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Resumo

ROSA, L.S. O resveratrol e a melatonina no processo reprodutivo feminino.
2019. 130f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2019.

Buscou-se determinar a influéncia da suplementagdo com melatonina 5 mg
(MT5) e resveratrol 10 mg (RV10) em fémeas de camundongos SWISS, na
liberacdo de citocinas (IL-6, -10, -12, IFN-y, MCP-1 e TNF-a) e no ganho de
peso médio semanal, como na sua prolificidade, através da mensuracdo do
namero e sexo de filhotes nascidos, peso ao nascimento, desmame e 60 dias
de idade. Utilizou-se 15 fémeas com 40 dias de idade, as quais receberam o0s
antioxidantes (MT5, RV10) ou soluc¢éo salina (C) por meio de gavagem até 84
dias de idade. A colheita de sangue das fémeas FO para obtencéo de soro e
mensuragao de citocinas foi realizada aos 40 e 84 dias de idade (momento
pré e pos suplementacao). As fémeas FO foram pesadas individualmente para
mensuracdo do ganho de peso médio semanal. O TNF-a mostrou-se mais
elevado no grupo C em relacéo ao grupo tratado com RV10. A suplementacéo
das fémeas com MT5 ou RV10 nao resultou em modificagbes no ganho de
peso médio semanal das mées, numero e sexo dos filhotes nascidos. O peso
dos filhotes, avaliado ao nascimento, desmame e 60 dias de idade, mostrou-
se maior no primeiro momento no grupo tratado com MT5, mas esta diferenca
nao se manteve nos demais momentos avaliados. Ainda, buscou-se
determinar se o consumo materno de resveratrol e melatonina por fémeas de
camundongo SWISS, influencia nos niveis de colesterol total, lipoproteinas de
alta densidade (HDL) e triglicérides na prole feminina (F1), na taxa de
gestacdo e no numero e taxa de implantacdes embrionarias dessas fémeas.
Considerou-se, para este experimento, fémeas (F1) descendentes de fémeas
FO suplementadas com resveratrol (5 ou 10 mg) ou melatonina (5 ou 10 mg),
ou controle (C), dos 40 aos 84 dias de idade, por meio de gavagem. As
fémeas F1 foram acasaladas aos 60 dias de idade e, oito dias apos
confirmacdo da gestacdo, foram eutanasiadas para coleta de materiais
bioldgicos (soro para mensuracdo de colesteral total, triglicérides e HDL;
ovarios e Utero para contagem do numero de corpos ldteos e sitios de
implantacéo, respectivamente), e posterior calculo das taxas de gestacdo e
implantagdo embrionaria. As concentracdes séricas de colesterol total foram
maiores nas fémeas F1 do grupo RV10, porém néao diferiram do grupo C nem
do grupo tratado com RV5. As fémeas F1 do grupo RV10 apresentaram
maiores niveis séricos de triglicérides, porém sem diferir dos grupos MT5 e
MT10. Ja as concentracOes séricas de HDL variaram entre grupos, porém
sem permitir a definicAo exata desta diferenca ao comparar-se 0S grupos
entre si com testes de média. Na avaliacdo dos cortes histolégicos de utero
das fémeas F1, verificou-se numero de implantacbes embrionérias similares
entre os grupos. Ao calcular-se as taxas de gestacdo e de implantacao,
verificou-se que as fémeas F1 filhas de maes suplementadas com
antioxidantes alcancaram melhores resultados de taxas de gestacdo e de
implantagcéo, em relagdo ao grupo controle. Conclui-se que a suplementacao
materna com resveratrol e melatonina contribui para o sucesso reprodutivo de
fémeas de camundongos.
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Abstract

ROSA, L.S. The resveratrol and melatonin in the female reproductive process.
2019. 130f. Thesis (Doctorate) - Faculty of Veterinary Medicine and Animal
Science, State University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

We aimed to determine the influence of supplementation with melatonin 5 mg
(MT5) and resveratrol 10 mg (RV10) in SWISS mice, in release of cytokines (IL-
6, -10, -12, IFN-y, MCP-1 e TNF-a) and average weekly weight gain of these
females and her prolificacy by measuring the number of birth and sex of the
offspring and the weight of their babies at birth, weaning and 60 days of age.
Fifteen females of 40-day-old SWISS mice were used, which received the
antioxidants (MT5, RV10) or saline solution (C) through gavage up to 84 days of
age. The collection of blood from FO females to obtain serum and cytokine
measurement was performed at 40 days of age and after weaning. FO females
were individually weighed to measure the mean weekly weight gain. The tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a) was shown to be higher in the C group compared
to the group trated with resveratrol 10 mg (RV10. Supplementation of females
with MT5 and RV10 did not result in changes in average weekly weight gain of
mothers, number of birth and sex of offspring. The weight of the offspring,
evaluated at birth, weaning and 60 days of age, was higher at the first moment
in the group treated with MT5, but this difference was not maintained at the
other evaluated moments. Furthermore, the objective of this study was to
determine whether the maternal consumption of RV and MT by SWISS mice
influenced the levels of total cholesterol, high density lipoprotein (HDL) and
triglycerides in the female offspring (F1), pregnancy rate, number and rate of
embryonic implantation of these females. We used for this experiment, females
(F1) descended from FO females supplemented with resveratrol (5 or 10 mg) or
melatonin (5 or 10 mg), or control (C), from 40 to 84 days of age, through
gavage. F1 females were mated at 60 days of age and, eight days after
confirmation of gestation, were euthanized to collect biological materials -
serum for measurement of total cholesterol, triglycerides and HDL; ovaries and
uterus-count of the number of corpora lutea and implantation sites, respectively,
and subsequent calculation of gestation rate and embryo implantation. The
serum concentrations of total cholesterol were higher in the females F1 of the
RV10, but did not differ from the C group or from the group treated with RV5.
The F1 females of RV10 group had higher serum triglyceride levels, but no
differ from the MT5 and MT10 groups. Serum HDL levels varied between
groups, but without allowing the exact definition of this difference when
comparing the groups with the mean tests. In the evaluation of histological
sections of the uterus of F1 females, the number of similar embryonic
implantations was found between the groups. When calculating pregnancy and
implantation rates, it was verified that female F1 daughters of mothers
supplemented with antioxidants achieved better results of gestation and
implantation rates, in relation to the C group. We conclude that maternal



supplementation with resveratrol and melatonin contributes to the reproductive
success of female mice.

Keywords: antioxidants, mice, females, fetal programming, offspring,
reproduction
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1. INTRODUCAO

A fertiidade feminina € altamente dependente da regulacdo do
metabolismo energético, pois a reproducdo € um processo que requer um
grande investimento metabdlico, devido a demanda energética necessaria ao
organismo durante o periodo de gestacdo e lactacdo (FONTANA E DELLA
TORRE, 2016). A regulacéo do eixo reprodutivo feminino pode ser influenciada
pelo metabolismo celular e corporal, através da interagdo entre hormonios e
sinalizadores neurais especificos do hipotdlamo, os quais afetam a quantidade
e o tipo de substrato metabdlico disponivel para os 6rgdos periféricos, inclusive
para o ovario (DELLA TORRE et al., 2014). Para que a reproducéo seja bem-
sucedida, se faz necessaria a liberacao e fertilizacdo do odcito e subsequente
implantacdo e desenvolvimento embrionério e fetal; porém, estes processos
requerem o crescimento coordenado e a maturacdo gradual do odcito junto
com o foliculo ovariano, além de consumirem grande quantidade de energia e
necessitarem da geracdo adequada de adenosina trifosfato (ATP), a partir das
reservas energéticas celulares (DUNNING et al., 2014).

A interacdo entre a fisiologia reprodutiva da fémea e o eixo hipotadlamo-
hipéfise-gbnadas possibilita desenvolvimento folicular, maturacdo oocitéaria,
acasalamento, ovulacéo, fertilizacdo, formacéo do corpo luteo (CL), gestacéo,
parto e puerpério (FINDLAY et al., 2009). Em contrapartida, o sistema imune
fornece tanto protecdo contra patdégenos, quanto a geracdo de barreiras
imunes regulatérias que modulam o processo de reconhecimento materno da
gestacdo (MITCHELL et al.,, 2002; SHECHTER et al. 2013). As citocinas
desempenham varias func¢des bioldgicas, tais como influenciar atividade,
diferenciacéo, proliferacdo e sobrevivéncia das células imunes, e regular a
producdo e atividade de outras citocinas, podendo aumentar ou atenuar a
resposta inflamatdria (OLIVEIRA et al., 2011).

Indmeros compostos apresentam propriedades benéficas a saude;
dentre estes se destacam o resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno), que é
considerado o composto fendlico de maior eficacia biolégica (FREMONT,
2000), com propriedades anti-inflamatérias (OLIVEIRA et al., 2017),
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antioxidantes (TRUONG et al., 2017) e anticarcinogénicas (FARZAEI et al.,
2016) e, consequentemente, a capacidade de mimetizar os efeitos de restricdo
caldrica, contribuindo para reduzir as doencas metabdlicas (PARK et al., 2012),
incluindo efeitos cardioprotetores, antiobesogénicos (MARTEL et al., 2017),
antiateroscleréticos (FAN et al.,, 2008) e antidiabéticos (ZHU et al., 2017).
Ainda, possui eficacia comprovada sobre o metabolismo da fémea e de seus
descendentes, sendo amplamente pesquisado em diversos estudos (PERVAIZ,
2001; BOOCOCK et al., 2007; SARKAR et al., 2009; LI et al., 2010).

A melatonina é a principal reguladora da funcéo reprodutiva em animais
fotoperiddicos sazonais (REVEL et al., 2009), exercendo efeito inibitério em
espécies de dias longos, como hamsters e equinos, ou efeito estimulatério em
espécies de dias curtos, como ovinos, caprinos e veados (ANISIMOV, 2003;
TEIXEIRA et al., 2004; BERGER, 2008). Durante a gestacdo, a melatonina
materna atravessa liviemente as barreiras fisiologicas, incluindo a placenta
(OKATANI et al., 1998; RICHTER et al., 2009), e entra facilmente na circulacao
fetal, atingindo seus niveis maximos e, imediatamente apds o parto, retorna
aos niveis basais, desempenhando um papel primordial nesses periodos,
agindo como antioxidante e fornecendo informacdes fotoperiddicas ao feto
(TAMURA et al., 2008; REITER et al., 2009).

Pesquisas demonstram que os lipidios representam uma importante
fonte de energia para a maturacédo do odcito e para o inicio do desenvolvimento
embrionério, especialmente em animais de producdo (STURMEY et al., 2009;
MCKEEGAN E STURMEY, 2011; LEESE, 2012). A qualidade do odcito e a
capacidade de desenvolvimento do embrido estdo altamente relacionadas com
a dindmica das goticulas lipidicas; desta forma, os mecanismos moleculares
que regulam o armazenamento lipidico podem ser ferramentas terapéuticas
essenciais contra os disturbios metabolicos relacionados a subfertilidade e a
infertilidade (PRATES et al., 2014).

O termo programacéo fetal refere-se a qualquer estimulo nutricional ou
estresse durante o desenvolvimento intrauterino, que resultam em respostas
adaptativas do feto, as quais podem gerar consequéncias anatomicas,
metabdlicas e fisiologicas permanentes (GODFREY, 2002; SUGDEN E
HOLNESS, 2002; CHANG et al, 2008; EVANS et al, 2016). Dados

experimentais em humanos e animais de laboratorio indicam que disturbios
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reprodutivos séo influenciados por fatores intrauterinos e exposicées pos-natais
precoces, demonstrando que a saude reprodutiva dos animais, na vida adulta,
pode ser afetada por influéncias ambientais que atuam em distintos estagios de
desenvolvimento embrionario, e sdo mediados por alteracbes no eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (DAVIES E NORMAN, 2002).

A nutricho é um dos principais fatores ambientais envolvidos na
programacao fetal nos diversos estagios de desenvolvimento, tanto em
humanos quanto em outras espécies animais, evidenciando que a mesma
desempenha um papel fundamental na programacdo da capacidade

reprodutiva da prole.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

» Estudar os efeitos do consumo de resveratrol e melatonina sobre a
prolificidade de fémeas de camundongos SWISS suplementadas e
possiveis implicacbes na capacidade reprodutiva de sua prole

feminina (F1).

2.2 Objetivos Especificos

» Determinar a eficiéncia reprodutiva de fémeas FO, suplementadas
com resveratrol e melatonina, pelo acompanhamento do ganho médio
semanal de peso dessas fémeas, numero de filhotes nascidos, sexo
dos filhotes e do ganho de peso da prole gerada.

» Quantificar as citocinas interleucinas (IL-6,-10 e -12), fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interferon gama (IFN-Y) e proteina quimiotatica de
monaocitos — 1 (MCP-1) em amostras sanguineas das fémeas FO.

» Quantificar o perfil lipidico (colesterol total, trigliceridios, HDL- high
density lipoproteins) no soro da prole feminina (F1).

» Avaliar a capacidade reprodutiva das fémeas F1 em idade fértil e
submetidas ao acasalamento natural, por meio da mensuracéo da

taxa de gestacdo e do nimero e taxa de implantacdes embrionarias
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sistema imune e citocinas

As citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas, extracelulares,
heterogéneas, soluveis em &agua, que servem como mediadoras do sistema
imune, e podem ser produzidas em cascata por varias enzimas intracelulares,
como a proteina quinase ativadora de mitégenos (MAPK), exercendo seus
efeitos especificos sobre as células de origem ou sobre células-alvo (RICE E
CHARD, 1998). Elas atuam em células adjacentes (por acdo paracrina) ou na
propria célula produtora (por acao autocrina) (LIN et al.,, 2000; SOMMER E
WHITE, 2010), além de possuirem atividade pleiotréfica, na qual uma Unica
citocina pode agir em diversos tipos de células, modulando seu crescimento e a
producdo hormonal (SOUZA E URIBE-VELASQUEZ, 2008; OLIVEIRA et al.,
2011; ALVARES et al., 2017). Sua formacdo em cascata permite que uma
citocina estimule suas células-alvo a produzir mais citocinas (ZHANG E AN,
2007), de forma que ligacbes com receptores especificos ativam mensageiros
intracelulares que regulam a transcricdo génica das citocinas (OLIVEIRA et al.,
2011).

Acredita-se que a resposta imune Thelperl (Thl; pré-inflamatéria) é
mediada pelo interferon (INF), juntamente a outras citocinas pré-inflamatorias
como interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-7 (IL-7),
interleucina-12 (IL-12) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Contrariamente,
0S mecanismos imunossupressores relacionados ao processo de cura e
restricdo dessas lesbes, sdo mediados por citocinas envolvidas na resposta
anti-inflamatéria do Thelper2 (Th2), as interleucinas -4, -5, -10 e -13 (IL-4; IL-5;
IL-10; IL-13) (COLIC et al., 2007).

