioxidante da melatonina &
obtido apenas com doses farmacoldgicas, isto €, doses superiores as
concentracdes encontradas no plasma (COMMENTZ; HELMKE, 1995).

De acordo com Reiter et al. (2003), a acao antioxidante da melatonina
parece agir por diferentes vias: neutralizando diretamente os radicais livres,
estimulando enzimas oxidantes, aumentando a eficiéncia da fosforilacdo
oxidativa mitocondrial e reduzindo o vazamento de elétrons (diminuindo, com
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isso, a geracado de radicais livres) e aumentando a eficiéncia de outros
antioxidantes. A melatonina tem a capacidade de sequestrar ambas as
espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERN) incluindo &nion
superéxido (02), peréxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI),
oxido nitrico (NO), e anion peroxinitrito (ONOO-) (ALLEGRA et al., 2003).

2.8. MELATONINA E TECIDO ADIPOSO

A atividade funcional do tecido adiposo demonstra forte correlagdo com
0s ritmos circadianos, comprovando que existe um elo entre a glandula pineal e
esse tecido. Os niveis circulantes de algumas citocinas como adiponectina,
leptina, IL-6 e TNF-a, apresentam um perfil oscilatério num periodo de 24
horas, atestando essa correlacdo. A desregulacdo desse ritmo correlaciona-se
com aumento do risco de obesidade, doencas cardiovasculares, diabetes,
hipertenséao, resisténcia a insulina, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (DI
LORENZO et al., 2003).

Estudos apontam que a melatonina tem um importante papel na
regulacdo da massa corpérea e balanco energético, podendo atuar de forma
direta nos adipdcitos, através de receptores MT1 e MT2 (ALONSO-VALE et al.
2006). Adipdcitos isolados de TAB incubados com melatonina mostraram que
esse hormoénio aumenta a sensibilidade a insulina mediada através de testes
de captacao de glicose (LIMA et al., 1994). Segundo Alonso-Vale et al. (2004),
a producao normal de leptina pelo TAB de ratos pinealectomizados se mostrou
reduzida em relacdo aos animais intactos durante o jejum. Outros trabalhos
confirmaram ainda que a pinealectomia leva a um quadro de resisténcia a
insulina devido a uma queda de mais de 50% na quantidade de
transportadores GLUT-4 nas células do tecido adiposo e muscular (LIMA et al.,
1998) e que a reposicdo noturna de melatonina nesses animais provocava a
reversdo completa do quadro (ZANQUETTA et al., 2003). Estudos realizados
por Alonso-Vale et al. (2004) demonstraram que a captagdo da glicose em
animais pinealectomizados mostrou-se reduzida em diferentes momentos do

ciclo claro/escuro.
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Segundo Pereira (2009), o tratamento crénico com melatonina induz
aumento da sensibilidade a insulina acompanhada de regulagcédo positiva das
etapas iniciais da acdo do horménio em hipotdlamo, figado, musculo
esquelético e tecido adiposo de ratos com 13 meses de idade. Rasmussen et
al. (2001) administrou melatonina a ratos senis (10 meses de idade) e
percebeu que a melatonina suprimiu caracteristicas relacionadas ao
envelhecimento como aumento da adiposidade, queda nos niveis de leptina e
insulina e reducdo do peso corporal. Em estudo recente, Hussain (2007),
demonstrou que a administracdo de melatonina inibe a absorcao de colesterol
e poderia ser um auxiliar no tratamento da hipercolesterolemia, por diminuir o

colesterol plasmatico, o perfil lipoprotéico e o contetdo lipidico do figado.
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RESUMO

Baixos custos de alimentos palatveis e caldricos, aliados ao sedentarismo
aumentam a atividade lipogénica e o influxo de &cidos graxos livres para o figado,
alterando parametros biogquimicos neste 6rgdo. A melatonina tem sido associada a
reducdo do peso corporal e ao reestabelecimento dos niveis plasmaticos de leptina e
insulina, entre outros fatores. Assim, avaliou-se parametros metabdlicos, bioquimicos e
histoquimicos no figado de ratas prenhes alimentadas com dieta hipercaldrica associada
ou ndo a melatonina. Utilizou-se 40 ratas prenhes divididas nos grupos: I: ratas
submetidas a dieta comum (D); II: ratas submetidas a dieta hipercalorica (DH); I11: ratas
submetidas a dieta hipercalérica + melatonina (0,5 mg/kg) (DH+Mel) e IV: ratas
submetidas a dieta comum + melatonina (0,5 mg/kg) (D+Mel). Os resultados revelaram
que ao 7° dia as fémeas dos grupos DH e DH+Mel apresentaram ganho de peso
corporal. Ao 14° e 21° dia as fémeas do grupo DH mantiveram essa condicdo. N&o
houve diferencas para a ingestdo sélida e liquida ao 7° dia. Porém, ao 14° e 20° dia,
houve elevacdo desse parametro nas fémeas do grupo DH. Os niveis séricos de ALT,
AST, GAMA GT, fosfatase alcalina, amilase, lipase, frutosamina, colesterol total, LDL,
triglicérides, HDL, glicose e insulina aumentaram aos 7° e 14°dia nas fémeas do grupo
DH, com excecdo dos niveis de amilase que ndo diferiu entre os grupos (7° dia) e
reducdo da FA e HDL (14°dia). Nas fémeas dos grupos tratados com melatonina os
niveis de amilase foram reduzidos. Ao 20° dia, as fémeas do grupo DH apresentaram o
mesmo comportamento observado ao 14° dia. Porém as fémeas que receberam a
melatonina exibiram aumento da FA e do HDL, enquanto os demais parametros
apresentaram valores reduzidos em relacdo aos grupos D e DH. A quantidade de lipidios
no figado, bem como o teor de colageno foi significativamente elevado nas fémeas do
grupo DH. Nas fémeas do grupo DH+Mel houve diminuicéo significativa na quantidade
de gordura e de colageno. Os grupos D, DH+Mel e D+Mel ndo mostraram diferencas
em relacdo a quantidade de glicogénio hepatico, diferindo do grupo DH que apresentou
niveis elevados em relacdo a estes. Assim, concluimos que a melatonina apresentou
varios efeitos antiobesogénicos durante a prenhez em ratas, reduzindo os efeitos

adversos no figado causados por uma alimentacao hipercalorica.

Palavras-chave: Obesidade, melatonina, prenhez, histopatologia, figado, ratas,
bioquimica.
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ABSTRACT

Low cost and palatable calorie foods, combined with inactivity increasing the
lipogenic activity and the influx of free fatty acids to the liver, altering biochemical
parameters in this organ. Melatonin has been linked to weight reduction and restoring
plasma leptin and insulin, among other factors. Thus, we evaluated metabolic,
biochemical and immunohistochemical liver of pregnant rats fed with or without
melatonin calorie diet. We used 40 pregnant rats divided into two groups: I: rats
subjected to the common diet (D); Il: rats submitted to high calorie diet (DH); IlI: rats
submitted to high calorie diet + melatonin (0.5 mg / kg) (DH + Mel) and IV: rats
subjected to the common diet + melatonin (0.5 mg / kg) (D + Mel).The results showed
that at day 7 only females of DH and DH + Mel groups showed body weight gain. At
14th and 20st day, the females only of DH group retained this condition. There were no
differences for the solid and liquid intake, the 7th day. However, at 14 and day 20, there
was an increase of this parameter in females of DH group. The serum levels of ALT,
AST, Gamma GT, alkaline phosphatase, amylase, lipase, fructosamine, total
cholesterol, LDL, triglycerides, HDL, glucose and insulin increased at 7 and 14 days
only in females of DH group, with the exception of amylase levels did not differ
between female groups (day 7) and reduction of AF and HDL (14th day). In females of
the groups treated with melatonin only amylase levels were reduced. By day 20, the
females of DH group showed the same behavior observed at 14 days.But females who
received melatonin showed increased FA and HDL, while the other parameters showed
reduced values on the D and DH groups. The amount of lipids in the liver as well as the
collagen content was significantly higher in females of DH group compared to other
groups. In females of DH + Mel group there was a significant decrease in the amount of
fat and collagen. In females of D, DH + Meland D + Mel groups showed no differences
relative to the amount of hepatic glycogen, differing from the females of DH group
which had elevated levels compared to these. Thus, we concluded that melatonin has
presented several antiobesogénicos effects in rats during pregnancy, reducing adverse

effects on the liver caused by a high calorie diet.

Keywords: Obesity, melatonin, pregnancy, histopathology, liver, rats, biochemistry.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é definida como uma condicdo de acimulo anormal ou excessivo de
gordura no tecido adiposo, atingindo niveis que podem trazer transtornos a saude
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2004). Estimativas demonstram que, em
2025, o Brasil sera o quinto pais do mundo com maior incidéncia de obesidade em sua
populagdo (DAMASO, 2001). Os baixos custos de alimentos altamente palataveis e de
grande densidade calorica aliados ao menor requerimento de atividades fisicas na vida
diaria fizeram com que a prevaléncia da obesidade aumentasse em proporcdes
alarmantes (SWINBURN et al., 2011).

As complicagdes decorrentes da obesidade podem levar & Sindrome Metabdlica
(SM) que se caracteriza pelo desenvolvimento de resisténcia a insulina e
consequentemente diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, doencas cardiovasculares e
hipertensdo arterial, além de doencas ortopédicas, psicossociais e diversos tipos de
cancer (MOLLER; KAUFMAN, 2005; COUTINHO; GENTIL; TORAL, 2008). Obesos
possuem a capacidade de aumentar a atividade lipogénica, aumentando o influxo de
acidos graxos livres para o figado e consequentemente levando ao aumento de
triglicerideos, de LDL-c (lipoproteina de baixa densidade) e de apolipoproteina B,
contribuindo indiretamente para o desenvolvimento de doencas arteriais coronarianas e
esteatose hepatica ndo alcodlica (PIANO; TOCK; DAMASO, 2009). A doenca do
figado gorduroso ndo alcoolico (NAFLD) € a causa mais comum de doenca hepatica no
mundo ocidental (DE ALWIS; DAY, 2008), englobando um espectro de patologias que
vao desde esteatose hepatica simples (SZCZEPANIAK et al., 2005) a esteato-hepatite
ndo-alcoolica (NASH) caracterizada por balonismo celular e fibrose (DOWMAN et al.,
2011).

A progressdo da esteatose hepatica no figado esta relacionada a acdo de citocinas
pro-inflamatorias, a disfungcdo mitocondrial e ao estresse oxidativo (LEITE; JAMAR,;
CARANTI, 2014). Segundo Franca (2013), varios fatores interferem na suscetibilidade
do individuo obeso & presenca de lesbes oxidativas, merecendo destaque a
hiperglicemia, os elevados niveis de lipidios teciduais, a inflamacéo crénica, as defesas
antioxidantes inadequadas e a hiperleptinemia.

Estudos realizados por Padilha et al. (2007) em mulheres, mostraram um resultado
obstétrico desfavoravel para gestantes obesas, destacando-se o risco de desenvolvimento
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das sindromes hipertensivas da gravidez. Outros estudos apontam que aumento do
indice de massa corporal (IMC) pré-gestacional esta diretamente relacionado ao maior
risco de ter tais sindromes, podendo este risco ser mediado pela proteina C reativa,
triglicerideos, estresse oxidativo, resisténcia insulinica, disfuncdo endotelial, funcéo
imune, e outros marcadores de dislipidemia (BODNAR et al., 2007).

Varios estudos apontam que a melatonina, uma indolamina produzida
principalmente pela glandula pineal, participa de uma grande variedade de processos
celulares, neuroendocrinos e neurofisioldgicos, incluindo a regulacdo dos ritmos
circadianos (HIRIART et al., 2012). E um potente agente antioxidante e eliminador de
radicais livres. Regula varios processos fisiologicos no figado, apresentando receptores,
tanto na membrana quanto na carioteca das células hepaticas (NAJI et al., 2004),
podendo também inibir o crescimento de hepatocarcinomas (CARRILLO-VICO et al.,
2005).

A atividade funcional do tecido adiposo demonstra forte correlacdo com os ritmos
circadianos. Os niveis circulantes de algumas citocinas produzidas pelo tecido adiposo
branco (TAB) como adiponectina, leptina, IL-6 e TNF-a, apresentam um perfil
oscilatério num periodo de 24 horas e a desregulacdo desse ritmo correlaciona-se com
aumento do risco de obesidade (DI LORENZO et al., 2003). Hussain (2007)
demonstrou que a administracdo de melatonina inibe a absorcao de colesterol e poderia
assim auxiliar o tratamento da hipercolesterolemia, por diminuir o colesterol
plasmatico, o perfil lipoprotéico e o conteudo lipidico do figado.

Considerando estes dados, o presente estudo teve como objetivo avaliar
parametros metabdlicos, bioquimicos e histoquimicos no figado de ratas prenhes
alimentadas experimentalmente com dieta hipercaldrica associada ou ndo a melatonina,

e assim, verificar como essa indolamina influencia esses parametros.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 40 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) com 90 dias de
idade, virgens, pesando 200 + 20g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica
Institucional (CEUA), licenca de numero: 012/2014. Apés a realizacdo de exames
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colpocitoldgicos, as fémeas que apresentaram trés ciclos estrais regulares foram
acasaladas na proporgdo de um macho para trés fémeas sempre as 18:00 horas. As 7:00
horas do dia seguinte, apds a confirmagdo do acasalamento metade das fémeas (n=20
animais) foi alimentada com racdo comercial comum padrdo adquirida da empresa Prag
Solucdes Comercio e Servicos Ltda Me (Pragsolutions) e dgua ad libitum e a outra
metade (n=20) recebeu dieta comercial hipercal6rica adquirida da mesma empresa e
agua ad libitum. Formaram-se assim 4 grupos de matrizes (n=10): Grupo I. ratas
prenhes submetidas a dieta comum durante a gestacdo (D); Grupo Il: ratas prenhes
submetidas a dieta hipercalérica durante a gestacdo (DH); Grupo Ill: ratas prenhes
submetidas a dieta hipercalérica associada a administracdo de melatonina durante a
gestacdo (DH+Mel) e Grupo IV: ratas prenhes submetidas a dieta comum associada a
administracdo de melatonina durante a gestacdo (D+Mel). Apos o final da gestacéo (21°
dia) as fémeas foram anestesiadas com quetamina (80 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg)
para retirada do figado. Para eutanasia foi utilizado o aprofundamento da anestesia até a
dose letal, de acordo com a resolucdo do CFMV 714/2002.

