| [~=2
e
e~

‘l

)
~

=
=l

US IMPAVIDA

L

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE HISTOLOGIA E EMBRIOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MORFOTECNOLOGIA

MARCOS AURELIO SANTOS DA COSTA

EFEITO DA MELATONINA EXOGENA NO DUODENO DA PROLE DE RATOS
WISTAR SUBMETIDOS AO DESMAME PRECOCE

Recife
2021



MARCOS AURELIO SANTOS DA COSTA

EFEITO DA MELATONINA EXOGENA NO DUODENO DA PROLE DE RATOS
WISTAR SUBMETIDOS AO DESMAME PRECOCE

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduacdo em Morfotecnologia da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial para obtencédo do
titulo de mestre em Morfotecnologia. Area
de concentracdo: ° Métodos Classicos e
Avancados”

Orientador (a): S6nia Pereira Leite

Coorientador (a): Fernanda das Chagas Angelo Mendes Tenorio

Recife
2021



Catalogacao na fonte:
Bibliotecaria Claudina Queiroz, CRB4/1752

Costa, Marcos Aurélio Santos da

Efeito da melatonina exdégena no duodeno da prole de ratos Wistar
submetidos ao desmame precoce / Marcos Aurélio Santos da Costa - 2021.

55 folhas: il., fig., tab.

Orientadora: S6nia Pereira Leite

Coorientadora: Fernanda das Chagas Angelo Mendes Tendrio
Dissertagao (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.

Centro de Biociéncias. Programa de Pés-Graduagao emMorfotecnologia.
Recife, 2021.

571.3 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2021-215




MARCOS AURELIO SANTOS DA COSTA

EFEITO DA MELATONINA EXOGENA NO DUODENO DA PROLE DE RATOS
WISTAR SUBMETIDOS AO DESMAME PRECOCE

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Morfotecnologia da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito para a obtencdo do titulo
de Mestre em Morfotecnologia.

Aprovada em: 28/05/2021.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Sonia Pereira Leite (presidente da banca)

Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Juliana Pinto de Medeiros (membro interno)

Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Paloma Lys de Medeiros (membro interno)

Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Luciana Maria Silva de Seixas Maia (membro externo)

Universidade Federal de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

A Deus que me concedeu a oportunidade e que com suas maos me sustenta e me
da forcas para continuar a caminhada. Por sua graca, protecao e fidelidade.

A minha mée e meu irméo que com todo amor e dedicacdo me ajuda a enfrentar as
dificuldades desta vida.

A minha familia que esteve sempre torcendo pra mim e me incentivando a alcangar
0S meus obijetivos.

As Professoras Dra. Fernanda das Chagas Angelo Mendes Tenério e Profa. Dra.
Sonia Pereira Leite pela orientacdo, colaboracdo e oportunidade para o
desenvolvimento deste trabalho. Por todo o empenho e esforco sempre me
incentivando a buscar o melhor.

Ao Professor Dr. José Cavalcanti, in memoriam, pelo incentivo na area de histologia.

Aos amigos, Felipe Mota, Willams Santigo, Barbara Joyce, Heloisa, Marilia Manta,
Adrianne Silva, Juliana Magalh&es, Barbara Silva, Paulo Eloi, Paulo Fernando, Ryan
Cordeiro e Bruna Teixeira e pelo apoio, companheirismo e principalmente pela
amizade.

Aos meus anjos da guarda Renatha e Taina, por auxiliar o meu desenvolvimento
cientifico durante a graduacao e pés-graduacao, companheirismo e amizade.

As servidoras do Centro de Biociéncias da UFPE e do Departamento de Histologia e
Embriologia, em especial Geisa, Débora e Itacira, por serem simpaticas e ajudarem
os alunos.

A todos integrantes do Laboratério de Morfofisiologia-UFPE pelo suporte durante
essa trajetoria, em especial Anderson, Otaciana, Jennyfer, Maria Luisa e Prof. Dr.
Bruno Tendrio por sempre estar ao meu lado durante os experimentos, pelo apoio,
companheirismo e principalmente pela amizade.

As professoras Juliana e Luciana do Programa de Pdés-Graduacdo em
Morfotecnologia por seres grandes professoras, pesquisadoras e acreditarem nos
alunos.

A CAPES pela bolsa concedida e a PROPG pelo auxilio para execucdo dos
experimentos.



RESUMO

O intestino delgado € a principal porcdo do trato digestorio responséavel pelo
processo de digestdo e absorcdo dos alimentos. O desmame precoce afeta
diretamente a mucosa intestinal através da atrofia das criptas intestinais, diminuicao
das vilosidades. A melatonina € um horménio produzido pela glandula pineal e que
esta presente no leite materno. Por possuir atividade antioxidante, sendo utilizada
como terapia frente a inimeras patologias do trato digestorio como esofagite, Ulcera
péptica, colite ulcerativa, isquemial/reperfusdo intestinal e cirrose hepatica. O
principal objetivo desse trabalho foi investigar o efeito, a curto prazo, da melatonina
exogena frente ao duodeno da prole de ratos Wistar submetidos ao desmame
precoce. Para isso, ratos Wistar foram divididos em quatro grupos (10 animais cada):
Gl- amamentado (AM), Gll- amamentado mais melatonina (AM+M), Glll- desmame
precoce (DP), GIV- desmamados precocemente mais melatonina (DP+ M). O
intestino foi coletado no 21 dia de vida pos-natal. Foram analisados os pesos dos
animais. A avaliacdo da histopatologia, e morfometria do duodeno, foram realizadas
pela coloracdo de Hematoxilina e Eosina. Dimenséo fractal e lacunaridade do lGmen
do duodeno também foram avaliadas assim como a histoquimica do duodeno. O
grupo DP apresentou menor massa corporal comparado aos demais grupos. Através
de preparacbes histoldégicas coradas observamos que a melatonina conseguiu
reverter, a nivel histomorfométrico, fractal e histoquimico, alguns danos do desmame
precoce, como a presenca de nucleos picnoticos, as areas das vilosidades e areas
das criptas de forma significativa mostrando assim sua importancia no leite materno.
Concluimos assim que a melatonina atenua alguns danos frente ao desmame
precoce. Sugerimos resultados devem ser utilizados em medidas preventivas e

desenvolvimento de politicas publicas frente o aleitamento materno.

Palavras-chave: Desmame Precoce; Duodeno; Melatonina; Fractal; Histoquimica.



ABSTRACT

The small intestine is the main portion of the digestive tract responsible for the
process of digestion and absorption of food. Early weaning directly affects the
intestinal mucosa through atrophy of the intestinal crypts, reduction of the villi.
Melatonin is a hormone produced by the pineal gland and is present in breast milk. It
has antioxidant activity, being used as therapy against several pathologies of the
digestive tract such as esophagitis, peptic ulcer, ulcerative colitis, intestinal
ischemia/reperfusion and liver cirrhosis. The main objective of this study was to
investigate the short-term effect of exogenous melatonin on the duodenum of the
offspring of Wistar rats submitted to early weaning. For this purpose, Wistar rats were
divided into four groups (10 animals each): GI- breastfed (AM), GlI- breastfed plus
melatonin (AM+M), Glll- early weaning (PD), GIV- early weaners plus melatonin
(PD+ M). Gut was collected at day 21 postnatal life. The weights of the animals were
analyzed. Histopathological evaluation, and morphometry of the duodenum, were
performed by Hematoxylin and Eosin (HE) staining. Fractal dimension and lacunarity
of the duodenum lumen were also evaluated as well as histochemistry of the
duodenum. The PD group had lower body mass compared to the other groups.
Through stained histological preparations we observed that melatonin was able to
reverse, at the histomorphometric, fractal and histochemical level, some damages of
early weaning, such as the presence of pyknotic nuclei, the villus areas and crypt
areas significantly showing its importance in breast milk. We thus conclude that
melatonin attenuates some damages in the face of early weaning. We suggest that
the results should be used in preventive measures and development of public

policies regarding breastfeeding.

Keywords: Early weaning; Duodenum; Melatonin; Fractal; Histochemistry.
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1. INTRODUCAO

O aleitamento materno € uma pratica que proporciona beneficios tanto para a
mae, quanto filho, devendo ser exclusivo nos primeiros seis meses de vida segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Brasil, 2015.) Estratégia essa visa reduzir
a morbidade e mortalidade dos neonatos (Lemos, 2019; Pietrobon et al., 2020). A
amamentacdo € um periodo critico e extremamente importante para maturacao
morfofisiolégica do organismo, repercutindo no crescimento e desenvolvimento
infantil (Lemos, 2019).

O leite materno € considerado um alimento completo suprindo as
necessidades do organismo em desenvolvimento, contendo na sua cOmpOSi¢ao
carboidratos, proteinas, lipideos, fatores de crescimento e outros. A interrupcdo de
forma abrupta do aleitamento materno exclusivo se denomina desmame precoce e €
um tema de preocupacao mundial. O desmame precoce pode se refletir em multiplos
sistemas, incluindo o sistema digestorio, o qual é responsavel pela quebra e
absorcao de proteinas, lipideos, vitaminas e minerais, tendo como principal 6rgéo
neste processo o intestino (Lemos, 2019; da Costa et al., 2020).

