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RESUMO

O aumento no consumo de dietas ricas em gorduras e agucares se encontra
associado a prevaléncia de varias doencas, inclusive reprodutivas. Assim,
observa-se em estudos recentes que esse mesmo acréscimo se apresenta
associada a problemas no baco e as disfuncdes imunoldgicas. Dessa forma, é
conhecido um aumento significativo na prevaléncia de obesidade em mulheres
em faixa reprodutiva, e uma disfuncdo durante os periodos de gestacédo e
lactacdo pode levar a uma maior susceptibilidade na prole em apresentar
obesidade, resisténcia a insulina, e demais doencas, como estudos que indicam
gue a ingestdo de uma dieta hipercal6rica induz o desenvolvimento de
esplenomegalia. Desse modo, a melatonina, € uma indolamina produzida pela
pineal, que apresenta a capacidade de agir como um potente agente antioxidante
e imunoestimulatorio. Assim, a presente pesquisa teve o0 objetivo de investigar
os efeitos do consumo de uma dieta hipercalorica durante a gestacao e lactagédo
associada ou ndo a melatonina, sobre o baco da prole. Foram utilizadas 40 ratas
albinas prenhes divididas em 4 grupos: |: ratas prenhes submetidas a dieta
padréo durante toda a gestacao (C); Il: ratas prenhes submetidas a dieta padrao
e tratadas com melatonina (5 mg/Kg) (C+Mel) durante toda a gestacéo e periodo
de lactacao; lll: ratas prenhes submetidas a dieta hiperlipidica durante toda a
gestacdo e periodo de lactacdo (DH) e IV: ratas prenhes submetidas a dieta
hiperlipidica e tratadas com melatonina (5 mg/Kg) (DH+Mel). A melatonina foi
administrada no inicio da noite. Foi realizada a coleta do baco e os cortes
submetidos a técnica de coloracdo para analise histopatoldgica, histoquimica,
morfométrica e imunohistoquimica. A andlise da histopatologia e morfometria
revelaram uma grande marcacao do sistema imunolégico nos filhotes dos grupos
experimentais tratados com melatonina em relacdo aos demais. Enquanto na
histoquimica foi observado um aumento nas fibras reticulares no grupo DH e
uma estabilizacdo em DH+Mel, e na imunohistoquimica se observou uma alta
expressao da citocina IL-1 no grupo DH e redugdo nos grupos tratados com
melatonina. Assim, concluimos que a melatonina apresenta um grande potencial
em impulsionar a atividade imune, reduzir o percentual de citocinas pré-
inflamatorias e prevenir a proliferacéo de fibras reticulares no baco.

Palavras-chave: rata; histomorfometria; disfuncdo imunoldgica; dieta,
imunohistoquimica; antioxidantes; neonatos.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. Dietas Hipercaloricas e Obesidade

Mudancas no padrdo alimentar e nutricional ocorridas neste século em
diversos paises do mundo convergiram para a configuracdo de uma dieta mais
rica em gorduras, principalmente de origem animal, aclcares e alimentos
refinados, porém, com quantidade reduzida de fibras e outros carboidratos
complexos (MONTEIRO et al., 1995; FRANCISCHI et al., 2000; WANDERLEY;
FERREIRA, 2007). Assim, esses habitos nutricionais estdo sendo comumente
associados com o0 aumento na prevaléncia de outras doencas cronico-
degenerativas, tais como obesidade, diabetes mellitus, hipertensao arterial,
dislipidemias, doencas cardiovasculares, artrites e alguns tipos de canceres
(WHO, 2018).

Segundo a World Health Organization (WHO) no ano de 2016, mais de 1,9
bilhdes dos adultos apresentavam sobrepeso, e destes, mais de 650 milhdes
eram obesos. De maneira que pesquisas mostram que os homens exibem uma
maior taxa de sobrepeso, enquanto, mulheres um maior indice de obesidade.
Ainda de acordo com WHO (2018), o diagnostico de obesidade é realizado a
partir da mensurac¢éo do indice de massa corporal (IMC), um simples indicador
comumente usado para classificar obesidade em adultos, por meio da relacéo
entre o peso corporeo (kg) e estatura (m), sendo considerado obesos, os
individuos que apresentarem IMC igual ou superior a 30kg/m. Esse método é
usualmente utilizado para ambos 0s sexos, entretanto supde-se que deva ser
considerado um grau aproximado, pois o percentual de gordura se apresenta de

forma diferente entre homens e mulheres.

Assim, € notavel que a taxa de obesidade mundial quase triplicou desde
1975 até 2016, de maneira que 39% da populacdo acima dos 18 anos
apresentava sobrepeso, e destes, 13% eram obesos. Observa-se, também, que
as mulheres exibem uma predominancia de 15% contra 11% em homens (WHO,
2018). E no Brasil, de acordo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) em 2013,
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essa prevaléncia aumentou para o indice de 24,4% de mulheres obesas e 16,8%
de homens (IBGE, 2019). E ainda, segundo Flegal et al. (2012) a prevaléncia de
mulheres obesas em idade reprodutiva estd aumentando, aproximando-se 35%
naquelas entre 20-39 anos, assim, essa associacdo entre sobrepeso e
obesidade passou a representar uma grande preocupacao referente a saude

reprodutiva da mulher.

Desse modo, a obesidade tipifica um distarbio metabdlico, sendo
considerada como a mais relevante desordem nutricional devido a sua irrestrita
incidéncia, que vem abrangendo paises desenvolvidos e em desenvolvimento, e
ao seu alto numero de casos relatados (FRUH, 2017; WHO, 2018). Ainda
segundo a WHO (2018), atualmente a maior parte da populacéo vive em paises
nos quais a obesidade e o sobrepeso matam mais que a desnutricdo. Assim,
configura-se como um problema de saude publica de alta relevancia no mundo
moderno, ao abranger individuos de todas as racas e sexos, independente de
classe social (BLUMENKRANTZ, 1997; FRANCISCHI et al., 2000).

Obesidade ndo é uma desordem singular, esta envolve uma gama de
fatores heterogéneos de condigbes com inumeras causas, como historicos
socioecondmicos, psicossociais, bioldgicos e culturais, porém, sendo fortemente
caracterizada for um fenotipo que apresenta acumulo anormal ou excessivo de
gordura corporal em um nivel capaz de comprometer a saude dos individuos
(WANDERLEY; FERREIRA, 2007; WHO, 2018). Este transtorno alimentar é
concernente com um balanco energético positivo insistente resultante de uma
ingesta caldrica excessiva, promovendo aumento na reserva energética e do
peso corporal, associado a um estilo de vida sedentario. (PEREIRA et al., 2003).
Deste modo, a alta associa¢cdo de alimentos hipercaldricos e sedentarismo leva
a previsbes que a maioria da populacdo mundial adulta nas proximas duas
décadas ira se tornar suscetivel a obesidade (KELLY et al., 2008; WANG et al.,
2008; REITER et al., 2012). Sendo, também, associada com doencas
causadoras de morbidades e mortalidade, como diabetes, doenca arterial
coronéria, doencas na vesicula biliar, figado e baco, além recentes estudos
associarem obesidade a uma disfuncédo imunolégica (MARCOVECCHIO et al.,
2005; KORTT; CLARKE, 2005; QIN et al.,, 2005; HAMAGUCHI et al., 2005;
ALTUNKAYNAK et al., 2007).
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Assim, de acordo com estudos em camundongos alimentados com uma
dieta hiperlipidica, a producédo de espécies reativas de oxigénio (EROS) seria 0
evento inicial desencadeador do desenvolvimento de uma resisténcia a insulina,
possibilitando indicar que os EROS seriam o ponto introdutério da sindrome

metabdlica ocasionado por esse tipo de dieta (GAO et al., 2016).