2.1. Composicao Nutricional das Rac6es

As dietas adquiridas possuem a composicao estabelecida nas tabelas abaixo:

Tabela 1 - Dieta HF Integral 60% 5205 cal/Kg - Peletes mais macios

Composicéo (%) Composicéo (cal/Kg)
Matéria mineral 5,00 0
Proteina bruta 26,00 1040
Extrato etéreo (gordura) 34,50 3105
Fibra bruta 8,00 0
Carboidratos 26,50 1060
100,00 5205
Tabela 2 - Dieta Controle Integral
Composicgéo (%) Composicéo (cal/Kg)
Matéria mineral 6,00 0
Proteina bruta 22,00 880
Extrato etéreo (gordura) 4,00 360
Fibra bruta 7,00 0
Carboidratos 61,00 2440
100,00 3680
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2.2. Administracdo da Melatonina

A administracdo da melatonina foi realizada nas fémeas dos grupos DH+Mel e
D+Mel de acordo com o protocolo estabelecido por KIM et al. (1998). A dose de
melatonina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., USA) administrada foi de 0,5 mg/Kg,
dissolvida diariamente em 100 microlitros de alcool, diluida em 300 microlitros de soro
e aplicada as 18:00 horas por via intraperitoneal.

2.3. Bioensaio

2.3.1. Metabolismo das matrizes durante a gestacao

As fémeas de todos os grupos experimentais foram pesadas e acomodadas em
gaiolas metabolicas individuais, onde permaneceram por 24 horas para avaliacdo da
ingesta liquida e solida. Foi oferecida uma quantidade padronizada de 25 g de racéo e
100 mL de agua para cada animal. Apos as 24 horas, as fémeas foram pesadas, bem
como mensuradas a quantidade de sobra de racdo, agua e volume urinario. A avaliacédo
foi realizada trés vezes por semana até o vigésimo dia de gestacdo (Adaptado de
LERCO et al. 2003).

2.3.2. Dosagens bioquimicas das matrizes durante a gestacdo

Apo6s jejum de 12 horas, 1 mL de sangue de cinco fémeas de cada grupo
experimental foi coletado em tubo com gel separador de soro para bioguimica, no 7°,
14° e 20° dia de prenhez por meio de contencdo mecanica (FLUTTERT et al., 2000),
através da puncdo da veia caudal lateral com uso de cateter (24G). O sangue foi
homogeneizado por inversdo de 5 a 8 vezes para evitar hemolise, mantido em repouso
na posicdo vertical por 30 minutos para retrair o coadgulo e em seguida, centrifugado
(500 G) durante 10 minutos para retirada do soro. O soro foi armazenado em freezer -80
°C até o momento das dosagens. Para este fim, utilizou-se kits da Labtest®, segundo os
catalogos (referéncias) especificados: Colesterol total (76-2/100), HDL (86-2/30), LDL
(129-1/80), Triglicerideos (87-2/100), Glicose (133-1/500), AST (109-4/30), ALT (108-
4/30), Gama GT (105-2/30), Fosfatase Alcalina (79-4/30), Lipase (107-3/16), Amilase
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(142-2/30) e Frutosamina (97-6/15). As amostras foram analisadas em triplicata em um
analisador bioquimico automatico (Labmax 240) no Laboratério de Patologia clinica da
UFRPE.

2.3.3. Histoquimica do figado

O figado das fémeas foi coletado ap6s o periodo gestacional para avaliacdo da
quantidade de gordura, glicogénio e coladgeno neste 6rgdo. Para deteccdo especifica de
lipidios, cinco amostras por grupo de tecido hepatico foram fixadas em paraformaldeido
a 4% por 2h, postas “overnight” em concentragdes crescentes de sacarose e embebidas
em O.C.T (Tissue-Tek, Zoeterwoude, Netherlands) na presenca de nitrogénio liquido.
Posteriormente, foram feitos cinco cortes/grupo de 8 um de espessura no criostato. As
laminas foram fixadas com solucdo de formaldeido puro por 15 minutos, contracoradas
com hematoxilina por 30 segundos para marcar os nucleos das células, lavadas com
agua destilada e coradas com Oil Red O durante 15 minutos. Foram observados cinco
campos em cada lamina.

Para avaliar o teor de colageno e glicogénio, fragmentos hepaticos foram
dissecados e fixados em solugdo contendo formalina a 10% tamponada por 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a desidratacdo em solucbes de
concentracdo crescente de etanol, dois banhos de tolueno e incluidos em parafina. As
avaliacdes foram realizadas com o auxilio de um Microscopio Leica DM 500 acoplado
com camera Leica ICC50 HD e software LAS EZ 4.3. Para a deteccdo do colageno, as
laminas foram pré-tratadas com Xxileno para remocao de parafina e hidratadas com série
decrescente de etanol. Em seguida, os cortes foram corados em 1% de solucdo Sirius
Red em &cido picrico saturado durante 2 horas. Apos esse processo, as laminas foram
desidratadas em concentragdes crescentes de etanol, clareadas em xileno, e montadas
em béalsamo do Canada sintético. Para deteccdo do glicogénio foi utilizada a técnica de
coloracdo pelo Acido Periddico de Schiff. Para cada técnica, cinco imagens/grupo, com
a mesma ampliacéo, foram analisadas para a quantificacdo do glicogénio por meio do

software Gimp 2.6 (GNU Image Manipulation Programa, as plataformas UNIX).
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2.4. Andlise Estatistica

Os dados do ganho de peso, ingesta solida e liquida, além dos parametros
bioquimicos foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, onde as
médias obtidas foram comparadas pelo teste de Wilcoxon Mann-Whitney (p< 0,05).
Para a quantificagdo de lipidios, coldgeno e glicogénio hepatico, os grupos foram
comparados pelo teste de variancia de uma via (ANOVA-one way), seguido por pos-
teste de Dunnet e Tukey, para comparagdes multiplas, utilizando o programa GraphPad
Prism (San Diego, CA, USA). Foram consideradas significativas as diferencas com p<

0,05. Os dados foram apresentados como a média + erro padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Parametros Metabdlicos

Os parametros metabdlicos representados pelo ganho de peso, ingesta solida e
ingesta liquida encontram-se representados na figura 1. Ao 7° dia de prenhez, a analise
estatistica demonstrou que as fémeas dos grupos D e D+Mel diferiram das fémeas dos
grupos DH e DH + Mel, as quais apresentaram ganho de peso corporal. Ao 14° e 20° de
prenhez, apenas as fémeas do grupo DH mantiveram essa condicdo, diferindo das
demais. Varias pesquisas demonstram a capacidade de dietas hipercaldricas conduzirem
ao desenvolvimento de obesidade e ganho de peso. Panveloski-Costa et al. (2011)
utilizando ratos Wistar com dois meses de idade alimentados com esse tipo de dieta,
observaram um aumento significativo no ganho de peso dos animais a partir da terceira
semana de oferta quando comparados aos alimentados com dieta padrdo. Da Silva et al.
(2010), em estudos com ratos Wistar tratados com dieta hipercaldrica durante trés meses
observaram que estes aumentaram aproximadamente 1,4 vez a massa corporal quando
comparados com animais-controle. Moura et al. (2012), observou elevagdo do peso
corporal, dos acidos graxos livres hepéticos e diminui¢do da sensibilidade a insulina,
apos oferta durante dois meses de dieta hiperlipidica/hipercalérica a ratos adultos,
demonstrando sinais tipicos de doenca hepatica gordurosa ndo-alcoolica. No presente
trabalho encontramos resultados semelhantes para as fémeas dos grupos alimentados
com dieta hipercaldrica ja durante a primeira semana de gestacdo. Porém, durante a
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segunda e terceira semana, as fémeas do grupo DH+Mel restabeleceu o padrdo normal
de peso, tornando-se semelhante as fémeas dos grupos D e D+Mel. De acordo com
Cipolla-Neto et al. (2014), a melatonina regula aspectos bioldgicos dos adipdcitos que
influenciam o metabolismo energético, lipidemia e peso corporal como, por exemplo,
lipolise, diferenciacdo dos adipocitos e captacdo de &cidos graxos, apresentando um
efeito antiobesogénico. Estudos realizados por Rasmussen et al. (2001) apontam que a
melatonina possui um papel importante na regulacdo da massa corpérea e balanco
energético, e que a administracdo do hormonio a ratos adultos (10 meses de idade)
durante doze semanas reduziu o peso corporal sem alterar a quantidade de alimento
ingerido. E importante ressaltar, porém, que as fémeas do grupo DH tiveram aumento
na ingesta sélida, fator esse que pode ter auxiliado o ganho de peso apresentado pelo
grupo.

Em relacdo a ingestdo solida e liquida, ao 7° dia de prenhez, as fémeas dos grupos
ndo diferiram entre si. Porém, ao 14° dia e 20°, esses parametros mostraram-se mais
elevados nas fémeas do grupo DH, tornando-o estatisticamente diferente das fémeas dos
demais grupos. Varios estudos demonstram gque 0s mecanismos reguladores do apetite e
da sede encontram-se no hipotalamo. Segundo Duarte et al. (2006), a hiperfagia € uma
caracteristica que pode ser observada quando animais sdo alimentados com dietas com
elevado teor de gorduras, o que leva a um processo inflamatério no hipotalamo,
interferindo nas vias intracelulares de sinalizacdo pela leptina, resultando em hiperfagia,
diminuicdo do gasto de energia e, por fim, obesidade. Este horménio é produzido
proporcionalmente a massa de tecido adiposo, porém, obesos ndo perdem o apetite
devido ao desenvolvimento de um mecanismo de resisténcia a leptina por um defeito na
sinalizacdo do seu receptor ou no seu transporte através da barreira hematoencefalica
(FLIER, 2004). A melatonina é capaz de prevenir ou reverter efeitos nocivos da
obesidade e alteracGes metabdlicas como resisténcia a insulina, resisténcia a leptina e
desordens cardiovasculares (NDUHIRABANDI, DU TOIT, LOCHNER, 2012).
Alonso—Vale et al. (2005) realizaram pesquisas com adipécitos isolados e observou que
a melatonina exerceu um efeito permissivo, apés seis horas de incubacdo, fundamental
para a acdo da insulina sobre a expressao génica de leptina. A insulina modula eventos
intracelulares por reduzir concentracfes citoplasmaticas de AMPc e, este pode ser 0
mecanismo pelo qual a insulina regula a expressdo da leptina, uma vez que um aumento
do conteddo intracelular de AMPc leva a diminui¢cdo da produgdo desta adipocina
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(DENTON; TAVARE, 1992). A ingesta hidrica por sua vez, é influenciada pela
sensacdo de sede e pelo aumento de osmolalidade no sangue. Os horménios
antidiuréticos atuam nos tubulos renais, aumentando a reabsorcao de 4gua para o sangue
até o retorno da osmolalidade sanguinea (WIDMAIER; RAFF; STRONG, 2013). O
excesso de gordura corporal pode levar a resisténcia a insulina e consequentemente a
hiperglicemia. Nessa condicdo, segundo Carvalho (2007), parte da glicose passa a ser
eliminada através da urina, aumentando o volume urinario e levando a desidratacdo e
polidipsia resultante da hiperosmolaridade, provavelmente ocasionando o aumento da
ingesta hidrica observada nas fémeas do grupo DH durante a segunda e terceira semana
de oferta da dieta hipercaldrica. Sabendo-se que a melatonina atua aumentando a
sensibilidade a insulina (LIMA et al., 1994), esses efeitos ndo foram apresentados pelas
fémeas do grupo DH+Mel que mostraram-se semelhantes as fémeas dos grupos D e
D+Mel.

3.2. Avaliacao Bioquimica

Foram avaliados parametros relacionados ao metabolismo energético como:
Niveis séricos de ALT (Alanina transaminase), AST (Aspartato transaminase), Gama
Glutamil Transferase (GAMA GT), FA (fosfatase alcalina), amilase, lipase,
frutosamina, colesterol total, LDL, triglicérides, HDL e glicose. Os resultados estdo
apresentados nas tabelas 3,4 e 5.

Ao 7° dia de prenhez as fémeas do grupo DH difereriram estatisticamente das
demais fémeas dos grupos experimentais em relacdo a todos os parametros avaliados,
apresentando niveis séricos elevados de todos eles, com excecdo dos niveis de amilase
que ndo diferiu entre as fémeas dos grupos. Sendo a amilase um marcador de injdrias
pancreaticas, esse resultado mostra que durante a primeira semana de oferta da dieta
hipercaldrica esse 6rgdo ndo sofreu nenhum dano. Ao 14° dia de prenhez, as fémeas do
grupo DH apresentaram niveis elevados para todos os pardmetros avaliados exceto para
fosfatase alcalina (FA) e HDL. Nas fémeas dos grupos DH+Mel e D+Mel apenas 0s
niveis de amilase foram reduzidos em relagdo as demais fémeas dos grupos
experimentais, demonstrando um efeito protetor da melatonina sobre o pancreas. Ao 20°
dia de prenhez, as fémeas do grupo DH apresentaram 0 mesmo comportamento

observado ao 14° dia de prenhez. Porém as fémeas que receberam a melatonina exégena
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exibiram aumento da fosfatase alcalina (FA) e do HDL, enquanto os demais parametros
apresentaram valores reduzidos em relagéo as fémeas dos grupos D e DH.

A elevacdo sérica de glicose observada nas fémeas do grupo DH ocorreu
provavelmente devido a sobrecarga de acidos graxos presentes na dieta hipercalorica,
causando hipertrofia do tecido adiposo. Esse fato associa-se com a producdo de
citocinas inflamatorias que podem desencadear hiperglicemia e resisténcia a insulina
(LIMA-LEOPOLDO et al., 2013). De acordo com Esposito; Cuzzocrea (2010) nas
ultimas décadas, uma série de efeitos antiinflamatorios e antioxidantes tém sido
observados quando a melatonina é administrada exogenamente ou adicionada in vivo
em células cultivadas. Hoppe (2009) afirma que a melatonina reduz a ativacao de uma
grande variedade de citocinas pré-inflamatdrias e também a sintese do 6xido nitrico,
amenizando os mecanismos da inflamacdo. Isso poderia ter reduzido a resisténcia a
insulina e consequentemente a concentragdo serica de glicose, efeito esse observado nas
fémeas do grupo DH+Mel. Picinato et al. (2002) investigaram o pancreas de ratos e
enfatizaram o papel exercido pela melatonina no controle dos ritmos circadianos
envolvidos na regulacdo da homeostase da glicose, demonstrando a existéncia de um
forte ritmo de 24 horas na secrecdo de insulina.

Estudos sobre o metabolismo da glicose, afirmam que a melatonina diminui a
secre¢ao de insulina das células B pancreaticas (BAZWINSKY-WUTSCHKE, et al.,
2014), enquanto Alonso-Vale et al. (2004) isolando adipécitos de ratos
pinealectomizados, observaram menor tolerancia a glicose e menor sensibilidade a
insulina em relacdo aos animais controle. Lima et al. (1994) incubando adipdcitos
isolados do tecido adiposo branco com melatonina, mostraram que esse horménio
aumenta a sensibilidade a insulina medida através de testes de captacdo de glicose.
Enfatizando a acdo da melatonina sobre a resisténcia insulinica. De Lima; Reis; De
Lima (2001) demonstraram consideraveis modificagcdes morfoldgicas e morfométricas
nas células B do péancreas em animais pinealectomizados, demonstrando a relagdo
existente entre melatonina e este 6rgéo.