No trato reprodutivo de mulheres, as citocinas apresentam papel
determinante, uma vez que sdo moléculas imunorreguladoras que determinam
a natureza da resposta imune (MAHDI et al.,, 2011). O sucesso da gestacéo
depende de um eficiente sistema vascular no utero e na placenta, o qual
modula harmonicamente as interacdes entre o endotélio vascular materno, a
imunocompeténcia local das células e o0s determinantes antigénicos na

superficie do trofoblasto; desta forma, os processos de adesdo, ativacdo e
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migracdo celular sdo regulados pelas alteracées na cascata das citocinas
(PEREIRA et al., 2005).

A reacao inflamatéria causada pelo processo ovulatério em fémeas de
camundongos inclui a participacdo de leucdcitos e mediadores inflamatorios
como eicosandides, histamina e bradicinina, as quais sao iniciadas e
coordenadas pela liberacdo continua de citocinas geradas pelos leucdcitos
recrutados para o ovario, ou nas proprias células ovarianas e no fluido folicular
(SHIRASUMA et al., 2012; GALVAO et al., 2013). Na funcéo ovariana, varias
citocinas desempenham um importante papel de controle (SIROTKIN, 2011),
dentre estas o TNF-a induz a atresia folicular (KAIPIA E HSUEH, 1997) e, no
CL recém-formado, inibe a secrecdo de progesterona, contribuindo para sua
regressdo (TERRANOVA E RICE, 1997). Durante a luteélise, ha um aumento
significativo no numero substancias luteoliticas no CL, com apoptose das
células luteais e posterior fagocitose dos residuos, auxiliando a remodelacao
da matriz luteal (WEEMS et al., 2006) e caracterizando a cascata luteolitica
como uma resposta imune e inflamatéria (ALVARES et al., 2017). Em
contrapartida, outros fatores (citocinas, fatores de crescimento e hormonios)
atuam durante o crescimento e desenvolvimento folicular para prevenir a
atresia folicular, tais como gonadotrofinas, IL-1B, fator de crescimento
semelhante a insulina- | (IGF-I), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator
transformador do crescimento B (TGF- ), fator de crescimento de fibroblastos
basico (FCFb) e estrogénios (VITAL REYES et al., 2005; SIROTKIN, 2011).

A implantacdo do blastocisto depende da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias no Gtero (DEKEL et al.,, 2014; SAGRILLO-FAGUNDES et al.,
2018), as quais desempenham um importante papel em cada etapa da
implantagéo, modulando a expressédo de moléculas de adesao na superficie do
trofoblasto e nas células do endométrio, regulando a expressdo de proteases
que remodelam a matriz extracelular, e promovendo a invasao e diferenciacéo
de trofoblastos (VAN MOURIK et al., 2009; MCEWAN et al., 2009). O aumento
de citocinas pro- e anti-inflamatorias, pode levar a alteracfes circulatorias na
placenta, decorrentes da vasoconstricdo por ativagdo de macréfagos
(SAGRILLO-FAGUNDES et al., 2018).

Acredita-se que, durante a gestacdo, a placenta seja uma fonte
predominante de antigenos para as células T, bem como alvo direto de
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qualquer resposta imune; assim, o periodo pré-implantacédo envolve interacdes
feto-maternas que levam ao reconhecimento materno da gestacdo e a sua
manutencdo, e o embrido sintetiza e secreta uma grande quantidade de
citocinas, além de enzimas, prostaglandinas e hormdnios (ALVARES et al.,
2017). Sabendo-se que o embrido pode ser considerado um corpo estranho no
organismo materno por carregar material genético paterno, as citocinas
também podem modular o processo de rejeicdo embrionaria (MITCHELL et al.,
2002; SHECHTER et al.,, 2013), e o estabelecimento da gestacdo sO sera
possivel a partir do equilibrio imunolégico, primordial a tolerancia desse enxerto
semi-alogénico fetal (ORSI et al., 2006). Desta forma, isso € alcancado através
do equilibrio entre os niveis das citocinas pro-inflamatdrias (Thl) e anti-
inflamatorias (Th2) e de seus receptores, pois, durante esse periodo, as
citocinas Th2 parecem ser as maiores responsaveis pela manutencdo do
sucesso gestacional, as quais sdo secretadas pelas células imunes
competentes, pelas células deciduais e placentarias (ALVARES et al., 2017),
como também pela sintese diferencial de imunoglobulinas e pela regulacédo de
células imunes (MARGNI E ZENCLUSSEN, 2001).

Estes sinais secretados pelo embrido sao antiluteoliticos, e visam
interromper a produgédo de PGF,a intra-ovariana, exercendo um efeito direto no
CL, assim como ocorre com a gonadotrofina coribnica humana (hCG) em
primatas (SPENCER et al., 2004). Por sua vez, o reconhecimento materno da
gestacdo em roedores, ocorre na presenca de reflexos neuroendécrinos, que
ocasionam modificac6es no padrdo secretério da prolactina hipofisaria no inicio
da prenhez, as quais se tornam determinantes para a formacdo do CL
gestacional (OSADA et al.,, 2001). O desequilibrio dessa relacdo leva a
infertilidade e ao aborto espontaneo recorrente em fémeas de camundongos
(REID et al., 2001), o qual pode ser evitado através da administracao de IL-10,
uma vez que essa citocina desempenha um papel primordial na preservagao
da tolerancia imunoldgica (CHENG E SHARMA, 2015) e, por conseguinte, na
manutenc¢ao da gestacao (ZOURBAS et al., 2001).

Foram identificados alguns reguladores do equilibrio entre citocinas
Th1/Th2; dentre estes, a progesterona, o fator bloqueador induzido pela
progesterona (PIBF) e a prostaglandina E, (PGE,; NAHUM et al., 2004). Este

fato, possivelmente, explica porque as disfungbes inflamatorias sao
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responsaveis por muitas das complicacdes do ciclo estral (VON WOLFF et al.,
2000), placentacao defeituosa (HUMINIECKI et al., 2001) e trabalho de parto
prematuro (ZENCLUSSEN et al., 2003), em vérias espécies mamiferas (ORSI
et al., 2006).

Todas as mudancgas uterinas sofridas durante a implantacdo e a
placentacdo séo primordiais para sintese, secrecdo e transporte de enzimas,
hormonios, fatores de crescimento e citocinas (SPENCER et al.,, 2004). O
aumento fisiolégico nas concentracfes de cortisol, progesterona, estradiol e
testosterona, em estudos animais durante o terceiro trimestre gestacional,
interfere nas concentragdes das citocinas Th2, ocorrendo menor liberacéo de
interferon-y (IFN-y) e IL-2 e maior producdo de IL-4 e IL-10, e um possivel
envolvimento hormonal leva a supresséo de IL-12 e TNF-a, juntamente com o
aumento da Th2 (CUTOLO et al., 1998). A producdo excessiva de citocinas
pré-inflamatérias, como a IL-1B, TNF-a e IFN-y, na ligagcdo materno-fetal, pode
ser prejudicial a prenhez e levar ao aborto, enquanto a IL-10 suprime a
producdo exacerbada de citocinas pro-inflamatdrias em outras células, embora
outras citocinas, também, possam contribuir para a sobrevivéncia fetal (MARZI
et al., 1996; PELTIER, 2003).

No parto, ocorre bloqueio de receptores de progesterona, permitindo a
liberacdo da cascata pro-inflamatdria, destacando-se as citocinas IL-1p3, IL-6,
IL-8 e TNF-q, as quais induzem maturacao e dilatacéo cervical para aumentar a
producdo de ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e PGE,, promovendo, localmente, a
migracdo de neutréfilos e macréfagos, uma vez que, a maior liberacdo da PGE,
estd relacionada a vasodilatacdo, semelhantemente ao Oxido nitrico (NO),
facilitando o fluxo de leucécitos para o local (PELTIER, 2003).

A IL-6 esta diretamente relacionada as respostas imunoldgicas naturais
e reacoes inflamatorias, tornando-se um dos maiores mediadores da fase
aguda da inflamacéao, sendo produzida por diversos tipos celulares, dentre
estes macréfagos, mondcitos, eosindfilos e neutrofilos, assim como por
hepatocitos e células da glia, induzidas pelo TNF-a e IL-1, além de sintetizar
proteinas da fase aguda, promover a diferenciacéo dos linfcitos-T citotoxicos e
células natural killer (NK), produzir IL-2 e crescimento celular hematopoiético
(COICO, 2010). A IL-6 tem relacdo estrutural com IL-4, fator inibitério de
leucemia (LIF), eritropoietina e fator neurotréfico ciliar (CNTF) (SOMMER E
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WHITE, 2010). A IL-6 também ativa astrocitos e micréglia, e regula a expressao
de neuropeptideos apds lesdo neuronal, contribuindo para a regeneracdo do
tecido (LIN et al., 2000; RAEBURN et al., 2002).

A IL-6 esta presente durante quase toda a gestacdo em mulheres, no
trato reprodutivo feminino, principalmente endométrio, regulando implantacao
embrionéria, desenvolvimento placentario e adaptacbes imunologicas
necessarias para a manutencao gestacional nas mulheres (ALVARES et al.,
2017). Alem de regular a placentacdo, hematopoiese fetal e angiogénese,
associada a IL-1, regula a producdo do hormonio lactogénio placentario
(JAUNIAUX et al., 1996; YAMAGUCHI et al., 1996). Mulheres que apresentam
aborto recorrente e camundongos hibridos CBA x DBA/2 possuem quantidades
reduzidas de IL-6 no endométrio e nos tecidos fetal e placentario
(ZENCLUSSEN et al., 2003). Ainda, camundongos Knockout para o gene IL-
6, exibem maiores taxas de morte fetal e predisposicdo ao parto distocico
(PRINS et al., 2012).

A IL-10 é uma citocina regulatéria produzida nas células imunoldgicas,
tecidos neuroenddcrino e neural, sendo inibida pela IL-4, IL-13, IFN-y e por sua
propria regulacédo (LIN et al.,, 2000; RAEBURN et al.,, 2002; SOMMER E
WHITE, 2010). A IL-10 inibe a agdo do TNF-a, IL-1 e IL-6, promovendo a
producdo enddégena de citocinas anti-inflamatérias, além de aumentar a
proliferacdo de mastocitos e impedir a producdo de IFN-y pelas células NK
(ZHANG E AN, 2007; OLIVEIRA et al., 2011).

Em mulheres e ratas gestantes, a IL-10 é expressa pelos trofoblastos,
células estromais e NK uterinas, macrofagos, monécitos e células T
reguladoras na decidua; porém, a mesma nao é encontrada nos trofoblastos
extravilosos (THAXTON E SHARMA, 2010; CHATERJEE et al., 2014). A IL-10
esta presente nos camundongos durante todo o periodo gestacional, com pico
de produgdo no décimo segundo dia (SVENSSON et al., 2001). Roberts et al.
(2003) estudaram o papel da IL-10 durante a gestacdo, em fémeas de
camundongos Knockout comparadas as fémeas gestantes selvagens, e
concluiram que n&o houve alteragbes no tamanho da ninhada ou no
desenvolvimento fetal, sugerindo que essa interleucina ndo é primordial a
gestacdo. No entanto, afirmam que desempenha notavel funcdo no

crescimento e remodelacdo placentaria, pois as fémeas de camundongos
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Knockout, durante a gestacdo, apresentaram aumento no tamanho da placenta
e da rede sanguinea materna, indicando que a IL-10 previne a inflamacgéo
excessiva no periodo gestacional (ROBERTS et al., 2003).

A IL-10 parece ter efeito protetor contra partos prematuros, abortos
espontaneos e pré-eclampsia, fato confirmado em estudo com modelos
animais murinos, nos quais a administracdo desta citocina recombinante
reverteu ou minimizou algumas complicacdes gestacionais (KALKUNTE et al.,
2010; THAXTON E SHARMA, 2010; CHATTERJEE et al., 2011; LAI et al.,
2011; LIN et al., 2014; CHATTERJEE et al., 2014). A IL-10 também possui
papel modulador na gestagcédo, conforme estudo de Orsi et al. (2006), os quais
encontraram aumento dessa citocina em camundongas, provavelmente
visando equilibrar a elevacao simultdnea de TNF, IFN e IL-6 nesse periodo.
Logo, tanto a IL-10 como a IL-4 podem reduzir a inflamac&o uterina materna
durante os distintos periodos gestacionais, permitindo as trocas entre as
células do endométrio e o trofoblasto, essenciais @ manutencédo da tolerancia
imunoldgica durante a gestacdo (CHATERJEE et al., 2014).

A IL-12 pro-inflamatéria € responsavel por mediar varias atividades
biolégicas em células T humanas e NK, bloguear os anticorpos anti-TNF-q,
aumentar a sintese de IFN-y em linfocitos periféricos, incrementando a
citotoxicidade mediada por células e efeitos mitogénicos com células T em
repouso (LANGRISH et al., 2004).

A IL-12 pode induzir agBes pro-inflamatorias na fémea, relacionando-se
aos possiveis efeitos nocivos na gestacdo (REINA et al., 2004). Ainda,
encontra-se um aumento da IL-12 no fluido cervicovaginal materno de
mulheres, em partos prematuros (DUBICKE et al., 2010), placenta (EL-SHAZLY
et al., 2004) e liquido amniotico (LEMANCEWICZ et al., 2001). No entanto, em
estudo que investigou efeitos maternos e fetais da administracdo exdégena de
IL-12 sobre desempenho reprodutivo, toxicidade do embrido e desenvolvimento
fetal e toxicidade materna, em fémeas de camundongos ICR (CD-1), durante o
periodo pré- e peri-implantagdo (segundo e sexto dias gestacionais), Reina et
al. (2004) observaram que essa citocina ndo exerceu efeitos adversos sobre o
desempenho reprodutivo de fémeas tratadas com 10 pg/kg/dia, induzindo
discreta acao prejudicial nas maes, com maior ganho de peso corporal e menor

consumo de agua e alimentos, e reducdo no niumero do mesoderma paraxial
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segmentado (somitos) nos embribes, porém, sem apresentar diferencas nos
parametros de desenvolvimento ao nascimento entre 0s grupos, indicando que
essas alteracdes possam ser transitérias.

Por outro lado, a IL-12 regula a citotoxicidade das células
mononucleares deciduais (SUGITA et al.,, 2003), atua como co-estimuladora
em aumentar a producéo de IL-2, TNF-a e IFN-y (ORSI et al., 2006), ou seja,
apresenta papel crucial em regular a funcao placentaria no final da gestacao.

O fator de necrose tumoral (TNF-a) € uma citocina proé-inflamatoria,
multifuncional, secretada principalmente pelos mondécitos/macrofagos, que
possui efeitos sobre metabolismo lipidico, coagulacao, resisténcia a insulina e
funcBes endoteliais (MAHDI, 2011). Esta relacionado a alguns processos
fisiolégicos que controlam a inflamacdo, respostas antitumorais e a
homeostase do sistema imunolégico (AGARWAL, 2003; CROFT, 2009),
apresentando atividade protetora contra patdgenos, os quais podem induzir
morte de células infectadas (MEHTA et al., 2016). Atua, também, nos tecidos
sobre as células estruturais, dentre eles fibroblastos e células epiteliais,
controlando a atividade inflamatéria. Estas acbes sdo amplamente mediadas
pelo receptor de TNF-1 (TNFR1, p55) (KOLLIAS E KONTOYIANNIS, 2002;
CLARK et al., 2005; SFIKAKIS, 2010), o qual é expresso por quase todos 0s
tipos celulares, sugerido como sendo o principal receptor soltvel para TNF-a
(MEHTA et al., 2016).