O intestino delgado € a principal por¢céo do trato digestorio responsavel pelo
processo de digestao e absorcédo dos alimentos (Ross, M. H., & Wojciech, P., 2016).
O desmame precoce afeta diretamente a mucosa intestinal através da atrofia das
criptas intestinais, diminuicdo das vilosidades ou aumentando a atividade de
enzimas como a ornitina descarboxilase, refletindo na absorcdo, visto que a
auséncia da mesma acarretara alteracbes morfofisiolégicas assim como o
crescimento do 6rgao (Lin et al., 1998; Barbosa et al., 2019; da Costa et al., 2019).

Sabe-se que o trato gastrointestinal (TGI), em mamiferos, é responsavel por
produzir uma variedade de substancias sendo também uma fonte extrapineal de
producéo do hormdénio melatonina (Tolosa, 2017).

A melatonina é um horménio produzido pela glandula pineal e que esta
presente no leite materno. Esta é produzida em maior quantidade no periodo da
noite, visto que a presenca de luz inibe a sua producdo (Amaral & Cipolla-Neto,
2018; Tan et al., 2018; Moderie et al., 2020). Por possuir caracteristica anfifilica,
passa facilmente pela membrana celular e possui atividade antioxidante, sendo
utilizada como terapia frente a inUmeras patologias do trato digestério como
esofagite, Ulcera péptica, colite ulcerativa, isquemia/reperfusdo intestinal e cirrose
hepatica (De Talamoni, Nori Tolosa et al., 2017; Ferreira, 2019; Ma et al., 2020).
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No entanto, faz-se necesséria a compreensdo da acdo da melatonina em
individuos que passam por distarbios alimentares durante o crescimento. Assim,
levando em consideracdo poucos relatos na literatura sobre a influéncia da
melatonina nas consequéncias dos disturbios alimentares, o presente trabalho teve
como objetivo investigar o efeito, a curto prazo, da melatonina exdégena no duodeno

da prole de ratos Wistar submetidos ao desmame precoce.
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1.1 OBJETIVOS

1.2 GERAIS

e Avaliar o efeito da melatonina exdégena no duodeno da prole de ratos Wistar

submetidos ao desmame precoce.

1.3 ESPECIFICOS
* Analisar a morfologia do duodeno através de microscopia optica;
* Mensurar dimenséo fractal e lacunaridade do limen do duodeno;
* Analisar a histopatologia, histomorfometria e histoquimica do tecido do

duodeno dos animais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ALEITAMENTO MATERNO (AM)

Durante muito tempo pensava-se que a maternidade estava ligada
diretamente como uma funcgéo feminina. Apesar de que alguns autores veem mais
como uma transposicdo social e cultural, relacionada ao fato de dar a luz e
amamentar. O homem era visto como um ser superior na cadeia tridimensional
(méae-pai-filho), e desta forma a mae era equiparada a crianca, e 0 pai era
naturalmente visto como autoridade sobre outros membros da familia (Moura;
Araujo, 2004).

Assim que completavam 10 anos, ou que se desprendiam dos cuidados da
méae ou da ama-de-leite as criancas eram levadas a outras familias (através de
contratos ou ndo) como aprendizes. Eram inseridas no meio adulto afim de incluséo
até que pegassem idade. A crian¢ca pequena nao era tida em conta devido a
fragilidade que tinha, que tornava sua sobrevivéncia pouco provavel na época
(Caminha et al, 2010).

Moura e Araujo (2004), analisaram a justificativa do desinteresse que as maes
tinham com seus filhos até o século XVIII, onde existia uma alta taxa de mortalidade
infantil, com cerca de 25% dos nascidos vivos, que ndo permitia a mae a se apegar
a um ser com tdo pouca probabilidade de sobrevivéncia, o0 mesmo inverte essa
justificativa, questionando, se nao seria justamente a falta de apego materno que
causaria téo elevada taxa de mortalidade.

Devido a total dependéncia dos recém-nascidos aos cuidados da mae, o
aleitamento materno tornou-se um direito inato, por ser o aleitamento sindnimo de
sobrevivéncia. Além de ser um alimento rico em nutrientes, age como uma forte
fonte imunologica para o bebé. O leite materno passa tranquilidade a crianca no
aspecto psicolégico, tem a vantagem financeira devido ao baixo custo, protege a
mulher de cancer ovariano e mamario, auxilia na involucao uterina, retarda o retorno
da fertilidade na mulher, e auxilia na relacdo mée e filho e aperfeicoa a mulher no
papel de méae (Ichisato; Shimo, 2002).

Amamentacdo vai muito além da nutricdo do neonato. E uma interac&o
profunda entre o binbmio (mae e filho) com repercussées na fisiologia, estado
nutricional, defesa contra infecgbes, desenvolvimento cognitivo e emocional, e na

saude ao longo prazo da crianca além de ter implicacfes na saude fisica e psiquica
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da méae (Brasil, 2015). Apesar de todas as evidéncias cientificas provando a
importancia e superioridade da amamentacdo frente as outras formas de
alimentacdo para a crianga, assim como campanhas nacionais e internacionais, as
prevaléncias de aleitamento materno (AM) no Brasil, especialmente a amamentacao
exclusiva, estdo muito abaixo das recomendacdes (Brasil, 2015; Santos et al., 2019).

O AM deve ser exclusivo até os seis meses e apds estes ocorre uma
complementagdo com qualquer alimento solido ou semissélido com a finalidade de
complementa-lo, e ndo de substitui-lo (Brasil, 2015; Monteiro et al., 2020). A
organizacdo mundial de saude (OMS) ressalta que ndo h& vantagens da introducéo
de alimentos sélidos antes dos seis meses, podendo acarretar danos a saude da
crianca como: diarreias, problemas respiratérios, desnutricdo, menor absorcédo de
nutrientes ricos no leite por exemplo ferro e zinco (Brasil, 2015). Mesmo com o
desmame precoce ainda presente na sociedade, algumas pesquisas apontam que o
aleitamento materno vem aumentando nos ultimos 30 anos no Brasil. Porém os
indices alcancados ainda se encontram longe dos recomentados pelo Fundo das
Nacoes Unidas para a Infancia (UNICEF) e Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
(Oliveira; Camacho; Souza, 2005).

O leite humano possui 68 calorias a cada 100ml, sendo composto por 1,399
proteina, 6,13g acucares, 4,209 gordura, minerais e vitaminas, quantidades segundo
Tabela de Composicdo dos Alimentos (TBCA/USP) (TBCA, 2020). Varias
substancias bioativas como fatores de crescimento, células tronco e leucocitos estéo
presentes. Melatonina, insulina, grelina, leptina, adiponectina, cortisol, T3 e T4 estédo
entre os horménios encontrados no leite materno (de Souza et al., 2018; Gila-Diaz et
al., 2019; Katzer et al., 2016; Mazzocchi et al., 2019). Em consonancia, a literatura
relata a presenca de concentracdes de ferro, cobre, zinco, manganés, calcio e
magnésio, bem como proteinas, carboidratos e gorduras no leite materno de ratos
(Keen et al.,, 1981). Além disso, a literatura relata que o leite materno de ratos
apresenta carboidratos, lipideos e inUmeros horménios como: prolactina, melatonina,
somatostatina, GnRH, IGF-1 entre outros na sua composicdo (Reppert & Klein,
1978; Zonta, 2017).

O leite materno tem papéis importantes para o crescimento, diferenciacéo e
desenvolvimento de varios tecidos do bebé, principalmente no desenvolvimento da
mucosa intestinal (Da Costa, 2019; Lemos, 2019; Palmeira & Carneiro-Sampaio,

2016). No lumen do trato digestorio ocorre a interagdo do epitélio com os nutrientes
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proporcionando assim proliferacdo, apoptose, diferenciacdo e migracdo das células
(Teles Silva et al., 2019a).

De acordo com Da Costa (2019), ratos que nao sofreram desmame precoce
permaneceram com o tamanho do eixo cripta-vilosidade, proliferacdo celular,
distribuicdo das células caliciformes e a expressdo de genes envolvidos nas fungdes
intestinais e na renovagdo sem nenhuma alteragcédo, logo a amamentacao contribui
para a integridade da mucosa intestinal.

Criancas amamentadas exclusivamente com o leite materno tem um
percentual de morbidade por diarreia inferior ao das criancas que recebem em sua
dieta a inclusédo de outros tipos de alimentos complementares aos 3-4 meses. O AM
também mostrou pontos importantes em relacdo a saude da mulher, as mulheres
gue amamentaram exclusivamente até os seis primeiros meses tiveram um retardo
na volta da menstruacao, além de conseguirem voltar ao peso mais rapido no pés-
parto (Mangabeira, 2014).

Foi realizado um estudo com dois grupos de mulheres, no primeiro grupo as
maes desmamaram antes dos seis meses de idade, e no segundo as maes
estenderam além de um ano de idade. Na grande maioria, cerca de 76,0% das maes
gue desmamaram antes dos seis primeiros meses, relataram que se sentiam felizes
e prazerosas ao amamentar o seu bebé, e 15,0% disseram que sentiam medo e
preocupacao durante a amamentacédo, pois pensavam que o leite ndo era suficiente
para a nutricdo do seu bebé. Segundo dados obtidos nesse estudo, 92,0% dos
desmames precoces nao foram planejados. Mais de 80,0% das maes que
amamentavam por tempo prolongado relataram sentir durante a amamentacao
sentimentos como realizacdo pessoal e felicidade (Carrascoza; Costa Junior; Morais,
2005).