A atividade sérica das enzimas amilase e lipase s@o utilizadas no diagndstico de
pancreatites. E sabido que a atividade dessas enzimas pode ser afetada por Varios
fatores, incluindo alimentos com deficiéncia em carboidratos, dietas ricas em gordura e
diabetes (CORRING, 1980; NAKAJIMA et al., 2011). Menores niveis de amilase nas
fémeas do grupo DH+Mel e D+Mel podem ter ocorrido devido a uma diminui¢do de
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seus niveis, uma vez que sua atividade é dependente dos niveis circulantes de glicose
(PINKE, 2013) e nesses animais também foi observada reducdo dos niveis glicémicos,
ao contrario do que ocorreu nas fémeas do grupo DH que apresentaram niveis elevados
de glicose, amilase e lipase. Nakajima et al. (2011) demonstraram que 0S niveis séricos
de amilase s&o inversamente associados com fatores de risco cardiometabolicos,
especialmente aqueles mais associados com a obesidade, atestando o efeito protetor da
melatonina sobre esses aspectos nas fémeas dos grupos DH+Mel e D+Mel.

Em humanos, a concentracdo da frutosamina sérica permite uma avaliacdo do
controle recente dos niveis glicémicos maternos e sdo associadas a gravidade e duracéo
da hiperglicemia no inicio da gestacdo (WEERASEKERA; PEIRIS, 2000). A elevagédo
sérica de seus niveis indica que o controle glicémico neste periodo foi inadequado. De
acordo com Cabral (2010) os niveis maternos anormais de frutosamina, mesmo que no
segundo trimestre gestacional, podem ser considerados marcadores de anormalidades
cardiacas fetais. Devido a essa referéncia, a elevacdo dos niveis dessa enzima observada
nas fémeas do grupo DH durante todo o periodo gestacional requer maior atencdo em
relacdo a sua prole. Em um estudo realizado por Ariclécio (2012) em ratos machos
diabéticos, foi observado que os niveis de frutosamina foram completamente
normalizados pelo tratamento com melatonina, condi¢do esta também observada nas
fémeas do grupo DH+Mel.

A enzima GAMA GT e as transaminases ALT e AST sdo indicadores sensiveis de
dano hepatico, particularmente quando se trata de uma lesdo aguda, sendo a ALT mais
especifica, pois esta existe primariamente ao figado, enquanto a AST pode ser
encontrada em outros tecidos (SCHINONI, 2006). A concentracdo sérica dessas
enzimas mostrou-se elevada nas fémeas do grupo DH durante a primeira, segunda e
terceira semanas de gestacdo, estando nossos achados de acordo com a literatura, pois,
segundo Chaves et al. (2012), uma dieta hipercalérica pode levar a alteracOes
histopatoldgicas importantes, causando uma elevacdo destas enzimas e provocando
alteracbes na funcdo hepatica, que variam de esteatose a esteatohepatite, fibrose e
cirrose. Outro trabalho realizado por da Silva (2014), demonstrou que a dieta
hipercaldrica causou hiperglicemia, hipercolesterolemia, aumento nas enzimas ALT e
AST, e achados histopatologicos que definem a Doenca Hepéatica Gordurosa Nao-
Alcodlica como, esteatose, inflamacéo, balonizacdo e fibrose em animais alimentados
com esse tipo de dieta. Segundo Shamir et al. (2008) a hiperglicemia é intimamente
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relacionada com disturbios lipémicos, como aumento de LDL e Triglicerideos e reducao
de HDL, elevando o risco de doengas cardio e cerebrovasculares.

A enzima FA é produzida por diversos 6rgdos e tecidos, como por exemplo:
0ssos, figado e placenta (TONUCCI; TOLEDO, 2012) ocorrendo aumentos fisiologicos
durante o crescimento e gravidez. Elevacdes na sua concentracao sérica também podem
ser consideradas preditores confidveis no desenvolvimento da Doenca Hepética
Gordurosa Nédo-Alcodlica (HANLEY et al., 2005). Esta também funciona como um
marcador altamente sensivel de lesdo tubular renal associada ao diabetes (HAN et al.,
2008). De acordo com Delmez; Kay (2003) a reducdo em sua concentracdo sérica €
indicativa de osteodistrofia renal, termo referente a todos os tipos de doenga dssea
decorrentes da insuficiéncia renal (IR) (NEGREA 2002). Chi-yuan et al. (2006)
observaram que quanto maior o indice de massa corporal maior o risco de
desenvolvimento de doenca renal cronica, parametro igualmente observado nas fémeas
do grupo I1.

Ainda nessa perspectiva Gugliucci; Kotani; Kimura (2012) afirmaram que na
Insuficiéncia Renal (IR) também é observada a presenca de distarbios no metabolismo
das lipoproteinas, pois o paciente renal crénico apresenta a triade aterogénica:
hipertrigliceridemia, aumento sérico do colesterol da lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) e reducdo do colesterol das lipoproteinas de alta densidade (HDL),
assim como alteracfes no metabolismo das apolipoproteinas A e B. De acordo com
Russcher et al. (2012) em humanos com IR, por fatores ainda nao esclarecidos, ocorre
uma queda na producgdo de melatonina noturna, e os pacientes apresentam distirbios do
sono, levantando a hipotese de que estes exibiriam déficit na producdo de melatonina.
Esta provavelmente exerceu um efeito protetor nas fémeas do grupo DH+Mel que
apresentaram niveis normais para esse parametro durante a primeira e segunda semana
de tratamento. Na terceira semana de gestacdo, porém, seus niveis mostraram-se mais
elevados nas fémeas do grupos D, DH+Mel e D+Mel, e embora esse dado possa indicar
danos hepaticos, nesses grupos essa hipdtese foi descartada, uma vez que as demais
enzimas referenciais (ALT, AST e GAMA GT) mostraram-se dentro da normalidade.
Esse aumento provavelmente ocorreu devido a presenca da FA placentaria, pois, quanto
maior o tempo de gestagcdo, maior a sua concentracdo sérica. Segundo Hepburn (2008)
na gravidez normal, os valores de ALT, AST e GAMA GT néo se alteram, porém, a
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producdo placentaria de FA, resulta num aumento de duas a quatro vezes o seu valor de
referéncia.

Relacionado ao metabolismo lipidico, Moura et al. (2012), administraram dieta
desequilibrada semipurificada hipercaldrica (5.350 kcal/kg) durante dois meses a ratos
Wistar jovens e observaram aumento nos niveis séricos de acidos graxos livres. A
elevada ingestdo de dietas hipercaldricas e a obesidade também tém sido associadas ao
aumento da producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS), levando ao estresse
oxidativo. O estresse oxidativo desempenha um papel central na patogénese e
progressdo de doencas hepaéticas, e ja € bem conhecido o papel da melatonina como um
potente antioxidante, interagindo e neutralizando diretamente ROS através de reacGes
de transferéncia Unica de elétrons e/ou aumentando a atividade e a expressdo génica de
enzimas antioxidantes como glicose 6-fosfato desidrogenase, superdxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase (HARDELAND, 2011). Moraes
(2014) induziu um modelo de carcinogénese hepatica em ratos e administrou
melatonina ap6s a quinta semana da inducdo. O estudo demonstrou que o tratamento
com melatonina foi capaz de reduzir as concentracGes séricas de ALT e GAMA GT,
desempenhando um papel protetor no figado desses animais.

Em humanos, a gravidez esta associada a alteracdes fisiologicas importantes do
metabolismo dos lipidios. A primeira alteracdo é a estimulacdo da lip6lise, fenébmeno
progressivo a medida que a gestacdo evolui. A segunda diz respeito a0 aumento
gradativo da concentracdo dos triglicerideos circulantes com a evolucdo gestacional,
porém, mais constantes no terceiro trimestre da gestacdo (HERRERA; GOMEZ-
CORONADO; LASUNCION, 1987). De acordo com Cunningham et al. (2001) os
niveis séricos de LDL aumentam ao longo da gestacdo, com pico na 362 semana,
provavelmente em consequéncia dos efeitos hepaticos do estradiol e da progesterona,
enquanto os de HDL elevam-se até um pico na 25 semana, diminuindo seus niveis até a
322 e permanecendo constante até o final da gravidez. Dados confirmam que a
melatonina regula varios aspectos da biologia dos adipdcitos que influenciam o
metabolismo energético, dislipidemia e peso corporal, como lipolise, lipogénese,
diferenciacdo dos adipdcitos e absorcdo de acidos graxos (ALONSO-VALE et al.,
2009).

No presente estudo observou-se elevacdo dos niveis de colesterol total, LDL e
triglicerideos apenas nas fémeas do grupo DH e esse achado encontra-se de acordo com

77



2627
2628
2629
2630
2631
2632
2633
2634
2635
2636
2637
2638
2639
2640
2641
2642

2643

2644
2645
2646
2647
2648
2649
2650
2651
2652
2653
2654
2655
2656
2657
2658

pesquisa realizada por Sener (2004) que comprovou que o tratamento com melatonina
reduz os altos niveis de colesterol no plasma e figado de ratos alimentados com dieta
rica em lipidios. Esse efeito protetor foi observado nas fémeas do grupo DH+Mel que,
embora alimentados com dieta hipercalorica, tiveram seus niveis séricos de ALT, AST,
GAMA GT, colesterol e triglicerideos semelhantes as fémeas do grupos D e D+Mel. As
fémeas tratadas com melatonina apresentaram aumento na concentragéo seérica de HDL
e reducdo do LDL na terceira semana de gestacdo, demonstrando sua importancia no
metabolismo lipidico, uma vez que o HDL contribui para a protecdo do leito vascular
contra a aterogénese, pois é responsavel pelo transporte de colesterol até o figado, pela
remocdo de lipidios oxidados da LDL, pela inibicdo da fixacdo de moléculas de adesdo
e monacitos ao endotélio e pela estimulacdo da liberacdo de 6xido nitrico (XAVIER et
al., 2013). Em acordo com a presente pesquisa estudos realizados por AGIL et al.
(2011) que mostraram que a administracdo de melatonina melhorou significativamente a

dislipidemia em ratos diabéticos, com reducéo do colesterol LDL.

3.3. Histoquimica
3.3.1 Avaliacéo de Lipidio Hepético

Foi analisada a quantidade de lipidio no figado atraves da coloracéo especifica Qil
red O (Figura 2). As fémeas dos grupos D e D+Mel apresentaram niveis basais de
lipidios, caracterizando um padrdo normal. Nos grupos que receberam a dieta rica em
gordura, houve um aumento significativo na quantidade de lipidio das fémeas do grupo
DH em relacio aos demais grupos. A esteatose hepatica caracteriza-se
fundamentalmente pela deposicdo excessiva de gorduras na célula hepatica. Ha varias
causas, entre elas, obesidade e diabetes. O acimulo de gordura no figado é decorrente,
principalmente, da elevacdo dos &cidos graxos livres na corrente sanguinea, pois caso
ndo sejam oxidados ou transportados para a circulacdo em forma de lipoproteinas de
baixa densidade, podem ser sintetizados em triacilglicerdis e depositados nesse 6rgao
(GOLDBERG; GINSBERG, 2006). Moura et al. (2012) administrando uma dieta rica
em lipidios a ratos jovens observou aumento na atividade lipogénica hepética, na
quantidade de lipidios hepaticos totais e acimulo de gordura em forma de triglicerideos
nos figado. Corroborando com nosso trabalho, estudos realizados por Almeida (2013)

mostraram que ratos alimentados com dieta hipercalérica durante 10 meses
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apresentaram uma maior deposi¢do de goticulas de gorduras nos hepatdcitos, bem como
0s maiores concentragdes séricas de triacilglicerois. Nas fémeas do grupo DH+Mel
observou-se uma diminuigdo significativa na quantidade de gordura no tecido hepatico
quando comparado as fémeas do grupo DH, tornando-o estatisticamente semelhante as
fémeas dos grupos D e D+Mel (Figura 3). Nesse grupo, a melatonina foi capaz de
reduzir a quantidade de lipidios depositada. Em estudo recente, Hussain (2007),
demonstrou que a administracdo de melatonina inibe a absorgéo de colesterol e pode ser
um auxiliar no tratamento da hipercolesterolemia, pois diminui o colesterol plasmatico,
o perfil lipoprotéico e o contetdo lipidico do figado, atestando o papel da melatonina na

reducdo do acimulo de gordura nesse 6rgao.

3.3.2. Avaliacao da Fibrose Hepatica

Foi avaliada a quantidade de colageno através da coloragdo especifica Sirius red
(Figura 4). As fémeas do grupo DH apresentaram aumento na quantidade de coladgeno
tecidual em comparacdo as demais fémeas dos grupos experimentais. As fémeas do
grupo DH+Mel mostraram-se semelhantes as fémeas do grupo D, sugerindo uma
atuacdo benéfica direta da melatonina sobre os possiveis danos que prejudicam o
funcionamento normal do figado (Figura 5). Devido a esta atuacdo da melatonina, as
fémeas do grupo D+Mel mostraram uma reducdo ainda mais acentuada dos niveis de
colageno hepético. Segundo Utzschneider; Kahn (2006), se o figado gorduroso néo for
diagnosticado e tratado, pode ocorrer um aumento dos seus tecidos conjuntivos,
conduzindo o 6rgdo a faléncia. De acordo com Day (2002), existem dois estimulos
capazes de desencadear a génese do figado gorduroso: a resisténcia a insulina,
necessaria para o acimulo de &cidos graxos no hepatdcito e a instalacdo do estresse
oxidativo, levando a peroxidacdo lipidica, cujos produtos intermedirios séo
importantes agentes pro-inflamatorios, levando ao desenvolvimento de inflamacdo e
fibrose. Inclusive um dos produtos finais da peroxidagdo é o malondialdeido (MDA),
responsavel pela ativacdo da producdo de colageno (LEE et al., 1995). Ambos 0s
estimulos sdo frequentemente relacionados ao consumo de dietas hipercaldricas e
obesidade.

A literatura tem reportado os efeitos antifibréticos da melatonina, bem como suas

propriedades em controlar niveis de coldgeno nos tecidos (OGETURK et al. 2008). A
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ativacdo de células estreladas hepaticas e a iniciacdo da sintese de colageno
desequilibrada sdo os principais componentes na patogénese que conduz a fibrose.
Dados atuais indicam que estresse oxidativo, peroxidacao lipidica e liberagdo de MDA
estdo relacionados com a ativacdo destas células e esta ativacdo é bloqueada por
antioxidantes (SVEGLIATI et al., 1998; TAHAN et al., 2004). Rosa et al. (2010)
induziram cirrose em ratos e avaliaram a integridade hepatica dos animais quando estes
eram tratados com melatonina. Os resultados mostraram que este horménio diminuiu o
estresse oxidativo atuando como removedor de radicais livres e fornecendo protecédo
antioxidante de biomoléculas. Também reduziu significativamente os niveis de
lipoperoxidacdo hepatica, prevenindo significativamente a deposicdo de coldgeno no
figado. Esses achados estdo de acordo com nossos resultados, onde a melatonina

reduziu a quantidade de colageno hepatico nas fémeas do grupo DH+Mel.