Dessa forma, o consumo excessivo de uma dieta hipercalorica leva a um
acréscimo no acumulo de triglicerideos nos adipdcitos (hipertrofia) e um aumento
em seu namero de células (hiperplasia) (TEIXEIRA, 2012). De modo geral, o
tecido adiposo € essencial por executar multiplas fungdes, como o fornecimento
de recursos nutricionais, producdo hormonal e até mesmo estrutural. Em que os
adipécitos sao ceélulas, que compde esse tecido, especificamente adaptadas
para armazenar gordura, e prevenir efeitos adversos ao metabolismo devido ao
excesso do deposito de gordura em 6rgdos como musculo, figado e coragéo
(LEDDY et al., 2008). O tecido adiposo humano pode ser dividido em: tecido
adiposo branco e tecido adiposo marrom, sendo este principalmente relacionado
com a producao de calor, enquanto pesquisas recentes indicam que o branco
atua como um importante 6rgdo enddcrino ativo. Uma vez, que apresenta a
capacidade de expressar e/ou secretar adipocinas, associadas a processos
metabolicos, imunes e neuroendécrinos (KERSHAW; FLIER, 2004; TILG et al.,
2006; LEITE et al., 2009). Além disso, o tecido adiposo se apresenta um
importante papel na produgdo de hormonios que influenciam tanto o
metabolismo quanto a reproducéo, sabendo-se entdo que, tanto a obesidade
guanto a desnutricdo levam a uma disfuncdo reprodutiva (GREGORASZCZUK
et al., 2016).

1.2. Programacéo Fetal e Dieta Hipercaldrica

Obesidade materna em humanos promove um acréscimo no risco de
adversidades durante a gravidez, incluindo pré-eclampsia, diabetes gestacional
e hipertensdo gestacional. Podendo, além disso, oportunizar o surgimento de
complicagBes que afetem o desenvolvimento fetal e a salde da prole durante

toda sua vida, uma vez que a saude materna apresenta um significativo impacto
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sobre o ambiente uterino (BOO et al., 2006; CATALANO et al., 2006; LEDDY et
al., 2008). Desse modo, segundo dados do Sistema de Monitoramento e
Avaliagcdo de Risco na Gravidez — do Centro de Controle e Prevencéo de
Doencas (CDC) dos EUA, sabe-se que a prevaléncia da obesidade pré-gravidez
aumentou 69% num periodo de 10 anos, de 13% em 1993-1994 para 22% em
2002-2003.

O feto exibe uma grande capacidade de ajustar seu metabolismo aos
estimulos recebidos durante sua vida intrauterina, sendo este fato
correlacionado a hipotese de programacao fetal (hipétese de Barker), porém
esses mesmos ajustes no ambiente uterino podem se mostrarem desfavoraveis
aos estimulos impostos pelo ambiente pds-natal (POSSIGNOLO, 2012). Existem
evidéncias de que a programacao no Utero seria capaz de produzir lesbes nas
redes neurais que regulam o metabolismo de energia, dessa forma, fatores
ambientais externos, como por exemplo, estresse e nutricdo levariam a uma

alteracéo nos neurénios hipotalamicos da prole (BEZPALKO et al., 2015).

Assim, a dieta hipercalorica, que comumente ocasiona obesidade materna
pode predispor o surgimento de doencas na prole, como por exemplo, doenca
cardiaca, hipertensdo, doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA),
diabetes nao-insulino-dependente e a incapacidade para utilizar os acidos
graxos para energia (OBEN et al., 2010; BORENGASSER et al., 2011; 2014).
Caracterizando-se, também, como um fator de risco significativo para defeitos
no tubo neural em neonatos (CATALANO et al., 2006). E ainda de acordo com
Gohir et al. (2019), a ingestado de dietas ricas em gordura durante a gestacgao foi
capaz de interferir na microbiota intestinal e as adaptac¢des intestinais maternas
a gravidez, ao reduzir a funcdo de barreira intestinal, de modo a possivelmente

interferir na integridade da juncéo estanque.

Desta forma, existem estudos com ratos que demonstram como o estado
nutricional e o ambiente uterino se relacionam em casos de obesidade materna,
podendo afetar filhotes de ambos os sexos, e consequentemente impor efeitos
negativos sobre as futuras geracdes (GREGORASZCZUK et al.,, 2016).
Enquanto a ingestdo abundante de acidos graxos e glicose se associa a uma

excessiva carga de hormoénios que desencadeiam a infiltracdo de células imunes
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durante a vida fetal por meio de inimeras vias metabdlicas relacionadas a efeitos
obesogénicos caracterizados por uma via de programacao de glicocorticoides,

conhecida como memoria metabdlica (BEZPALKO et al., 2015).

A ingestdo de uma dieta hiperlipidica por ratas durante a gestacdo pode
causar alteracbes no desenvolvimento da vascularizagdo na placenta,
ocasionando uma reducdo na oxigenacdo para o feto (HAYES et al., 2012;
POSSIGNOLO, 2012). De acordo com Krasnow et al. (2011), em modelos
utilizando ratos, a prole de fémeas submetidas a dieta hipercalérica apresentou
um maior percentual de gordura corporal, e menor de massa, e um figado maior

ao primeiro dia de nascido.

Outras complicacdes para a prole associadas ao consumo de uma dieta
hiperlipidica durante a gestacdo e lactagcdo sdo a maior susceptibilidade em
apresentar obesidade, resisténcia a insulina, hipertensdo, dislipidemias,
resisténcia hipotalamica a leptina e até mesmo mudancas comportamentais
como ansiedade (FEREZOU-VIALA et al., 2007; SULLIVAN et al., 2010;
POSSIGNOLO, 2012). Desse modo, um consumo nutricional excessivo durante
a gestacdo predispde a disfuncbes metabdlicas na vida adulta da prole
(MOURALIDARANE et al., 2013). A alta adiposidade durante a prenhez,
também, pode induzir a expressao de mediadores pro-inflamatoérios na placenta,
e assim, acarretar em uma maior probabilidade de inflamag&o placentéria
colaborando com estabelecimento de um ambiente intrauterinos hostil, ou com
uma disfuncéo fetoplacental, resultando num prejuizo das trocas de nutrientes e

do fluxo sanguineo placentario (MAHANY et al., 2016).

1.3. Histofisiologia do Bago

O baco, na espécie humana, é um érgao ovéide, sendo o maior do sistema
linfatico secundario em humanos, especializado em filtrar e capturar antigenos
presentes no sangue, de modo, a apresentar respostas a infec¢des sistémicas,
configurando um papel essencial na resposta imunoldgica inata contra invasées

de antigenos. Localizado no abdome, logo abaixo do diafragma e proximo ao
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estbmago, ele é caracterizado como o maior filtrador de sangue do corpo
humano (MEBIUS; KRAAL, 2005; MONTES, 2013). Sendo estruturalmente
organizado pela regido de polpa vermelha, abastada de macrofagos e eritrocitos,
desempenha um rico papel em monitorar os patégenos pelo sangue, removendo
eritrocitos antigos e reciclando ferro. Além disso, na regido de polpa branca,
encontram-se uma abundancia de linfécitos que suportam respostas imunes

especificas ao antigeno (GOLUB et al., 2018).

Este é um 6rgdo possui uma capsula fibrosa de tecido conjuntivo
formando as trabéculas, estruturas que sustentam a vasculatura maior, enquanto
0S ramos menores arteriais sao revestidos de tecido linféide que compde a polpa
branca. Esta capsula € organizada por bainhas linféides que possuem
compartimentos com células do tipo T e B ao redor dos vaos arteriais (MEBIUS;
KRAAL, 2005). E sabe-se, também, que 55% dos linfécitos que estéo localizados
em seu parénquima se encontram posicionados nos corpusculos esplénicos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; GIRARDI et al., 2014). De acordo com Laskar
et al. (2018) o indice de estimulacdo de células T neste 6rgdo serve como uma

indireta mensuracdo da resposta imune pelo organismo.