2.2 DESMAME PRECOCE X SISTEMA DIGESTORIO

Os primeiros seis meses de vida sdo uma janela critica de vulnerabilidade,
onde a exposicao a fatores ambientais pode influenciar positiva ou negativamente a
saude ao longo da vida. A ingestdo exclusiva de leite materno, combinado com o
cuidado materno, durante os primeiros seis meses de vida garante um melhor
desenvolvimento ao recém-nascido. No entanto quando o desmame ocorre de forma
abrupta, desmame precoce (DP), pratica esta que vem aumentando, pode acarretar

danos morfofisioldégicos e comportamentais no organismo (Rodrigues, 2020).
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Um dos comportamentos que sofre modificagbes no seu controle por
exposicdo a agressdes no inicio da vida € o alimentar (Da Silva et al., 2017; DE
Souza et al., 2018; Ferro Cavalcante et al., 2016; Juan de Solis et al., 2016; Lira et
al., 2014). Tais modificacbes tém sido muito investigadas pela associacdo com o
desenvolvimento de doengas cronicas na vida adulta, na maioria provenientes de
maior consumo alimentar (Alves et al., 2015; Camacho et al., 2017; Lira et al., 2014;
Rocha et al., 2014). Dentre estas modificagbes estdo a elevada preferéncia por
alimentos palataveis, reducdo da saciedade, hiperfagia e outros (Oliveira et al.,
2011; Ryu et al., 2008; Silva et al., 2014).

O complexo controle do comportamento alimentar € realizado por interacao
do SNC com componentes periféricos (Schwartz; Zeltser, 2013). Podem ser
identificados dois niveis de controle, um homeostatico e outro hedénico. O primeiro
esta relacionado ao controle da aquisicdo energética, o segundo a recompensa
gerada por consumo de alimentos densamente energéticos (Stojakovic et al., 2017).
O hipotalamo é uma das estruturas do SNC mais bem conhecidas no controle
homeostatico, enquanto o nucleo accumbens, a area tegmentar ventral e a
amigdalano estéo relacionados ao controle hedénico (Simon et al., 2017).

No hipotalamo, a maioria das sinalizacbes de o6rgdos da periferia sao
recebidas e integradas (Schwartz; Zeltser, 2013). Entre estas estdo hormonios
produzidos no trato gastrintestinal e tecido adiposo, bem como nutrientes presentes
na corrente sanguinea (Schwartz; Zeltser, 2013). No trato gastrintestinal séo
liberados em resposta ao consumo alimentar, entre outros, o peptideo YY (PYY), a
colecistoquinina (CCK), o peptideo semelhante ao glucagon (GLP-1) e a insulina
(D’Agostino et al., 2016; Young, 2012). Estas substancias sinalizam saciedade no
SNC (Schwartz; Zeltser, 2013). Até o0 momento, o Unico horménio periférico que
sinaliza fome ao SNC é a ghrelina, produzida no estémago (ZANCHI et al., 2017).

O tecido adiposo produz a leptina e as adiponectinas, que apresentam acgao
anorexigénica no SNC (Abdalla, 2017). A leptina é liberada em resposta ao aumento
do estoque energético no tecido adiposo, e estimula a saciedade no SNC (Friedman;
Halaas, 1998). Camundongos sem producdo de leptina ou de seu receptor,
apresentam fenétipo de obesidade (Montague et al.,, 1997). Alguns nutrientes
presentes na corrente sanguinea também exercem fungdo de sinalizadores do
balangco energético, como é o caso da glicose, que sinaliza saciedade no SNC

(Barahona et al., 2017). A producdo e disponibilidade dessas substancias tem o
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objetivo de informar ao SNC sobre o estado energético do organismo, estimulando a
liberacdo de sinalizadores anorexigénicos no balango positivo, e orexigénicos no
balango negativo (Abdalla, 2017).

O desmame precoce ainda é prevalente em diversos paises, inclusive no
Brasil, sendo resultado de diversos fatores, como caracteristicas maternas,
condicbes de trabalho, situacdo socioecondmica, situacdo conjugal e o
acompanhamento (Feitosa et al., 2020). Apesar da maioria das maes conhecerem a
importancia do aleitamento materno exclusivo até os seis meses de vida e
complementar até os dois anos, essa pratica ainda é pequena no Brasil. Os motivos
para a interrupcdo do aleitamento materno precocemente sdo a falta de tempo
devido ao trabalho; motivos fisicos, introducédo precoce de outros alimentos antes
dos seis meses; pensar que seu leite é fraco devido a consisténcia aguada além da
pequena quantidade; demora na descida do leite; questbes anatdbmicas como o bico
plano ou invertido; a propria interferéncia da familia sobre suas decistes, dentre
outros (da Silva, 2020; Feitosa et al., 2020).

A complexidade dos mecanismos do controle do comportamento alimentar
ainda ndo esta estabelecida na vida perinatal precoce, o que a deixa vulneravel a
agressoes ambientais no periodo perinatal. Varios estudos tém demonstrado que a
desnutricdo no periodo perinatal, promove hiperfagia na vida adulta (Lopes de
Souza et al., 2008b).

Essas alteracbes em animais desnutridos parecem estar relacionadas a
perturbacdes na regulacdo serotoninérgica da saciedade. Foi demonstrado que ratos
desnutridos na vida perinatal ndo reduzem o consumo em resposta a agonista do
receptor 5SHT1B (Lopes de Souza et al., 2008b). Estes ratos apresentam maior
ativacdo neuronal em areas hedbnicas em resposta a agonista do receptor 5SHT6
(Da Silva et al., 2017).

Na vida neonatal, foi observado que desnutridos ja apresentam alteracdo de
ativacdo neuronal em areas de producao serotoninérgica (Ferro Cavalcante et al.,
2016). Além da desnutricdo nas fases iniciais da vida, outros modelos de insultos
perinatais buscam investigar as repercussfes sobre o controle do comportamento
alimentar. Um dos modelos é o estresse neonatal por separacdo materna (EE et al.,
2013; Gracia-Rubio et al., 2016). Neste modelo, em que a prole é separada da mae
diariamente nos quatorze primeiros dias de vida por trés horas, foram observadas

diversas alteragbes de comportamento alimentar na vida adulta (Silva et al., 2014).
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Os animais apresentam maior consumo de dieta palatavel, maior preferéncia
por glicose, hiperfagia de rebote além de ponto de saciedade adiantado (Gracia-
Rubio et al., 2016; Michaels; Holtzman, 2006; Silva et al., 2014).

A interrupcao do processo de amamentacdo acarreta prejuizos a saude da
prole, que pode repercutir a longo prazo (Gibbs; Forste, 2013). Camundongos
desmamados precocemente apresentam aumento de comportamento de medo em
teste de condicionamento ao medo por choque elétrico nas patas, associado a
diminuicdo da expressao génica do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
(Mogi et al., 2016).

Em gatos, foi demonstrado que o0 desmame precoce aumenta o
comportamento agressivo em resposta a um agente estressor (Ahola; Vapalahti,
2017). Além disso, ratos desmamados precocemente apresentam aumento de
comportamentos semelhantes a ansiedade e diminuicdo do comportamento de luta
amistosa (Shimozuru et al., 2007). Um dos comportamentos que é bastante
modificado em roedores desmamados precocemente € a resposta a agente
estressor (Nakamura et al., 2008). Em um teste de agressividade, exposicdo ao
intruso, camundongos desmamados precocemente apresentaram reducao
(aproximadamente 50%) de ataques agressivos (Nakamura et al., 2008). Por outro
lado, quando houve privacdo alimentar, 0 desmame precoce promoveu aumento da
agressao (NAKAMURA et al., 2008).

Outro comportamento modificado pelo desmame precoce € o alimentar (Dos
Santos Oliveira et al., 2011). Ratos desmamados precocemente apresentam retardo
do ponto de saciedade, aumentando o tamanho da refeicdo (Oliveira et al., 2011). O
desmame precoce também promoveu, na vida adulta, preferéncia por dietas
palataveis (Dos Santos Oliveira et al., 2011). No entanto, os mecanismos celulares e
moleculares subjacentes a estes ajustes duradouros no controle do comportamento
alimentar ainda sdo desconhecidos. Um dos mecanismos de controle que pode estar
envolvido nesta relacdo é o sistema de neurotransmissdo serotoninérgico,
considerando sua susceptibilidade em organismos que foram submetidos a um
ambiente adverso na vida perinatal, como descrito anteriormente (Ferro Cavalcante
et al.,, 2016; Lopes de Souza et al., 2008b; Spencer; Deneris, 2017). Os dados
existentes sobre as repercussbes do desmame precoce sobre o controle do
comportamento alimentar sdo estritamente comportamentais e em ratos adultos

machos.
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Dessa forma, o desmame precoce ndo € somente o ato de cessar o leite
materno a crianga, mais também a inclusdo de outros tipos de alimentos a dieta do
mesmo, como agua, sopas e chas. Muitos destes alimentos sdo inclusos na dieta
por ser uma tradicdo cultural de familia ou regido, como os chas que sdo passados
como sugestao para “fortalecer” a dieta da crianga ou “curar” alguma doenga que ela
possa ter. Mesmo comprovada os beneficios que o aleitamento materno traz a mae
e a crianga, o desmame precoce ainda atinge grande parte do mundo. Com o
empenho das grandes empresas alimenticias infanto-juvenis, as maes acabam
tendo um duvida a respeito da nutricdo do filho, pensando que a inclusdo destes
alimentos tao “nutritivos” mostrado nos grandes marketings sdo necessarios para
complementar a dieta (Rodrigues; Gomes, 2016).