3.3.3. Avaliacao do Glicogénio Hepatico

As fémeas dos grupos DH, DH+Mel e D+Mel n&o diferiram significativamente
entre si em relacdo a quantidade de glicogénio hepético, que se encontrava elevada,
qguando comparada com as fémeas do grupo D (Figuras 6 e 7).

Estudos realizados por Helge et al. (2001), em humanos, demonstraram que 0
consumo de dietas hipercal6ricas contribuiu para uma maior oxidacdo de gorduras,
limitando o uso de carboidratos como substrato energético no trabalho celular. Ainda de
acordo com Carvalho; Colaco; Fortes (2006), dietas hipercal6ricas, ricas em gordura
fazem com que os acidos graxos, depositem-se no figado na forma de triacilglicerdis.
Isso pode causar a reducao do “clearance” hepatico de insulina, aumentando a produgao
hepética de glicose, uma vez que a insulina é o principal hormonio que inibe a producao
desse carboidrato. Segundo Hou; Pessin (2007) quando ocorre um aumento nos niveis
de substratos energéticos no sangue, como acontece durante a oferta de dietas
hipercaldricas, as células B pancredticas secretam insulina levando a um aumento dos
transportadores GLUT 4 que estimulam a absorcdo desses substratos pelas celulas.
Nesse contexto, Canani et al. (2013), afirmam que, quando a concentragdo sanguinea de
glicose estd alta, o figado converte glicose em glicogénio e triglicerideos para
armazenamento; quando a concentragdo sanguinea de glicose esta baixa, o figado
converte glicogénio em glicose e libera na corrente sanguinea. Esse estudo encontra-se

em acordo com a pesquisa realizada, pois a dosagem bioquimica de glicose mostrou-se
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elevada no grupo que recebeu apenas dieta hipercalorica e devido a isso, o figado desses
animais ndo liberou glicose, demonstrando acumulo de granulos de glicogénio nesse
6rgdo. Resultados controversos foram encontrados por Bernardes et al. (2004), que
administraram dieta hipercalorica a ratos machos durante oito semanas e observaram
que o conteudo de glicogénio no figado apresentou-se diminuido nos animais
hipercaldricos em relacdo aos normocaldricos.

Estudos sobre o metabolismo da glicose e secrecdo de insulina pelas ilhotas
pancreaticas sendo moduladas pela melatonina mostram-se contraditdrios. Lima et al.
(1998) demonstraram que a melatonina promove uma melhora na captacdo da glicose,
por aumentar a sensibilidade tecidual a insulina, promovendo alteracfes na expressao
génica da proteina transportadora GLUT-4 e que, em animais pinealectomizados, esta
encontra-se reduzida. Em acordo com esse resultado, estd a pesquisa realizada por
Mazepa et al. (1999), onde, realizando estudos em ratos exercitados e sedentarios, foi
observado que a melatonina possui um efeito poupador dos estoques de glicogénio, e 0
contetdo de glicogénio hepéatico e muscular mostrou-se aumentado nos animais tratados
com melatonina. Em contradicdo, Peschke et al. (2007) demonstraram em um estudo
realizado em ratos que a melatonina inibe a secrecdo de insulina pelas células 8
pancredticas, enquanto Picinato et al. (2002) demonstraram que a melatonina reduz a
secrecdao de insulina por ilhotas pancreéticas isoladas de animais adultos, porém ndo
interfere na metabolizacao da glicose nessas células.

Complementando a importancia da melatonina sobre os processos de regulacdo do
metabolismo energético, foi recentemente demonstrado que a programacdo metabolica
intra-uterina € modificada pela deficiéncia de melatonina na gestacdo. A prole adulta de
fémeas deficientes de melatonina apresenta intolerancia a glicose, resisténcia a insulina
e uma deficiéncia grave de secrecdo de insulina induzida por glicose pelas ilhotas
pancredticas isoladas. Estes efeitos de programacdo desaparecem com 0 cronograma
apropriado de terapia de reposicdo de melatonina para as maes durante a gestacédo
(CIPOLLA-NETO et al., 2014).

4. CONCLUSAO
E cada vez mais comum o uso de dietas hipercaldricas por mulheres em idade

reprodutiva e gestantes, de forma que se fazem necessarios estudos na busca por

81



2757
2758
2759
2760
2761
2762
2763
2764
2765

2766

2767

2768
2769
2770
2771
2772
2773
2774
2775
2776
2777
2778
2779
2780
2781
2782
2783
2784
2785
2786
2787
2788

solucgdes para os problemas causados por esse tipo de dieta rica em agucares e lipidios.
Na presente pesquisa foi possivel observar varios efeitos antiobesogénicos da
melatonina durante a prenhez em ratas, uma vez que este horménio mostrou-se capaz de
reduzir os efeitos adversos causados por uma alimentacdo rica em gordura. A
administracdo diaria de melatonina durante a gestacdo melhorou varios aspectos
relacionados ao metabolismo energético, reduzindo o peso corporal, protegendo o
figado contra agressdes como acumulo de lipidios e fibrose, e mantendo os niveis

enzimaticos, glicémicos e lipidicos dentro de padrbes adequados ao periodo gestacional.
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Tabela 3. Bioquimica das matrizes ao 7° dia de prenhez
Grupos Dieta Padréo Dieta Dieta Hipercaldrica Dieta Padréo P
Hipercaldrica + Melatonina + Melatonina

ALT (UI/L) 86,52 + 8,41a 103,2 + 9,52b 82,31 +7,07a 76,64 + 3,57a 0,0048
AST (Ul'/L) 1,05 £ 0,96a 10,84 + 2,33b 1,98 £1,40a 0,70 £ 0,20a 0,0077
GAMA GT (UI/L) 1,55 + 0,60a 4,60 +1,52b 1,74 + 0,25a 1,43 + 0,45a 0,0199
FA (UI/L) 131,00 £13,27a 93,60 £ 14,07b 135,50+ 20,26a 131,40+ 16,10a 0,0156
Amilase (Ul/dL) 83,40 + 4,14a 75,80 + 3,61a 75,00 + 4,96a 73,20 £ 5,87a 0,2536
Glicose (mg/dL) 102,70 = 6,38a 122,70 + 7,32b 98,60 £ 3,21a 97,50 £ 5,77a 0,0055
Lipase (UI/L) 12,60 + 2,51a 17,20 + 2,58b 9,20 + 3,83a 8,80 +4,67a 0,0112
Colesterol (mg/dL) 63,31 + 3,58a 81,51 + 8,94b 57,90 + 2,80a 56,57 + 8,40a 0,0047
Trigl. (mg/dL) 64,22 £ 2,95a 86,23 + 8,41b 57,90 £ 6,27a 61,48 £ 4,84a 0,0105
HDL (mg/dL) 41,80 + 4,55a 37,20+ 1,30b 49,20 + 4,28a 46,60 + 3,20a 0,0216
LDL (mg/dL) 35,97 £ 1,10a 55,31 + 2,66b 35,70+ 1,13a 34,47 £ 1,65a 0,0168
Frutosamina (umol/L) 107,60 £4,93a 139,80 +5,45h 106,20 + 1,48a 104,20 + 1,92a 0,0327

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-

Mann-Whitney test (P<0,05).

Tabela 4. Bioquimica das matrizes ao 14° dia de prenhez

Grupos Dieta Padréao Dieta Dieta Hipercaldrica Dieta Padréo P
Hipercalérica + Melatonina + Melatonina

ALT (UI/L) 80,10 + 3,58a 96,16 + 4,03b 84,36 + 4,07a 83,81 + 6,36a 0,0311

AST (UI'/L) 2,22 +1,78a 13,05+ 2,47b 2,11 +1,58a 2,17+1,97a 0,0127

GAMA GT (UI/L) 1,57 £0,67a 3,37+1,43b 0,92 + 0,70a 1,16 £ 0,58a 0,0199

FA (UI/L) 277,30 +£11,77a 181,00 +9,22b 270,49+ 11,65a 267,00 £8,26a  0,0083

Amilase (Ul/dL) 82,17 £ 3,24a 106,20 £ 5,17b 72,60 £ 2,21c 70,60 £ 4,90c 0,0142

Glicose (mg/dL) 101,30 £ 5,51a 121,3 +9,09b 92,05 + 4,65a 90,14 + 7,85a 0,0009

Lipase (UI/L) 11,40 £ 3,67a 16,40 £ 1,94b 8,80 + 1,04a 7,96 + 1,50a 0,0181

Colesterol (mg/dL) 63,69 + 4,73a 91,21 +£7,07b 52,98 + 7,96a 54,62 + 7,47a 0,0060

Trigl. (mg/dL) 61,55 £ 6,90a 107,00 + 7,48b 50,53 £ 5,26a 55,80 £ 3,73a 0,0066

HDL (mg/dL) 43,00 + 4,23a 20,40 + 6,22b 50,60 + 5,14a 52,60 + 6,51a 0,0010

LDL (mg/dL) 32,45 £ 0,94a 63,52+ 0,71b 33,69 £ 1,76a 34,73+ 1,42a 0,0219

Frutosamina (umol/L) 112,40 + 3,05a 147,00 + 6,04b 109,80 + 3,70a 108,20 +5,45a  0,0078

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney test (P<0,05).
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Tabela 5. Bioquimica das matrizes ao 20° dia de prenhez

Grupos Dieta Padréo Dieta Dieta Hipercalérica Dieta Padréo P
Hipercalorica + Melatonina + Melatonina
ALT (UI/L) 76,57 = 2,51a 102,40 + 3,68b 70,23 £ 1,52¢ 67,27 £ 4,47¢c 0,0042
AST (Ul'/L) 2,10+ 0,61a 14,98 + 3,45b 1,38+ 0,11c 1,29+ 0,29c 0,0171
GAMA GT (UI/L) 2,68 + 0,92a 3,74 £ 0,09b 1,81 +0,07c 1,72+ 0,07c 0,0105
FA (UI/L) 270,30 + 5,89 107,40 £4,79b 288,0 + 5,80c 286,70 £3,09c  0,0120
Amilase (Ul/dL) 84,40 + 3,05a 105,20 + 3,96b 73,60 % 3,36C 74,00 = 2,34c 0,0011
Glicose (mg/dL) 96,39 + 3,46a 125,40 £5,41b 69,04 + 6,05c 62,66 + 4,80c 0,0209
Lipase (UI/L) 8,80 +1,48a 11,00 + 3,16b 6,00 + 0,70c 5,60 + 1,14c 0,0022
Colesterol (mg/dL) 59,16 + 3,17a 102,20 + 5,61b 48,79 £ 5,10c 47,66 £ 2,67c 0,0113
Trigl. (mg/dL) 57,42 + 3,72a 101,80 + 4,43b 45,93 + 3,06¢ 43,80 + 2,20c 0,0008
HDL (mg/dL) 53,40 + 3,28a 26,20 + 5,49b 71,40 = 2,30c 73,80 = 4,14c 0,0110
LDL (mg/dL) 2245+023  71,15+502b 17,69 + 2,33c 16,73+1,40c  0,0068
Frutosamina (nmol/L) 102,80 + 2,58a 136,00 + 5,38b 95,00 = 2,40c 94,80+ 2,22c 0,0310

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney test (P<0,05).
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Figura 2: Fotomicrografia de figado corados pelo OIL RED O. A: Dieta Comum, B: Dieta

Hipercaldrica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina.
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Figura 3: Quantificacdo de lipidios hepéaticos por coloragdo OIL RED O. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc

de Tukey (P<0,05).

94



3117
3118
3119
3120
3121
3122
3123
3124
3125
3126
3127
3128
3129
3130
3131
3132
3133
3134
3135
3136
3137
3138
3139
3140
3141
3142
3143
3144
3145
3146
3147
3148
3149
3150

Figura 4: Fotomicrografia de figado mostrando fibras coladgenas coradas pelo Sirius Red. A:

Dieta Comum, B: Dieta Hipercalérica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum +

Melatonina;
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Figura 5: Quantificacdo de fibras colagenas hepaticas. Coloracdo Sirius Red. Médias seguidas

pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo

pos hoc de Tukey (P<0,05).
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Figura 6: Fotomicrografia de figado evidenciando glicogénio hepatico corado pelo

Acido Periddico de Schiff. A: Dieta Comum, B: Dieta Hipercaldrica, C: Dieta Comum
+ Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina.

300-
a b b b €3 Grupo | - Dieta Comum (D)
| EX8 Grupo Il -Dieta Hipercalérica
L 200+ (DH)
@ E3 Grupo Il - Dieta Hipercalorica +
o 100- o
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= : = (D + Mel)
>
= 0- T

Figura 7: Quantificacio de glicogénio hepatico. Coloragdo Acido Periddico de Schiff. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA
seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).
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RESUMO

Obesidade é o acuimulo excessivo de gordura no tecido adiposo. Associadamente
surgem comorbidades afetando os rins, baco e sistema imunoldgico, que podem estar
relacionadas ao estresse oxidativo. Atualmente tem-se buscado estratégias terapéuticas
através do uso de antioxidantes como a melatonina. Objetivou-se analisar a interacédo
desse horménio com a histofisiologia renal e o sistema imune bem como sua correlagédo
com a obesidade durante o periodo gestacional. Foram utilizadas 40 ratas da linhagem
Wistar, divididas em 4 grupos (n=10): Grupo I-ratas submetidas a dieta comum durante
a gestacdo; Grupo Il-ratas submetidas a dieta hipercaldrica durante a gestacdo; Grupo
I1l-ratas submetidas a dieta hipercaldrica associada a melatonina (0,5mg/kg) durante a
gestacdo e Grupo IV-ratas submetidas a dieta comum associada a melatonina
(0,5mg/kg) durante a gestacdo. Foram realizadas analises hematoldgicas, bioquimicas,
de estresse oxidativo e urinalise aos 7, 14 e 20 dias de prenhez, além de analises
histoquimicas e imunohistoquimicas do rim e do bago. Observou-se que 0s animais do
grupo Il apresentaram alteracfes hematoldgicas, urinarias e bioquimicas significativas,
como aumento nos niveis de uréia, creatinina, glicose, bilirrubina, leucdcitos, e
plaquetas, sendo tais parametros normalizados pela administracdo da melatonina. Além
disso, a marcacgdo de colageno e citocinas proinflamatoérias no baco (IL-6 e TNF-a) foi
elevada e a de VEGF reduzida. A melatonina exdgena mostrou ser uma alternativa
terapéutica eficaz para as comorbidades oriundas da obesidade. Faz-se necessério,
entretanto, mais estudos para elucidar os mecanismos de atuacdo dessa indolamina e seu

potencial de acéo.