As fibras reticulares estdo presentes em abundancia neste Orgao,
servindo de arcabouco, promovendo a sustentacdo. Desse modo, sé&o
principalmente encontradas na polpa vermelha, juntamente com células como
macrofagos, linfécitos, plasmoécitos, mondcitos, leucocitos, entre outras
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Assim, a polpa vermelha compde um
importante sistema de filtracdo sanguinea do baco, com énfase na reciclagem

de ferro por meio dos macréfagos esplénicos. (MEBIUS; KRAAL, 2005).

O baco apresenta também a funcdo de centro hematopoiético até uma
fase tardia do periodo fetal, retendo sua potencialidade em formar células do
tecido sanguineo mesmo durante a fase adulta (SILVA, 2004). Além das
previamente citadas fung¢des, manifesta a atividade de destruicdo dos eritrocitos
e plaquetas envelhecidos e a formacdo de novos linfécitos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; BALESTIERI, 2006; ARAUJO, 2011). Por desempenhar um
papel tdo fundamental na defesa corporal contra hospedeiros, esse se faz de

extrema importancia, assim, a sua auséncia € frequentemente associada a uma
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disfuncdo e imunodeficiéncia, levando ao aumento no risco de infeccdes
assoladoras (GOLUB et al., 2018).

1.4. Dieta Hipercaldrica e o Baco associados ao Sistema Imune

Estudos indicam ainda que a obesidade e a ingestdo de uma dieta
hipercalérica induzem o desenvolvimento de esplenomegalia (RASHID;
ROBERTS, 2000; ALTUNKAYNAK et al., 2007; SILVA, 2016). Dessa forma, a
obesidade se caracteriza como uma condigéo crénica que ocasiona inflamacao
devido ao aumento secre¢ao de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de
necrose tumoral (TNF-a), a interlucina 6 (IL-6), além da leptina, por adipécitos
hipertréficos (MAHANY et al., 2018).

A IL-10 é caracterizada por ser uma importante citocina anti-inflamatéria
capaz de reduzir a sintese de citocinas proé-inflamatérias. Assim, grandes
guantidades de IL-10 séo produzidas por células B ativas que amadurecem na
zona marginal do baco, e a0 mesmo tempo pesquisas apontam essas células
desempenham um importante papel em regular a supresséo de respostas
imunes. Enquanto isso a dieta hipercalérica se mostrou capaz de reduzir a
expressao de CD20, uma molécula presente na superficie de células B, ao
mesmo tempo que os niveis de 4-HNE, um marcador de estresse oxidativo, e de
apoptose se mostraram elevados na zona marginal do baco, implicando que
obesidade induzida por uma dieta rica em gorduras leva a uma diminuicdo na
expressdo das células B, promovendo um estresse oxidativo e apoptose no
baco. (PESTKA et al., 2004; GOTOH et al., 2012; 2017).

Estudos realizados em ratos obesos mostraram aumento de citocinas pro-
inflamatérias, IL-6 e TNF-a no bago, enquanto a citocina IL-10 tem sua sintese
diminuida, esta que teria a funcdo de inibir a sintese de citocinas pré-
inflamatérias (MONTES, 2013). Essas adipocinas favorecedoras do processo
inflamatorio induzem o estresse oxidativo e a resisténcia a leptina, levando a
alteragOes tanto na imunidade inata quanto na imunidade adquirida, confirmando

a conexdo do tecido adiposo com o sistema imunitario, e assim corroborando
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com a ideia da diminuicdo da atividade imune em individuos obesos (MONTES,
2013).

De acordo com Gotoh et al (2017) uma dieta hipercalérica causa uma
inflamacé&o crénica, e essa por sua vez ao longo prazo promove em resposta
uma modificagdo irreversivel na organizacdo celular corporal por meio de uma

falha adaptativa em resposta ao estresse.

Segundo Cui et al. (2010), em uma analise sobre proteoma de linfécitos
esplénicos de ratos tratados com dieta hipercalérica foi observado mudancas na
expressdo de proteinas associadas a fungdes celulares, como citoesqueleto,
metabolismo energético e estresse oxidativo, transducdo de sinal e células de

defesa.

Essas perturbagbes no sistema imune associadas ao incremento nos
indices de estresse oxidativo em inameros tecidos promovem o0 aumento na
producao de radicais livres, dessa forma, € possivel observar as consequéncias
de um consumo excessivo de dietas ricas em gorduras e a obesidade sobre o
baco e o sistema imune (GUIMARAES-SOUZA et al., 2015; SILVA, 2016). A
oxidagdo € um processo natural dos organismos, sendo fundamental a vida
aerbbica e ao nosso metabolismo, desse modo, radicais livres sdo produzidos
espontaneamente, mas em casos de disfungdes bioldgicas seus indices podem
aumentar de maneira significativa atingindo um desequilibrio com a capacidade
antioxidante endogena (BARREIROS et al., 2006).

Assim, as espécies reativas de oxigénios podem ocasionar danos a
estrutura do DNA, afetando a fisiologia do envelhecimento e a oxidacdo de
acidos graxos polissaturados, lipidios presentes na membrana plasmatica,
aminoacidos e varios cofatores, agredindo proteinas de varios tecidos, enzimas
e carboidratos (BARREIROS et al, 2006; YONEI et al, 2010).
Consequentemente, esse desequilibrio é o predominante fator em muitas
doencas, tais como neurodegeneracao, atrite, choque hemorragico, doencas do
coracao, disfungdes cognitivas, doencas imunes, inflamatérias e mitocondriais
(BARREIROS et al., 2006; SINGH; JADHAV, 2014).
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1.5. Melatonina

A melatonina é uma indolamina sintetizada a partir do triptofano, e
produzida, principalmente, pela glandula pineal, durante o periodo da noite,
pelas células parenquimatosas em resposta as informacdes luminosas recebidas
pelo trato retino-hipotalamico, mas sua sintese pode ser observada em outros
tecidos, como no trato gastrointestinal, nos foliculos pilosos epiteliais, na pele,
retina, glandulas salivares, plaquetas, linfécitos, e no cérebro em
desenvolvimento (BUBENIK et al., 2002; ILLONA et al., 2009; ZAGAJEWSKI et
al., 2012; YOSHIDA, 2013; SINGH; JADHAV, 2014). Tendo sua producéo

também observada no baco, timos e figado de ratos (REN et al., 2017).

Sobre esta, é conhecido seu importante papel de acdo como antioxidante,
e outras demais fungbes, como modulador de humor, sono, comportamento
sexual e, essencial para informa¢es do fotoperiodo e regulacdo de diversas
funcdes enddcrinas (REITER et al, 2003; SHIMOZUMA et al., 2011; VISHWAS;
HALDAR, 2013; SINGH; JADHAYV, 2014). Sua importancia € tdo notavel para a
manutencdo do metabolismo que além dos mamiferos, observa-se também a
sua producao em praticamente todos as formas de vidas, como plantas, fungos
e bactérias (REN et al., 2017). De maneira que, do ponto de vista evolutivo, a
funcdo original e priméaria da melatonina teria sido servir como um removedor de
radicais livres e antioxidante, sendo consistente com sua presenca em bactérias

fotossintetizantes primitivas (TAN et al., 2015).

Assim, observa-se que a grande eficacia do papel antioxidante da
melatonina se relaciona com o funcionamento em cascata de seus metabdlitos
secundarios e terciarios que também sao capazes de neutralizar numerosos
derivados toxicos de oxigénio (TAN et al., 2015). Outros métodos de acédo podem
ser observados na via direta, da desintoxicacao de EROS e espécies reativas de
nitrogénio, ou por via indireta, estimulando enzimas antioxidantes enquanto

suprime a atividade de enzimas pro-oxidantes (REITER et al., 2016)

Ademais, essa indolamina possui um importante papel na regulacdo da
glicose no metabolismo, sendo observado que a sua administracdo em ratos

obesos diabéticos aumenta 0s niveis sanguineos de gordura neutra e acidos
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graxos livres, enquanto reduz as taxas sanguineas de glicemia, fator de necrose
tumoral (TNF-a) e colesterol (BAZWINSKY-WUTSCHEK et al., 2014; SINGH,;
JADHAV, 2014). O tratamento com melatonina promove a reducdo do ganho de
peso, adiposidade visceral e triglicerideos sanguineos causados por uma dieta
hipercalérica em ratos obesos (TERRON et al., 2013; SINGH; JADHAV, 2014).
Segundo Mateos et al. (2007), receptores de melatonina também sao
encontrados em adipdcitos, nos quais a leptina é sintetizada, regulando a

ingestao de alimentos e o gasto energético.