Ao identificar as alteracdes morfoloégicas do (DP) no tecido gastrico, foi
encontrado que o DP aumenta a area da mucosa, aumentando assim a area das
glandulas e da muscular da mucosa, aumentando consecutivamente a acidez
estomacal. Também foi observado uma diminuicdo na area da muscular longitudinal
e submucosa, fazendo com que o0 organismo sofra adaptacbes para o
funcionamento, nos ratos submetidos ao (DP). Indicando assim, possiveis danos
gue ainterrupcédo do aleitamento materno de forma abrupta pode acarretar na saude
(Barbosa et al., 2020).

A diferenciacdo das células epiteliais gastricas termina na época do
desmame. Entretanto quando o desmame ocorre de forma precoce, essa
diferenciacao é afetada. No estudo para investigar o papel da corticosterona frente a
mucosa gastrica de ratos submetidos ao desmame precoce, Zulian et al., (2017),
encontraram que o (DP) aumenta a expressdao de mucinas, Mistl e pepsinogénio C
em niveis de mRNA e proteina, e mudou o numero de células mucosas do colo
(MNC) e células zimogénicas (ZC). J4 a corticosterona regulou a expressao do
pepsinogénio C e as distribuicbes de MNC e ZC. Comprovando assim a importancia
da corticosterona na maturacéo celular gastrica. Corroborando com este estudo, ao
comparar o0s efeitos imediatos e de longo prazo do desmame precoce na
diferenciacao celular da mucosa gastrica, Teles Silva et al., (2019), observaram que
o (DP) afeta de forma transitéria a expressdo de genes relacionados com
diferenciacdo (Atp4b , Bhlhal5 e Pgc ) assim como aumentando a populacdo de
(ZC).
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Baseado em estudos anteriores sobre como o (DP) afeta a distribuicdo das
glandulas géstricas em ratos, Bittar et al., (2016) investigaram a distribuicdo de
grelina e de seu receptor no epitélio gastrico de ratos durante o periodo pos-natal.
Dentro dos achados temos que o (DP) aumentou a distribuicdo de células secretoras
de grelina. O receptor de grelina é encontrado na &rea do colo das glandulas, mas
ndo ocorre mudancas nos seus niveis. Portanto, a grelina e seu receptor estdo
envolvidos no crescimento somatico do estbmago durante o0 desmame precoce.

O desmame precoce nao farmacolégico afeta também o figado de ratos
machos na vida adulta. Estudo realizado por Bertasso et al., (2020), avaliou entre
dois modelos experimentais, desmame precoce nao farmacoldgico e farmacoldgico
(privando a producdo de leite com bromocriptina), a lipogénese, B-oxidacéo,
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e gliconeogénese em ambos 0S sexos
em ratos Wistar adultos. Os ratos machos submetidos ao desmame precoce néo
farmacologico apresentaram triglicerideos plasmaticos, triglicerideos hepaticos e
colesterol por lipogénese elevados. Ja as fémeas de ambos grupos nao tiveram
nenhuma alteracdo, apresentando assim niveis plasmaticos normais e
citoarquitetura do figado preservada.

Estudos tém associado o desmame precoce ao desenvolvimento de
obesidade e diabetes tipo 2 na idade adulta. Frente a isso, foi investigado se o (DP)
poderia afetar as ilhotas pancreaticas, visto que sdo raras pesquisas frente a essa
tematica. Foi demostrado que o desmame precoce leva ao aumento da secrecao de
insulina em adolescentes do sexo masculino e a reducdo da secrecdo de insulina
em filhos adultos (Pietrobon et al., 2020).

2.2.1 DUODENO

O intestino delgado é a porcdo final do trato digestorio responsavel pelo
processo de digestdo e absorcdo dos alimentos assim como local de secrecbes
enddcrinas. Os nutrientes (carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos)
presentes no bolo alimentar sdo digeridos e absorvidos pelas células epiteliais de
revestimento, os enterdcitos. O intestino delgado € um 6rgdo muito longo com
aproximadamente cinco metros de comprimento e é divido em: duodeno, jejuno e
ileo. Estes ultimos possuem caracteristicas estruturais em comum. Trata-se de um

tubo oco o qual no seu centro encontramos um limen, ou luz, cujo diametro é
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varidvel e circundado por uma parede formada por véarias camadas: mucosa,
submucosa, muscular e adventicia/serosa (Junqueira e Carneiro, 2017).

A camada mucosa € composta por tecido epitelial simples cilindrico, lamina
propria de tecido conjuntivo frouxo e a muscular da mucosa. Vale ressaltar a
presenca de vilosidades na mucosa, projecdes alongadas formadas pela mucosa e
submucosa. No duodeno possui formato de folhas assumindo forma de dedos
proximo do ileo. O epitélio das vilosidades € formado por enterdcitos (células
absortivas), células caliciformes (producdo de muco) conectando com o epitélio das
criptas, que possuem algumas células absortivas, caliciformes, enteroenddcrinas,
Paneth e tronco. As criptas tem formato tubular e apresenta alto indice proliferativo
(da Costa, 2019; Junqueira e Carneiro, 2017).

Os enterdcitos se apresentam com morfologia cilindrica e ndcleo oval na
porcdo basal. Ja na porgcao apical encontramos as microvilosidades, especializacao
da membrana, criando uma borda em escova, facilmente observada na microscopia
de luz. Na microscopia eletrénica a borda em escova € vista como um conjunto de
microvilosidades bem proximas (Junqueira e Carneiro, 2017). As células caliciformes
estao distribuidas entre os enterdcitos e sua funcéo € produzir muco para proteger e
lubrificar a mucosa do intestino, produto este facilmente corado pela coloracéo
periodico-Shiff (PAS) (Junqueira e Carneiro, 2017). As células de Paneth se
encontram na camada mais basal das criptas e possuem a funcéao de defesa através
da liberacédo dos seus granulos eosinofilicos ricos em lisozimas e defensinas. E as
células troncos possuem a funcédo de dar origem as demais células das criptas e
vilosidades (Junqueira e Carneiro, 2017; Ren et al., 2018).

A submucosa é rica em tecido conjuntivo, sendo este rico em vasos
sanguineos e linfaticos, e um plexo submucoso (plexo de Meissner). Esta camada
pode conter glandulas duodenais e tecido linfoide. A camada muscular possui
células musculares lisas orientadas em duas subcamadas: circular (interna) ou
longitudinal (externa). Podemos observar entre essas duas camadas o plexo
nervoso miontérico (plexo de Auerbach). Logo abaixo desta podemos encontrar a
camada serosa ou a camada adventicia. A serosa é uma camada delgada de tecido
conjuntivo frouxo revestida pelo mesotélio (epitélio simples plano). A adventicia
formada por tecido conjuntivo juntamente com tecido adiposo (Junqueira e Carneiro,
2017).
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2.2.2 DESMAME E INTESTINO

Ao avaliar os efeitos tardios do desmame precoce em ratos através da
histomorfometria, Barbosa et al., (2019) observaram que no intestino delgado, o DP
provocou atrofia das criptas intestinais. Corroborando com este, Lemos, et al.,
(2019), constatou que o grupo (DP) apresentou significativamente (P<0,001) uma
reducdo na profundidade das criptas de lieberkuhn, em comparacdo ao grupo
controle.

Estudando o tamanho do eixo cripta-vilosidade, a proliferacdo celular, a
distribuicdo de células caliciformes e a expressao de genes envolvidos nas funcdes
intestinais e na renovacao do jejuno, da Costa et al., (2019) observaram que a altura
das vilosidades diminuiu significativamente pelo (DP) aos 18 dias, mostrando uma
atrofia evidente. Entretanto, aos 60 dias ndo havia nenhuma diferenca entre o grupo
controle e o desmamado precocemente. Porém ndo houve recuperacdo do numero
de células caliciformes aos 60 dias, dos ratos que foram submetidos ao (DP) no 18°
dia. Ja o indice de proliferacao celular diminuiu nos filhotes (DP) (18 dias), e o efeito
foi mantido nos adultos (60 dias). Sugerindo assim que o desmame precoce afeta a
proliferacdo celular, a expressdo de genes e o numero de células caliciformes nos
ratos submetidos ao desmame no 18° dia e que esses efeitos se perduram até a
idade adulta. Podendo assim afetar a fisiologia do intestino, como por exemplo, a
absorcao de nutrientes (da Costa et al., 2019).