Palavras-chave: sistema imunoldgico, rim, dieta hipercalérica, melatonina, prenhez
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ABSTRACT

Obesity is the excessive accumulation of fat in adipose tissue. Occur in association with
comorbidities in the kidneys, spleen, immune system, which may be related to oxidative
stress. Currently it has been sought therapeutic approaches through the use of
antioxidants such as melatonin. The objective was to analyze the interaction of the
hormone with renal histophysiology and the immune system as well as its correlation
with obesity during pregnancy. They were used 40 female Wistar rats were divided into
4 groups: Group I-rats submitted to common diet during pregnancy; Group ll-rats
submitted to high calorie diet during pregnancy; Group Il rats submitted to high calorie
diet associated with melatonin (0.5 mg / kg) during pregnancy and Group IV-rats
submitted to common diet associated with melatonin (0.5 mg / kg) during
pregnancy.Hematologic analyzes, biochemical, oxidative stress and urinalysis were
performedat 7, 14 and 20 days of pregnancy, as well as histochemical and
immunohistochemical analysis of kidney and spleen. It was observed that the animals of
group Il showed significanthematological, urinary and biochemical alterations, such as
increased levels of urea, creatinine, glucose, bilirubin, leukocytes, and platelets, and
these parameters were standard by the administration of melatonin. Furthermore, the
marking of collagen and proinflammatory cytokines in spleen (IL-6 and TNF-a) was
elevated and reduced VEGF. Exogenous melatonin has shown to be an effective
therapeutic alternative for comorbidities arising from obesity. It is necessary, however,
further studies to elucidate the mechanisms of action of this indoleamine and potential

action.

Keywords: immune system, kidney, high calorie diet, melatonin, pregnancy.
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1. INTRODUCAO

A obesidade, antes considerada como simbolo de fartura, saide e beleza, € nos
dias atuais uma doenca cronica multifatorial caracterizada pelo excesso de gordura
corporal decorrente da hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipocitos (REPETTO;
RIZZOLLI; BONATTO, 2003). Segundo Rosini; Silva; Moraes (2012) os fatores
ambientais, entre eles o consumo de dietas inadequadas e a inatividade fisica, sdo os que
mais contribuem para sua génese em humanos. Ressalta-se que na gestacdo o excesso de
peso e obesidade podem acarretar varios riscos maternos e fetais. Dentre os riscos
maternos destacam-se a ocorréncia do diabetes mellitus gestacional, sindromes
hipertensivas (hipertensdo cronica e pré-eclampsia), infecgdo urinaria, parto induzido e
cesarianas, hemorragia pds-parto, infeccdo puerperal e doenga tromboembdlica
(ATHUKORALA et al., 2010; FONSECA; TRALDI, 2014).

Em pessoas obesas a doenga renal é uma comorbidade associada a alta taxa de
mortalidade e complicagdes cardiovasculares (HSU et al., 2006). Estudos indicam que
fatores relacionados a doenca como, por exemplo, excesso de triglicerideos e glicose
podem potencialmente prejudicar a funcdo renal, pois promovem a proliferagdo de
células mesangiais e citocinas proinflamatérias (WAHBA; MAK, 2007), bem como a
inflamacéo decorrente ao aumento da massa adiposa (GUARNIERI et al., 2010). De
acordo com Guimardes-Souza et al. (2015) estudos realizados em animais e em seres
humanos obesos, que apresentavam lesdes renais, demonstraram alteracbes na
hemodinamica do 6rgao e no comprometimento da sua funcéo, avaliada pelo aumento
da taxa de filtracdo glomerular, observada em 25,5% dos individuos com aumento do
indice de massa corporea.

Segundo Janior et al. (2015), a participacdo de mecanismos inflamatorios tem

sido cada vez mais apresentada nos processos fisiopatoldgicos da progressao da doenca
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renal, incluindo fibrose glomerular e/ou tabulo intersticial progressiva, lesdo capilar
peritubular por hipdxia e perda da funcionalidade dos néfrons.

Além de tais caracteristicas, a obesidade também atua nos 6rgdos do sistema
imune, como 0 baco, resultando na sua incapacidade em sintetizar citocinas que seriam
provavelmente produzidas por outros tecidos uma vez que sua expressdo neste 6rgao
encontra-se reduzida (GOTOH et al., 2012).

Essas alteraces na resposta imune agem conjuntamente em muitos tecidos com o
estresse oxidativo o qual induz a producdo de citocinas inflamatérias promovendo a
producdo de radicais livres (GUIMARAES-SOUZA et al., 2015), apresentando-se,
portanto, como um sério problema relacionado a obesidade e suas comorbidades.

Devido a esse fato tem-se buscado estratégias terapéuticas através do uso de
antioxidantes, cujo objetivo é atenuar a superproducdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS) e de nitrogénio (RNS) (FORD; AJANI; MOKDAD, 2005). A melatonina, uma
indolamina produzida durante a fase de escuro pela glandula pineal, é considerada um
dos mais poderosos agentes antioxidantes naturais (TAN et al., 2002) e apresenta
relagdes diretas com o tecido adiposo, sendo mediadora fundamental para a otimizagéo
do balango de energia e regulagéo do peso corporal (CIPOLLA-NETO et al., 2014).

Diversas células e 6rgdos apresentam receptores para a melatonina, como os MT1
(Mel 1a), encontrados nos rins, figado, retina, ovarios, e também em células do sistema
imune, como células B, T CD4+, e T CD8+, além do timo e ba¢o (CARILLO-VICO et
al., 2005), sendo este um importante reservatorio de células inflamatdrias. Em trabalho
realizado por Shatskikh; Luzikova (2012) os autores verificaram a caracteristica
imunomoduladora da melatonina, onde sua administracdo a longo prazo sob condigdes
de auséncia de luz possuiu um efeito imunoestimulante, evidenciado pelo aumento no

fluxo de células imunocompetentes para o baco e sua emigracdo do sangue periférico,
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concomitante com o aumento do numero de nodulos linfoides. Animais alimentados
com dieta hipercaldrica tiveram os teores relativos de células B no bago aumentados,
porém reduziram o conteldo de células T, células apresentadoras de antigenos e
linfocitos ativados neste 6rgdo. A melatonina normalizou esses pardmetros, que foram
acompanhados por um aumento das células T auxiliares quando comparados com o
controle (TRUFAKIN et al., 2014). De acordo com esse estudo a melatonina restaurou
alguns parametros da composicédo celular de 6rgdos imunes. Assim, a melatonina sendo
um potente antioxidante, hipolipidémico, imunomodulador ¢ um agente promissor para
o0 tratamento de disturbios lipidicos e estado imune prejudicado na alimentacdo rica em
gordura. Além disso a melatonina também exerce efeito no rim, onde sua administracéo
foi capaz de reverter lesdes oriundas do estresse oxidativo e fibrose, no parenquima e
estroma do 6rgao (SUTKEN et al., 2007). Assim, a presente pesquisa avaliou se a
melatonina exdgena associada ou ndo a uma dieta hipercal6rica em ratas prenhes pode
prevenir danos na histofisiologia renal e do bago, atenuando ou prevenindo efeito de
fibroses, alteracBes bioquimicas e no hemograma, urillise, citocinas pro-inflamatorias e

estresse oxidativo plasmatico e renal.

2. Material e Métodos

Foram utilizadas 40 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) com 90 dias de
idade, virgens, pesando 200g + 20g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica
Institucional (CEUA) licenga de nimero: 012/2014. Apos a realizagdo de exames
colpocitoldgicos, as fémeas que apresentaram trés ciclos estrais regulares foram

acasaladas na proporgdo de um macho para trés fémeas sempre as 18:00 horas. As 7:00
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horas do dia seguinte, apds a confirmacdo do acasalamento, metade das fémeas (n=20
animais) foi alimentada com racdo comercial comum padrdo adquirida da empresa
PragSolucGes Comercio e Servicos Ltda Me (Pragsolutions) e agua ad libitum e a outra
metade (n=20) recebeu dieta comercial hipercaldrica adquirida da mesma empresa e
agua ad libitum. Formaram-se assim 4 grupos de matrizes (n=10): Grupo I. ratas
prenhes submetidas a dieta comum durante a gestagdo (D); Grupo Il: ratas prenhes
submetidas a dieta hipercalérica durante a gestacdo (DH); Grupo IlI: ratas prenhes
submetidas a dieta hipercalérica associada a administracdo de melatonina durante a
gestacdo (DH+mel) e Grupo IV: ratas prenhes submetidas a dieta comum associada a
administracdo de melatonina durante a gestagcdo (D+mel). Apos o final da gestacdo as
fémeas foram anestesiadas com quetamina (80mg/kg) e xilasina (20mg/kg) para retirada
dos rins e baco. Para eutanasia foi utilizado o aprofundamento da anestesia até a dose

letal, de acordo com a resolucédo do CFMV 714/2002.

2.1. Composicao Nutricional das Ragbes
As dietas adquiridas possuem a composicao estabelecida nas tabelas abaixo:

Tabela 1 - Dieta HF Integral 60% 5205 cal/Kg - Peletes mais macios

Composicéo (%) Composicéo (cal/Kg)
Matéria mineral 5,00 0
Proteina bruta 26,00 1040
Extrato etéreo (gordura) 34,50 3105
Fibra bruta 8,00 0
Carboidratos 26,50 1060
100,00 5205
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Tabela 2 - Dieta Controle Integral

Composicéo (%) Composicéo (cal/Kg)
Matéria mineral 6,00 0
Proteina bruta 22,00 880
Extrato etéreo (gordura) 4,00 360
Fibra bruta 7,00 0
Carboidratos 61,00 2440
100,00 3680

2.2. Administracdo da Melatonina

A administracdo da melatonina foi realizada nas ratas dos grupos Il e IV de
acordo com o protocolo estabelecido por KIM et al. (1998). A dose de melatonina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., USA) administrada foi de 0,5 mg/Kg, dissolvida
diariamente em 100 microlitros de &lcool, diluida em 300 microlitros de solu¢do NaCl

0,9% e aplicada as 18:00 horas.

2.3. Histoquimica do rim e baco

Apbs o final da gestacdo, os orgdos foram dissecados e fixados em solucédo
contendo formalina a 10% tamponada por 24 horas. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a desidratacdo em solucBes de concentracdo crescente de etanol, dois banhos
de tolueno e incluidos em parafina. Foram entdo realizados cortes histolégicos com o
auxilio de um micrétomo (LEICA RM 2125RT) para confeccdo das laminas
histolégicas. As laminas foram pré-tratadas com xileno para remog¢do de parafina e
hidratadas com série decrescente de etanol. Em seguida, os cortes foram corados em 1%
de solucéo Sirius Red em &cido picrico saturado durante 2 horas. Apds esse processo, as
laminas foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol, clareadas em xileno,

e montadas em balsamo do Canada sintético. As avaliacGes foram realizadas com o
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auxilio de um Microscépio Leica DM 500 acoplado com camera Leica ICC50 HD e
software LAS EZ 4.3. Cinco imagens, com a mesma ampliacéo, foram analisadas para a
quantificacdo do coldgeno por meio do software Gimp 2.6 (GNU ImageManipulation

Programa, as plataformas UNIX).

2.4. Imunohistoquimica do Rim e Baco (IL-6, TNF-a, VEGF)

Apos o término da gestacdo, para analise imunohistoquimica, as ldminas foram
desparafinizadas e reidratadas em xilol e alcodis. A recuperacdo antigénica foi realizada
através de uma solucdo de tampdo citrato (pH 8.0) em alta temperatura no microondas
por 5 minutos. A peroxidase enddgena foi inibida através de uma solucdo de perdéxido
de hidrogénio (3%) em metanol. A reacdo antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada
através da incubacdo das Iaminas em PBS e albumina sérica bovina (BSA) 5% durante
uma hora. Todos os anticorpos (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA)
foram diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora. Subsequentemente, as laminas foram
tratadas com o anticorpo secundario por trinta minutos. A reacao antigeno-anticorpo foi
observada através de um precipitado marrom ap0s aplicacdo de 3,3 diaminobenzidina
por quatro minutos e contracorados com hematoxilina. As imagens foram capturadas
por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscopio Olympus® Bx50, as
quais foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para a quantificacdo por meio de
Histograma RGB (Red-Green-Blue), o qual se baseia na intensidade de luminescéncia
onde os tons dos pixels da imagem variam de 0 a 255, sendo que o tom O representa o
escuro absoluto (menor luminescéncia), enquanto que o tom 255, representa o branco

absoluto (maior luminescéncia) (OBERHOLZER et al., 1996; LEE et al., 2001).
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2.5. Analise Quimica da Urina

Cinco fémeas de cada grupo experimental foram acondicionadas individualmente
em gaiolas metabodlicas onde foram realizadas coletas de urina durante 24 horas. Foram
analisados o0s seguintes parametros: Densidade, Ph, Leucdécitos, Hemoglobina, Nitritos,
Corpos Cetonicos, Bilirrubina, Urobilinogénio, Proteinas e Glicose, por meio da
utilizacdo de fitas reativas comerciais para Urinalise UriAction 10 - Ref. 122 (Labtest)

aos 7°, 14° e 20° dias de prenhez.

2.6. Hemograma
Foi coletado 1 mL de sangue aos 7°, 14° e 20° dia de prenhez em cinco fémeas de
cada grupo experimental por meio de contencdo mecanica (Fluttert et al., 2000) através
da puncdo da veia caudal lateral com uso de cateter (24G). As amostras foram
armazenadas em microtubos com EDTA e cuidadosamente homogeneizadas por
inversdo de 5 a 8 vezes para evitar hemdlise e a coagulacdo do sangue. Imediatamente
apos a coleta, foram levadas ao Hospital Veterinario da UFRPE para realizacdo do

hemograma.

2.7. Bioquimica

Apbs jejum de 12 horas, foi coletado 1 mL de sangue aos 7°, 14° e 20° dia de
prenhez em cinco fémeas de cada grupo experimental. As amostras foram armazenadas
em tubo especifico para bioquimica e submetidas a centrifugacdo a uma temperatura de
4 °C com a velocidade de 3000 rpm por 10 minutos para subsequente obtengéo do soro
que foi acondicionado a temperatura de -80 °C até 0 momento das dosagens. Para este
fim, utilizou-se kits da Labtest®, segundo os catalogos (referéncias) especificados: Uréia

(104-4/50), Creatinina (96-300), Proteinas totais (99-250), Albumina (19-1/250). A
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analise foi feita em triplicata em um analisador bioquimico automatico (Labmax 240)

no Laboratorio de Patologia clinica da UFRPE.