Receptores MT1 sdo encontrados no timo e bago, nas células B, T CD4+,
e T CD8+ (CARILLO-VICO et al., 2005; SINGH; JADHAV, 2014; SILVA, 2016).
Os receptores de melatonina nessas células linfaticas permitem que a
melatonina seja capaz de modular a proliferacdo de linfécitos (POZO et al., 1997,
LASKAR, SINGH, et al., 2018) Segundo Czechowska et al. (2015) e Hu et al.
(2016), a melatonina € capaz de reduzir os niveis de estresse oxidativo e
citocinas proé-inflamatorias, do tipo TNF-q, IL-18, IL-6, durante o desenvolvimento
da fibrose hepatica, enquanto IL-10 € uma citocina anti-inflamatoria e antifibrética
gue tem sua producéo estimulada pela melatonina (CZECHOWSKA et al., 2015).
De acordo com Yoo et al. (2016) esta indolamina mostrou potencial em aumentar
o funcionamento das células de defesa, em funcédo de restabelecer o sistema

imunoldgico em pacientes idosos e imunocomprometidos.

1.6. Melatonina e Dieta Hipercalorica

Estudos que relacionam a obesidade e o tratamento com melatonina,
demonstram reducdo do ganho de peso, adiposidade visceral e triglicerideos
sanguineos causados por uma dieta hipercaldrica em ratos obesos (TERRON et
al., 2013; SINGH; JADHAV, 2014). Segundo Trufakin et al. (2014), a melatonina
€ capaz de normalizar alguns parametros na composicao celular de 6rgaos
imunes em ratos com obesidade alimentar, apontado o potencial desta em
restaurar mecanismos imunorreguladores, e assim considerando o potencial
papel deste hormdénio para o tratamento de distlrbios lipidicos e no

comprometimento da atividade imune em casos de obesidade.
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Ainda de acordo com Trufakin et al. (2014), animais submetidos a dieta
hipercalérica tiveram um aumento relativo nas células B no baco, em
contrapartida, apresentaram uma reducdo no numero de células T, sendo
observado que o tratamento com melatonina normalizou esses parametros.
Assim, entre essas propriedades imunoestimulatorias da melatonina, a mesma
apresenta atividades anti-inflamatorias em condi¢des de inflamacéao ndo-alérgica
(SZCEPANIK et al., 2007; CALVO et al., 2013; SINGH; JADHAV, 2014).

Segundo Silva (2016), no baco de ratas prenhes tratadas com dieta
hipercalérica foi observado um aumento das fibras colagenas, nas quais
citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-a atuaram como promotores da
fibrose. E esta ultima, a melatonina se apresentou capaz de reduzir seus niveis

no baco.
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RESUMO

O consumo excessivo de dietas hipercaléricas durante a gestacdo pode
acarretar estimulos desfavoraveis ao feto, uma vez que este possui a capacidade
de se adaptar ao ambiente intrauterino. Neste sentido, a melatonina, um potente
antioxidante, com fungBes imunoestimulatérias poderia atenuar efeitos
prejudiciais desta dieta. Assim, a presente pesquisa teve como objetivo analisar
os efeitos da ingestédo de uma dieta hipercal6rica, associada ou ndo a melatonina
exdgena, sobre o baco de filhotes de ratas que foram submetidas ao seu
consumo durante toda a gestacao e lactacdo. Foram utilizadas 40 ratas albinas
prenhes divididas em 4 grupos: |: ratas submetidas a dieta padrao (C); II: ratas
submetidas a dieta padrdo e tratadas com melatonina (5 mg/Kg) (C+Mel); IlI:
ratas submetidas a dieta hiperlipidica (DH) e IV: ratas submetidas a dieta
hiperlipidica e tratadas com melatonina (5 mg/Kg) (DH+Mel). Apds a coleta do
baco dos filhotes foi realizada analises histopatologica, histoquimica,
morfométrica e imunohistoquimica. Os resultados obtidos por meio da
histopatologia e morfometria indicaram altera¢des na polpa branca no bago dos
grupos submetidos a tratamento com melatonina, enquanto a coloracdo por
impregnagdo argéntica mostrou uma diminui¢cao de fibras no grupo tratado com
melatonina. Sendo relatada uma diminuicdo da citocina IL-1 apos a
administracao de melatonina quando comparado ao grupo DH. Concluindo que
a melatonina apresenta um grande potencial em previnir os efeitos da dieta
hipercaldrica, reduzindo a fibrose e inibir a sintese de IL-1 no bago.

Palavras-chave: saude materna; imunohistoquimica; imunomodulacdo; dieta;
histomorfometria.
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ABSTRACT

Excessive consumption of hypercaloric diets during pregnancy can lead to
unfavorable stimuli for the fetus, since it has the capacity to adapt to the
intrauterine environment. In this sense, melatonin, a potent antioxidant, with
immunostimulatory functions could mitigate the harmful effects of this diet. Thus,
the present research aimed to analyze the effects of eating a high-calorie diet,
associated or not with exogenous melatonin, on the spleen of puppies of rats that
were subjected to their consumption throughout pregnancy and lactation. 40
pregnant albino rats were divided into 4 groups: I: rats submitted to the standard
diet (C); II: rats submitted to the standard diet and treated with melatonin (5
mg/Kg) (C+Mel); llI: rats submitted to the high-fat diet (DH) and IV: rats submitted
to the high-fat diet and treated with melatonin (5 mg/kg) (DH+Mel).
Histopathological, histochemical, morphometric and immunohistochemical
analyzes were performed to collect the puppies’ spleen. The results obtained by
means of histopathology and morphometry indicated changes in the white pulp
in the spleen of the groups elaborated to treatment with melatonin, while the
staining by argon impregnation revealed a decrease of fibers in the group treated
with melatonin. A decrease in the cytokine IL-1 has been reported after the
administration of melatonin when compared to the DH group. In conclusion, a
melatonin has a great potential to prevent the effects of the hypercaloric diet,
fibrosis and inhibit the synthesis of IL-1 in the spleen.

Keywords: maternal health; immunohistochemical; immunomodulation; diet;
histomorphometry.
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1. INTRODUCAO

Dietas hipercaldricas associadas ao sedentarismo predispde ao surgimento
da obesidade (KELLY et al., 2008; WANG et al., 2008; REITER et al., 2012).
Sendo esta associada a uma disfungcdo imunologica (QIN et al., 2005;
HAMAGUCHI et al.,, 2005; ALTUNKAYNAK et al., 2007). E segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, se observa uma prevaléncia 15% de obesidade
em mulheres, contra 11% em homens (WHO, 2018). Enquanto no Brasil, de
acordo com o IBGE (2016), essa prevaléncia aumenta para o indice de 24,4%
de mulheres obesas e 16,8% de homens. De modo que esses altos indicativos
de associacdo entre sobrepeso e obesidade representam um alarmante sinal
para possiveis disfuncdes referentes a saude reprodutiva da mulher. Ao mesmo
tempo, estudos indicam que a prevaléncia de mulheres obesas em idade
reprodutiva esta aumentando, aproximando-se 35% naquelas entre 20-39 anos
(FLEGAL et al., 2012)

A salude materna € imprescindivel para a estabilidade do ambiente uterino,
apresentando um significativo impacto para o desenvolvimento fetal. Assim,
obesidade materna oportunizar o surgimento de complicacdes podem afetar a
progressao da gestacdo e a saude da prole durante toda sua vida (BOO et al.,
2006; CATALANO et al., 2006; LEDDY et al., 2008). Ainda que o feto apresente
uma grande habilidade de regular seu metabolismo aos estimulos recebidos
durante a vida fetal, os mesmos podem se tornar prejudiciais no ambiente pés-
natal (POSSIGNOLO, 2012). Um acumulo de adipécitos durante a prenhez pode
induzir um aumento na expressdo de citocinas pro-inflamatérias na placenta,
ocasionando uma inflamacéao placentaria que conduz ao estabelecimento de um
ambiente intrauterinos hostil (MAHANY et al., 2016).