Ao avaliar os efeitos da idade de desmame nas alteracdes morfoldgicas que
ocorrem no intestino (jejuno e ileo) de ratos, através da histomorfometria intestinal e
0 crescimento somatico, em filhotes de 21 dias e ratos maduros de 90 dias que
foram desmamados precocemente (dia 16), observou-se que o desmame precoce
resultou em criptas mais profundas, menor relacdo vilosidade/ cripta e menor area
vilosa no dia 21. Aos 90 dias, os animais desmamados precocemente tinham criptas
mais rasas, uma maior relacdo vilosidade/ cripta e uma area vilosa menor em
comparacdao com 0s animais normalmente desmamados. Afirmando assim, que o
desmame precoce afeta a mucosa intestinal, podendo acarretar danos na absorc¢ao
de alimentos e concomitantemente no crescimento do 6rgao (Crispel et al., 2019).
Rojas Castafieda et al., (1995) observaram, por um estudo morfométrico em ratos,
gue o (DP) aumentou o tamanho das vilosidades, a profundidade e o nimero de
criptas no duodeno e no jejuno, enquanto o numero de vilosidades diminuiu. No

entanto, o ileo ndo apresentou alteragbes com o0 desmame precoce.
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Lin et al., (1998) investigou se a atividade da ornitina descarboxilase (ODC)
esta envolvida no crescimento intestinal (jejuno) apés o desmame precoce, visto que
a atividade da enzima estéd associada a rapida proliferacdo celular em muitos tipos
de células, através de imuno-histoquimica a proliferacdo celular. Foi visto que o DP
aumentou a atividade da ODC na mucosa jejunal, pico no terceiro dia de desmame
(18° dia), em comparagdo ao grupo amamentado. A sequéncia do aumento da
atividade da ODC sugere que a mesma pode ser utilizada como um marcador de
amadurecimento da mucosa frente ao desmame precoce. Em ratos neonatais, a
introducdo precoce de frutose na dieta aumenta significativamente as taxas de
transporte de frutose na borda da escova e os niveis de mRNA do GLUT-5 durante o
desmame precoce, confirmando assim a adaptacao do intestino frente a dieta (Shu
et al., 1998).

Filhotes desmamados no 17° dia mostraram um aumento imediato no
comprimento intestinal, diminuicdo da lactase e aumento precoce da sacarase e
maltase (Lee & Lebenthal, 1983). A atividade da sacarase nao dependeu do periodo
de desmame no estudo de Shinder et al., (1992) em ratos lactentes desmamados
prematuramente no 15°, 17°, 19° ou 21° dia de vida. O desmame no 15° ou 17° dia
de vida retardou consideravelmente a diminuicdo da atividade da lactase (Shinder et
al., 1992). O atraso no ganho de peso corporal e no peso do intestino delgado foi
maior nos lactentes que foram desmamados precocemente (Shinder et al., 1992). As
mudancas no peso da mucosa segmentar, conteddo de DNA e proteinas, no
entanto, foram paralelas as dos controles. A enterocinase e a leucina
aminopeptidase apresentaram poucas alteracbes, independentemente das
modificacdes na dieta. Aos 19 dias, os filhotes desmamados precocemente tinham
niveis séricos de corticosteroides cerca de trés vezes os dos filhotes controle ou
prolongados (Lee & Lebenthal, 1983). Comprovando assim, que a alteracdo na dieta
acarreta uma mudanca nos niveis das enzimas, para estas Ultimas atuarem frente

ao padrao alimentar que o animal é submetido.

2.3 MELATONINA x INTESTINO
A melatonina (MEL) ou N-acetil-5-metoxitriptamina, € o principal horménio
sintetizado pela glandula pineal dos vertebrados. Descoberta em 1958 pelo

\

dermatologista Aaron Lerner, recebeu este nome devido a sua capacidade de
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contracéo dos melanéforos de melandcitos de sapos, resultando em clareamento da
pele desses animais (Axerold, 1974).

A MEL é sintetizada a partir da serotonina na seguinte sequiéncia de reacdes:
conversdo do triptofano em serotonina; conversdao da serotonina em N-
acetilserotonina (mediada pela aril-alcil-amina-Nacetiltransferase); conversao da N-
acetilserotonina em MEL (mediada pela hidroxi-indol-O-metiltransferase. Sua
secrecdo ocorre principalmente a noite, iniciando-se cerca de 2 horas antes do
horario habitual de dormir, atingindo niveis plasmaticos maximos entre 03:00 e 04:00
horas, variando de acordo com o cronétipo do individuo (Claustrat et al., 2005;
Pandi-Perumal, 2007) (Figura 1).

Figura 1: Producédo da melatonina via glandula pineal.
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Fonte: https://farmaceuticodigital.com/2016/04/melatonina-hormonio-da-escuridao.html

Depois de secretada, se distribui por varios tecidos corporais e nao é
estocada. Ela apresenta alta solubilidade em lipideos, o que facilita sua passagem
através das membranas celulares, atravessando, inclusive a barreira
hematoencefalica. Até 70% da MEL no sangue se encontra ligada a albumina. As
taxas noturnas variam entre 10-80 g, sendo estes os menores valores ja detectados
para a secrecdo de um hormdnio. Seus niveis plasmaticos exibem grande
heterogeneidade entre diferentes individuos, porém costumam ser constantes em
um mesmo individuo, representando um dos ritmos circadianos humanos mais
marcantes (Rajaratnam et al., 2003).

A MEL é metabolizada no figado que depura 90% dos seus niveis circulantes,
e 0 seu principal metabdlito é a 6- sulfatoximelatonina excretada na urina humana
cujos niveis refletem fielmente a atividade biossintética da glandula pineal. Ha
evidéncias de que a sintese de MEL e seus niveis seéricos decrescem com 0
envelhecimento do individuo (Fourtillan et al., 2001)

A luz é o fator ambiental mais importante para a regulacéo da sintese de MEL
e responsavel pelo ritmo circadiano de sua secrecédo. Tal ritmo é gerado no nudcleo
supraquiasmatico do hipotalamo que atua como um oscilador circadiano endogeno,
pois estudos demonstraram que, quando isolado de outras estruturas do encéfalo,
seus neurdnios mantém o ritmo circadiano (Guerrero et al., 2002).

A luz tem acéo inibitéria sobre a pineal, realizada pela seguinte via: impulsos
luminosos excitam o0s neurbnios da retina que fazem conexdo com o
ndcleosupraquiasmatico através do trato retinohipotalamico, cujas fibras sé&o
glutamatérgicas. Do nucleo supraquiasmatico partem projecdes gabaérgicas
inibitérias para o nucleo paraventricular onde conexdes da porcdo subparaventricular
se ligam ao nudcleo dorsomedial do hipotalamo, controlando ritmos circadianos
relacionados com sono-vigilia, atividade locomotora, alimentacdo e sintese de
corticosteroides (Rogers et al., 2003).

Outras fibras eferentes do ndcleo paraventricular fazem sinapses com
neurdnios préganglionares simpaticos da medula espinhal (via feixe prosencefalico
medial e formacédo reticular). Estes se conectam aos neurbnios pds-ganglionares
simpaticos do ganglio cervical superior que, por sua vez, enviam fibras

noradrenérgicas a glandula pineal. Elas atuam nos receptores adrenérgicos,
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elevando os niveis intracelulares de AMP ciclico nos pinealdcitos e induzindo a
expressdo da N-acetiltransferase que resulta na sintese da MEL (Van Den Heuvel et
al., 2005).

Assim, no periodo de luz, o ndcleo supraquiasmatico esta ativo e, gragas a
sua acdo inibitéria gabaérgica sobre o nucleo paraventricular, ndo ha estimulacéo
noradrenérgica da pineal, enquanto que na fase escura o nucleo supraquiasmatico
esta inativo e, portanto, ha ativacdo da pineal. A exposi¢cdo a luz durante a fase
escura inibe a producdo de MEL de forma aguda, mas a escuriddo nado estimula a
sua producao (Roth et al., 2005).

Mesmo intensidades moderadas de luz, como as do interior de residéncias
(50-300 lux), séo capazes de causar inibicdo da producdo de MEL em humanos.
Intensidades de 2000-2500 lux por 2 horas sdo capazes de inibir completamente a
producédo de MEL. Repetidas exposi¢cdes a luz ndo inibem a secrecdo de MEL, mas
causam o atraso de sua liberacdo, processo denominado de “atraso de fase”. Luz
azul de comprimento de onda de cerca de 466-467 nm é a mais eficaz, tanto para a
supresséao, quanto para causar o atraso de fase (Thapan et al., 2001)

O trato gastrointestinal (TGI), em mamiferos, € a fonte extrapineal mais
abundante de MEL com concentra¢des, na mucosa, superiores a niveis de plasma
sanguineo em 100 - 400 vezes. Fonte essa responsavel pelas concentracdes no
sangue periférico durante o dia. Nos ratos, a concentracdo de MEL intestinal varia
com a idade, possuindo pico ao nascimento, diminuindo com idade. No jejuno, ileo e
célon, o declinio da MEL € maior em comparacao com o estdbmago. Mais tarde, em
vida, a concentracdo de MEL na mucosa do ileo e no célon distal é 126% mais
elevada em ratos mais velhos em comparacéo a ratos mais novos (Bertrand, 2010;
Tolosa, 2017). A biossintese MEL no TGI ndo é dependente da glandula pineal,
como foi visto em ratos pinealectomizados (Bubenik & Brown, 1997).