O TNF-a desempenha um papel essencial no desenvolvimento folicular
do ovario (JIANG et al., 2003), esteroidogénese (HALES et al., 1994; SASSON
et al., 2002), ovulacdo (HALES et al., 1994; BRANNSTROM et al., 1995),
lutedlise (ABDO et al, 2003) e atresia folicular (MORRISON E
MARCINKIEWICZ, 2002; CUI et al.,, 2011; YAMAMOTO et al., 2015). No
ovario, é encontrado em ceélulas ovarianas e no fluido folicular de varias
espécies, dentre elas roedores, animais domésticos e humanos e, em algumas
destas espécies, em odcitos, células da granulosa e da teca, células luteais e
endoteliais, macréfagos e no CL (TERRANOVA, 1997; SAKUMOTO E OKUDA,
2004; WIJAYAGUNAWARDANE E MIYAMOTO, 2004; ORSI et al.,, 2007),
sendo secretado em grandes quantidades pelos macréfagos e neutrofilos

ativados e por células ndo imunes (células endoteliais e fibroblastos)
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(TERRANOVA, 1997; TERRANOVA E RICE, 1997; SOUZA E URIBE-
VELASQUEZ, 2008).

O TNF-a gerado das células endoteliais dos foliculos pré-ovulatérios de
ovinos, possui papel determinante na fragilidade e ruptura da parede folicular
ovariana, atuando como um importante fator inflamatorio que desencadeia a
ovulagdo (SOUZA E URIBE-VELASQUEZ, 2008; YAMAMOTO et al., 2015),
fato observado em estudo realizado por Murdoch et al. (1997), os quais
localizaram esta citocina em células endoteliais de foliculos ovarianos pré-
ovulatorios de ovelhas, sugerindo sua liberacdo na area da ruptura folicular,
dado que a injecao intrafolicular de anti-soro TNF-a bloqueou a ovulacéo nesta
espécie.

Abortos espontaneos recorrentes, falhas reprodutivas (EL-FAR et al.,
2009), complicacdes gestacionais e partos prematuros (ZENCLUSSEN et al.,
2003) em mulheres, estdo associados a niveis séricos aumentados de TNF-a
(EL-FAR et al., 2009), sugerindo processos tromboticos/inflamatorios em vasos
sanguineos uteroplacentarios maternos por ativacdo de fatores pro-
coagulantes endoteliais (MAHDI, 2011). A concentracdo de TNF-a & baixa
durante quase toda a gestacdo, fato ocasionado pelo ambiente hormonal
uterino, pois sua liberacdo € inversamente proporcional a progesterona sérica
em fémeas de camundongos (HIRABAYASHI et al., 1999). Portanto, durante a
implantacdo embrionaria e o terco final da gestacdo, os niveis de TNF-a séo
menores (ORSI et al., 2006), mesmo que ele seja responsavel por promover a
angiogénese (GARDINER et al., 2005), de forma que, elevados niveis dessa
citocina ocorrem proximo ao parto (ATHANASSAKIS E ICONOMIDOU, 1996),
devido a inducdo da sintese de metaloproteinases, responsaveis pela
preparacdo do trabalho de parto (VADILLO-ORTEGA E ESTRADA-
GUTIERREZ, 2005).

O interferon gama (IFN-y) é uma glicoproteina pré-inflamatéria secretada
por células T e NK, em resposta a uma variedade de estimulos, que possui
efeitos multiplos e pleiotréficos em células imunes e ndo imunes, incluindo a
capacidade de inibir a proliferacdo de células Th2 e induzir a mudanca de
classe das imunoglobulinas, promovendo, assim, a producdo de IgG2a
(OPPENHEIM, 2014). Durante a resposta imune, sua producao resulta na
expansdo de células Thl e promoc¢do da morte de macréfagos em resposta
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aos micro-organismos e parasitas intracelulares, além de induzir ou regular
positivamente a expressao do complexo maior de histocompatibilidade (MHC)
de classe Il nas células imunes e ndo imunes, em um efeito que pode contribuir
para a patogénese da autoimunidade (RUS E VIA, 2007; OPPENHEIM, 2014).

Os IFNs conduzem interacbes essenciais no utero ao longo do
estabelecimento da gestacao e sdo expressos em primatas, roedores e animais
ungulados durante o periodo peri-implantacdo (BAZER et al., 2009). Em niveis
fisioloégicos, o IFN-y € essencial a angiogénese e remodelacdo dos vasos
uterinos, garantindo o sucesso da implantacdo; porém, em quantidades
aumentadas, em mulheres e vacas, esta relacionado a varias complicacdes
gestacionais, principalmente a perda fetal e pré-eclampsia (MURPHY et al.,
2009).

Em gestacdes normais de roedores, durante a implantacdo embrionaria,
o IFN-y auxilia no remodelamento vascular endometrial, angiogénese nos
locais de implantagdo e manutencdo de componentes da placenta (MURPHY et
al., 2009); no entanto, quando sua producdo é exacerbada, € prejudicial a
sobrevivéncia do embrido (ROBERTSON et al., 2018). Em fémeas de
camundongos, o0s niveis fisiologicos do IFN-y sao essenciais para o
desenvolvimento decidual e remodelamento arterial gestacional, de forma que,
o tratamento de destas fémeas prenhes e que ndo possuem 6rgédos linfoides
com IFN-y recombinante de camundongo, conduziu morfologia normal em suas
artérias deciduas e espirais (MURPHY et al., 2009). Ainda, a administracao de
IFN-y, em células epiteliais do trato reprodutivo de camundongos e humanos,
levou a inibicAo da secrecdo de uma citocina essencial na promocédo do
crescimento e diferenciacdo do blastocisto, o fator estimulador de granul6citos
e macrofagos (GM-CSF) (GLYNN et al., 2004).

Quimiocinas ou citocinas quimiotaticas sao pequenas proteinas de
ligacdo a heparina, constituindo a familia de peptideos, com cerca de 60-100
aminoacidos, estruturalmente relacionados as citocinas, cuja principal funcéo é
regular o trafego das células (DESHMANE et al., 2009). As quimiocinas podem
ser classificadas em quatro subfamilias, com base no numero e localizacao de
cisteina no N terminal da molécula, sendo denominadas CXC, CC, CX3C e C,

conforme a nomenclatura sistematica (ROLLINS, 1997).
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A proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1/CCL2) é uma pequena
citocina proé-inflamatéria, membro da familia de quimiocinas CC e potente fator
quimiotatico e ativador de mondcitos, sendo produzida por diversos tipos
celulares, incluindo células endoteliais, epiteliais, fibroblastos, musculares lisas,
monociticas e, principalmente, pelos mondcitos/macrofagos (ZHANG E AN,
2007; SOMMER E WHITE, 2010). A MCP-1 é uma das quimiocinas mais
estudadas e parece ser potencialmente importante em auxiliar no tratamento
de diversas doencas, incluindo esclerose multipla (SORENSEN et al., 2004),
artrite reumatoide (HAYASHIDA et al., 2001), aterosclerose (KUSANO et al.,
2004) e diabetes melito (SARTIPY E LOSKUTOFF, 2003), atuando na
regulacdo da migracdo e infiltragcdo de mondcitos, basdfilos, linfocitos T e
células NK em vérios tecidos, inclusive nos ovarios (DESHMANE et al., 2009).

Em vacas, os macrofagos estdo envolvidos na destruicdo do tecido
luteal durante a lutedlise, e sugeriu-se que a MCP-1 possa controlar o influxo
de macréfagos no CL desta espécie (PENNY et al., 1998). A MCP-1 também
foi descrita nas células luteais suinas (HOSANG et al., 1994), e sua expressao
aumentada € observada no CL de ratas antes do influxo de
monadcitos/macrofagos no estégio luteal tardio e na regressédo induzida pela
prolactina (BOWEN et al., 1996; TOWNSON et al., 1996).

Nas mulheres, os niveis fisiolégicos de MCP-1 sdo temporariamente
elevados no liquido folicular periovulatério e nas células do estroma ovariano
durante o processo ovulatorio (DAHM-KAHLER et al., 2009), contribuindo para
a ovulacdo. Em contrapartida, na obesidade, os niveis de MCP-1 estéo
excepcionalmente aumentados no tecido adiposo, levando ao recrutamento de
monacitos teciduais (KANDA et al., 2006) e propiciando um baixo estado
inflamatorio crénico, fato confirmado em estudos com animais, nos quais o
RNAmM do MCP-1 é altamente expresso no tecido adiposo de camundongos
geneticamente obesos, quando comparados com ninhadas selvagens
(SARTIPY E LOSKUTOFF, 2003). Estudos adicionais in vitro, destes mesmos
autores, levantam a hipotese de que a MCP-1 pode contribuir para o

desenvolvimento da resisténcia a insulina, induzindo a dislipidemia.
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3.2 Resveratrol

Indmeros compostos apresentam propriedades benéficas a saude,
dentre eles destacam-se os polifendis, por serem um grupo heterogéneo de
substancias quimicas encontrados nas plantas (frutas, verduras e legumes) e
nas bebidas (cha, vinho, cacau e café), os quais apresentam atividade
protetora nas doencas cardiovasculares (HALL, 2003), neurodegenerativas
(SUN et al.,, 2002), e na prevencdo do céancer (LAMBERT et al.,, 2005;
BISHAYEE E DHIR, 2009). Em geral, todos esses beneficios sdo explicados
pelas suas propriedades antioxidantes (FRANKEL et al., 1995), anti-
inflamatorias (HAQQI et al., 1999) e anticancerigenas (YANG et al., 2001).

Dentre os polifendis naturais contidos no vinho, o resveratrol (3,5,4'-
trinidroxiestilbeno) € considerado o composto fendlico de maior eficacia
biolégica (FREMONT, 2000); o mesmo é uma fitoalexina (compostos
quimicos caracterizados pelo baixo peso molecular e pela habilidade de
inibir o progresso de certas infeccbes), pertencente a familia estilbeno,
sintetizado naturalmente na planta nas formas isdmeras, trans e cis-
resveratrol (3,5,4'-trihidroxi- trans-estilbeno e 3,5,4'-trihidroxi- cis-estilbeno —
Figura 1), trans e cis-piceido (trans-resveratrol 3-O-R-glucosideo e cis-
resveratrol 3-O-3-glucosideo) e viniferins (trans-viniferins) (MORENO et al.,
2012; GAMBINI et al., 2015; De VRIES et al., 2018), sendo a forma trans-
resveratrol a mais estdvel do ponto de vista estérico (TRELA E
WATERHOUSE, 1996).
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Figura 1. Estrutura quimica do trans- e cis-Resveratrol.
Fonte: Gambini et al. (2015)



As maiores concentracdes dos compostos polifendlicos da uva se
encontram no peciolo e casca, especialmente nas células epidérmicas e
sementes, com baixa concentracdo na polpa, sendo que a obtencdo de
elevadas concentracbes de resveratrol depende, principalmente, da
variedade e tipo da uva, do grau de infec¢cédo pelo fungo Botrytis cinerea, de
fatores ambientais, do solo e das praticas enoldgicas (INFANTE, 1997;
BAVARESCO, 2003). A biossintese do resveratrol ocorre em concentracdes
sob a qual se encontra a videira na fase de frutificacdo, estimulada pelo
estresse causado pelo ataque fungico, dano mecéanico na uva, ou exposicao
a radiacdo ultravioleta e aos agentes quimicos (PIROLA E FROJDO, 2008;
PAN et al., 2009), sendo desencadeada por um sinal quimico, o qual induz
aumento da expressdo do gene estilbeno sintetase, responsavel pela
formacdo da enzima estilbeno sintetase que, por sua vez, catalisa a reacéo
com alguns substratos presentes nas plantas, originando o resveratrol na
area afetada (SCHRODER et al., 1988; JEANDET et al., 2002). O vinho tinto
(concentracdes de 0,1-14,3 mg/L) é mais rico em resveratrol que o vinho
branco pois, durante a producdo do vinho tinto, partes da uva onde o
resveratrol se concentra sdo maceradas, 0 que nao acontece no vinho
branco (SIEMANN E CREASY, 1992; SOLEAS et al., 1997).

Pesquisas sugerem que a ingestdo de resveratrol tem um efeito
benéfico em mulheres gestantes, fato confirmado em estudo clinico que
avaliou efeitos metabdlicos do resveratrol em mulheres gestantes com
sobrepeso, demonstrando que a suplementacdo de 80 mg de resveratrol
durante 60 dias reduziu a incidéncia de diabetes melito gestacional,
melhorou o perfil lipidico e diminuiu a glicose sanguinea (MALVASI et al.,
2017). Gestantes com quadros de pré-eclampsia que receberam
suplementacdo de 50 mg de resveratrol, tiveram reducdo da pressao arterial
e, quanto maior a dose e o tempo de administracdo, melhor foi o resultado
(DING et al., 2017). Usando amostras de placentas humanas, Lappas et al.
(2011) investigaram os efeitos da incubacéo com resveratrol (50, 100 e 200
pmol/L), na resisténcia a insulina e na inflamacao placentaria associada ao
diabetes melito gestacional, e concluiram que o resveratrol foi capaz de
melhorar a inflamacao placentaria desencadeada pelos lipopolissacarideos,
com diminuicdo de TNF, IL-6 e IL-8. Ainda, Tran et al. (2017) verificaram que
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o tratamento com 200 pmol/L de resveratrol em mulheres gestantes, reduziu
significativamente a secrecdo e a expressao de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-6, IL-1a, IL-1B, IL-8 e MCP-1 no tecido adiposo e na placenta,
sendo capaz de restaurar a sinalizacéo prejudicada da insulina e a atividade
de captacéo da glicose.

Experimentos em humanos e modelos animais mostraram que 0
consumo materno de resveratrol pode melhorar o metabolismo da glicose
quando gestantes e na prole (SZKUDELSKI E SZKUDELSKA, 2015). A
suplementacdo de resveratrol ao longo da gestacdo em primatas nao
humanos reduziu o ganho de peso, melhorou a tolerdncia a glicose e
aumentou o fluxo sanguineo na artéria uterina, além de reduzir a deposicéo
de triglicérides no figado e diminuir a inflamacéo placentaria (ROBERTS et
al., 2014). Ao utilizar um modelo genético de camundongos com diabetes
melito gestacional, Yao et al. (2015) observaram que a ingestao de 10
mg/kg/dia de resveratrol, antes e durante a gestagdo, reduziu
significativamente a hiperglicemia e melhorou a resisténcia a insulina nas
ratas gestantes, além de aumentar a sobrevida fetal e diminuir o peso
corporal da prole ao nascimento.