O baco é o maior 6rgdo do sistema linfatico secundario em humanos,
apresentando funcdo imunolégica e hematopoiética (MEBIUS; KRAAL, 2005;
MONTES, 2013). Além de apresentar a atividade de destruicdo dos eritrécitos e
plaquetas envelhecidos e a formacgdo de novos linfocitos (BALESTIERI, 2006;
ARAUJO, 2011).
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Estudos realizados em ratos obesos mostraram aumento de citocinas pro-
inflamatorias, IL-6 e TNF-a no baco, enquanto a citocina anti-inflamatéria IL-10,
responsavel por inibir a sintese das anteriormente citadas, teve uma expressao
reprimida (MONTES, 2013). Essas adipocinas pro-inflamatérias induzem o
estresse oxidativo, consequentemente, promovendo o aumento na producao
espécies reativas de oxigénio, de maneira a influéncia expressar de um consumo
excessivo de dietas ricas em gorduras sobre o baco e o0 sistema imune
(MONTES, 2013; GUIMARAES-SOUZA et al., 2015; SILVA, 2016).

O desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e a capacidade
antioxidante enddgena pode ocasionar danos a estrutura do DNA, a oxidacao de
acidos graxos polissaturados, e outras estruturas, assim, facilitando o
surgimento de diversos distirbios e doencas (HARDELAND et al., 2005;
BARREIROS et al., 2006; YONEI et al., 2010; SINGH; JADHAV, 2014).

A melatonina sintetizada a partir do triptofano, principalmente, pela
glandula pineal, durante o periodo da noite, apresenta um importante papel de
acdo antioxidante, imunomodulador, além da regulacdo de diversas funcdes
enddcrinas (REITER et al, 2003; SHIMOZUMA et al., 2011; VISHWAS; HALDAR,
2013; SINGH; JADHAV, 2014).

Assim, visando o desenvolvimento de possiveis disfuncdes no baco e
sistema imune em filhotes de ratas submetidas a dieta rica em gordura, a
presente pesquisa tem o objetivo de investigar o potencial de acdo da melatonina
exdgena sobre a histofisiologia do bago da prole de matrizes submetidas a dieta

hipercalérica durante a gestacéo e lactacéo.

2. OBJETIVOS

2.1.Geral

Analisar os possiveis efeitos da administracdo de uma dieta hipercal6rica
durante a gestacdo e lactacdo de ratas sobre a histofisiologia do baco
dos filhotes e como a melatonina exdégena pode influenciar nesse

processo.
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2.2. Especificos

e Analisar a histopatologia do baco de filhotes tratados ou ndo com
melatonina,;

e Analisar a histoquimica pelo método de impregnacéo argéntica do baco
de filhotes tratados ou n&o com melatonina;

e Analisar morfometricamente o baco de filhotes tratados ou ndo com
melatonina,;

e Analisar imunohistoquimicamente a presenca da interleucina proé-

inflamatoérias IL-1 no bacgo de filhotes tratados ou ndo com melatonina.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Obtengao dos Animais

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Histologia do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco
com aprovacdo da Comissédo de Etica Institucional (CEUA), por licenca de
namero: 012/2014.

Foram utilizadas 40 ratas albinas Rattus norvegicus albinus com 90 dias
de idade, com 200g+30, linhagem Wistar, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE. Vinte fémeas foram
mantidas em gaiolas com alimentacdo comercial Labina® e agua “ad libitum” e
as outras vinte receberam dieta hipercal6rica, previamente padronizada por

Estadella (2001), e 4gua ad libitum, formando-se assim 4 grupos de matrizes:

Grupo I: 10 ratas prenhes submetidas a dieta padrao durante toda a

gestacao e periodo de lactacéo (C);

Grupo II: 10 ratas prenhes submetidas a dieta padrdo e tratadas com

melatonina durante toda a gestacéo e periodo de lactagdo (C+MEL);

Grupo llI: 10 ratas prenhes submetidas a dieta hipercaldrica durante toda

a gestacao e periodo de lactacao (DH) ;
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Grupo IV: 10 ratas prenhes submetidas a dieta hipercalérica e tratadas
com melatonina durante toda a gestacdo e periodo de lactacao
(DH+MEL).

3.2.Inclusdo no Experimento e Diagnéstico de Prenhez

Apés a realizacdo de exames colpocitolégicos, as fémeas que
apresentaram trés ciclos estrais regulares foram acasaladas na proporcéo de um
macho para trés fémeas sempre no inicio da noite (19:00 horas). Pela manha
(7:00 horas), o diagnostico da prenhez foi realizado através do exame

colpocitolégico.

3.3. Tratamento com Melatonina

A administragdo de 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 5
mg/Kg, dissolvida diariamente em 100 microlitros de &lcool, diluida em 300
microlitros de soro e aplicada sempre no inicio da noite (18:00 horas).

3.4. Histopatologia, Histoquimica e Morfometria do Baco

Ao finalizar o periodo de lactacao, 10 filhotes de cada grupo foram escolhidos
ao acaso e sedados para coleta do baco. Foi utilizado o anestésico
hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via
intramuscular. A eutanasia foi realizada com o aprofundamento da anestesia
com Tiopental 40mg/kg por via intraperitoneal (LIMA et al., 2005). O material
coletado (baco) foi fixado em formol a 10% tamponado por 48 horas. Apos esse
periodo, fragmentos foram processados para inclusdo em parafina e os cortes
submetidos a técnica de coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE) para analise

histopatoldgica e morfométrica sendo observados a microscopia de luz. Para a
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morfometria foram mensurados 30 (trinta) corpusculos esplénicos e 0s seus
centros germinativos da polpa branca de cada animal, para determinacédo dos
seguintes parametros: area (um?), perimetro (um), didmetro maximo (um) e
diametro minimo (um). Estas medidas foram realizadas mediante o sistema

analisador de imagens, Gimp 2.0 acoplado a um microscoépio Olympus.

Para analise histoquimica, alguns cortes histolégicos foram submetidos a
metodologia citoquimica para identificacéo de fibras reticulares, pelo método de
Impregnacéao argéntica (coloragéo de prata). A quantificacdo de fibras reticulares
foi realizada sobre as imagens dos preparados histoquimico, obtidas por um
sistema de captura de imagens e analisadas com o auxilio de um sistema
computacional de analise de imagens Gimp 2.0. Foram capturados 10 campos
da regido da polpa vermelha do bago em cada animal, na regido imediatamente
ao redor da polpa branca. Em cada campo, foram quantificados em pixels o teor

de fibras reticulares.

3.5. Imunohistoquimica

Cortes do baco obtidos de material parafinado (5 pm) de todos os grupos
foram usados para deteccédo de interleucina pro-inflamatoria IL-1(. Inicialmente,
as seccodes do 6rgao foram desparafinadas com xilol e hidratadas com etanol.
Os cortes foram incubados com os respectivos anticorpos overnight, e
posteriormente foram incubados com streptavidina-peroxidase, sendo entéo
revelados com substrato cromégeno 3,3’diaminobenzidina (DAB) em marrom e

contra-coradas com Hematoxilina de Harris.