A principal producédo de MEL no TGI ocorre durante o dia e esta relacionada
com a periodicidade da ingestdo alimentar. Através de estudos de imuno-
histoquimica e radioimunoensaio validados por HPLC foi confirmado a presenca de
MEL na mucosa do TGI, como também identificaram as células enterocromafins
como a principal fonte de MEL no TGI (Bubenik et al, 1996). Messner et al. (2001)
encontraram concentracfes elevadas de MEL na mucosa gastrica, duodenal e do

coldn.
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A MEL desempenha papel importante no TGl por agir na regulagdo da
motilidade gastrointestinal, eliminagdo de radicais livres, atividade anti-inflamatoria
local sendo assim um potencial alvo terapéutico no tratamento de doencas
intestinais (Ferreira, 2019; Ma et al., 2020). Wu et al., (2019) destacaram a poténcia
terapéutica adjuvante da melatonina frente ao cancer colorretal, visto que essa ativa
a apoptose e a imunidade ao cancer do colon, reduzindo concomitantemente a
proliferacdo, autofagia, metastase e angiogénese, exercendo assim seus efeitos
anticancerigenos. Os resultados de Lin et al., (2020) sugerem que a MEL atenua
significativamente a lesdo induzida por estresse psicolégico na mucosa intestinal. O
tratamento com melatonina recuperou a concentracdo de melatonina no célon e
modulou a disbiose da microbiota intestinal (Park et al., 2020). A suplementacédo de
melatonina aumentou o peso corporal e conservou a morfologia intestinal, possuindo
pouco efeito na proliferacdo celular e apoptose, bem como nas células caliciformes e
células Paneth no ileo de camundongos desmamados (da Costa et al., 2020).

A sintese de melatonina no intestino ocorre através das células
enterocromafins, a partir do triptofano, pela acdo das enzimas N-acetiltransferase e
hidroxyndole O-metiltransferase. Sua concentracdo esta relacionada com o maior
numero dessas células enterocromafins, as quais foram encontradas em maior parte
no reto e colon, em estudos com animais e humanos, e em menor concentracdo no
jejuno e ileo. Outros estudos mostraram que periodos de jejum influenciam
diretamente o status de melatonina, aumentando sua concentracdo no estbmago e
intestino, mostrando uma possivel acdo no controle da ingestdo alimentar (Chen,
2011).

Ao contrario da sua sabida atuacdo no sistema nervoso central, a funcdo da
melatonina no intestino ainda ndo € totalmente elucidada. A melatonina parece
desenvolver um papel na regulacdo da motilidade intestinal, no sistema imunolégico
e na liberacéo de peptideos envolvidos no balanco energético, como o peptideo YY.
Além disso, também pode apresentar acdo de protecdo do célon em diferentes
condicBes patofisiologicas. Esses efeitos protetores estariam envolvidos com a
ativacdo do sistema antioxidante ou através da regulacdo do tbnus dos vasos
sanguineos, alterando sua perfusdo. Outro possivel efeito € a alteracdo da
composicdo bacteriana da microbiota intestinal através de potente acgéo

antimicrobiana, inibindo o crescimento de E. coli em estudos in vitro (Thor, 2008).
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A melatonina altera a motilidade intestinal através da ativacdo de seus
receptores nas células da musculatura lisa na mucosa gastrointestinal, mostrando
em estudos em animais tanto efeitos excitatorios, quanto inibitorios, dependendo da
dose administrada. A acdo na motilidade acontece através do antagonismo com a
serotonina — 0s estudos mostram que a serotonina tem efeito de contragdo e
geragcdo espasmos na musculatura lisa da mucosa gastrointestinal, enquanto a
melatonina tem acao inibindo este efeito de espasmos, e a forca de contracdo, mas
mantém a frequéncia e amplitude do peristaltismo. Com esse relaxamento da
musculatura lisa, h4 um aumento do fluxo sanguineo. Este ultimo efeito aumentando
a perfusdo sanguinea foi identificado como efetivo para o tratamento e prevencéo de
Ulceras gastricas e intestinais (Reiter, 2010; Thor, 2008).

Outro grande efeito da melatonina que veem sendo estudado em diversos
sistemas orgéanicos € a sua acdo antioxidante. Segundo Bubenik (2008), sua acéo
antioxidante e ligante de radicais livres € ainda mais potente que a vitamina C e E,
sendo avaliada e aprovada em estudos para o tratamento e prevencao de patologias
na cavidade oral, estbmago, esbéfago, pancreas e colon. Em relacdo aos efeitos no
sistema imune, a melatonina parece regular a expressdo de citocinas proé
inflamatorias como IL2, IL2R e IFN, podendo ainda interferir na expressao de COX2
e INOS. Desta forma, pode ser uma grande aliada ao tratamento de doencas

inflamatorias intestinais.

Com base nessas informacgdes, percebemos que o efeito na regulacdo da
motilidade, acdo antioxidante e anti-inflamatodria, fazem da melatonina uma grande
aliada no tratamento de doencas inflamatérias intestinais, como a Doenca de Chron,

por exemplo (Conde Silira, 2012).



28

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE sob o n°
23/2020. (ANEXO 1).

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 8 ratas albinas (200-250g de peso corporal) da linhagem
Wistar provenientes do Biotério de Criacdo do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco. As ratas foram acasaladas na proporcao de
duas fémeas (n= 8) para um macho (n=4). A prenhez foi diagnosticada pela
presenca de espermatozoide no esfregaco vaginal e confirmada pelo ganho de peso
corporal (Damasceno, D. C et al; 2002). A partir do diagnostico, as ratas prenhas
foram transferidas para gaiolas individuais e durante a gestacdo e lactacao
receberdo dietas padrdo de biotério (Labina, Presence ®). Ap0s o nascimento dos
filhotes foi realizada a sexagem para a formacao das ninhadas com 8 filhotes por
mae. Foram realizados mais de um acasalamento para obtencédo de 10 animais por
grupo. Durante todo o experimento, os animais foram mantidos em condi¢cbes
padrao de biotério (22°C £2°C, sob ciclo claro/escuro de 12horas, luz apagada as

18horas), recebendo racdo e agua ad libitum.

3.3 DESMAME PRECOCE

O dia do nascimento da ninhada foi considerado dia zero. No décimo dia pos-
natal, foi realizada a sexagem dos animais com o objetivo de manter 8 filhotes
machos em cada ninhada (as ninhadas que nao obtiveram esse numero seréo
complementadas por fémeas). Os grupos experimentais foram formandos de acordo
com o periodo do desmame de cada ninhada: Gl (n=10); Gll (n=10); Glll (n=10); GIV
(n=10). As ninhadas pertencentes aos grupos (GI; Gll) foram desmamadas no 15°
dia p6s-natal e aos grupos (Glll; GIV) foram desmamadas no 21° dia pos-natal que é
considerado periodo natural de desmame. As matrizes dos animais dos grupos (Gl;
Gll) foram separadas de seus filhotes que receberam ragdo e agua por meio de
pipetas Pasteur descartaveis e foram massageados para facilitar a excrecdo de

urina e fezes (Teles Silva et al., 2019).
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3.4 GRUPO EXPERIMENTAL

Grupos desmamados no 15 °dia

(GI), n=10 - animais desmamados no 15° dia pés-natal;

(Gll), n= 10 - animais desmamados no 15° dia pds-natal e tratados com melatonina;
ApG6s o desmame precoce, 0s animais pertencentes a ambos os grupos foram

separados, da matriz, em gaiolas individuais até o 21° dia pés-natal.

Grupos desmamado no 21° dia
(GII), n=10 - animais desmamados no 21° dia pés-natal;
(GIV), n=10 - animais desmamados no 21° dia pos-natal e tratados com melatonina;

3.5 TRATAMENTO COM MELATONINA

O tratamento foi realizado segundo o modelo de suplementacdo de
melatonina (Sigma, St. Louis, MO, USA) ja estabelecido na literatura por Prata Lima;
Baracat; Simdes, (2004). Os animais receberam 200 ug de melatonina por 100g de
peso corporal do animal por via intraperitoneal (i.p) no periodo noturno (18:00h)
durante 6 dias (15° ao 21°) nos grupos Gll e GIV. A melatonina foi dissolvida em um
volume de etanol (0,02 mL) e diluida em solucéo salina (NaCl a 0,9%). Os animais
do grupo Gl e Glll receberam, respectivamente, solu¢cdo NaCl 0,9% e 0,02 mL de

etanol (placebo).