A ingestdo materna de resveratrol melhora o metabolismo lipidico
das mées e da prole gerada em ratos Wistar, conforme estudo em que o
consumo de resveratrol materno (50 mg/L na agua de beber) durante a
gestacdo e lactacdo reduziu peso corporal, nivel sérico de leptina e peso do
tecido adiposo visceral e subcutaneo, sendo que a prole feminina foi mais
afetada, indicando um impacto positivo do dimorfismo sexual (ROS et al.,
2017). Ainda, Franco et al. (2016) concluiram que a ingestdo materna de 30
mg/kg/dia de resveratrol diminuiu o peso corporal e a massa gorda na prole
gerada, além de reverter a hiperleptinemia e melhorar a sinalizacdo da
leptina hipotalamica. Em roedores, a administracdo de 100 mg/kg de
resveratrol, do terceiro ao décimo segundo dias de desenvolvimento
embrionario, em ratas gestantes diabéticas, preveniu a ocorréncia de
estresse oxidativo e apoptose nos embrides e diminuiu 0s niveis de
colesterol (41,74%) e triglicérides (60,64%) nas mées (SINGH et al., 2011).
O resveratrol reduziu o ganho de peso corporal, a porcentagem de gordura
intra-abdominal, os triglicérides séricos, o colesterol e os &cidos graxos livres
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em animais de laboratério alimentados com uma dieta rica em gordura
(RIVERA et al., 2009; SHARMA et al., 2017).

A ingestdo materna de resveratrol durante a gestacdo acarreta
beneficios a mée e a prole gerada em mamiferos, mas 0os mecanismos
fisiolégicos envolvidos nestes efeitos ainda ndo sao claros, e acredita-se que
a programacédo do desenvolvimento fetal possa ser um dos mecanismos que
elucide a relagdo entre nutricho materna e saude metabdlica da prole
(COSTA-SILVA et al., 2016). Dentre estes, as propriedades anti-
inflamatorias (OLIVEIRA et al., 2017) e antioxidantes (TRUONG et al., 2017)
do resveratrol podem diminuir a reacdo inflamatdria na placenta e normalizar
0 nivel de estresse oxidativo embrionario (ROBERTS et al., 2014). Outro
possivel mecanismo € a modificacdo epigenética (ESTAMPADOR E
FRANKS, 2014), jA que pode haver uma ligagcdo entre a nutricdo nos
primeiros anos de vida e a saude cardiometabodlica no individuo adulto
(ZHENG et al., 2014; XIAO E ZHENG, 2014).

Dentre os fatores estressores que promovem a restricdo do crescimento
intauterino e aumentam as chances de doencas cardiovasculares na prole
estdo a presenca de hipdoxia materna (MORTON et al.,, 2010; RUEDA-
CLAUSEN et al., 2011a) e a sindrome metabdlica (RUEDA-CLAUSEN et al.,
2011b). A suplementacdo com 4 g/kg de resveratrol adicionado a racdo, em
fémeas gestantes de roedores submetidas a hip6xia pré-natal, revelou que a
hipoxia causou uma queda na ingestdo alimentar e diminuiu o ganho de peso
das maes; no entanto, foi possivel detectar o resveratrol no plasma das maes
hipoéxicas e de seus fetos, indicando que o0 mesmo é capaz de atravessar a
placenta e afetar diretamente o feto (BOURQUE et al, 2012). Em
conformidade, Jang et al. (2008) mostraram que o resveratrol € benéfico contra
a malformacédo embrionaria induzida pelo diabetes, acreditando também que o
resveratrol atravessa a barreira placentaria.

O resveratrol também atua retardando o inicio e o progresso de varias
doencas (BERMAN et al., 2017), através de diferentes recursos, dentre eles, a
ativacdo da enzima sirtuina 1 (SIRT1), que atua na coordenacdo de diversos
fatores transcricionais, afetando metabolismo, resisténcia ao estresse,
sobrevivéncia, senescéncia celular, funcdo imune da inflamacao, funcdes
endoteliais e ritmos circadianos (PIROLA E FRONJO, 2008). Deste modo, o
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resveratrol intervém no controle metabolico anormal, inflamacéo, e defeitos do
ciclo celular e apoptose ao atuar sobre a SIRT1 (YU et al., 2012; BERMAN et
al., 2017).

O resveratrol protege a funcdo mitocondrial pela ativacédo do gene SIRT1
no ovario, o qual encontra-se nas células da granulosa, células do cumulus e
oocitos (MORITA et al.,, 2012; WANG et al., 2014). Kong et al. (2011), ao
avaliarem o efeito do resveratrol no ovario de ratas em diferentes faixas etéarias,
constataram aumento significativo do namero total de odcitos, diminuicdo do
namero de foliculos atrésicos e inibicdo da apoptose. Ainda, Liu et al. (2013),
ao verificarem o efeito do resveratrol sobre o aumento da infertilidade
associada a idade em fémeas de camundongos, concluiram que o mesmo
protege a fertiidade de fémeas contra as mudancas relacionadas ao
envelhecimento e possibilita 0 aumento do nimero de foliculos saudaveis e da
quantidade e qualidade dos odcitos.

Esse polifenol € um nutracéutico que tem atraido atencéo de diferentes
pesquisadores devido ao seu potencial farmacoldgico para o tratamento das
mais diferentes enfermidades (BERMAN et al., 2017).

3.3 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina — Figura 2) € uma
indolamina, sintetizada a partir do aminoacido essencial triptofano, que é
transformado, inicialmente, em 5-hidroxitriptofano pela enzima triptofano
hidroxilase 1, que passa por uma descarboxilacdo subsequente, catalisada
pela descarboxilase de 1-aminoacidos aromaticos, resultando na serotonina
(5-hidroxitriptamina). Esta, por sua vez, € acetilada pela reacdo da enzima
aril-alquilamina N-acetiltransferase e convertida em N-acetilserotonina, a
qual possui o grupamento hidroxila trocado por metil pela acdo da hidroxi-
indol-O-metiltransferase, culminando na formacg&o da melatonina (CIPOLLA-
NETO et al., 1999; AMARAL, 2009; CHABRA et al., 2014).
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Figura 2. Estrutura quimica da melatonina.
Fonte: Chabra et al. (2014)

Suas principais vias de metabolizacdo ocorrem no figado e no cérebro.
No figado, a melatonina é hidroxilada, formando 6-hidroximelatonina, evoluindo
para uma conjugagdo com sulfato ou glucoronato, sendo posteriormente
excretada na urina sob a forma de 6-sulfatoximelatonina, que é a forma mais
estavel e de facil avaliacdo pela determinacdo urinaria. No cérebro, a
melatonina € convertida em N-acetil-2-formilmetoxiquinurenamina, que sofre
transformacdo imediata a N-acetil-5-metoxiurenamina (MACCHI E BRUCE,
2004; CLAUSTRAT et al., 2005).

A melatonina € uma molécula anfifilica e de pequeno tamanho, que
atravessa facilmente todas as barreiras morfologicas, sendo capaz de reduzir o
dano oxidativo em toda a célula (REITER et al., 2013), além de possuir a
capacidade de se difundir igualmente em meios lipofilicos e hidrofilicos, sendo
transportada no plasma, principalmente ligada a albumina, com vida média de
30 a 60 minutos (MAGANHIN et al., 2008). Esta presente em quase todos o0s
organismos, dentre eles algas, bactérias, fungos, plantas e animais (TAN et al.,
2012; ZHAO et al., 2013), sendo produzida principalmente na glandula pineal,
como, também, em menor quantidade em muitos érgaos, tecidos e células, tais
como retina, glandula lacrimal extra-orbitaria, cérebro, medula espinhal, trato
gastrointestinal, testiculos e ovarios, linfécitos e pele (HUETHER, 1993; ITOH
et al., 1999; REITER et al., 2013), os quais contribuem, de forma paracrina,
para a regulacdo de processos fisiolégicos locais (REITER et al., 2014b; HE et
al., 2015).

No século XVII, a pineal foi descrita como o “centro da alma”, localizada

entre os dois hemisférios cerebrais, sendo inervada pelo sistema nervoso
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autbnomo, o qual emerge do ganglio cervical superior e recebe sinais da
medula espinhal. A sincronizacdo e efeitos de entrada da melatonina na
corrente sanguinea sdo mediados por um pigmento sensivel a luz azul, a
melanopsina, que reside nas células ganglionares da retina, as quais projetam-
se para o sistema nervoso central via trato retino-hipotalamico (HATTAR et al.,
2002; PFEFFER et al., 2018). Os nucleos supraquiasmaticos hipotalamicos
recebem informagdes sobre a iluminacdo ambiental, as quais sao enviadas
através do nervo o6ptico, passando pelas fibras pré-ganglionares da medula
espinhal, ganglio cervical superior, causando liberacdo de noradrenalina dos
terminais nervosos simpéticos pos-ganglionares, e chegando até a glandula
pineal (LEMOS, 2013), controlando a atividade neural sobre o comprimento do
periodo escuro diario, essencial para o sono (REITER, 1993; CIPOLLA-NETO
E AFECHE, 2008).

A melatonina atua, além da regulagéo da estacionalidade reprodutiva em
animais sazonais (ANISOMOV, 2003; BERGER, 2008; REVEL et al., 2009;
TEIXEIRA et al.,, 2004), também na regulacdo da temperatura corporal, no
controle do comportamento sexual em hamsters, equinos, ovinos, caprinos,
veados (TAMURA et al., 2009; TAN et al., 2010) e na atividade esteroidogénica
gonadal (WOO et al., 2001). Além disso, ela exerce diversas funcdes nos seres
Vivos, tais como atuagcao neuroprotetora, através de sua atividade antioxidante,
tanto da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS) (SILVA et al., 2011; TAN et al., 2013; CEBRIAN-PEREZ et al., 2014;
REITER et al., 2014a; KUMAR et al., 2015), como na inibicdo de enzimas pro-
oxidantes e de citocinas pro-inflamatorias (RODRIGUEZ et al., 2007;
KORKMAZ et al., 2009; CHAHBOUNI et al., 2010). Age sinergicamente com
outras moléculas a fim de mobilizar mecanismos reparadores do DNA e regular
o processo de apoptose celular (MAYO et al., 1998), além de sua acgéo
regulatoria sobre diversas enzimas, controlando também o metabolismo
oxidativo e o transporte intra-mitocondrial de elétrons (REITER et al., 2004). O
papel da melatonina tem sido envolvido nas alteracbes epigenéticas e no
estresse oxidativo associados a programacédo fetal (KORKMAZ E REITER,
2008; KORKMAZ et al., 2012; LUO et al., 2006).

A passagem da melatonina materna através da placenta (OKATANI et
al., 1998; RICHTER et al., 2009; CHEN et al., 2013) expde o feto a um ritmo
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diario de melatonina de baixas concentracfes durante o dia e altas
concentracbes a noite; portanto, inicialmente, a melatonina esta envolvida na
inducdo da ritmicidade circadiana dos Orgdos fetais, demonstrando sua
capacidade de promover o desenvolvimento embrionario em diferentes
espécies (YELLON E LONGO,1988; MCMILLEN E NOWAK, 1989). Este fato
foi confirmado quando embrides de camundongos cultivados em meio
contendo melatonina, tiveram aumento das taxas de desenvolvimento dos
blastocistos (ISHIZUKA et al., 2000). Além disso, a melatonina tem um papel
benéfico no desenvolvimento in vitro de embrides de roedores em estagio de
duas células (TIAN et al.,, 2010) e auxilia na maturacdo de blastocistos de
bovinos (SAMPAIO et al., 2012).

De fato, os receptores de membrana e nucleares da melatonina, estao
presentes nos ovarios de mamiferos, tanto em células da teca quanto
granulosas, em foliculos maturos e no CL, indicando que a melatonina age
diretamente na fisiologia ovariana (YONEI et al., 2010). Ainda, como a
melatonina atravessa facilmente a placenta e a barreira hematoencefalica fetal,
ela desempenha um papel fundamental no desenvolvimento dos 6rgaos fetais
e na vida extra-uterina, podendo, inclusive, reverter os efeitos da programacao
fetal associados a gestacbes comprometidas pelo estresse oxidativo (CHEN et
al., 2013).

Sandyk et al. (1992) encontraram relacdo entre melatonina e a
prevencdo do aborto espontaneo, devido ao seu papel em reduzir as
contragdes uterinas, diminuir a producdo de prostaglandinas e prevenir a
rejeicdo imunoldgica do trofoblasto, estimulando, assim, a producdo de
progesterona. Conforme Matsuzuka et al. (2005), a administracdo de
melatonina em ratas pode reduzir a morte embrionaria. Portanto, a melatonina
materna desempenha um papel fundamental na modulacdo de importantes
funcbes na fisiologia, regulacdo do desenvolvimento dos 6rgdos fetais e na
prevencdo da perda gestacional, que possuem vital importancia na adaptacéo
bem-sucedida do recém-nascido a vida extrauterina (TORRES-FARFAN et al.,

2008), ja que foram identificados receptores de melatonina em tecidos fetais de
hamsters Siberianos (RIVKEES E REPPERT, 1991), ovinos (HELLIWELL E


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2538916/#b15

32

WILLIAMS, 1994), humanos (THOMAS et al., 2002) e ratos (JIMENEZ-JORGE
et al., 2005).

Evidéncias diretas comprovam a acdo da melatonina sobre a funcgao
ovariana em ratas e mulheres, dentre elas na modulacédo da esteroidogénese
ovariana (MASANA et al., 2005), especialmente na producédo da progesterona
(ADRIAENS et al., 2006). Pesquisas demonstram que 0s niveis de melatonina
no fluido folicular séo diretamente proporcionais ao crescimento folicular, e
inversamente relacionados aos altos niveis de ROS gerados durante o periodo
de maturacéo folicular, também referentes as propriedades antioxidantes da
melatonina (TAMURA et al., 2012). A melatonina tem um efeito inibitério sobre
o fator de transcricdo nuclear Kappa-B (NK-kB), representando um importante
mecanismo de protecdo celular contra a inflamagédo e a producdo de ROS
induzida pela inflamacdo, além de inibir outras vias imune-inflamatorias
(MAJIDINIA et al., 2018).

Em testes de toxicidade, a melatonina ndo demonstrou efeitos
prejudiciais no desenvolvimento dos embrides de camundongos e de ratos
(CHAN E NG, 1994; MCELHINNY et al., 1996). Em ratas prenhes, a
administracdo de altas doses de melatonina (200 mg/kg/dia) do sexto ao
décimo nono dias de gestacdo, ndo afetou negativamente o desenvolvimento
da prole gerada (JAHNKE et al., 1999). Além disso, segundo Sadowsky et al.
(1991), altas doses de melatonina ndo mostraram efeito negativo aparente no
bem-estar fetal ou materno e ndo afetaram a atividade miometrial durante o
final da gestacdo; porém, a melatonina inibe a atividade das prostaglandina
sintases, as quais tém importantes funcdes circulatérias e enddcrinas no feto
(LEACH E THORBURN, 1980).