2.8. Estresse Oxidativo Plasmatico

Foi coletado 1 mL de sangue aos 14° e 20° dia de prenhez em cinco fémeas de
cada grupo experimental. As amostras foram submetidas a centrifugacdo a uma
temperatura de 4 °C com a velocidade de 3000 rpm por 10 minutos para subsequente
obtencdo do plasma que foi acondicionado a temperatura de -80 °C até o0 momento das
dosagens. Os niveis de Oxido nitrico foram determinados por um método baseado na
reacao colorimétrica de Griess (GREEN et al. 1982), que envolveu a detec¢do do nitrito
(NO2) e a oxidacdo do Oxido Nitrico (NO) no plasma. Em duplicata, foram
adicionados 50 pL de plasma a uma placa de 96 pocos de ELISA, seguido pelo mesmo
volume de reagente de Griess, que é composto por 1% de sulfanilamida, diluida em
2,5% de H;PO, e N-1-naftil-etilenodiamina, também diluido em Hs;PO, Uma solucédo de
nitrito de s6dio em uma concentracdo inicial de 100 uL foi diluida serialmente em PBS
para preparar a curva padrdo. Apds incubacdo por dez minutos no escuro, a leitura foi
realizada em espectrofotbmetro a 490 nm. A absorbancia das diferentes amostras foi
comparada com a curva padrdo e os resultados foram expressos como a média + erro

padrdo da duplicata, utilizando o software GraphPad Prism (v. 5.0).

2.9. Estresse Oxidativo Renal

Fragmentos dos rins de cinco fémeas de cada grupo experimental foram coletados
ao término da gestacdo no momento do sacrificio dos animais. Em seguida congelados
em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80 °C. No momento da dosagem, as
amostras foram pesadas e homogeneizadas em solucéo de KCI 1, 15%, numa proporgédo
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de 10 mL/1g e o estresse oxidativo tecidual foi avaliado seguindo a metodologia de

Vieira-Filho et al. (2009).

2.10. Andlise Estatistica

Os dados da quantificacdo das fibras coldgenas, estresse oxidativo tecidual,
estresse oxidativo plasmatico, IL- 6, TNFa e¢ VEGF foram submetidos ao teste
paramétrico ANOVA, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Os
dados referentes a urinalise, bioquimica e hemograma foram submetidos ao teste ndo
paramétrico de KruskalWallis, onde as médias obtidas foram comparadas pelo teste de

Wilcoxon MannWhitney (p<0,05).

3. RESULTADOS
3.1. Histoquimica

Em relacdo a quantidade de fibras coladgenas nos rins, ndo foram evidenciadas
diferencas significativas entre as fémeas dos grupos estudados (Figuras 1 e 2).
Entretanto no baco, as fémeas do grupo Il (DH) apresentaram aumento na quantidade

dessas fibras, diferindo dos demais grupos experimentais (Figuras 3 e 4).

3.2. Imunohistoquimica

A imunomarcacao para IL-6 no baco demonstrou que as fémeas do grupo 11 (DH)
apresentaram um aumento nos niveis dessa citocina, diferindo significativamente das
fémeas dos grupos | (D) e IV (D + mel), porém mostrando-se semelhante ao grupo Il
(DH + mel) conforme observado na figuras 5 e 6. A quantificacdo de TNF-o neste
mesmo Orgdo apresentou padrdo de marcacdo semelhante a IL-6, promovendo um

aumento significativo dessa citocina nas fémeas do grupo Il (DH) quando comparado
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com 0s demais grupos experimentais. Além disso, a administracdo da melatonina
exogena nas fémeas que receberam dieta hipercaldrica, grupo 11l (DH+mel), promoveu
uma reducdo na expressao do TNF-a, diferindo das fémeas dos grupo I (D) e IV (D +
mel) (Figuras 7 e 8).

Analisando imunohistoquimicamente os rins, através da marcagdo por VEGF
observou-se que na regido cortical do érgdo das fémeas do grupo Il (DH) apresentaram
uma diminuicdo significativa de VEGF, diferindo das demais fémeas dos grupos
experimentais, porém a administracdo da melatonina exdgena fez com que as fémeas do
grupo Il (DH + mel) apresentassem um padrdo de marcacdo semelhante as fémeas do
grupo controle. Essa administracdo de melatonina também promoveu um aumento
significativo nas fémeas do grupo IV (D + mel), sugerindo que esse hormonio participe
do processo de vascularizagdo de forma positiva (Figuras 9 e 10). Na regido medular,
assim como na cortical, observou-se que as fémeas grupo Il (DH) apresentaram
diminuicdo na marcacdo de VEGF, quando comparado com as demais fémeas dos

grupos experimentais (Figuras.11 e 12).

3.3. Urinalise

O estudo da urina e de seus componentes torna-se importante no sentido de
avaliar a funcdo renal e fornecer alguns indicativos sobre possiveis disfungdes do trato
urinario. Conforme descrito nas tabelas 3, 4 e 5, a urinalise realizada nas fémeas dos
grupos experimentais mostrou que ao 7° dia de prenhez (Tabela 3) as fémeas do grupo
Il (DH) diferiram estatisticamente das fémeas dos demais grupos em relacdo a varios
parametros, apresentando elevacdo significativa do ndmero de leucocitos e da
concentragdo de nitritos, bilirrubina e proteinas. As fémeas dos grupos Il (DH+mel) e

IV (D+mel) apresentaram reducdo da concentragéo de bilirrubina e niveis de glicose,
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diferindo estatisticamente das fémeas dos demais grupos, enquanto que as fémeas do
grupo IV (D+Mel), além destes parametros também diminuiu os niveis de nitrito. Em
relacdo a glicose a redugdo ocorreu ao 7°, 14° e 20° dia de prenhez nas fémeas dos
grupos que receberam melatonina (Tabelas 3,4 e 5). Ao 14° dia de prenhez, as fémeas
do grupo Il (DH) apresentaram aumento significativo no namero de leucdcitos, da
concentracdo de nitritos, proteinas e niveis de glicose, porém demonstraram reducdo da
concentragéo de corpos cetonicos quando comparado as fémeas do grupo 111 (DH+mel).
As fémeas do grupo Il (DH+mel) também apresentaram aumento significativo na
concentragdo de nitritos em relagdo as fémeas dos grupos | (D) e IV(D+mel), e um
aumento ainda mais acentuado na concentracdo de corpos cetdnicos, em relacdo as
demais fémeas dos grupos experimentais. J& as fémeas do grupo IV (D+mel)
apresentaram apenas uma reducdo nos leucécitos estando os demais parametros
semelhantes aos valores observados nas fémeas do grupo | (D). Ao 20° dia de prenhez
as fémeas do grupo Il (DH) mantiveram os pardmetros observados ao 14° dia de
prenhez. Nas fémeas do grupo Il (DH+mel) mostraram o nimero de leucdcitos elevado
em relacdo as fémeas dos grupos | (D) e IV (D+mel), porém menor que as fémeas do
grupo Il (DH). As fémeas dos grupos Il (DH+mel) e IV (D+mel) apresentaram

elevacdo da concentracdo de corpos cetbnicos durante este periodo de avaliagao.

3.4. Hemograma

No presente trabalho os dados referentes a contagem de leucdcitos mostraram que
ao 7° dia de prenhez as fémeas do grupo IV (D+mel) mostraram reducdo significativa
desse parametro em relacdo as fémeas dos demais grupos, enquanto que as fémeas do
grupo Il (DH) apresentaram elevacdo na quantidade de plaquetas. Estas condicdes

foram também observadas ao 14° e 20° dia de prenhez. A concentragdo de hemoglobina
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corpuscular média (CHCM) mostrou-se aumentada ao 14° e 20° dia de prenhez nas
fémeas do grupo Il (DH) (Tabelas 6,7 e 8).

A contagem diferencial das células leucocitarias ndo revelou diferencas
estatisticamente relevantes, com excecdo das fémeas do grupo IV (D+mel) que
apresentaram neutropenia em relacdo as demais fémeas dos grupos durante o 7°, 14° e
20° dia de prenhez (Tabelas 9,10 e 11), enquanto que as fémeas do grupo Il (DH)

apenas apresentaram linfocitose ao 14° dia de prenhez (Tabela 10).

3.5. Bioquimica
Os resultados da anélise bioquimica revelaram que ao 7° dia de prenhez néo
houve diferencas significativas entre as fémeas dos grupos experimentais (Tabela 12).
Ao 14° e ao 20° dia, porém, as fémeas do grupo Il (DH) apresentaram elevacdo dos
niveis de uréia e creatinina, diferindo significantemente das fémeas dos demais grupos

(Tabelas 13 e 14).

3.6. Estresse Oxidativo Plasmatico e Renal
De acordo com as andlises estatisticas realizadas ndo houveram diferencas
significativas entre as fémeas dos grupos estudados ao 14° e 20° dia de prenhez (Figuras

13, 14 e 15).

4. DISCUSSAO

A urindlise é uma técnica utilizada como um recurso de triagem ou de diagnostico
que detecta anormalidades de substancias e de celulas associadas a disturbios renais ou
metabdlicos e infec¢des urindrias. Estudos indicam que elevado nimero de leucdécitos na
urina pode estar associado a algum tipo de infec¢do no trato urinario, enquanto que a

presenca de proteindria € um forte sinal para doenca de origem glomerular (MELO,
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2015) uma vez que em condicOes fisioldgicas, as proteinas sdo 100% mantidas no
sangue durante o processo de filtragdo glomerular e reabsor¢do tubular, ndo estando
presentes na urina (GONZALEZ; SERGIO, 2008). Tais caracteristicas foram
observadas no presente estudo, onde os niveis de leucocitos e proteinas foram elevados
nas fémeas do grupo Il (DH), indicando possiveis alteracfes no processo de formagao
da urina e sua correlacdo com a obesidade, enquanto que nas demais fémeas dos grupos,
que receberam dieta comum, tais alteracbes ndo foram observadas. Em um estudo
realizado por Dobrian et al. (2000) e publicado pela American Heart Association
(2000), no qual induziu-se um modelo de obesidade em ratos pela administracdo de
dieta semelhante a ocidental, observou-se o desenvolvimento de hipertenséo leve
acompanhada de alteracbes vasculares e renais, 0 que corrobora com 0 presente
trabalho, onde as fémeas do grupo Il (DH) apresentaram varios indicativos de
disfungdes ou lesBes renais, confirmados pelo aumento nos niveis de bilirrubina, nitritos
e corpos cetonicos.

Sabe-se que a melatonina desempenha um importante papel na regulacdo do
metabolismo energético, podendo prevenir ou reverter os efeitos nocivos da obesidade e
das alteracGes metabdlicas associadas (NDUHIRABANDI et al., 2012). Isto se encontra
em conformidade com os achados deste trabalho, pois as fémeas do grupo Il (DH+mel)
apresentaram reducéo significativa dos parametros avaliados. Em um estudo realizado
por Cardinali et al. (2013) ratos com um quadro de Sindrome Metabdlica tiveram suas
alteracdes no peso corporal e na pressao arterial neutralizadas, bem como apresentaram
reducdo na hiperglicemia ao serem suplementados com melatonina. Essa reducao
glicémica foi observada nas fémeas durante o 7°, 14° e 20° dia de prenhez nos grupos
11 (DH+mel) e IV (D+mel), demonstrando que a melatonina interfere de forma positiva

no metabolismo dos carboidratos. A cetonudria ocorre quando 0s corpos cetbnicos
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aumentam no plasma em decorréncia de disturbios no metabolismo de carboidratos e
4cidos graxos (GONZALEZ; SERGIO, 2008), condicdo observada nas fémeas dos
grupos Il (DH+mel) e 1V (D+mel) ao 20° dia de prenhez. Isso provavelmente ocorreu
devido a extrema reducdo glicémica pela melatonina nas fémeas nesses grupos desde o
inicio do tratamento, levando-os a oxidar acidos graxos ao inves de glicose e com isso
ocorrendo a liberagéo das cetonas.

A contagem das células do sangue tem sido uma informacdo importante, ndo
somente para o diagnostico de doengas, mas também como um “atestado de satde” nos
exames periodicos e no check-up (ROSENFELD, 2012). Alteracdes em ceélulas do
sangue tém sido relatadas ap6s casos de sobrepeso e obesidade, tanto em sua formacgéo
(hematopoiese), quanto em sua distribuicdo (GUERRA, 2013). A concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) é um parametro utilizado para avaliar
morfologicamente os tipos de anemia (LOPES; BIONDO; SANTOS, 2007), porém as
fémeas dos grupos Il (DH) e IV (D+mel) ndo apresentaram parametros condizentes com
um quadro anémico, definido pela analise dos valores de hemacias, concentracdo de
hemoglobina e hematdcrito que se apresentaram dentro da normalidade em todos os
grupos estudados.

Segundo Dos Anjos; Barbosa (2015) a obesidade prejudica a fungdo imune e
altera o perfil das células hematoldgicas de ratas, mas o grau destas alteraces €
dependente do tempo de consumo da dieta obesogénica. O curto periodo de
fornecimento da dieta hipercalorica poderia explicar a ndo alteracdo observada na
maioria dos parametros hematolégicos do presente trabalho. Nesse mesmo estudo
realizado através da inducdo de obesidade por dieta em ratas, o numero de plaquetas
mostrou-se aumentado apds oito semanas de tratamento e a quantidade dos leucocitos

totais do sangue nédo foi alterada, condigdes estas observadas nas fémeas do grupo Il
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(DH) que tiveram um aumento do nimero de plaquetas durante o terco inicial, médio e
final da prenhez, indicando que a dieta hipercaldrica influiu diretamente nesse processo.
O volume plaquetério médio é considerado um indicador da atividade das plaquetas, seu
aumento foi demonstrado em diversos eventos vasculares agudos e esta relacionado
com a obesidade. O aumento da ativacdo desses fragmentos celulares é conhecido por
desencadear a aterosclerose e desempenha papel importante na sua progressdo (DO
PRADO JUNIOR et al., 2015) . No presente trabalho a melatonina atuou de forma
eficaz na protecdo das fémeas do grupo Il (DH+mel), que apresentaram concentragdo
de plaquetas semelhantes as fémeas dos grupos | (D) e IV(D+mel).

A leucopenia e neutropenia apresentadas pelas fémeas do grupo IV (D+mel)
provavelmente ocorreu por se tratar de animais sem nenhum dano tecidual, e nas fémeas
desse grupo a melatonina exerceu efeitos imunomoduladores reduzindo o nimero de
leucdcitos e neutrdfilos. Os neutrdfilos ndo s6 desempenham um papel critico como
uma primeira linha de defesa contra infeccGes bacterianas e flngicas , mas também
contribuem para a lesdo do tecido associada com doencas autoimunes e doencas
inflamatdrias em animais ndo-saudaveis. Quando humanos sdo tratados com melatonina
eles mostram um aumento quimiotatico dessas células e uma elevada expressdo de
quimiocinas intracelulares. Além disso, os leucécitos peritoneais possuem seus valores
aumentados apds uma injeccdo intraperitoneal de melatonina em ratos (CALVO;
GONZALEZ-YANES; MALDONADO, 2013).