3.6 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DO DUODENO

No 21° de vida, os ratos foram submetidos a anestesia dissociativa a base de
cloridrato de cetamina (C)+ xilazina (X) na dose de 60-95mg/Kg(C) + 5-10 mg/Kg (X)
(i.p) para anestesia cirargica. Posteriormente os animais foram posicionados em
decubito ventral com imobilizacdo de fita adesiva, realizou-se tricotomia e
desinfeccdo da regido abdominal, seguida de intervencédo cirtrgica, exposicao do
duodeno e retirada do 6rgdo. Apds o duodeno ter sido retirado, (regido apés o
esfincter pilérico) um pequeno fragmento foi imerso em solucao fixadora de formol
tamponado a 10% durante 24 horas para o preparo de laminas histolégicas. No final
do experimento os animais foram eutanasiados. A massa corpérea dos animais foi

pesada entre 0 15° e 21° dia através de uma balanca comercial.
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3.7 ANALISE HISTOLOGICA, HISTOQUIMICA E MORFOMETRICA

Amostras do duodeno dos grupos experimentais foram clivadas, desidratadas
em soluc¢des de alcool etilico com concentragdes crescentes de 70, 80, 90 e 100%,
diafanizadas pelo xilol, impregnadas pela parafina liquida em estufa regulada a
temperatura de 60 °C e incluidas em parafina histologica purificada (PF 56-58°C).
Em seguida, os blocos foram cortados em micrétomo, ajustado para 3 um. Os cortes
obtidos foram colocados em Iaminas previamente untadas com Albumina de Mayer,
e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37 °C durante 24 horas, para
secagem e colagem. Em seguida, foram submetidas a técnica de coloragdo com
com hematoxilina e eosina (HE) para analise histopatologica. Foram realizadas 10
laminas por cada grupo.

A avaliacdo histoquimica foi realizada através dos seguintes metodos de
coloragéo do PAS (Acido Periodico de Schiff), Alcian Blue, Tricromico de Mallory e
Orceina.

Para analise morfométrica, as imagens histologicas foram capturadas pela
camera digital "Moticam 2300 3.0M Pixel USB 2.0" acoplada ao microscopio optico
"Olympus CX22" com aumento de 400X. As fotomicrografias foram avaliadas usando
o software ImageJ versao 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA), onde o comprimento, area das Vvilosidades
intestinais e a area da glandula intestinal foram analisados. Foram realizadas

medida de 10 campos por laminas, totalizando 1000 campos por grupo.

3.8 METODO DA DIMENSAO FRACTAL

As imagens microscopicas do duodeno foram usadas para calcular a
dimenséo fractal pelo método de box counting (Dnox) € dimenséo por entropia de
informacéo (Dinr) de acordo com Tenorio et al. (2017). Estas imagens foram
analisadas usando o software Benoit 1.3 (Fractal Analysis System, Trusoft, St.
Petersburg, USA). Em sintese, a dimensao fractal obtida pelo método de box
counting foi calculada através da cobertura da imagem com N(r) caixas, onde N € o
namero de caixas e r € o comprimento de um lado da caixa contendo ao menos um
ponto da estrutura analisada. Este processo sera repetido com caixas de diferentes
tamanhos e plotados em um grafico duplo log de N(r) como uma funcdo de r. A

inclinacdo desta relacdo entre os sinais invertidos é a dimenséo fractal por box
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counting e € é a menor variagdo no tamanho das caixas. Isto pode ser formalmente

descrito pela formula 1:

_ |logN(r +¢) —logN(r)
DbC = —llm
£-0 log(r + €) —logr

(1)

Na dimenséao fractal por entropia de informacdo (Dinf) @ imagem também é
coberta por caixas, mas este método esta relacionado a frequéncia na qual cada
caixa esta ocupada pela estrutura analisada; formalmente descrito pelas formulas 2
e 3:

(S(r+¢) =S(r))
log(r + &) —logr

Dy = i

(2)

N(T)
S(r) = =limy, o Z m;log(m,)
i=1

=

3)

Onde, S(r) € a entropia de Kolmogorov, m=Mi/M (M; € o nimero de pontos na caixa

i, e M é o nUmero de pontos na estrutura analisada).

Foram realizadas medida de 10 campos por laminas, totalizando 1000

campos por grupo.

4.9 METODO DA LACUNARIDADE

A andlise da lacunaridade foi realizada usando os procedimentos
anteriormente descritos em Tenorio et al (2017). A distribuicdo das lacunas na
estrutura analisada foi descrita pelo valor da lacunaridade obtida usando o software
Image J (National Institutes of Health —NIH, USA) com o plug-in FracLac (A.
Karperien - Charles Sturt University, Australia). A imagem foi coberta por uma série
de grades, cada grade contendo um numero de caixas de diferentes tamanhos (¢€) e

orientagdes (g). A lacunaridade média (/\) sera obtida pela formula 4:
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A= [ZZG + (@] /n

(4)

Onde o é o desvio padrdo; y é valor médio de pixels por caixa de lado €; n é o
namero do tamanho das caixas em uma orientacao g.
Foram realizadas medida de 10 campos por laminas, totalizando 1000

campos por grupo.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada em um programa computacional GraphicPad
Prism 5, onde dados foram avaliados por meio de testes nao-paramétricos de
Kruskal Wallis com post-hoc de Dunn. Um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS

51 AVALIAQAO PONDERAL
O peso dos animais do grupo DP apresentou diferenca significativa quando
comparado aos demais grupos demonstrando menor média (Tabela 1).

Tabela 1: Peso dos animais dos grupos experimentais. Grupo DP com
diferenca estatistica quando comprado aos demais grupos.

GRUPOS PESO DOS ANIMAIS (g)
EXPERIMENTAIS

(n=10)

AM 37,9+4,20a
AM+M 39,6 £6,89 a

DP 28,3+ 4,69 *
DP+M 341+7,12a

K 0.0007

Teste de Kruskal Wallis com post hoc de Dunn, nivel de significancia p <0,05

5.2 ANALISE HISTOLOGICA

Os duodenos dos ratos do grupo AM e AM+M apresentaram as vilosidades
com morfologia com aspecto de folhas, tipico do duodeno, com mucosa, submucosa
e muscular bem preservadas. A mucosa apresentou o epitélio simples cilindrico com
borda em escova, composto por enterécitos, células caliciformes e mastocitos. Além
da lamina propria espessa, rica em tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguineos e
células defesa como os linfocitos. A camada submucosa estava presente rica em
glandulas duodenais como a glandula de Brinner e a camada muscular apresentou
duas camadas um circular interna e uma longitudinal externa recoberta por uma
serosa de tecido conjuntivo recoberto por epitélio simples plano, mesotélio. Foram

observados ainda células de Paneth (Figura 2).
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FIGURA 2: Fotomicrografias do Duodeno dos animais dos grupos experimentais. A:
Duodeno do grupo AM. Mucosa (Muc) com vilosidades revestidas por epitélio simples
colunar (Seta longa); Lamina propria (Seta azul). Glandulas intestinais (setas curtas);
Submucosa (Sb); Muscular (Mus); AU 100X; Coloracdo H.E. B: Duodeno do grupo DP.
Vilosidades revestidas por epitélio simples colunar com borda em escova (Seta longa);
presenca de células caliciformes (seta curta); Mastécito (seta azul); AU 400X; Coloracao
H.E. C: Duodeno do Grupo AM+M. Glandulas de Brinner na submucosa duodenal. AU
400X; Coloracdo H.E. D: Duodeno do Grupo DP+M. células com nudcleo picnéticos (setas)
AU 400X; Coloracao H.E

Ja nos duodenos dos grupos DP e DP+M evidenciou-se caracteristicas
morfolégicas semelhantes aos grupos AM e AM+M. No entanto, o grupo DP
apresentou algumas células com nucleo picnético. No grupo DP+M esta

caracteristica foi reduzida (Figura 2)

5.3 ANALISE HISTOQUIMICA
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Na andlise histoquimica verificou-se que a expressdo das mucinas aumentou

progressivamente no grupo DP, conforme o aumento do numero de células

caliciformes Alcian Blue e PAS positiva (figura 3 e 4).

FIGURA 3: Fotomicrografias do Duodeno dos animais dos grupos experimentais. A, B, C e D:
observar células caliciformes Alcian Blue positiva (setas vermelha); AU 100x. Coloragdo Alcian Blue.
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FIGURA 4. Fotomicrografia do Duodeno dos animais dos grupos experimentais. Imagem
representativa: observar células caliciformes PAS positiva (setas vermelha); AU 100x. Coloragdo PAS

Em relacdo a histoquimica pela orceina, ndo houve diferencas significativas
no aumento do numero de fibras orceina positiva entre os animais dos grupos
experimentais (Figura 5)
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FIGURA 5: Fotomicrografia do duodeno do animais experimentais. A, B, C e D: observar
estruturas orceina positiva (coloracao roxa) (setas vermelha); AU 100x. Coloragao Orceina

Em relacdo a contagem de células PAS e Alcian Blue positivas observou-se
um maior aumento no grupo DP quando comparado com os demais grupos. A area
individual e a area total das células PAS e Alcian Blue positivas ndo demonstraram

diferencas significativas (Tabela 2)

Tabela 2: Morfometria da contagem de células caliciformes, area individual e

area total das células PAS e Alcian Blue positivas.
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GRUPOS AM AM+M DP DP+P K
EXPERIMENTAIS
(n=10)
Quantidade de 159,8+49,2a 166,0+32,2a 220,4+16,4b 159,5+15,8a  0.0024
células
Area Individual 39,6+9,5a 40,715,7a 49,616,9a 46,4+1,2a 0.1044
Area Total 6681,3+3299,1a 6940,4+2373,3a 11146,4+2292,8a 7438,94656,5a 0.0728

Teste de Kruskal Wallis com post hoc de Dunn, nivel de significancia p <0,05
5.4 ANALISES HISTOMORFOMETRICAS

Os resultados histomorfométricos demonstraram que o grupo DP e DP+M
apresentaram as menores médias no comprimento das vilosidades em relacdo aos
grupos experimentais AM e AM+M, sendo estatisticamente diferente (p<0,005)
(Figura 6).