Ratos pinealectomizados desenvolvem resisténcia insulinica em
adipdcitos e células musculares, a qual depende da reducdo da sintese dos
transportadores de glicose do tipo GLUT4, e a reposicdo da melatonina
restaura o conteudo desse transportador no tecido adiposo (SCALERA et al.,
1990; SERAPHI et al.,, 2000). Em conformidade, pesquisadores encontraram
alteracdes morfologicas e morfométricas nas células 3 produtoras de insulina
no pancreas em ratos pinealectomizados, demonstrando a importancia da
melatonina na resisténcia a insulina (DE LIMA et al.,, 2001). Desta forma,

acredita-se que a melatonina também interfere indiretamente na funcéo
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ovariana, devido ao disturbio enddcrino relacionado a hiperinsulinemia e aos
fatores insulinéides (LUBOSHITZKY et al., 2001).

A supresséao do ritmo circadiano da melatonina plasmética materna pela
exposicao continua a luz, durante a segunda metade da gestacdo em fémeas
de ratos, mostrou varios efeitos sobre o desenvolvimento fetal (VOICULESCU
et al., 2014). Os resultados de Mendez et al. (2012) demonstraram,
primeiramente, indugao do retardo do crescimento uterino e, em segundo lugar,
a suprarrenal fetal in vivo afetou significamente a expressdo do RNAm dos
genes que controlam o ritmo circadiano, bem como reduziu o conteudo e
modificou o ritmo de secrecdo da corticosterona, mas todas essas mudancas
foram revertidas quando a mée recebeu doses diarias de melatonina durante a
noite.

A funcdo da melatonina no sistema genital feminino em mulheres esta
diretamente relacionada as goénadas, conforme a identificacdo de sitios de
ligacdo da melatonina durante o inicio gestacional (TAMURA et al., 2008) e da
caracterizacdo do receptor de melatonina em ovarios de ratas (DUBOCOVICH
et al., 2003), demonstrando sua importancia no desenvolvimento normal e na
funcdo placentéria. Pesquisadores observaram altas concentracbes de
melatonina no liquido do foliculo pré-ovulatério (RONNBERG et al., 1990) e de
seus receptores, seja do tipo | (MT1) e do tipo Il (MT2) nos foliculos ovarianos
humanos (VIJAYALAXMI et al., 2002). Além disso, alteragcbes nos niveis
séricos de melatonina estdo relacionados com distarbios da ovulagdo em
mulheres (LUBOSHITZKY et al., 2003) e ratas (DAIR et al., 2008).

3.4 Perfil lipidico nareproducao da fémea

Os lipideos sdo moléculas hidrofobicas com diversas fungdes
bioldgicas, que incluem servir como uma rica fonte de energia, atuar como
mediadores de sinalizacdo celular, e participar na formacao da membrana das
organelas (DUNNING et al., 2014), sendo importantes para a maturacdo do
oocito e para o inicio do desenvolvimento embrionario, especialmente em
animais de producdo (MCKEEGAN E STURMEY, 2011; LEESE, 2012). Séo
necessarios também, para a sintese de horménios esterdides e desempenham

importantes papéis no desenvolvimento do cérebro e em vias de sinalizacédo
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cerebrais (WILLNOW et al., 2007; SELI et al., 2014), as quais s&o
indispensaveis a uma variedade de processos como embriogénese,
homeostasia de tecidos adultos, restauracdo em processos inflamatorios
cronicos e carcinogénese (YOSHIMOTO, 2011).

Em camundongos, 0s odcitos regulam de forma positiva a expresséo
de enzimas necessarias a -oxidacao durante sua maturacdo (DUNNING et al.,
2010; SELI et al., 2014). A B-oxidacdo, que ocorre na matriz mitocondrial, é
responsavel pelo catabolismo dos &cidos graxos de cadeia longa para produzir
ATP (DUNNING et al., 2014). A ablacdo do Acoxl (gene responsavel pela B-
oxidacgdo), levou a esterilidade em fémeas de camundongos, além de estar
associada a ovéarios menores (FAN et al, 1996), porém 0 mecanismo
fisiolégico que relaciona o Acoxl a esterilidade feminina, ainda nédo foi
elucidado (DUNNING et al., 2014). Ja em bovinos e suinos, 0s o0citos
consomem triglicérides (FERGUSON E LEESE, 1999; STURMEY E LEESE,
2003; SELI et al., 2014). Esses processos consomem muita energia para
geracdo de ATP e, para que ocorra um desenvolvimento oocitario adequado,
sao necessarios altos niveis de ATP intracelular (VAN BLERKOM et al., 1995);
logo, o0 substrato energético proveniente do fluido folicular e do complexo
cumulus-odcito (CCO), seguramente, contribui para a qualidade do odcito
formado (DUNNING et al., 2014).

Os o6citos sdo células que armazenam grandes quantidades de
lipidios e, durante a maturacdo oocitaria, os depdsitos intracelulares lipidicos
sofrem intensas mudancas, como ocorre no odcito suino, em que as goticulas
lipidicas tém acentuada distribuicdo periférica apdés a maturacdo in vitro
(STURMEY et al., 2006). Em bovinos, os odcitos exibem um pequeno, mas
significante, aumento no numero de goticulas lipidicas (AARDEMA et al.,
2011). Em odcitos de ratos, as goticulas lipidicas sofrem uma reorganizacao
estrutural, agregando-se centralmente durante a maturacao in vitro (YANG et
al., 2010) e in vivo (WOOD et al., 2008; WU et al., 2010). Acredita-se que, em
condicdes fisiolégicas, o conteudo lipidico possa influenciar a competéncia de
desenvolvimento embrionario do oocito e a fertilidade, como ocorre nos
camundongos, em que uma pobre competéncia de desenvolvimento
embrionério se manifesta com menos goticulas lipidicas em relagédo aos odécitos
bem desenvolvidos (KIM et al., 2001; MONTI et al., 2013). Estas varia¢gdes no
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conteudo lipidico dos odcitos, nas diferentes espécies, ocorrem devido aos
distintos parametros fisioldgicos durante o inicio do desenvolvimento
embrionario e, certamente, os acidos graxos de cadeia longa predominantes
nos oocitos de mamiferos, por serem ricos em energia, podem influenciar a
integridade e fluidez da membrana celular (ZHANG et al., 2012).

Pouco se sabe sobre o metabolismo lipidico no desenvolvimento
embrionério (SELI et al.,, 2014), pois a maior parte dos trabalhos esti
relacionada a sua importancia apos a implantacdo (WOOLLETT, 2008; SELI et
al., 2014).

O colesterol € um lipideo que atua como precursor dos horménios
estedides, sendo considerado a principal fonte de substrato para a
esteroidogénese, além de ser essencial a funcdo gonadal (LOBOCCARO et al.,
2013) e a sintese da membrana de células em proliferacdo (WILLNOW et al.,
2007; WOOLLETT, 2008). Ainda, € primordial & maturacao folicular ovariana,
sendo necessaria a sintese de altas concentracfes desses esterdides pelas
células da teca e da granulosa ou o transporte do colesterol para as células
foliculares (VAN MONFOORT et al., 2014). O colesterol € insollavel em agua,
sendo transportado pelo sangue nas particulas de lipoproteinas, isto é,
lipoproteinas de alta densidade (HDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
e lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) (JASPARD et al., 1997;
ANNEMA E TIETGE, 2012; DUNNING et al., 2014).

Sob o controle do horménio luteinizante (LH), no foliculo ovariano o
colesterol é convertido em androstenediona e testosterona que, pela acdo do
horménio foliculo estimulante (FSH), é convertida em estrogeno, primordial
para prevenir a atresia folicular (ERICKSON E SCHREIBER, 2001). O
colesterol também € necessario para a producdo de progesterona, a qual &
essencial a manutencéo inicial da gestacao, ja que, apos a ovulagéo, as células
da teca e da granulosa se diferenciam em células luteinizadas do CL
(CHRISTENSON E DEVOTO, 2003).

As particulas de HDL e LDL desempenham importantes fungbes na
esteroidogénese das células da teca e da granulosa, servindo como fonte
predominante de colesterol (HUGHES et al., 2011), o qual provém de varios
mecanismos, dentre eles a absorcdo seletiva, endocitose mediada por
receptores, utilizagdo de colesterol da membrana plasmatica e do
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armazenamento de goticulas lipidicas intracelulares (FUJIMOTO et al., 2010).
Além disso, o HDL fornece nutrientes lipidicos as células do cumulus foliculares
e aos o0citos para a sintese da membrana, producdo local de hormdnios
esterdides e outros processos essenciais a maturacado do oécito (DUNNING et
al., 2014). Pode, também, ter um papel no efluxo de colesterol das células do
oocito e do cumulus, participando, assim, da manutencéo do equilibrio celular
do colesterol (ROTHBLAT et al.,, 1999). Portanto, qualquer anormalidade no
metabolismo do HDL que afete sua estrutura, composicdo e funcdo, pode
comprometer a fertilidade feminina (MIETTINEN et al., 2001). Ainda, o aumento
do HDL no fluido folicular humano esta associado a uma baixa fragmentacéo
embrionéria, sugerindo um papel crioprotetor no od6cito (BROWNE et al., 2008,
2009). Portanto, acredita-se que, em mamiferos, o HDL seja a Unica
lipoproteina presente em quantidade substancial no fluido folicular devido a
porosidade da membrana basal do foliculo, que € permeavel as suas proteinas
séricas de pequeno tamanho (SHALGI et al., 1973; LE GEOFF, 1994).

A conhecida “Dieta do Mediterraneo” (rica em frutas, vegetais e 6leos
insaturados), ingerida na pré-concepcdo, pode incrementar o sucesso da
fertilizacdo in vitro (FIV), segundo estudo em que houve o aumento da
probabilidade de gestacdo em mulheres ap6s a FIV (VUIKOVIC et al., 2010;
TWIGT et al, 2012). Sob outra perspectiva, Mortensen et al. (2012)
demonstraram que a nutricdo pré-concepcional pode influenciar caracteristicas
corporais na prole, e ffmeas de camundongos alimentadas com uma dieta de
baixa proteina por oito semanas antes da concepc¢do, tiveram filhotes com
aumento no depdsito de gordura e alteragcbes nas dimensdes do sistema
digestivo. A proteina dietética em ratos, durante a gestacao ou lactacdo, afeta
as concentracdes plasmaticas de colesterol e triacilglicerdis na prole, pois os
estagios pré e poés-natal sdo periodos sensiveis para a programacao
nutricional (OZANNE et al., 2004). Porém, ainda ndo ha um consenso se a
dieta realmente influencia o metabolismo do colesterol nos foliculos ao ponto
de afetar a fertilidade, mas ja se sabe que os niveis de colesterol e HDL, no
soro, sdo semelhantes aos encontrados no fluido folicular, mesmo que em
menores concentragdes (VALCKX et al., 2012).

Existe uma alta concentracdo de lipoproteinas, triglicérides e acidos

graxos livres no fluido folicular; no entanto, ndo se sabe até que ponto o
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metabolismo desses lipideos no liquido folicular fornece ATP para as células do
cumulus e/ou odcito (DUNNING et al., 2014). Em contrapartida, alguns autores
relataram que a composicdo de acidos graxos no fluido folicular difere da
encontrada no plasma e que, no caso do foliculo, depende, principalmente, da
atividade estrogénica (RENAVILLE et al., 2010; ATANASQOV et al., 2016).
Efetivamente, os foliculos possuem seu préprio metabolismo e composicédo
lipidica, ndo retratando, obrigatoriamente, a composicdo plasmética (BENDER
et al., 2010; ATANASOV et al., 2016). Provavelmente, as alteracdes nos niveis
de 4&acidos graxos celulares causam modificacbes nas membranas,
influenciando sua fluidez, e a exposicao excessiva a gordura saturada dietética
associa-se ao dano mitocondrial nos odcitos, o qual esta relacionado a inducao
do estresse oxidativo (IGOSHEVA et al.,, 2010) e ao estresse do reticulo
endoplasmatico (WU et al., 2012).

Possivelmente, as células do cumulus influenciem diretamente os
niveis de triglicérides e/ou deposi¢cdo de acidos graxos no odcito, de forma
semelhante ao que ocorre com o colesterol (SU et al., 2008). Em conformidade,
observou-se que a maturacdo in vitro de o0d0citos bovinos na auséncia de
células do cumulus, resultou em diminuicéo intracelular no armazenamento de
lipidios (AUCLAIR et al., 2013), propondo que, na auséncia de metabdlitos
fornecidos pelas células do cumulus, o0 odcito apresenta menor capacidade de
armazenamento lipidico (DUNNING et al., 2014).

E comprovado que o declinio da fertilidade feminina esta relacionado a
idade e & obesidade (MCEVOY et al., 2000; PURCELL E MOLEY, 2011), como
também ao envelhecimento referente as mudancas nos perfis dos &cidos
graxos, assim como na modificacdo de enzimas-chave do metabolismo lipidico
(MCEVOY et al., 2000; DUA et al., 2013). Odcitos envelhecidos de varias
espécies apresentam reduzida capacidade de bloqueio espermatico, além de
conteudo lipidico alterado (WANG E SUN, 2007; HAO et al., 2009) e, essas
alteracdes também estdo associadas a uma variedade de doencas metabdlicas
(ZEHMER et al., 2009). Desta forma, a maquinaria molecular em torno das
goticulas lipidicas regula a sintese, utlizacdo e transito dos lipidios,
desempenhando um papel crucial no metabolismo lipidico celular (SUZUKI et
al., 2011). Como mencionado anteriormente, a qualidade do odcito e a
capacidade de desenvolvimento do embrido estdo altamente relacionadas com
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a dinamica das goticulas lipidicas. Portanto, os mecanismos moleculares que
regulam o armazenamento lipidico podem ser ferramentas terapéuticas
essenciais contra os disturbios metabdlicos relacionados a subfertilidade e a
infertilidade (PRATES et al., 2014).

3.5 Programacéo Fetal

Embora o desenvolvimento inicial seja influenciado, principalmente, pela
expressao génica adquirida no momento da concepcao, o ambiente em que o
organismo se desenvolve limita a atuacdo genética; assim, a nutricdo materna
durante a gestacdo € de fundamental importancia para o crescimento ideal do
feto, sendo que a qualidade e quantidade da nutricdo materna sao fatores
primordiais no desenvolvimento e na programacdo metabdlica fetal (PATEL et
al., 2005; EVANS et al, 2016). No entanto, o equilibrio de uma nutricdo 6tima
durante a gestacdo é um grande desafio no mundo todo para varias espécies
(BELL E EHRHARDT, 2002). Mdultiplos fatores genéticos e ambientais
contribuem para a restricdo do crescimento intrauterino e, embora o genoma
fetal desempenhe um papel essencial, evidéncias crescentes sugerem que 0
ambiente intrauterino é o principal determinante para o crescimento no Utero
(BELL E EHRHARDT, 2002; EVANS et al., 2016). Por exemplo, em gestacdes
gemelares, um bebé com retardo de crescimento tem maior probabilidade de
desenvolver diabetes melito ndo dependente de insulina (tipo 1) do que o irmé&o
com crescimento fetal normal (PHILLIPS et al.,, 1994); logo, a nutricdo
desempenha um papel critico no crescimento placentério e fetal (BARKER E
CLARK, 1997).