Os estudos que tratam da atividade linfocitaria durante a obesidade sdo
controversos. Alguns apontam para um aumento do nimero de linfocitos na obesidade,
outros referem nao haver diferenca nas células circulantes (O’ROURKE et al.,2005). De
acordo com Chatzigeorgiou et al. (2012) estudos recentes tém implicado diferentes

subgrupos de linfdcitos na inflamagdo do tecido adiposo branco (TAB). Os niveis de
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TAB regulam a diminuigdo de células T durante o desenvolvimento da obesidade,
podendo representar um fator crucial para a manutencdo da sensibilidade a insulina.
Além disso, a ativacao das células T natural Killers, promovem a resisténcia a insulina e
inflamacdo do TAB. Estudos realizados por Grenha et al. (2013), porém, conseguiram
estabelecer uma correlacéo positiva entre tecido adiposo e o nimero total de leucocitos,
neutréfilos, mondcitos e linfdcitos, em acordo com esta pesquisa, onde os animais do
grupo 11 (DH) ao 14° dia de prenhez desenvolveram linfocitose e esta pode ter ocorrido
devido ao estado inflamatério apresentado pelas fémeas, que provavelmente estavam
desenvolvendo a obesidade.

A avaliacdo bioguimica foi realizada com o objetivo de observar as funcdes
renais, uma vez que valores aumentados de uréia e creatinina indicam aumento da
destruicdo de proteinas no organismo, como ocorre na patologia renal, na obstrucdo
urinaria (calculo renal ou hipertrofia de préstata) ou na reducdo do fluxo sanguineo
renal (desidratacdo), enquanto valores diminuidos indicam desnutricdo, hiperidratacdo
ou lesdo hepatica severa (OM; HOHENEGGER, 1980). Segundo Al-habori et al. (2002)
a creatinina é o principal indicador da funcdo renal, e a elevacdo de seus niveis no
sangue é observada principalmente quando ha lesdo dos néfrons funcionantes. Na
pesquisa realizada, ao 7° dia de prenhez as fémeas dos grupos néo diferiram em relacéo
ao nenhum dos pardmetros avaliados. Ao 14° e 20° dia porém, as fémeas do grupo Il
(DH) apresentaram elevacdo nos niveis de creatinina, indicando que a obesidade
encontra-se relacionada a esse processo de degeneracdo nefrdtica. Esse achado esta de
acordo com Vianna et al. (2011) que afirmaram que inimeros fatores estdo associados a
instalacdo e progressdo da doenca renal cronica, entre eles obesidade, hipertenséo
arterial e diabetes mellitus. As fémeas do grupo Il (DH) também apresentaram elevagéo

dos niveis de glicose urinaria, afirmando associacdo entre esses fatores. A melatonina
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exerceu uma atividade protetora em relagdo a esses parametros, pois as fémeas do grupo
11 (DH+mel) mostraram-se semelhante as fémeas dos grupos | (D) e IV (D+mel). Em
um trabalho realizado por Sutken et al. (2007), sobre o estresse oxidativo e fibrose
induzida por ocratoxina em ratos Zucker, foi demonstrado que a melatonina, a uma
dosagem de 10 mg / kg, reduziu a degeneracdo do parénquima e estroma no figado e
rim. No presente trabalho, mesmo utilizando uma dose vinte vezes mais baixa, a
melatonina exerceu os mesmos efeitos de defesa.

Pacientes obesos comumente possuem um desequilibrio entre gordura, peso
corporal, lipoproteinas e lipidios, o que interfere na suscetibilidade do organismo a
lesBes oxidativas. E sabido que existem pelo menos trés mecanismos através dos quais a
obesidade pode produzir peroxidacdo lipidica: através do aumento do consumo de
oxigénio aumentando, consequentemente, a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e as defesas antioxidantes s&o insuficientes (TURRENS, 1997); através da leséo
celular progressiva e cumulativa devido a pressdo pela grande massa corporal causando
injaria celular e liberando citocinas como o fator de necrose tumoral responsavel por
gerar ROS (LECHIEITNER et al., 2000); e alterando o metabolismo do oxigénio
através de uma dieta hiperlipémica, pois as moléculas dos acidos graxos com duplas
ligaches sdo vulneraveis a reacdes oxidativas e consequentemente podem levar a
peroxidacdo lipidica (NEVES, 2010). Os efeitos de dietas hipercaldricas sobre o peso
corporal e o consumo alimentar apresentam resultados controversos na literatura,
principalmente devido ao tempo de administracdo. Em um estudo realizado por
Burneiko et al. (2006) dietas ricas em gordura reduzem a eficiéncia alimentar e
aumentam a eficiéncia metabdlica, o que pode explicar porque a dieta hipercaldrica ndo
apresentou resultados estatisticamente significantes sobre o ganho de peso nas fémeas

deste trabalho. Porem em outra pesquisa realizada por Duarte et al. (2006) os animais
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alimentados com dieta hipercaldrica apresentaram aumento no peso relativo dos tecidos
adiposos brancos epididimal, retroperitoneal e visceral, indicando aumento na
adiposidade central e visceral. Estudos demonstram que o0 aumento da ingestdo caldrica
¢ um fator importante para a diminuicdo da fluidez da membrana mitocondrial
induzindo assim o estresse oxidativo (ESPOSITO; MELOV; PANQV, 2006) e, embora
0 estresse oxidativo seja frequentemente um mecanismo proposto em Varios 6rgdos
afetados pela obesidade incluindo o rim (WEINBERG, 2011), ainda permanecem né&o
compreendidos seus mecanismos na obesidade induzida por dieta (WICKS et al., 2015).
No nosso trabalho ndo observamos nenhuma diferenca entre 0s grupos estudados,
provavelmente devido ao curto tempo de tratamento realizado. Em humanos, foi
demonstrado que em mulheres ocorrem picos de estresse oxidativo durante o segundo
trimestre de gravidez, terminando o que parece ser um periodo vulneravel para a salde
fetal e o progresso gestacional (CASANUEVA;VITERI , 2003). Desta forma, por essa
razdo s6 avaliamos o estresse oxidativo a partir do terco médio gestacional, mas mesmo
assim néo foram vistas diferencas significativas.

Vaérios estudos indicam que o consumo de dietas hipercaldricas é um dos fatores
responsaveis pela promocdo de disfuncdes e evolucdo de lesdes renais. Em um trabalho
realizado em ratas ovariectomizadas e alimentadas com esse tipo de dieta durante 24
semanas, foi demonstrado que os animais apresentaram infiltrado de células
inflamatorias, atrofia e dilatacdo tubular e fibrose intersticial. Ainda de acordo com esse
estudo o fornecimento desta dieta por um periodo mais prolongado pode causar lesdes
mais pronunciadas da estrutura renal com maior extenséo de fibrose e acometimento dos
glomérulos e tubulos renais nesses animais (AMARAL, 2013). A hiperglicemia,
condicdo observada nas fémeas do grupo Il (DH) pode ser responsavel pela

hiperfiltracdo renal, por aumentar a pressdo capilar glomerular e por promover a
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proliferacdo celular regulada pela liberagcdo do fator de crescimento TGF-a, que, por sua
vez medeia tanto a hipertrofia e a divisdo celular quanto o processo de fibrose renal
mais tardiamente, através da estimulagdo da producdo de coldgeno e fibronectina
(VIANA; RODRIGUEZ. 2013). No nosso trabalho, por sua vez, ndo observamos
diferengas estatisticamente significativas na deposicdo de fibras coldgenas nos rins dos
animais, e isso provavelmente esta relacionado a essa deposicao ser tempo-dependente.
Porém apesar do curto tempo de consumo, a dieta hipercalorica promoveu
desenvolvimento de fibrose no baco das fémeas do grupo Il (DH). Durante o processo
de fibrogénese atuam varios promotores como a IL-6 e TNF-a e seus aumentos foram
observados por imunohistoquimica nas fémeas desse grupo, evidenciando o acimulo de
fibras colédgenas. A melatonina diminui o estresse oxidativo e essas citocinas pro-
inflamatorias em varios 6rgdos sendo também responsadvel por estimular a 1L-10
considerada uma citocina anti-inflamatéria. A reducdo da producdo dessas citocinas
pela melatonina é relacionada a inibicdo de NF-kB nas células inflamatérias. Além
disso, o TGFp e outros marcadores como o pré colageno I que aumentam durante o
desenvolvimento da fibrose sdo atenuados ou até normalizados pela melatonina
(RODELLA et al. 2010; CRESPO et al., 2015; YEUNG et al., 2015), o que pode ser
observado nas fémeas do grupo Il (DH + mel) em relacdo as fémeas do grupo Il (DH).
O VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular) é um fator especifico que
promove a proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia de células endoteliais mediada
pela vasodilatacdo endotélio-dependente, induz hiperpermeabilidade microvascular e
participa de remodelacdo da matriz intersticial (SCHRIJVERS; FLYVBJERG; DE
VRIESE, 2004). Em rins de roedores e humanos o VEGF é encontrado
predominantemente nos poddcitos glomerulares, tibulos distais, e ductos coletores

(CHA et al., 2000) e, de acordo com Schrijvers; Flyvbjerg e De Vriese (2004), a
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diminuicdo desse fator esta associada ao desenvolvimento de diversas alteragdes renais,
como glomeruloesclerose e fibrose tubulointersticial. Em alguns trabalhos foi
demonstrado que a obesidade promove um aumento desse fator nos rins de animais que
recebem dieta rica em gordura (JIANG et al., 2005; JENKIN et al., 2014). Entretanto,
em nosso trabalho, as fémeas do grupo Il (DH) mostraram que a obesidade promoveu a
diminuicdo do VEGF, tanto na regido cortical como na regido medular, embora
alteragBes ndo tenham sido observadas. Em varios modelos animais de doenca renal, a
expressdo do VEGF no rim é diminuida e a administracdo de VEGF exerce uma agdo
protetora sobre o o6rgdo (DOI; NOIRI; FUJITA, 2010). Em nosso trabalho, a
administracdo da melatonina exdgena promoveu um aumento na marcacdo desse fator,
como foi observado em outros modelos de indugdo de lesdo renal. Pesquisas realizada
por Borges et al. (2015) em ratos submetidos a exercicios exaustivos revelaram um
aumento significativo nas concentracdes de VEGF (179%) em musculo esquelético no
grupo que recebeu melatonina em comparagdo ao controle. Aumento esse que também
foi observado em animais com lesdo renal isquémica que receberam melatonina
(PATSCHAN et al., 2012). Dessa forma, mais estudos sobre a atuagdo da melatonina

sobre os niveis de VEGF no rim em condic¢des de obesidade sdo necessarios.

5. CONCLUSAO

Através do nosso trabalho podemos concluir que a melatonina atua como uma
alternativa terapéutica eficiente na prevencdo e protecdo contra varios aspectos
relacionados as comorbidades desenvolvidas durante a obesidade, como patologias
renais e alteracGes no sistema imunoldgico quando fémeas sdo consumidoras de dietas

hipercaldricas.
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3961
3962  Figura 1: Fotomicrografia das fibras colagenas nos rins das fémeas dos grupos experimentais.

3963  Coloragdo por Sirius Red. A: Dieta Comum, B: Dieta Hipercaltrica, C: Dieta Comum +
3964  Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina.
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3976  Figura 2: Quantificacdo de fibras colagenas nos rins das fémeas dos grupos experimentais.
3977  Coloracdo Sirius Red. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si
3978  pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).
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Figura 3: Fotomicrografia das fibras colagenas no baco das fémeas dos grupos experimentais.

Coloracdo por Sirius Red. A: Dieta Comum, B: Dieta Hipercaltrica, C: Dieta Comum +

Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina.
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Figura 4: Quantificacdo de fibras colagenas no baco das fémeas dos grupos experimentais.

Coloracdo Sirius Red. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si
pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).
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Figura 5: Fotomicrografia do baco das fémeas dos grupos experimentais. Imunohistoquimica
para IL-6. A: Dieta Comum, B: Dieta Hipercalorica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta

Comum + Melatonina.
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Figura 6: Quantificacdo de IL-6 no baco. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).
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4015

4016 Figura 7: Fotomicrografia do baco das fémeas dos grupos experimentais.
4017 Imunohistoquimica para TNF - a. A: Dieta Comum, B: Dieta Hipercalorica, C: Dieta
4018 Comum + Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina.
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4030  Figura 8: Quantificagcdo de TNF - a no bago. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
4031  significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).
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Figura 9: Fotomicrografia da regido cortical dos rins das fémeas dos grupos
experimentais. Imunohistoquimica para VEGF. A: Dieta Comum, B: Dieta
Hipercalorica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina.

Figura 10: Quantificacdo de VEGF na regido cortical dos rins. Médias seguidas pela mesma

B3 Grupo | - Dieta Comum (D)
ED Grupo Il - Dieta Hipercaldnica
(DH)

& Grupo lll - Dieta Hipercalorica
+ Mel (DH + Mel)

@ Grupo IV - Dieta Comum +
Mel (D + Mel)

encia

Ead

I =

Luminesc

letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de
Tukey (P<0,05).
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4049 Ay L :
4050 Figura 11: Fotomicrografia da regido medular dos rins das fémeas dos grupos
4051 experimentais. Imunohistoquimica para VEGF. A: Dieta Comum, B: Dieta
4052 Hipercaldrica, C: Dieta Comum + Melatonina e D: Dieta Comum + Melatonina.
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4060  Figura 12: Quantificacdo de VEGF na regido medular dos rins. Médias seguidas pela mesma
4061 letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de
4062  Tukey (P<0,05).
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4065 Tabela 3. Médias da urinalise das fémeas dos grupos experimentais ao 7° dia de prenhez.

Grupos Dieta comum Dieta Dieta Hipercalérica Dieta Comum P
Hipercaldrica + melatonina + melatonina
Densidade 1,00 £ 0,04a 1,00 + 0,04a 1,00 £ 0,04a 1,00+£0,04a 0,1111
Potencial 8,8 +1,00a 8,5%0,18a 8,8 £0,76a 8,4 +0,91a 0,0602
hidrogeni6nico (pH)
Leucdcitos (leu/ul) 8,80+ 1,43h 42,00 + 1,88a 8,50 + 1,09b 8,40+ 1,22b  0,0101
Hemoglobina (g/dL) -- -- -- -- --
Nitritos (mg/dL) 0,40 +0,11b 1,20 + 0,15a 0,20+ 0,13b 0,00+0,00c  0,0008
Corpos cetdnicos -- -- -- -- --
(mg/dL)
Bilirrubina (mg/dL) 0,40 £ 0,10b 1,00 £ 0,16a 0,00 = 0,00c 0,00+0,00c  0,0016
Urobilinogénio 0,20 £ 0,09a 0,20 + 0,09a 0,20 £ 0,09a 0,20+0,09a  0,1313
(mg/dL)
Proteinas (mg/dL) 18,00 £ 3,21b 44,00 = 4,59a 24,00 £ 4,09b 24,00 +£3,88b 0,0105
Glicose (mg/dL) 10,00 £ 1,15a 10,00 £ 1,15a 0,00 = 0,00b 0,00+0,00b  0,0026

4066 Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
4067 Whitney (P<0,05). (--) ndo detectado.