3.6. Andlise Estatistica

Os dados obtidos pela morfometria e imunohistoquimica do baco dos filhotes
foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, onde as médias

obtidas foram comparadas pelo teste de Wilcoxon Mann-Whitney (p< 0,05).
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4. RESULTADOS
4.1. Analise Histopatologica do Baco

O baco dos filhotes do grupo C apresentaram uma polpa vermelha bem
estabelecida, com megacaridcitos de tamanho e desenvolvimento caracteristico
e evidente (Fig. 1.A.1l), enquanto a polpa branca desses animais se apresentou
pouco desenvolvida e com presenca da arteriola central (Fig. 1.A.l), mas sem
um centro germinativo desenvolvido. A estrutura do bago permanece
preservada, sem nenhuma alteracéo (Fig. 1.A). Nos filhotes do grupo C+Mel, o
tecido linfoide do baco encontra-se mais desenvolvido e ativo em comparacao
ao grupo C, com uma polpa branca visivelmente maior, exibindo uma arteriola
bem mais definida (Fig. 1.B.lll) e uma zona externa maior. Os megacariocitos
desse grupo se expde em menor quantidade e com tamanho reduzido em

relacdo ao grupo C (Fig. 1.B.IV).

No grupo tratado com dieta hipercalorica (DH) foi observado megacariocitos
menores do que os observados nos grupos controle (Fig. 1.C.VI). A polpa
vermelha encontra-se mais evidente, enquanto a polpa branca exibe areas com
um menor desenvolvimento da polpa branca em relacdo aos grupos tratados
com melatonina (Fig. 1.C). No grupo experimental DH+Mel foi observado que as
polpas brancas estdo completamente desenvolvidas do que nos demais grupos,
e a presenca de centro germinativo e arteriola central (Fig. 1.D.VII). Além de,
uma hiperestimulagcéo e fusédo das polpas brancas caracterizando um sistema
imunolégico completamente ativo (Fig. 1.D). A polpa vermelha se encontra em
menor tamanho, mas com nitida presenca na area mais central. Nota-se,
também, que os linfécitos presentes na zona do manto estdo maiores, exibindo

uma cromatina mais frouxa, e estes irdo se diferenciar em linfécitos do tipo B.
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Figura 1. Fotomicrografia do bago dos grupos experimentais. A) C — Dieta Padréo; B) C+Mel —

Dieta Padrdo + Melatonina; C) DH — Dieta Hipercal6rica; D) DH+Mel — Dieta Hipercal6rica +
Melatonina. Apresentando regides de polpa vermelha (seta), e regides de polpa branca
(asterisco). Nas regides de destaque: arteriola central (1, Ill, V, VII) e megacaridcitos (I, 1V, VI,

VIII). Colorag@o Hematoxilina-Eosina (HE).
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1045 4.2. Analise Morfométrica do Baco

1046 Os dados obtidos com a morfometria dos corpusculos esplénicos relevaram

1047  um aumento significativo na area e no perimetro do grupo DH em relacdo ao

1048 grupo C e enquanto as médias apuradas pelos diametros ndo apresentaram

1049  variacgéo significativa. Entretanto os demais grupos experimentais tratados com

1050  melatonina (C+Mel e DH+Mel) ndo exibiram diferencas estatisticas em nenhum

1051  dos parametros observados em comparacgao aos grupos C e DH (Tab. 1).

1052

1053 Tabela 1. Média + desvio padréo da area (AR), perimetro (PER), diametro maximo (DMX) e

1054  diametro minimo (DMN) dos corpusculos esplénicos do bacgo dos filhotes com 21 dias.

Grupos C C+Mel DH DH+Mel P
AR (um?) 643,67 + 764,65 £+ 156,03 1238,33 + 870,10 + 337,05 ab 0,009
156,63 b ab 977,84 a 0

PER (um) 89,92+12,16b 97,86 +9,74ab 119,68+40,65a 103,34+20,96ab 0,004
7

DMX (um) 29,84+4,73a 31,50+4,67a 39,04 +13,81a 34,15+9,07a 0,080
1

DMN (um) 25,65+4,53a 27,30£5,18a 32,73+13,29a 29,13+7,69a 0,263
5

1055
1056

1057

1058
1059
1060
1061
1062

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

Entretanto, a média obtida com a analise da morfometria dos centros
germinativos revelou uma variacdo significativa na area do grupo DH+Mel em
relacdo ao grupo C, enquanto no didmetro minimo foram observados um
aumento nos grupos C+Mel e DH+Mel em comparacgéo ao grupo C (Tab. 2). Os

demais parametros ndo exibiram diferencas significativas.
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1063

1064  Tabela 2. Média + desvio padréo da area (AR), perimetro (PER), didmetro maximo (DMX) e

1065 didmetro minimo (DMN) dos centros germinativos do baco dos filhotes com 21 dias.

Grupos C C+Mel DH DH+Mel P
AR (Um?)  4387,05 + 6083,01 + 7284,26 + 5883,83 6241,90 + 0,0272

1231,46 b 2707,82 ab ab 2408,00 a

PER (um) 236,68+ 34,60a 268,75+63,64a 287,06+ 10535a 275,70+53,85a 0,0508
DMX 81,66 £ 14,88 a 85,14 £ 17,79 a 91,79 £ 40,96 a 100,34 + 23,26 a 0,0351
(Hm)
DMN 58,15+9,83 b 7295+ 11,41 a 75,08 + 28,91 ab 86,13 £ 20,86 a <0.000
(Hm) 1

1066 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

1067  Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

1068

1069 4.3. Analise Histoquimica do Bago

1070 Os dados obtidos por meio da andlise da quantificacdo por coloracdo de prata

1071 relevaram um aumento significativo no percentual de fibras reticulares no grupo

1072  tratado com dieta hipercalérica (DH) em comparacdao com o0s grupos controle (C

1073 e C+Mel) (Fig. 2). Enquanto os grupos C e C+Mel ndo divergiram entre si, e 0

1074 grupo DH+Mel ndo apresentou variacdo estatistica quando comparado aos

1075 demais grupos (Graf. 1).

1076
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Figura 2. Fotomicrografia da histoquimica do baco dos grupos experimentais para a

guantificacao de fibras reticulares. A) C — Dieta Padréo; B) C+Mel — Dieta Padrdo + Melatonina;
C) DH — Dieta Hipercalodrica; D) DH+Mel — Dieta Hipercalérica + Melatonina. Coloragéo por Prata

(Impregnagéo Argéntica).
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Gréfico 1. Média dos valores obtidos a partir da quantificagdo em pixels das fibras reticulares
por Impregnacgdo Argéntica no baco dos filhotes das ratas dos grupos experimentais. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney (P<0,05).
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4.4. Analise Imunohistoquimica do Baco

A andlise imunohistoquimica para o IL-1 no bacgo revelou marcacao positiva
nos animais dos grupos C e DH, em relagdo aos animais dos grupos tratados
com melatonina (C + Mel e DH + Mel) (Fig. 3). A quantificacdo em pixels revelou
alta expressdo dessa citocina nos animais do grupo DH, diferindo
significativamente dos demais grupos. No grupo controle observou-se moderada
expressdo do IL-1, diferindo dos grupos tratados com melatonina, os quais

apresentaram fraca expressao, porém sem diferirem entre si (Graf. 2).
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Figura 3. Fotomicrografia da imunohistoquimica para o IL-1 no baco dos animais dos grupos
experimentais. A-B) C — Dieta Padrédo; C-D) C+Mel — Dieta Padrédo + Melatonina; E-F) DH — Dieta
Hipercaldrica; G-H) DH+Mel — Dieta Hipercaldrica + Melatonina. Notar marcagéo positiva apenas
nos grupos C e DH na polpa branca (setas) e polpa vermelha.
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1105 Grafico 2. Quantificacdo em pixels do IL-1 no bago dos animais dos grupos experimentais.
1106 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
1107  Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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1108
1109 5. DISCUSSAO
1110
1111 Os resultados obtidos a partir da analise histopatolégica indicaram um