A nutricio é um dos principais fatores ambientais envolvidos na
programacao fetal, em humanos e outras espécies animais, nos diversos
estagios de desenvolvimento. InUmeras pesquisas utilizaram uma variedade de
desafios nutricionais, incluindo restrigdo nutricional hipocal6rica (HAWKINS et
al., 2001), isocaldrica, restricdo proteica (BERTRAM et al., 2001; ZAMBRANO
et al., 2005, 2006; ZAMBRANO, 2009; TORRES et al., 2010; MORIMOTO et
al., 2012) e nutricao hipercalérica (VICKERS et al., 2000; ZAMBRANO et al.,
2010; RODRIGUEZ et al., 2012), evidenciando-se que a nutricdo desempenha
um papel fundamental na programacao da capacidade reprodutiva da prole.
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A nutricdo fornecida através da placenta é extremamente importante
para o crescimento fetal, porque permite que o feto atinja seu potencial de
crescimento determinado pelo gendtipo (EVANS et al.,, 2016; KWON E KIM,
2017). A placenta é uma grande fonte de peptideos e hormonios secretados
para a circulacdo materna e fetal (MYATT, 2006), além de fornecer uma
interface imunologica entre mae e feto (REYNOLDS et al., 2005b), a qual atua
regulando o transporte de nutrientes maternos para o feto, sendo primordial ao
seu desenvolvimento normal, também desempenha papel ativo na
programacao fetal no Utero, podendo influenciar no surgimento de doencas na
idade adulta (REYNOLDS et al., 2005a; REYNOLDS et al.,, 2005c; KWON E
KIM, 2017). Muitas anormalidades estruturais placentérias, principalmente
relacionadas aos leitos vasculares placentarios e angiogénese, tém sido
associadas a desnutricdo materna (REYNOLDS et al., 2005b; MYATT, 2006;
JANSSON E POWELL, 2007). Porém, os mecanismos e as adaptacdes
placentarias em gestacbes complicadas, que sdo causados pela subnutricdo
materna, permanecem desconhecidos (LIU et al., 2018).

O estado nutricional da mée envolve fatores como composicdo corporal,
consumo alimentar materno, fluxo sanguineo no Gtero e na placenta e genes
fetais, de forma que o feto se adapta a desnutricdo materna por meio de
mudancas na producdo de horménios fetais e placentarios, os quais regulam o
metabolismo, redistribuem o fluxo sanguineo e controlam seu crescimento
(FOWDEN, 1995; O'BRIEN et al., 1999). Os mecanismos envolvidos nos
efeitos placentarios sobre a programacdo fetal incluem alteragbes no
crescimento placentario e resisténcia vascular, metabolismo alterado de
nutrientes e hormoénios na placenta e altera¢cdes na transferéncia nutricional e
fracionamento entre méae, placenta e feto (GODFREY et al., 1999).

A funcéo da placenta € atingida gradualmente, em uma série de estagios
de desenvolvimento gestacionais programados, de forma que, esta divisdo
sequencial, pode levar ao desenvolvimento anormal de vasos placentarios ou
trofoblasto, e esse dano gerado pode levar & hipéxia materna e a nutricdo
anormal do embrido (KREBS et al.,, 1996). Consequentemente, de forma
responsiva, a placenta muda sua atividade e expressdo de transportadores
para manter o crescimento fetal, resultando na regulacdo epigenética
(JANSSON et al., 2002) ou na expressao génica placentaria (MYATT, 2006).
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Durante o desenvolvimento embrionario, a hipéxia €, normalmente, fisioldgica,
e o tecido placentario comumente reside num ambiente relativamente hipdxico
(GENBACEV et al., 1997).

A programacao fetal pode afetar a expressédo génica do individuo em
qualquer estagio, desde alteracdes nas funcbes bioldégicas moleculares, tais
como na densidade ou sensibilidade das células receptoras, como em
variagdes hormonais permanentes ou, mesmo, modificagdes no metabolismo
ou em resposta a estressores fisiologicos, dentre elas mudancas na impresséo
génica (metilacdo do DNA ou remodelacao da cromatina), alteracGes celulares
na densidade do receptor ou colapso metabdlico de mensageiros, modificacdes
estruturais dos 6rgdos (volume e composi¢cdo tecidual) e reinicializacdo do
sistema de eixos hormonais (CUNNINGHAM E CAMERON, 2003;
WATERLAND E JIRTLE, 2004; EVANS et al., 2016).

A teoria conhecida como "Hipétese de Barker’ estabelecida pelo
epidemiologista britanico David Barker, caracteriza que as mudangas
programadas durante o periodo pré-natal predispdem o feto a certos
problemas ou doencas pos-natais (BARKER, 1998). Desta forma, esse periodo
vulneravel coincide com o tempo de diferenciacdo celular rapida do embrido;
portanto, um estimulo ou uma privagdo que ocorrer num ponto crucial no
desenvolvimento intrauterino, pode sustentar ou provocar alteracdes ou
enfermidades na fase adulta do individuo (KWON E KIM, 2017).

A resposta metabdlica imediata do feto a desnutricio materna é
consumir seu substrato para produzir energia através do catabolismo
(HARDING E JOHNSTON, 1995). A desnutricdo do feto causa dependéncia
metabdlica da glicose, usada para aumentar a oxidacdo de outros substratos,
como aminoacidos e acido latico. Porém, quando ocorre de forma prolongada,
pode resultar em atraso no crescimento, redu¢cdo no uso do substrato e
diminuicdo da taxa metabdlica para melhorar a viabilidade fetal, e este
processo metabdlico de armazenamento de glicose se estende na idade adulta,
podendo a resisténcia a insulina ser resultado de um processo similar, em que
o decréscimo na taxa de oxidagcdo nos tecidos periféricos, que sao insensiveis
a insulina, cria um aumento na resisténcia a insulina (WU et al., 2004).

A insulina fetal e o IGF desempenham um papel fundamental no controle

do crescimento e, respondem rapidamente as mudancas na nutricdo fetal
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(FOWDEN, 1989). Um declinio na ingestdo de alimento materno e a queda
resultante no IGF materno, provavelmente, desencadeiam redugfes nos niveis
de insulina, IGF e glicose fetais, diminuindo a transferéncia de aminoéacidos e
glicose da mée para o feto, levando ao retardo do crescimento fetal (OLIVER et
al., 1993). Quando o feto tem disponibilidade limitada de nutrientes, o controle
do crescimento via horménios anabdlicos, tais como IGF-1 e insulina, sofre
reducdo, enquanto aumentam as concentracdes dos hormonios catabolicos
(como os glicocorticoides) (FOWDEN, 1995; KING, 2003).

A desnutricdo materna gestacional reduz o crescimento placentario e
fetal em animais domésticos e em humanos (BARKER E CLARK, 1997; BELL
E EHRHARDT, 2002), e evidéncias sugerem que o crescimento fetal € mais
suscetivel a deficiéncia materna de proteinas e micronutrientes durante o
periodo peri-implantacdo e o periodo de rapido desenvolvimento placentario
(WU et al., 1998; WATERLAND E JIRTLE, 2004). Ratas que passaram por
restricdes proteicas durante a prenhez tiveram filhotes com mudancas
significativas nas ilhotas pancredticas, incluindo reducdo de sua
vascularizacdo, da capacidade proliferativa das células, e da resposta
secretora de insulina a um estimulo de glicose (PETRY et al.,, 2001), assim
como malformacdo de nudcleos hipotalamicos e comprometimento da
capacidade metabdlica do figado, do musculo e do tecido adiposo na progénie
adulta (PLAGEMANN et al., 2010).

A atividade metabdlica da mitocbndria placentaria causa estresse
oxidativo mesmo em uma gestacdo normal, sendo intensificada pelo
crescimento intrauterino retardado, pelo diabetes e pré-eclampsia (GIUGLIANO
et al, 1996). Assim, a hipoxia e o0 estresse oxidativo modificam o
desenvolvimento placentario e, essas alteragcbes associadas a funcéo
placentaria prejudicada, podem ser um dos mecanismos ocultos da
programacao fetal (MYATT, 2006).

Em contrapartida, a supernutricdo materna pode levar ao retardo do
crescimento placentario e fetal, aumento da mortalidade fetal e neonatal em
ratos, suinos, ovinos e humanos (CASTRO E AVINA, 2002; WALLACE et al.,
2003), como, também, induzir hipertensdo na prole adulta (RASYID E BAKRI,
2016). A ingestdo de dieta hiperlipidica pelas maes, pode levar ao aumento da

pressdo sanguinea, resisténcia a insulina, dislipidemia e obesidade nos filhos
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(HOWELL E POWELL, 2017). Em ratas fémeas, o consumo prolongado de
dieta hiperlipidica acarreta aos filhotes machos maior peso corporal, aumento
nos niveis plasmaticos da glicose, insulina, acidos graxos livres, triglicérides e
intolerancia a glicose (ROZA et al., 2016). Ja, ratas alimentadas com uma dieta
rica em gordura, durante a gestacdo e a lactacdo, alcancaram maturacéo
sexual precoce e proestro mais longo em sua prole feminina (SLOBODA et al.,
2009; CONNOR et al., 2012).

Na maioria dos casos, a programacdo fetal € benéfica a saude e
sobrevivéncia do organismo; no entanto, a incompatibilidade normalmente
ocorre quando individuos adaptados ao desenvolvimento num ambiente sdo
expostos a outro (BATESON et al., 2004), tais como pessoas cujos pesos ao
nascimento foram inferiores a média e, subsequentemente, crescem com
sobrepeso, desenvolvendo maior risco de hipertensdo, diabetes tipo Il e
doenca cardiovascular (GLUCKMAN E HANSON, 2004; KANAKA-
GANTENBEIN, 2010). Em bovinos, a privacao nutricional no inicio da gestagéo
resulta em descendentes mais pesados em idades mais jovens,
proporcionando maiores lucros financeiros, mas ndo necessariamente
garantindo a salde e a capacidade reprodutiva em longo prazo nos animais
(RHIND et al., 2001).

As varia¢cBes nutricionais, enddcrinas e cardiovasculares no ambiente
uterino podem influenciar a expressdo do genoma fetal, acarretando
adaptacdes de desenvolvimento, as quais podem resultar em uma vantagem
inicial de sobrevivéncia do feto, porém, posteriormente, podem predispor as
doencas degenerativas na vida pos-reprodutiva, levando a acreditar que,
embora o genoma fetal possa determinar o potencial de desenvolvimento
uterino, o crescimento realmente considerado € determinado, principalmente,
pelos efeitos ambientais, tais como a nutricao fetal e hormonal (GODFREY E
BARKER, 2001; GODFREY, 2002).

Desta forma, a desnutricdo e a supernutricdo materna atuam por meio
de mecanismos distintos e contribuem para o aparecimento de efeitos
reprodutivos adversos, podendo gerar o envelhecimento precoce que,
possivelmente, reflete-se no esgotamento das reservas gonadais, as quais
deveriam ser suficientes para manter a fertiidade durante toda a vida

reprodutiva, ou seja, tanto a falta quanto o excesso nutricional durante a
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gestacdo, geram consequéncias negativas ao desenvolvimento sexual dos
filhotes (ZAMBRANO et al., 2014).

Portanto, dados experimentais em humanos e animais de laboratdrio
indicam que varios distarbios reprodutivos sao influenciados por fatores
intrauterinos e exposicdes pos-natais precoces, demonstrando que a saude
reprodutiva dos animais na vida adulta pode ser afetada por influéncias
ambientais que atuam em distintos estagios de desenvolvimento embrionério, e
sdo mediados por alteracdes no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (DAVIES
E NORMAN, 2002).
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CAPITULO 1 - SUPLEMENTACAO DE FEMEAS DE CAMUNDONGOS
SWISS COM RESVERATROL OU MELATONINA SOBRE A LIBERACAO DE
CITOCINAS E DESEMPENHO REPRODUTIVO
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RESUMO

Buscou-se determinar se os antioxidantes resveratrol e melatonina melhoram
o desempenho reprodutivo de fémeas de camundongos SWISS gestantes
através do ganho de peso médio semanal, da liberacdo de citocinas dessas
fémeas FO (interleucinas - IL-6, -10, -12, interferon - IFN-y, proteina
quimioatrativa de mondcitos - MCP-1 e fator de necrose tumoral — TNF-a) e
da prolificidade, através da mensuracdo do numero e sexo de filhotes
nascidos e do peso dos filhotes ao nascimento, desmame e 60 dias de idade.
Utilizou-se 15 fémeas com 40 dias de idade, as quais receberam os
antioxidantes ou solucéo salina por meio de gavagem até 84 dias de idade,
qgue correspondeu ao momento do parto, quando foi feita a contagem dos
filhotes, verificacdo do sexo e pesagem individual. A colheita de sangue das
fémeas FO para obtencéo de soro e mensuracao de citocinas ocorreu aos 40
dias de idade (momento pré-suplementacéo) e apds o desmame da ninhada
(momento pés-suplementacédo). As fémeas FO foram pesadas individualmente
para mensuracdo do ganho de peso médio semanal. No momento pré-
suplementacado, apenas TNF-a mostrou-se elevado no grupo controle (C) em
relacdo ao grupo tratado com resveratrol 10 mg (RV10), enquanto o grupo
tratado com melatonina 5 mg (MT5), ndo diferiu dos demais. No entanto, isso
nao foi mantido no momento pdés-suplementacédo. Fémeas suplementadas
com RV10 ou MT5 ndo mostraram variacbes no numero de filhotes, sexo dos
filhotes e ganho médio de peso semanal das fémeas FO e da ninhada. O peso
dos filhotes foi maior ao nascimento no grupo tratado com MT5, em relagcéo
aos grupos C e tratado com RV10, mas esta diferenca ndo se manteve nos

demais momentos avaliados (a0 desmame e 60 dias de idade), sugerindo que
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a suplementagdo com MT5 pode ser importante para a formacéo e

desenvolvimento dos fetos, garantindo-lhes um melhor desenvolvimento.

INTRODUCAO

No trato reprodutivo feminino, citocinas apresentam papel fundamental como
moléculas imunorreguladoras determinando a natureza da resposta imune
(Mahdi 2011). O sistema imune fornece protecdo contra patdgenos e gera
barreiras imunorregulatérias que modulam o processo de reconhecimento
materno da gestacéo (Mitchell et al. 2002; Shechter et al. 2013), prevenindo
rejeicdo e garantindo implantacao e sobrevivéncia embrionérias (Dekel et al.
2014; Sierra-Mondragén et al. 2015). Um processo inflamatério fisiolégico é
necessario para o adequado desenvolvimento das unidades feto-placentéarias
(Sagrillo-Fagundes et al. 2018), pois 0 sucesso da gestacédo depende de um
eficiente sistema vascular Utero-placenta, modulando interac6es no endotélio
vascular materno e imunocompeténcia local das células e determinantes
antigénicos na superficie do trofoblasto (Mitchell et al. 2002; Richter et al.
2009; Shechter et al. 2013).