4068
4069 Tabela 4. Médias da urindlise das fémeas dos grupos experimentais ao 14° dia de prenhez.
Grupos Dieta comum Dieta Dieta Hipercal6rica+  Dieta Comum P
Hipercal6rica melatonina + melatonina
Densidade 1,00 £ 0,04a 1,00 + 0,04a 1,00 £ 0,04a 1,00 £ 0,04a 0,1111
Potencial 8,2 £ 1,56a 8,2 +2,08a 7,9 1,49 8,4+111a 0,0786
hidrogeniénico (pH)
Leucdcitos (leu/pul) 6,00 + 2,66b 31,00 + 4,75a 9,00 + 2,80b 0,00 + 0,00c 0,0009
Hemoglobina (g/dL) -- -- -- -- --
Nitritos (mg/dL) 0,00 + 0,00c 5,00+ 1,61a 0,20+ 0,19b 0,00 + 0,00c 0,0228
Corpos cetdnicos 0,00 £ 0,00c 1,00 £ 0,09b 2,00 £ 0,44a 0,00 £ 0,00c 0,0315
(mg/dL)
Bilirrubina (mg/dL) -- -- -- -- --
Urobilinogénio 0,20 £ 0,09a 0,20 £ 0,09a 0,20 £ 0,09a 0,20 £ 0,09a 0,1313
(mg/dL)
Proteinas (mg/dL) 21,00 £ 2,46b 27,00 £ 1,61a 21,00 £ 2,80b 24,00 £ 1,93b 0,0211
Glicose (mg/dL) 10,00 + 3,04b 20,00+ 5,77a 0,00 + 0,00c 0,00 + 0,00c 0,0119

4070 Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
4071 Whitney (P<0,05). (--) ndo detectado.
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4073 Tabela 5. Médias da urinalise das fémeas dos grupos experimentais ao 20° dia de prenhez.

Grupos Dieta comum Dieta Dieta Dieta Comum + P
Hipercalérica Hipercalorica + melatonina
melatonina
Densidade 1,00 £ 0,04a 1,00 + 0,04a 1,00 + 0,04a 1,00 + 0,04a 0,1111
Potencial 8,6+1,77a 8,1+0,18a 8,3+ 1,44a 8,4 +1,01a 0,0655
hidrogeni6nico (pH)
Leucdcitos (leu/ul) 6,00 £1,49¢ 34,00 £ 3,12a 15,00 + 1,38h 6,00 £+ 1,60c 0,0276
Hemoglobina (g/dL) -- -- -- -- --
Nitritos (mg/dL) 1,00 £ 0,01b 2,00 £ 0,04a 1,00 £ 0,03b 0,00 = 0,00c 0,0023
Corpos cetdnicos 1,00 £ 0,14c 2,00 + 0,09b 4,00 + 0,86a 4,00 + 0,34a 0,0108
(mg/dL)
Bilirrubina (mg/dL) -- - - - -
Urobilinogénio 0,20 + 0,01a 0,56 + 0,15a 0,56 +0,12a 0,20 + 0,02a 0,0077
(mg/dL)
Proteinas (mg/dL) 18,00 £ 3,57b 30,00 £ 3,73a 18,00 + 2,98b 24,00 £ 4,12b 0,0191
Glicose (mg/dL) 10,00 + 3,04b 20,00+ 5,77a 0,00 +0,00c 0,00 + 0,00c 0,0119

4074
4075

4076
4077

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

Tabela 6. Valores médios de leucdcitos, eritrécitos, hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT), volume

4078 corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas (PLT) e proteinas
4079 plasmaticas totais (PPT) das fémeas dos grupos experimentais ao 7° dia de prenhez.
Grupos Dieta comum Dieta Hipercalorica Dieta Dieta Comum + P
Hipercalorica + melatonina
melatonina
Leucometria 11,62 + 2,04a 12,06 + 4,23a 13,64 + 1,96a 7,68+ 1,32b 0,0012
(103/uL)
Hematimetria 7,98+ 1 14a 6,88 + 1,59 7,23+1,33a 7,24 £1,67a 0,0830
(108/uL)
HGB (g/dL) 16,48 + 2,44a 14,98 + 1,09a 15,00 + 2,53a 16,14 £ 1,77a 0,1421
HCT (%) 46,40 £ 2,12a 41,00+ 2,17a 49,20 + 4,10a 46,00 + 3,09a 0,3342
VCM (FL) 0,63 £ 0,08a 0,67 £ 0,03a 0,57 £0,13a 0,68 £ 0,23a 0,0538
CHCM (%) 3.291,12 + 42,26a 3.253,80 + 38,29a 3.315,67 £ 35,18a  3300,76 + 40,21a 0,0802
PLT (103mm3) 594,62 + 25,44b 730,39 + 28,16a 608,40 + 24,65b 588,13 + 30,23b 0,0181
PPT (g/dL) 7,02 +1,55a 6,68 + 2,76a 6,56 + 3,43a 7,16 £1,90a 0,1001

4080 Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
4081 Whitney (P<0,05).
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4083

Tabela 7. Valores médios de leucdcitos, eritrdcitos, hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT),

4084  volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas (PLT) e
4085 proteinas plasmaticas totais (PPT) das fémeas dos grupos experimentais ao 14° dia de prenhez.
Grupos Dieta comum Dieta Hipercal6rica Dieta Dieta Comum + P
Hipercalorica + melatonina
melatonina
Leucometria 13,76 £ 1,65a 12,72 + 1,89 12,62 £ 1,16a 10,00 £ 0,87b 0,0105
(10%/uL)
Hematimetria 7,32+ 1,49 7,00+ 1,12a 6,45+ 1,94a 6,42 £ 1,44a 0,0311
(108/uL)
HGB (g/dL) 15,32 + 2,66a 15,66 + 2,76a 13,68 + 3,05a 14,66 + 2,99 0,0765
HCT (%) 43,00 + 2,05a 42,10+ 2,07a 38,40+ 3,13a 43,20+ 1,14a 0,0635
VCM (FL) 0,59+ 0,18a 0,60+ 0,13a 0,59 £ 0,15a 0,67 £0,21a 0,1109
CHCM (%) 3.561,54 + 50,09b 3.716,60 + 45,34a 3565,26 + 52,11b  3.388,84 + 40,21c  0,0009
PLT (103¥mms3) 600,88 + 33,01b 1.090,20 + 29,76a 618,80 + 30,49b 598,75+ 35,82b  0,0022
PPT (g/dL) 6,80 £ 2,33a 6,54 + 1,85a 6,50 £ 2,12a 6,68 £ 3,70a 0,1404
4086 Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
4087 Whitney (P<0,05).
4088
4089 Tabela 8. Valores médios de leucécitos, eritrécitos, hemoglobina (HGB), hematocrito (HCT), volume
4090 corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas (PLT) e proteinas
4091 plasmaéticastotais (PPT) das fémeas dos grupos experimentais ao 20° dia de prenhez.
Grupos Dieta comum Dieta Hipercal6rica Dieta Dieta Comum + P
Hipercal6rica + melatonina
melatonina
Leucometria 16,28 + 3,26a 17,42 £ 2,19 11,32 £ 2,37a 7,52+1,11b 0,0004
(10%/pL)
Hematimetria 6,42+ 1,77a 5,89 + 1,05a 5,10+ 1,88a 5,33+1,93a 0,1254
(108/uL)
HGB (g/dL) 12,14+ 1,17a 13,90 £ 1,64a 10,86 £ 5,70a 11,62+ 2,12a 0,2003
HCT (%) 39,60+ 1,16a 37,20+ 1,43a 33,40+ 4,28a 33,80+ 1,72a 0,0990
VCM (FL) 0,62+0,11a 0,64 £ 0,19 0,66 £ 0,20a 0,63+0,18a 0,0772
CHCM (%) 3.257,73 + 44,39 3.765,10 + 39,43a 3252,55+51,66b 3.140,79+£42,98c 0,0222
PLT (103mm3) 607,36 + 39,94b 1.087,40 + 42,67a 629,00 + 38,75b 585,20 +41,84b  0,0001
PPT 6,64 + 1,66a 5,88+ 2,73a 5,96 £ 2,96a 5,32 £ 3,51a 0,0812

4092 Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
4093 Whitney (P<0,05).
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4095 Tabela 9. Médias da contagem diferencial dos leucécitos das fémeas ao 7° dia de prenhez.

Grupos Dieta comum Dieta Hipercal6rica Dieta Dieta Comum + P
Hipercal6rica + melatonina
melatonina
Neutrdfilos (%) 71,80 £ 1,98a 77,60 + 3,51a 75,00 £ 4,11a 66,00 £ 5,78b 0,0307
Linfécitos (%) 25,20+ 2,18a 27,60 £ 2,66a 21,80 £ 2,48a 28,60 + 3,40a 0,0911
Eosindfilos (%) 1,80+ 0,22a 2,80+ 0,43a 0,60 £ 0,36a 2,40 £ 0,50a 0,2003
Mondcitos (%) 1,40 £ 0,52a 1,00 + 0,48a 2,00 £ 0,65a 2,00+£0,12a 0,1010

Basofilos (%6) -- -- -- -- --

4096 Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
4097 Whitney (P<0,05). (--) Indica células ndo encontradas.

4098

4099 Tabela 10. Médias da contagem diferencial dos leucécitos das fémeas ao 14° dia de prenhez.

Grupos Dieta comum Dieta Hipercal6rica Dieta Dieta Comum + P
Hipercalorica + melatonina
melatonina
Neutrofilos (%) 68,20 + 2,87a 66,00 + 2,53a 70,25 £ 2,37a 61,20 £ 2,97b 0,0110
Linfécitos (%) 26,80 £ 2,77b 31,00 + 1,05a 20,00 + 4,88b 21,60+ 3,37b 0,1052
Eosindfilos (%) 1,00+ 0,01a 1,00 £0,01a 1,00+ 0,01a 1,00+ 0,01a 0,3001
Mondcitos (%o) 2,00 £ 0,16a 1,00 £ 0,13a 2,00 +£0,23a 1,00 £ 0,02a 0,0650

Basofilos (%6) -- -- -- -- -

4100 Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
4101 Whitney (P<0,05).). (--) Indica células ndo encontradas.

4102
4103 Tabela 11. Médias da contagem diferencial dos leucécitos das fémeas ao 20° dia de prenhez.
Grupos Dieta comum Dieta Hipercal6rica Dieta Dieta Comum + P
Hipercalorica + melatonina
melatonina

Neutrofilos (%) 68,80 + 4,08a 67,40 £ 2,64a 71,40 £5,23a 61,60 £+ 2,08b 0,0411
Linfdcitos (%0) 27,80 £ 3,14a 35,80 £ 1,22a 26,40 £ 1,39 25,40 £ 2,31a 0,0053
Eosindfilos (%) 1,00+ 0,01a 1,00+ 0,01a 1,00+ 0,01a 1,00+ 0,01a 0,3001
Mondcitos (%) 2,00+ 0,18a 2,00+£0,11a 1,40+ 0,07a 1,60 +0,14a 0,1400

Basdfilos (%0) - -- -- -- -

4104 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
4105 Whitney (P<0,05).). (--) Indica células ndo encontradas.
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4107 Tabela 12. Bioquimica das fémeas ao 7° dia de prenhez.

Grupos Dieta comum Dieta Dieta Hipercal6rica+ Dieta Comum + P
Hipercaldrica melatonina melatonina
Ureia (mg/dL) 33,87 +9,78a 34,08 + 9,54a 32,86 + 3,87a 40,76+ 7,29 0,2608
Albumina (mg/dL) 3,39+0,31a 3,20+ 0,04a 3,17 £0,37a 3,11 +0,39% 0,1628
Creatinina (mg/dL) 0,47 +0,18a 0,65+0,12a 0,61 + 0,09 0,68 + 0,09 0,1462
Proteinas Totais 8,77+ 0,57a 8,29+ 0,21a 8,11 + 0,63a 7,89 + 0,86a 0,2125
(mg/dL)
4108 Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-
4109  Whitney test (P<0,05).
4110
4111 Tabela 13. Bioguimica das fémeas ao 14° dia de prenhez.
Grupos Dieta comum Dieta Dieta Hipercal6rica+  Dieta Comum P
Hipercal6rica melatonina + melatonina
Ureia (mg/dL) 30,67 £ 6,91a 52,50 + 8,15b 29,43+ 2,17a 29,82+394a  0,0145
Albumina (mg/dL) 2,94 £ 0,30a 3,28+ 0,21a 3,09 £ 0,30a 2,94 £ 0,40a 0,2920
Creatinina (mg/dL) 0,49 £ 0,14a 0,73 £ 0,08b 0,52 £ 0,08a 0,68 £ 0,09a 0,0183
Proteinas Totais 8,06 £ 0,67a 8,60 £ 0,72a 8,71+ 0,29 8,17+ 127a 0,3279
(mg/dL)
4112 Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-
4113  Whitney test (P<0,05).
4114
4115  Tabela 14. Bioguimica das fémeas ao 20° dia de prenhez.
Grupos Dieta comum Dieta Dieta Hipercalérica+  Dieta Comum P
Hipercalorica melatonina + melatonina
Ureia (mg/dL) 32,13+ 4,21a 59,30 + 5,54b 32,20 +1,82a 35,26 £2,32a  0,0446
Albumina (mg/dL) 2,48 £0,19a 2,90 +0,42a 2,57 £0,26a 2,53+0,51a 0,2892
Creatinina (mg/dL) 0,53 + 0,06a 0,94 + 0,03b 0,54 +0,10a 0,47 +0,11a 0,0190
Proteinas Totais 7,41 +£0,22a 8,28 £ 0,85a 7,06 £0,43a 7,34 +£0,33a 0,0524
(mg/dL)
4116 Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si de acordo com o teste de Wilcoxon-Mann-
4117  Whitney test (P<0,05).
4118
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Figura 13. Quantificacdo de estresse oxidativo nas fémeas dos grupos experimentais. A: 14°

dia de prenhez; B: 20° dia de prenhez. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de ANOVA seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).
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Figura 14. Quantificacdo de GSH nos rins das fémeas dos grupos experimentais. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA

seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).
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Figura 15. Quantificagdo de TBARS nos rins das fémeas dos grupos experimentais. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de ANOVA

seguido pelo pos hoc de Tukey (P<0,05).
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