1112 aumento no desenvolvimento do sistema imune dos ratos tratados com dieta
1113  hipercalorica associada a melatonina por meio de uma maior estimulagdo da
1114 polpa branca quando comparada aos outros grupos. E isto é devido a
1115 composi¢ao da polpa branca do baco apresentar, principalmente, células do tipo
1116 linfécitos que atuam ativamente no sistema imune (MEBIUS; KRAAL, 2005).
1117  Assim, segundo Carrillo-Vico et al. (2006) a melatonina seria capaz de aumentar
1118  a capacidade proliferativa de linfocitos em ratos. E de acordo com Maganhin et
1119  al. (2008) e Silva (2016), a melatonina parece ser capaz de aumentar a atividade
1120 e a mobilidade de células de defesa. De modo que a melatonina age diretamente
1121  nos tecidos imunologicos, principalmente por meio de células T auxiliares com

1122 receptores MT1A e MT1B para modular a funcdo imune (YOO et al. 2016).
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Assim, os resultados obtidos pela morfometria dos corpusculos esplénicos
confirmam os achados da histopatologia em que houve uma maior marcacéo do
sistema imune e a presenca de linfécitos em ambos os grupos tratados com
melatonina e, também, no grupo DH. Uma vez sabendo que a composi¢do dos
corpusculos esplénicos em maioria se da por linfécitos do tipo B. E ainda
segundo Girardi (2014), os centros germinativos seriam compostos por linfocitos
maduros, e outras células envolvidas no sistemaimune, de modo que o resultado
obtido com a morfometria mostrou um aumento na area no grupo DH+Mel em
relacdo ao controle, contribuindo, entédo, com os resultados previamente obtidos

e confirmando uma maior marcacéo do sistema imunoldgico.

De acordo com Mebius et al (2005), os corddes da polpa vermelha sao
compostos em grande parte por fibras reticulares e fibroblastos, de modo, a
formarem juntos um sistema sanguineo aberto sem forro endotelial. Ent&o, a
partir dos resultados obtidos com a histoquimica das fibras reticulares foi
observado um aumento significativo no percentual destas no grupo DH,
corroborando com a histopatologia, em que a polpa vermelha foi encontrada em
maior evidencia do que nos demais grupos experimentais. Outrossim, segundo
Araltjo et al. (2013) em ratas pinealectomizadas ndo houve variacfes
significativas no percentual de fibras reticulares, no entanto, em nosso trabalho
ocorreu um aumento de fibras reticulares nos grupos submetidos a dieta
hipercalérica, ao mesmo tempo que o grupo DH+Mel nédo variou
significativamente no grupo controle, o que possivelmente significa que a
melatonina atuou de forma preventiva ou protetora sobre a sintese das fibras
reticulares. De acordo com Hatipoglu et al. (2007) e Hu et al. (2016) isto seria
motivado pela sua acdo antiproliferativa em todas as fases da fibrose e pela
reducdo na proliferagdo dos fibroblastos. De modo que a habilidade da
melatonina em diminuir a fibrose pode estar correlacionada com capacidade de

inibir o estresse oxidativo e a sinalizacao inflamatoria.

O aumento significativo na expressao da citocina IL-1 do grupo submetido
a dieta hipercaldrica pode ser explicado pelo processo inflamatério associado a
ingesta de dietas ricas em gorduras e a obesidade, corroborando com trabalhos
de Montes (2013). Dessa forma, se sabe que a IL-1 esta diretamente relacionada

com o aumento da TNF-a, e de modo que juntas estimulam a sintese de IL-6
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(VOLP, 2008). Essa relacéo entre as citocinas pro-inflamatorias também pode
ser associada a fibrogénese observada no grupo DH, pois de acordo com Silva
(2016) durante esse processo a IL-6 e TNF-a estdo atuando como promotores

desse encadeamento.

Enquanto a reducéo para a quantificagdo da IL-1 nos grupos tratados com
melatonina em relacdo ao grupo controle e ao grupo DH pode ser explicada pela
capacidade inibidora de citocinas pré-inflamatérias pela melatonina,
corroborando com Tresguerres et al. (2012) em que a melatonina foi capaz de
reduzir os niveis de IL-1 em modelos com ratos idosos. De acordo com
Chahbouni et al. (2010) a melatonina foi eficiente em diminuir a inflamacéo e
inibir a transcricdo da citocina IL-1 a niveis abaixo do observado no grupo
controle, sendo este resultado verificado também em nosso trabalho a partir da
analise imunohistoquimica. Da mesma forma que a melatonina foi capaz de
reduzir os niveis de IL-1B, TNF-a e IL-6 em altos, médios e baixos graus de
inflamacao, além de regular positivamente a expressédo de IL-10 (KIREEV et al.
2008; HARDELAND, 2018).

6. CONCLUSAO

Assim, podemos concluir que a melatonina apresenta um grande potencial
em impulsionar a atividade imune e reduzir citocinas pré-inflamatérias no baco,
de modo a prevenir os efeitos prejudiciais de uma dieta hipercalérica sob a prole
de ratas submetidas a ingesta durante toda a gestacéo e lactacdo. A partir disto,
€ possivel ressaltar que tais resultados se mostram de extrema significancia para
possiveis estudos que possibilitem a utilizagdo da melatonina em tratamento
coadjuvante ou preventivo de possiveis efeitos maléficos oportunizados pela

dieta hipercaldrica.

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALTUNKAYNAK, B. Z.; et al. A stereological and histological analysis of spleen
on obese female rats, fed with high fat diet. Saudi Med J, v. 28, n. 3, p. 353-
357, 2007.



1188
1189

1190
1191
1192

1193

1194
1195
1196

1197
1198

1199
1200

1201
1202
1203

1204
1205
1206

1207
1208
1209
1210
1211

1212
1213

1214
1215

1216
1217

1218
1219

1220
1221
1222

1223
1224

1225
1226

48

ANGULO, P. Nonalcoholic fatty liver disease. N Engl J Med, v. 346, p. 1221-
1231, 2002.

ARAUJO, A. C. C; et al. Acdo da melatonina sobre a dinamica sanguinea de
ratas prenhes e sobre a histogénese do bago e do timo da prole. Arqg. Bras. Med.
Vet. Zootec., v.65, n.2, p.404-414, 2013.

BALESTIERI, F. M. P. Imunologia. S&o Paulo, Manole, p. 3-21, 2006.

BARREIROS, A. L. B. S.; DAVID, J. M. DAVID, J. P. Estresse oxidativo: relagao
entre geracdo de espécies reativas e defesa do organismo. Quim. Nova, v. 29,
n. 1, p. 113-123, 2006.

BOO, H.A.; HARDING, J.E. The developmental origins of adult disease (Barker)
hypothesis. Aust N Z J Obstet Gynaecol. v. 46, p. 4-14, 2006.

CARRILO-VICO, A; et al. Expression of melatonin a growth factors mRNA in the
rat placenta during mid-late pregnancy. J Veterinary Sci, v. 6, p. 179-183, 2005.

CATALANO, P.M.; EHRENBERG, H.M. The short- and long-term implications of
maternal obesity on the mother and her offspring. BJOG An Int J Obstet
Gynaecol. v. 113, n. 10, p. 1126-1133, 2006.

CHAHBOUNI, M.; et al. Melatonin treatment normalizes plasma pro-inflammatory
cytokines and nitrosative/oxidative stress in patients suffering from Duchenne
muscular dystrophy. Journal of Pineal Research, v. 48, p. 282-289, 2010.

ESTADELLA, D. Efeitos da dieta de cafeteria e de ciclos alternados de dieta
padrdo com dieta de cafeteria sobre o metabolismo de ratos sedentérios ou
exercitados. Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Departamento de
Nutricdo da Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de S&o Paulo,
Sao Paulo, 2001.

FLEGAL, K.M.; et al. Prevalence of obesity and trends in the distribution of body
mass index among US adults, 1999- 2010. JAMA v. 307, p. 491-497, 2012.