As citocinas maternas sdo fundamentais a implantacdo e sobrevivéncia
embrionarias, altamente dependente das pro-inflamatoérias (Dekel et al. 2014),
como interferon-y (IFN-y) fator de necrose tumoral-a. (TNF-a), e interleucinas
(IL) -1, -6, -7 e -12. No entanto, o equilibrio entre estas citocinas pré-
inflamatorias e as anti-inflamatérias, como IL-4, -8, -10, é primordial ao
sucesso reprodutivo (Mahdi 2011). A IL-10 é essencial ao processo de
crescimento e remodelacdo placentaria (Roberts et al. 2003), além de

apresentar efeitos protetores contra partos prematuros e abortos espontaneos
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(Chatterjee et al. 2014). O aumento na taxa de citocinas pré e anti-
inflamatorias pode levar a alteracdes circulatorias na placenta, decorrentes da
vasoconstricdo por ativacdo de macrofagos (Sagrillo-Fagundes et al. 2018).
Outros fatores, dentre eles gonadotrofinas, estrogenos, IL-13, e diferentes
fatores de crescimento, atuam durante crescimento e desenvolvimento
folicular (Vital Reyes et al. 2005; Sirotkin 2011).

A fitoalexina resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno), pertencente a familia
estilbeno, composto fendlico com alta eficacia bioldgica (Roberts et al. 2016;
De Vries et al. 2018; Rocha et al. 2018), exibe atividade antioxidante, modula
a resposta inflamatoria e possui efeito fitoestrogénico, agindo sobre o ovéario,
retardando seu envelhecimento (Mengyuan et al. 2013; Rocha et al. 2018).

A ingestdo materna de resveratrol na gestacao acarreta beneficios a mae e a
prole gerada (Roberts et al. 2016; Vega et al. 2016), por mecanismos ainda
nao totalmente esclarecidos, podendo envolver a programacédo do
desenvolvimento fetal para elucidar a relagdo entre nutricdo materna e saude
metabdlica da prole (Costa-Silva et al. 2016; Evans et al. 2016).

A indolamina melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), sintetizada a partir do
aminoacido triptofano (Cruz et al. 2014; Majidinia et al. 2018), atua na inibicao
de enzimas pro-oxidantes e citocinas pro-inflamatorias (Rodriguez et al. 2007;
Korkmaz et al. 2009; Chahbouni et al. 2010; Majidinia et al. 2018), além do
controle neuroenddcrino da funcao reprodutiva (Tamura et al. 2008; Reiter et
al. 2014; Kumar et al. 2015), podendo contribuir significativamente na
eficiéncia reprodutiva feminina (Liu et al. 2013; Tamura et al., 2014).

Durante a gestacdo, a melatonina materna atravessa livremente as barreiras

fisiologicas, inclusive placenta (Reiter et al. 2009; Richter et al. 2009; Chen et
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al. 2013; Sagrillo-Fagundes et al. 2018), entrando facilmente na circulacao
fetal, atingindo niveis maximos e, imediatamente apdés o parto, retorna aos
niveis basais, desempenhando papel primordial nesses periodos, como
antioxidante e fornecendo informacdes fotoperiddicas ao feto (Tamura et al.
2008; Reiter et al. 2009; Richter et al. 2009).

Objetivou-se com esse estudo avaliar se 0 consumo materno de resveratrol e
melatonina em fémeas de camundongos SWISS, desde o inicio da vida
reprodutiva até o final da primeira gestacao, influencia na liberacdo de
citocinas, ganho de peso médio semanal das fémeas FO e na sua
prolificidade, através da mensuragdo do numero de filhotes, sexo das
ninhadas e peso de seus filhotes ao nascimento, desmame e aos 60 dias de

idade.

MATERIAIS E METODOS

Animais

As fémeas de camundongos SWISS (F0) foram obtidas do Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), mantidos em fotoperiodo
de claro e escuro (x12h), sob controle de temperatura (21°C + 2°C) e umidade
(60%), e alojados em gaiolas individuais com acesso a agua e ragdo comercial
padrdo ad libitum, com a seguinte composicdo béasica: Umidade 125 g/kg;
Proteina Bruta 220 g/kg; Extrato Etéreo 4 g/kg; Matéria Mineral 90 g/kg; Fibra
Bruta 70 g/kg; Calcio 10-14 g/kg; Fosforo 8.000 mg/kg, durante todo o periodo
experimental. A proposta da utilizacdo de animais em experimento foi aprovada
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Mato

Grosso do Sul (CEUA-UFMS), sob niumero 831/2016.
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Substéncias antioxidantes

As substancias antioxidantes resveratrol (3,4,5-trihidroxi-trans-estilbeno) e
melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) foram obtidas do laboratério Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Delineamento experimental

Utilizou-se 15 fémeas (FO) de camundongos SWISS, com 40 dias de idade,
distribuidas em trés grupos, as quais receberam, respectivamente, substancias
antioxidantes - 5 mg/kg (MT5) de melatonina; 10 mg/kg (RV10) de resveratrol,
dissolvidas em 0,2 mL de agua, e solucéo salina (0,2 mL) no grupo controle
(C), administradas por meio de gavagem, uma vez ao dia, as 08 h, dos 40 aos
84 dias de idade (momentos pré e pds-suplementacdo, respectivamente).
Durante o experimento, por motivos alheios ao estudo, houve um o6bito de
fémeas FO em cada grupo; portanto, considerou-se o n=4/grupo para analise
das concentracbes de citocinas, e n=5/grupo para analise do numero de
filhotes, sexo das ninhadas e peso dos filhotes ao nascimento, aos 21 dias e
aos 60 dias de idade.

Acasalamento

Aos 60 dias de idade, as fémeas FO foram alojadas em gaiolas com maravalha,
as quais haviam sido utilizadas pelos machos anteriormente, desencadeando a
inducao do estro, conhecido como efeito Whitten (Whitten 1958), no qual o odor
do feromdnio masculino influencia e modifica 0 comportamento sexual das
fémeas de roedores (Braga 2017). Utilizaram-se machos higidos,
descendentes de pais com comprovada fertilidade, na propor¢cdo de duas

fémeas e um macho (2:1). As fémeas foram observadas diariamente, para
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verificagdo de tampdo vaginal e confirmagcdo da coOpula, sendo este
considerado o dia 1 da gestacdo. Em seguida, foram separadas de seus pares,
permanecendo em gaiolas individuais, e tratadas com as substancias
antioxidantes até o parto. No dia do nascimento, contou-se o numero de
filhotes e sexo da prole, pesando-se os filhotes individualmente. Ao desmame
(21 dias de idade) e aos 60 dias de idade, fez-se nova pesagem dos filhotes
para calcular o ganho de peso da ninhada. A Figura 1 apresenta o cronograma
do delineamento experimental.

Colheita e dosagem de sangue

No momento pré-suplementacdo (40 dias de idade), as fémeas FO foram
submetidas a colheita de sangue, por meio de puncéo do plexo retro-orbital,
para posterior centrifugacdo e obtencdo de soro, congelando-o a -20°C.
Imediatamente, apés o desmame da ninhada (84 dias de idade), procedeu-se a
eutranasia das fémeas FO com colheita de sangue total e obtencdo de amostra
de soro. O soro obtido nos dois momentos foi quantificado para as
concentracbes de citocinas (interleucinas - IL-6, -10, -12, interferon - IFN-y,
proteina quimioatrativa de mondcitos - MCP-1 e fator de necrose tumoral —
TNF-a) por citometria de fluxo com kits comerciais - CBA (cytometric beads
array - BD), lidas no canal FL3 do citdmetro de fluxo FACScalibur (BD), com
resultados gerados em gréficos e tabelas, utilizando-se o software CellQuest
(BD).

Anélise Estatistica

A comparagdo entre grupos experimentais, em relagdo aos niveis plasmaticos
de citocinas e ganho médio semanal de peso das fémeas FO, niamero de

filhotes e sexo da prole, e ganho de peso dos filhotes, foi realizada com
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programa estatistico SigmaPlot, versdo 12.0, por meio do teste ANOVA de uma
via, seguido pelo pds-teste de Tukey, quando necessario, considerando-se um
nivel de significancia de 5%. A comparacdo entre 0os momentos pré e pos-
suplementacdo em relacado aos niveis de citocinas fez-se por meio do teste t-

student pareado (Rowe 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentragbes das citocinas IL-6, -10, -12, IFN-y e MCP-1 nas mées nao
variaram entre ou dentro dos grupos nos dois momentos estudados, porém o
TNF-o. mostrou-se mais elevado no grupo C em relagcdo ao grupo RV10 no
momento pré-suplementacéo, enquanto o grupo MT5 foi similar aos outros dois
grupos (Tabela 1). No entanto, comparando-se os dois momentos estudados,
40 e 84 dias de idade das fémeas, ndo houve diferenca entre eles em nenhum
dos grupos.

O TNF-a € um importante mediador da ovulagéo ao agir sobre a diminuicdo do
namero de odQcitos liberados e na remodelacdo dos tecidos ovarianos,
induzindo a morte de células da granulosa de foliculos ndo rompidos, por
apoptose e autofagia (Yamamoto et al. 2015). Além disso, 0 TNF-a também
atua no controle da lipogénese e estimula a lipdlise, funcionando como um
mediador do tecido adiposo (Warne 2003). Apesar da concentracdo de TNF-a
ter sido maior no grupo C em relacdo ao RV10 no momento pre-
suplementacao, esta diferenca ndo se manteve no periodo pos-suplementacéo.
Correlacionando-se as afirmacbes anteriores, de Yamamoto et al. (2015), a
auséncia de diferenga no numero de filhotes das ninhadas produzidas pelo

grupo C em comparacao aquelas nascidas das fémeas suplementadas, sugere
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que nao tenha ocorrido alteracdo no numero de 6ocitos liberados pelas fémeas
dos diferentes grupos, com as concentracdes de TNF-a refletindo apenas uma
diferenca individual nas fémeas pré-suplementacdo, que ndo pode ser
considerada um efeito mediado pelo antioxidante.

Mulheres com falhas reprodutivas no inicio da gestacdo possuem niveis séricos
de IL-10 e IFN-y aumentados (Mahdi 2011), enquanto em cultura de
citotrofoblastos submetidos a isquemia/reperfusédo, as concentracdes de IL-10
diminuiram e as TNF-a aumentaram (Sagrillo-Fagundes et al. 2018). A
associacao entre IFN-y e TNF-a pode levar a morte das células luteais devido a
perda dos capilares sanguineos do corpo lateo (Hojo et al. 2010). No presente
experimento, ndo houve alteracdo no numero de filhotes nas ninhadas ao
nascimento que indicasse algum fator desfavoravel durante a gestacdo em
nenhum dos trés grupos estudados.

A IL-6 e 0 TNF-a podem remodelar o endométrio para a implantacdo do
blastocisto (Lager e Powell 2012; Sierra-Mondragon et al. 2015). Durante a
gestacdo, Lager e Powell (2012) relataram que as citocinas proé-inflamatérias
IL-6 e TNF-a, desempenham um papel primordial na regulacdo do transporte
de moléculas através da placenta, a partir da ativacdo do sistema A, o qual &
responsavel pelo transporte transplacentario de aminoacidos essenciais e nao
essenciais, além de garantir que placenta e feto recebam um fornecimento
constante e orientado de acidos graxos essenciais para o desenvolvimento
placentario no inicio da gestagéo, e para o metabolismo e acimulo de gordura
no terco final. Os mesmos autores ndo encontraram alteragdes na IL-6 e no
TNF-a no momento final do tratamento, porém observaram um possivel efeito

antioxidante positivo na prole, através da suplementacdo de 5 mg/kg/dia de
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resveratrol nas maes, pelo aumento significativo no peso dos descendentes no
inicio da idade adulta. No presente experimento realizado com camundongas
higidas, que levaram uma gestacdo a termo, os antioxidantes (5 mg/kg/dia
melatonina e 10 mg/kg/dia resveratrol), ndo alteraram as concentragbes
sanguineas de citocinas. Ainda, 0 momento escolhido para a mensuracao das
citocinas ocorreu apés o periodo gestacional, fato que pode corroborar a
auséncia de significancia e baixa correlagcdo entre atuacado dos antioxidantes
sobre a liberacdo das citocinas avaliadas.

A suplementacédo das fémeas com RV10 ou MT5 né&o resultou em modificagdes
no ganho médio semanal de peso das maes, sendo similar ao verificado no
grupo controle. Por outro lado, Sharma et al. (2017) encontraram uma reducao
significativa do ganho de peso corporal de ratas saudaveis ovariectomizadas
que receberam suplementacdo de resveratrol (5 mg/kg/dia) durante um més.
Considerando-se que as camundongas utilizadas no presente experimento
eram saudaveis e com sistema reprodutivo intacto, o fato de ndo haver
variagdo no ganho de peso diario das fémeas tratadas, com nenhum dos
antioxidantes, pode indicar manutencdo da homeostase metabdlica destes
animais, importante para a expressao de seu potencial reprodutivo.

O resveratrol pode atuar em diversos alvos, dentre eles, sirtuina-1 (SIRT1),
AMPK e AMPc, auxiliando no aumento da fosforilagdo oxidativa e reducéo da
sintese de acidos graxos, além de estimular a lipolise (Szkudelska e Szkudelski
2010). No entanto, nas fémeas estudadas, a dose de 10 mg/kg/dia de
resveratrol ndo causou alteracdes metabdlicas que se refletissem no ganho de
peso. O aumento do gasto energético em fémeas de camundongos pode ser

atribuido a SIRT1, que ajuda na transformacdo do tecido adiposo branco em
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marrom (Majumdar et al. 2014). Outros estudos também investigaram o efeito
antiobesogénico do resveratrol pela inibicdo da lipogénese de novo e da
absorcédo de 4cidos graxos do tecido adiposo mediada pela lipoproteina lipase,
a qual desempenha um importante papel na reducdo da gordura corporal
(Leixuri et al. 2014; Qiao et al. 2014).

Os efeitos antiobesogénicos e de reducdo de peso da melatonina sé&o
conhecidos (Cipolla Neto et al. 2014), e estdo associados a sintese, secre¢éo e
acdo adequadas da insulina, atuando de diferentes formas, dentre elas,
regulando a expressdo da GLUT4, através de seus receptores de membrana
(MT1,2,3) acoplados a proteina G (Dubocovich et al. 2010), ou através dos
receptores de melatonina (MT1) induzindo a fosforilacdo da tirosina e ativacao
dos receptores de insulina, mobilizando transdutores intracelulares e a via de
sinalizacdo da insulina (Anhe et al. 2004; Picinato et al. 2008). Outras
pesquisas afirmam que a melatonina influencia o metabolismo energético,
regulando a biologia dos adipdcitos, a lipidemia e o peso corporal, através da
lipdlise, lipogénese, diferenciacdo de adipdcitos e absorcado de &cidos graxos
(Zalatan et al. 2001; Alonso-Vale et al. 2008; Alonso-Vale et al. 2009). Nas
fémeas de camundongos tratadas com RV10 e MT5, no presente experimento,
as doses utilizadas permitiram a manutencao do ganho de peso médio semanal
das mées, dentro de niveis normais, similares ao grupo nao tratado, indicando
adequado balanco energético.