Média do Comprimento para cada Tratamento

4e+06 7

3e+06 q

Tratamento

AM
B Amsm
B or

W or+u

2e+06 7

Média do Comprimento

1e+06 1

0e+00 1

AM AM+M DP DP+M
Tratamento

FIGURA 6. Comprimento das vilosidades dos grupos experimentais. O grupo AM+M
apresentou maior média do comprimento comparado aos grupos DP e DP+M. (p<0,005).
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Na é&rea de vilosidade a maior média foi do grupo AM diferenciando-se
estatisticamente dos grupos AM+M e DP, que apresentaram as menores meédias
(Figura 7). O grupo DP+M apresentou uma &rea de vilosidade maior que o grupo DP

e 0 grupo AM+M.

Média da Area de Vilosidade para cada Tratamento
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FIGURA 7. Média da area da vilosidade. O grupo AM apresentou maior area de vilosidade em
comparagdo com 0s outros grupos. Os grupos AM+M e DP apresentaram as menores médias
(p<0,005).

Em relacéo a area das criptas, o grupo DP apresentou a menor média quando
comparado com o0s demais grupos experimentais demonstrando diferenca

significativa. Os grupos AM, AM+M e DP+M nado apresentaram diferencas

significativas (Figura 8).
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FIGURA 8. Area da cripta. O Grupo DP apresentou diferenga significativa quando comparado com

0s demais grupos experimentais. (p<0,005).
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A andlise por meio de imagem binarizada (Figura 9) do método do fractal e

lacunaridade do duodeno dos animais dos grupos experimentais ndo apresentaram

diferencas estatisticas. Além disso, a area do lumen, perimetro do Iimen, circular do

[imen, elipse do lumen e feret do lumen (didmetro maximo) ndo apresentaram

diferencas estatisticas (Tabela 3).

Tabela 3: Andlise do duodeno dos animais dos grupos experimentais: fractal,

lacunaridade, area do lumen, perimetro do lumen, circular do lamen, elipse do

limen, feret do lumen.

GRUPOS AM AM+M DP DP+M p
EXPERIMENTAIS
(n=10)
Fractal 1,7713+ 1,7735+ 1,7953+ 1,7713+ 0,6019
0,023a 0,022a 0,029a 0,016a
Lacunaridade 0,4437+ 0,4417+ 0,4742% 0,4363% 0,7651
0,100a 0,076a 0,048a 0,060a
Area do Ldmen 146925528+  1281575,07+  1931626,09+ 1917341,78+ 0,61
1512461,34a  1254643,16a  345513,10a 458409,46a
Perimetro do Lamen 31748,35+ 27083,85+ 38875,79+ 25643,73+ 0,08
6448,05a 10356,18a 5867,98a 2603,23a
Circular do Lumen 0,02+ 0,02+ 0,02+ 0,04+ 0,090
0,02a 0,01a 0,01a 0,01a
Ellipse do Lumen 1,33+ 1,31+ 1,414 1,44+ 0,32
0,18a 0,23a 0,15a 0,25a
Feret do LUmen 2154,14+ 1947,49+ 2511,47+ 2331,44+ 0,14
671,13a 518,71a 260,16a 93,66a

Teste de Kruskal Wallis com post hoc de Dunn, nivel de significancia p <0,05
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FIGURA 9: Imagens A, C, E e G- Fotomicrografias do Intestino duodeno dos
grupos Experimentais: AM, AM+M, DP, DP+M respectivamente. B, D, F, H-imagem
binarizada da segmentacdo do Iiamen do intestino duodeno dos grupos
experimentais: AM, AM+M, DP, DP+M respectivamente.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, encontrou-se diferenca no peso dos animais do grupo DP em
relacdo aos demais grupos experimentais. Tais achados estdo em desacordo com
Tavares et al., (2020) onde nao foram encontradas diferengas na massa corporal
entre 0 desmame precoce e 0 desmame regular em ratos machos, mas estdo de
acordo com Pietrobon et al., (2020) em que no 21° dia, os machos submetidos ao
desmame precoce mostraram menor massa corporal em comparagdo ao grupo
controle. Teles Silva et al., (2019b) encontraram reducéo da massa corporal no 18°
dia do grupo desmamado em relagdo ao grupo controle (amamentado) mas esta
diferenca foi reduzida no 60° dia, ficando com suas respectivas massas corporais
similares. Logo, o tratamento com melatonina pode ter interferido no peso corporal
dos animais, visto que os animais dos grupos DP+M apresentou massa corporal
semelhante ao controle revertendo o processo.

Baptista et al (2008) encontraram grande quantidade de timoOcitos em
apoptose nos ratos jovens submetidos a desnutricdo proteica, corroborando com os
presentes achados. Na histoquimica referente as células caliciformes produtoras de
mucinas acidas (coradas por Alcian Blue) e neutras (coradas por PAS) Rosa et al
(2019) observaram diferenca consideravel na populacéo de células caliciformes com
restricdo de alimentacdo quando comparado com 0 grupo controle. Sabe-se que
suplementacado de melatonina tem efeito sobre a expressdo de mRNA de mucina2
derivada de células caliciformes (Muc2) e fator trifélio 3 (Tff3) no ileo, bem como no
namero de células caliciformes nas vilosidades do ileo (Da Costa, 2019). No entanto,
Ren et al., (2018), observou que a melatonina ndo alterou o niamero de células
caliciformes nas vilosidades do ileo em camundongos recém-desmamados, 0 que
estd de acordo com a presente pesquisa onde sugere-se que o0 tratamento com
melatonina pode ter provocado uma alteracdo a normalidade onde o grupo DP+M se
assemelha neste parametro histoquimico ao grupo AM. Em relacdo a coloracéo
Orceina, sendo esta especifica para fibras elaticas, Brito et al (2017) observaram a
presenca de mais fibras elasticas maduras em ratos adultos do que nos mais velhos.

Corroborando com o0s nossos resultados, Costa et al., (2019) avaliaram o
mesmo parametro (altura/comprimento) das vilosidades de ratos desmamados
precocemente e esta foi menor nos grupos desmamados em comparagao aos ratos
gue foram amamentados. Estudos anteriores em que a suplementacdo de

melatonina foi realizada (durante duas semanas apds o 21° dia) teve efeito na
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proporgcdo de vilosidades/ cripta no duodeno, embora a melatonina diminuiu o
comprimento das vilosidades e a profundidade da cripta no duodeno (Ren et al.,
2018). Portanto, a nivel histomorfométrico ndo houve nenhuma interferéncia da
melatonina frente o comprimento das vilosidades sobre o grupo desmamado
precocemente (DP).

No estudo de Crispel et al.,, (2019), onde foi encontrado que o desmame
precoce resultou em criptas mais profundas, menor relacdo vilosidade/ cripta e
menor area vilosa no dia 21. Resultado este que se perdurou até a idade adulta dos
animais, ao avaliar no 90° dia, os animais que foram submetidos ao desmame
precoce permaneceram com a menor area vilosa (Crispel et al., 2019). Ja em
relacdo ao grupo DP+M que apresentou uma area vilosa maior que o grupo DP,
corrobora com o achados de Ren et al., (2018), o qual o grupo tratado com
melatonina paresentou um alto indice de vilosidade/ cripta no ileo. Logo a
melatonina reverteu os danos do desmame precoce frente a area da vilosidade.

Barbosa et al., (2019) relataram em seu estudo que o desmame precoce
acarretou atrofia das criptas. JA4 Lemos, et al., (2019), afirmou que os animais do
grupo (DP) apresentaram reducdo da profundidade das criptas intestinais.
Corroborando com outros estudos, 0s quais mostraram uma diminui¢cdo na relacéo
vilosidade/ cripta, em que tinha-se mais vilosidade do que criptas intestinais (Crispel
et al., 2019; Rojas Castafieda et al., 1995).

Portanto a melatonina reverteu a atrofia das criptas intestinais visto que o
grupo DP+M apresentou um aumento significativo em relacdo ao grupo DP frente a
area das criptas. Ja referente a area do lumen através dos métodos de fractal e
lacunaridade, foi encontrado no presente trabalho nenhuma diferenca significativa
entre 0s grupos, sugerindo assim que mesmo com diferenca de comprimento no
grupo AM+M com os demais grupos, o analise fractal e lacunaridade do limen né&o

apresentaram alteracoes.
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7. CONCLUSAO

Dessa forma, conclui-se que o desmame precoce pode promover alteracdes
morfométricas no duodeno, assim como diminuicdo da massa corpOrea e que a
melatonina exdgena é capaz de atenuar alguns danos causados por este processo.
Sugerimos que estes resultados devem ser utilizados em medidas preventivas e

desenvolvimento de politicas publicas frente o aleitamento materno.
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