GUIMARAES-ROSA, N. K_; et al. Producdo aumentada de superéxido e fibrose
renal: novo modelo animal. Einstein, v. 13, n.1, 2015.

HAMAGUCHI, M.; et al. The metabolic syndrome as a predictor of nonalcoholic
fatty liver disease. Ann Intern Med, v. 143, p. 722-728, 2005.

HARDELAND, R. Melatonin and inflammation-Story of a double-edged blade. J
Pineal Res, v. 65, n. 4, p. €12525, 2018.

HATIPOGLU, A.; TURKYILMAZ, Z.; MERT, S. The effects of melatonin on
postoperative intraabdominal adhesion formation. Yonsei Med J, v. 48, p. 659—
664, 2007.

HU, W.; et al. Melatonin: the dawning of a treatment for fibrosis? J. Pineal Res.,
v. 60, p. 121-131, 2016.

IBGE — INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Pesquisa
Nacional de Saude (PNS) - 2013. Rio de Janeiro, 2014.



1227
1228
1229

1230
1231

1232
1233

1234
1235
1236

1237
1238

1239
1240

1241
1242

1243
1244
1245

1246
1247

1248
1249
1250

1251
1252
1253

1254
1255
1256

1257
1258

1259
1260
1261
1262

1263
1264
1265

49

IBGE — INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. IBGE da
inicio a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) 2019. Disponivel em <
https://www.ibge.gov.br/>. Acesso em: 29 de out. 2019.

KELLY, T.; et al. Global burden of obesity in 2005 and projections to 2030. Int J
Obes. v. 32, p. 1431 — 1437, 2008.

KIM, Y. S.; et al. Melatonin protects 6-OHDA- induced neuronal death of
nigrostriatal dopaminergic system. Neuroreport, v. 9, n. 10, p. 2387-2390, 1998.

KIREEV, R. A; et al. Melatonin is able to prevent the liver of old castrated female
rats from oxidative and pro-inflammatory damage. J Pineal Res, v. 45, p. 394-
402, 2008.

LEDDY, M. A.; POWER, M. L.; SCHULKIN. J. The impact of maternal obesity on
maternal and fetal health. Rev Obstet Gynecol. v, 1, n. 4, p. 170-178, 2008.

LIMA, E.; et al. Effects of pinealectomy and the treatment with melatonin on the
temporal lobe epilepsy in rats. Brain Res. v. 1043, p. 24-31, 2005.

MAGANHIN, C. C.; et al. Melatonin effects on the female genital system: a brief
review. Rev. Assoc. Med. Bras., v. 54, n.3, p. 267-271, 2008.

MAHANY, E. B.; et al. Obesity and High-Fat Diet Induce Distinct Changes in
Placental Gene Expression and Pregnancy Outcome. Endocrinology, v. 159, n.
4, p. 1718-1733, 2018.

MEBIUS, R. E.; KRAAL, G. Structure and Function of The Spleen. Nature
Publishing Group, v. 5, p. 606-616, 2005.

MONTES, E. G. O Efeito da Esplenectomia sobre a Obesidade Induzida por
Glutamato Monossédico (MSG). 2013. Dissertacdo (Mestrado em Biologia
Evolutiva) — Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa.

MOURALIDARANE, A.; et al. Maternal obesity programs offspring non-alcoholic
fatty liver disease through disruption of 24-h rhythms in mice. Int J Obes. v. 39,
n. 9, p. 1339-1348, 2015.

MOURALIDARANE, A.; et al. Maternal obesity programs offspring nonalcoholic
fatty liver disease by innate immune dysfunction in mice. Hepatology. v. 58, n.
1, p. 128-138, 2013.

OKEN, E.; GILLMAN, M.W. Fetal origins of obesity. Obes Res, v. 11, p. 496—
506, 2003.

POSSIGNOLO, L.F. Effect of high fat diet chronic ingestion on the metabolism of
female rats, and on the sr-bi and abcal expression in the placenta, small
intestine, liver and kidney of the offspring. Dissertacdo de Mestrado, p. 176,
2012.

QIN J.; et al. Study on the characteristics of inheritance and epidemiology in one
pedigree with gallstone disease. Zhonghua Liu Xing Bing Xue Za Zhi, v. 26, p
448-450, 2005.



1266
1267

1268
1269
1270

1271
1272
1273

1274
1275
1276

1277
1278
1279
1280

1281
1282

1283
1284
1285

1286
1287
1288

1289
1290
1291
1292

1293
1294
1295

1296
1297

1298
1299

1300
1301
1302

1303
1304

50

REITER, R. J.; et al. Melatonin as an antioxidant: under promises but over
delivers. J Pineal Res, v. 61, n. 3, p. 253-78, 2016.

REITER, R. J.; et al. Obesity and metabolic syndrome: Association with
chronodisruption, sleep deprivation, and melatonin suppression. Ann Med. v. 44,
n. 6, p. 564-577, 2012.

REITER, R. J.; et al. Melatonin as an antioxidant: biochemical mechanisms and
pathophysiological implications in humans. Acta Biochim Pol, v. 50, n. 4, p.
1129-46, 2003

SHIMOZUMA, M.; et al. Expression and cellular localizaion of melatonin-
synthesizing enzymes in rat and human salivary glands. Histochem Cell Biol, v.
135, n. 4, p. 389-96, 2011.

SILVA, S. B. Influéncia da melatonina exdgena sobre parametros sanguineos,
hormonais, metabdlicos e inflamatérios em ratas alimentadas com dieta
hipercalérica durante a prenhez. Recife, 2016. Tese (Doutorado em Biociéncia
Animal) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife.

SINGH, M.; JADHAV, H. R. Melatonin: Functions and ligands. Drug Discov
Today. v. 19, n. 9, p. 1410-1418, 2014.

TRESGUERRES, A. F.; et al. Effect of Chronic Melatonin Administration on
Several Physiological Parameters from Old Wistar Rats and Samp8 Mice.
Current Aging Science, v. 5, n. 3, p. 242-253(12), 2012.

TRUFAKIN, V. A.; et al. Effect of Melatonin on Cellular Composition of the Spleen
and Parameters of Lipid Metabolism in Rats with Alimentary Obesity. B Exp Biol
Med, v. 158, n. 1, p. 49-52, 2014.

VISHWAS, D. K.; HALDAR, C. Photoperiodic induced melatonin regulates
immunity and expression pattern of melatonin receptor MT1 in spleen and bone
marrow mononuclear cells of male golden hamster. J Photoch Photobio B., v.
128, p.107-114, 2013.

WANG, Y.; et al. Will all Americans become overweight or obese? Estimating the
progression and cost of the US obesity epidemic. Obesity, v. 16, p. 2323 — 2330,
2008.

WHO. Obesity: Preventing And Managing The Global Epidemic, Report of a.
2000.

WHO. Obesity and overweight, 2018. Disponivel em < https://www.who.int//>.
Acesso em: 23 de jul. 2018.

VOLP, A. C. P.; et al. Capacidade dos biomarcadores inflamatérios em predizer
a sindrome metabdlica: Inflammation biomarkers capacity in predicting the
metabolic syndrome. Arq Bras Endocrinol Metab, v. 52, n. 3, p. 537-549, 2008.

YONEI, Y.; et al. Effects of melatonin: basic studies and clinical applications.
Anti-Ageing Med. v. 7, p. 85-91. 2010.



1305
1306
1307

51

YOO, Y. M., et al. Pharmacological advantages of melatonin in
immunosenescence by improving activity of T lymphocytes. J Biomed Res, v.
30, n. 4, p. 314-21, 2016.



	e0a9457fc8701112d4b00713098c2fa4a0a56c7e232d6c78e94bade73581b258.pdf
	3ac1732bd87603c2d76332aaf24aae44d11303b3f0159c0df177785dcf674e59.pdf
	e0a9457fc8701112d4b00713098c2fa4a0a56c7e232d6c78e94bade73581b258.pdf