Esse equilibrio metabdlico é fundamental para a prole. A deficiéncia de
melatonina, em mulheres gestantes, segundo Ferreira et al. (2012), leva a
modificacdo da programacdo metabdlica intrauterina, de forma que filhos

adultos destas mées apresentam intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e
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grave desequilibrio da secrecao de insulina induzida pela glicose nas ilhotas
pancredticas.

Ao estudar-se o peso médio dos filhotes, avaliado ao nascimento, desmame e
60 dias de idade (Tabela 2), verifica-se maior peso ao nascimento no grupo
tratado com MT5, em relagéo aos outros grupos C e RV10, que foram similares
entre si, mas esta diferenca ndo se manteve nos demais momentos avaliados
(desmame e aos 60 dias de idade), com todos os animais ganhando peso de
forma semelhante. E conhecido que a melatonina materna pode atravessar a
placenta e entrar facilmente na circulacdo fetal sem biotransformacéao (Tamura
et al. 2008; Richter et al., 2009), além de estar relacionada a funcéo placentaria
e ao desenvolvimento fetal em modelos animais e humanos (Kennaway 2000;
Bishnupuri e Haldar 2001; Lee et al. 2003; Iwasaki et al. 2005), indicando que
uma nutricdo adequada durante a gestacdo € essencial para o
desenvolvimento fetal, pois a placenta atua como um sensor de nutrientes,
modificando a disponibilidade destes e dos horménios junto aos tecidos feto-
placentérios em relagdo aos desafios ambientais (Korkmaz et al. 2009; Chen et
al. 2013). No entanto, € importante considerar-se o fato de que,
numericamente, a ninhada do grupo tratado com MT5 foi menor em relacéo
aos demais (RV10 e C) (Tabela 3), e isto pode ter-se refletido num maior
desenvolvimento destes fetos, resultando em peso mais elevado ao
nascimento, mais do que a uma ac¢éao direta do antioxidante. Em conformidade,
alguns pesquisadores observaram que, quanto menor o tamanho da ninhada,
maior € peso ao nascer individual da prole gerada em ovelhas (Gardner et al.

2007), suinos (Quiniou et al. 2002; Varona et al. 2007; Beaulieu et al. 2010) e

camundongos (Tanaka 2004).
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As condi¢Bes maternas, inclusive nutricionais, juntamente com a genética, tém
influéncia na programacéao fetal da ninhada, que se refletira no fenotipo e nas
caracteristicas produtivas dos filhotes, com maior aproveitamento dos
nutrientes recebidos (Evans et al. 2016). Como as fémeas se mantiveram em
aparente homeostase metabdlica em todo o periodo experimental, ao
nascimento da prole, esse efeito foi manifestado positivamente, pelo maior
peso da ninhada do grupo tratado com MT5. Em estudo conduzido com ratas
desnutridas prenhes, as quais receberam 5 ug/mL de melatonina, Richter et al.
(2009) verificaram melhor eficiéncia placentaria e recuperacdo do peso ao
nascimento da ninhada, através do aumento da capacidade antioxidante da
placenta, que sugerem estar relacionada ao melhor fluxo sanguineo para a
placenta, a proporcao de transportadores de superficie por grama de placenta
ou a densidade dos transportadores de nutrientes nessa area de superficie, ou
as modificacdes nos gradientes de concentracdo. As fémeas do grupo MT5, no
presente experimento, podem ter alcancado um melhor metabolismo de
nutrientes na unidade feto-placentaria por qualquer um destes motivos citados
anteriormente, refletindo-se em maior peso dos filhotes ao nascimento.

Sabe-se gque a placenta humana e de ratas expressa receptores de melatonina
(Lee et al. 2003; Lanoix et al. 2008), porém ndo se sabe ao certo o efeito
resultante das acdes mediadas por receptores de melatonina dentro da
placenta (Richter et al. 2009); acredita-se que ocorra uma cadeia de reagdes
bioguimicas resultantes da ligagdo da melatonina aos seus receptores, as
quais causam efeito protetor desses receptores no inicio do desenvolvimento

embrionario, como também na unidade feto-placentaria contra um possivel
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estresse oxidativo durante a gestacéo (Lanoix et al. 2008; Richter et al. 2009),
além de regularem a contratilidade uterina em mulheres (Sharkey et al. 2009).
Esta acdo da melatonina, refletida no peso ao nascimento dos filhotes de méaes
suplementadas, pode residir no seu efeito inibitério sobre o fator de transcri¢cao
nuclear Kappa-B (NK-kB), representando um importante mecanismo de
protecado celular contra inflamacéo e producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) induzida pela inflamacéo, além de inibir outras vias imune-inflamatorias
(Sierra-Mondragon et al. 2015; Majidinia et al. 2018).

Assim, a melatonina pode melhorar o metabolismo materno, refletindo-se no
maior peso da prole ao nascimento, apontando maior assimilacdo e
aproveitamento dos nutrientes recebidos, o que pode influenciar na
programacao fetal da ninhada, e melhorar os resultados produtivos e
reprodutivos futuros destes filhotes.

Ao analisar-se 0 numero de filhotes provenientes de fémeas suplementadas
com RV10 ou MT5 néo se verifica diferenca entre os grupos (Tabela 3), assim
como no sexo dos filhotes nas ninhadas, nédo evidenciando dimorfismo sexual
nas respostas aos antioxidantes, de forma distinta ao verificado por Vega et al.
(2016), suplementando ratas com resveratrol.

Esta auséncia de efeitos do RV10 e da MT5 sobre numero de filhotes e sexo
dos filhotes ao nascimento, no presente estudo, indica que nao houve
complicagbes durante a gestacdo nos grupos estudados, com ou sem
suplementacdo de antioxidantes e, provavelmente, também reflete o equilibrio
metabolico das fémeas. E importante ressaltar que, durante a gestacdo, um
processo inflamatério fisiolébgico € necessario para o adequado

desenvolvimento das unidades feto-placentarias (Sagrillo-Fagundes et al.
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2018), e o sucesso da gestacdo depende de um eficiente sistema vascular
entre utero e placenta (Mitchell et al. 2002; Shechter et al. 2013), mas isso gera
um estresse oxidativo, com producdo de substancias oxidantes, necessarias
em concentracbes controladas (Tamura et al., 2014). Se houver uma
suplementacdo exagerada de antioxidantes, as concentracbes de oxidantes,
como o Oxido nitrico, podem ser reduzidas, resultando em vasoconstricdo e
perda funcional da unidade feto-placentaria (Richter et al. 2009, Vega et al.
2016), levando a falhas no suprimento sanguineo aos fetos.

O consumo de melatonina e resveratrol durante a gestagcdo em camundongas
tem demonstrado efetivos resultados no metabolismo da fémea e de sua prole;
porém, estudos adicionais que explorem o papel dos antioxidantes sobre o
sistema imunolégico e a fisiologia reprodutiva de fémeas sdo necessarios,
visando a prevencéao de doencas relacionadas a gestacao, além de garantir um
efeito protetor aos seus descendentes.

Em conclusdo, no presente experimento, a suplementacdo de fémeas de
camundongos SWISS com resveratrol e melatonina, desde o inicio da vida
reprodutiva até ao final da primeira gestacdo, ndo interferiu na liberacdo das
citocinas IL-6, -10, -12, TNF-a, IFN-y e MCP-1, no ganho de peso médio
semanal das fémeas FO, no numero de filhotes e no sexo de suas ninhadas. Ja
0 peso dos filhotes ao nascimento foi influenciado apenas pela suplementacéo
com melatonina, mas esta diferenga ndo se manteve ao desmame e aos 60
dias de idade, sugerindo que a suplementagdo com MT5 pode ser importante
para a formagdo e desenvolvimento dos fetos, garantindo-lhes um melhor

desenvolvimento.
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Tabela 1. Concentracdes de citocinas (pg/mL) — interleucinas (IL-6, -10, -12)

interferon (IFN-y), proteina quimioatratica de monécitos (MCP-1) e fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) — em fémeas (FO) de camundongos SWISS,

tratadas com resveratrol e melatonina.

o Controle? Melatonina® Resveratrol® Valor

Citocinas/momento (n=4) (M;I'S) (R\ilO) de p

(n=4) (n=4)

IL-6
Pré 0,87+0,47 0,51+0,30 0,75%0,33 0,794
Pés 1,20+0,62 0,97+0,95 3,65+2,59 0,569
Valor de p 0,184 0,616 0,287

IL-10
Pré 7,55%3,06 9,61+0,98 5,15+3,17 0,501
Pés 3,09+1,63 8,76+3,53 3,32+1,38 0,219
Valor de p 0,163 0,774 0,669

IL-12
Pré 6,8314,52 5,47+1,83 9,22+1,73 0,544
Pds 3,49+1,96 4,47+2,39 5,164,14 0,947
Valor de p 0,334 0,779 0,403

TNF-a
Pré 16,41+1,90a 10,68+1,95ab  8,85+1,18b 0,032
Pos 13,19+1,46 9,15+1,68 9,46+3,41 0,596
Valor de p 0,431 0,448 0,868

IFN-y
Pré 2,80+0,30 2,54+0,61 2,96+0,98 0,932
Pos 2,67+1,35 6,67+2,93 2,18%0,79 0,224
Valor de p 0,921 0,208 0,661

MCP-1
Pré 16,31+3,89 22,10£8,56 24,50+11,98 0,864
Pos 27,22+4,96 29,47+9,02 30,46+23,35 0,993
Valor de p 0,330 0,527 0,821

1- Controle, sem suplementacédo

2-  Suplementacéo de 5mg/kg de melatonina
3- Suplementacéo de 10 mg/kg de resveratrol
Os resultados estao apresentados em médiaterro padrao da média. Valor de p no teste ANOVA de uma via (na
comparagdo entre grupos) ou no teste t-student pareado (na comparacéo entre momentos). Letras diferentes na
linha indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais em relagdo ao nivel inicial plasmatico de TNF

(p6s-teste de Tukey, p<0,05).
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Tabela 2. Valores médios do peso dos filhotes (g) ao nascimento, desmame

e 60 dias de idade dos grupos, nascidos de fémeas de camundongos

SWISS, tratadas com resveratrol e melatonina.

. Controle® Melatonina® Resveratrol®
Peso dos filhotes Valor
(g)/momento ©) (MT5) (RV10) dep
(n=5) (n=5) (n=5)
Nascimento 1,53+0,03° 1,73+0,102 1,56+0,02° 0,010
Desmame 11,66+0,54 13,22+0,30 11,50+0,55 0,157
60 dias de idade 27,37+0,72 27,61+1,06 28,78%0,72 0,364

1- Controle, sem suplementag&o
2- Suplementacdo de 5mg/kg de melatonina
3- Suplementagédo de 10 mg/kg de resveratrol

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Valor de p no teste ANOVA de uma via. Letras
diferentes na linha indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais em relagdo ao peso dos animais ao

nascimento (pés-teste de Tukey, p<0,05).

Tabela 3. Numero de filhotes e sexo das ninhadas de fémeas de

camundongos SWISS, tratadas com resveratrol e melatonina.

Tamanho da Controle!  Melatonina® Resveratrol® valor
ninhada/sexo ((_:) (M-I_-S) (R\ilO) dep
(n=5) (n=5) (n=5)
Machos 23 15 26 -
média ninhada 4,60+0,25 4,20+1,07 5,20+1,16 0,747
Fémeas 34 11 24 -
Média ninhada 6,80%0,74 2,40%+1,69 4,80+1,59 0,128
Total 57 26 50 -
11,40+£0,81 6,60x£2,54 10,00£1,79 0,212

1- Controle, sem suplementagao
2- Suplementagdo de 5mg/kg de melatonina
3- Suplementacdo de 10 mg/kg de resveratrol

Os resultados estao apresentados em médiaterro padrdo da média. Valor de p no teste ANOVA de uma via.
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CAPITULO 2 - DESEMPENHO REPRODUTIVO E PERFIL LIPIDICO DAS
FILHAS GERADAS DE FEMEAS DE CAMUNDONGOS SWISS
SUPLEMENTADAS COM RESVERATROL OU MELATONINA

O artigo a seguir esta redigido
de acordo com as exigéncias
para publicacdo no periodico
Anais da Academia Brasileira
de Ciéncias, excetuando-se o

idioma.
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RESUMO

Buscou-se determinar se o consumo materno de 5 ou 10 mg de resveratrol
(RV5 e RV10) ou 5 ou 10 mg melatonina (MT5 e MT10) por fémeas de
camundongos SWISS, desde o inicio da vida reprodutiva até ao final da
primeira gestacéo, influenciam nos niveis de colesterol total, lipoproteinas de
alta densidade (HDL) e triglicérides na prole feminina (F1), na taxa de gestacéo
e no numero e taxa de implantac6es embrionarias dessas fémeas. Utilizou-se
fémeas (F1) descendentes de mées suplementadas por gavagem com 5 ou 10
mg de resveratrol, 5 ou 10 mg melatonina ou solucao fisiolégica (C), dos 40 aos
84 dias de idade. Estas fémeas F1 foram acasaladas aos 60 dias de idade e,
oito dias apo6s confirmacdo da gestacdo, eutanasiadas para colheita de
materiais bioldgicos — soro para mensuracdo de colesteral total, triglicérides e
HDL; ovérios e Utero para contagem do numero de corpos liteos e sitios de
implantacdo, respectivamente, e posterior calculo das taxas de gestacdo e
implantacdo embrionaria. As concentracdes séricas de colesterol total foram
maiores nas fémeas F1 do grupo RV10, sem diferir do C nem do RV5. O grupo
RV10 apresentou maiores niveis de triglicérides, porém sem diferir dos grupos
MT5 e MT10. Ja as concentracdes séricas de HDL variaram entre grupos,
porém sem permitir a definicho exata desta diferenca ao comparar-se 0s
grupos entre si com testes de média. Na avaliacdo dos cortes histologicos de
Utero, verificou-se numero de implantagbes embrionarias similar entre grupos.
Ao calcular-se as taxas de gestacéo e implantacao, verificou-se que as fémeas
F1, filhas de mées suplementadas com antioxidantes, alcancaram melhores
resultados de taxas de gestacdo e de implantacdo, em relacdo ao grupo C. O

consumo materno de resveratrol e melatonina por fémeas de camundongos
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SWISS, desde o inicio da vida reprodutiva até ao final da primeira gestacéo,
nao influenciou o perfil lipidico nem o nimero de implantagcdes embrionéarias de
suas filhas F1; no entanto, mostrou-se importante para melhorar as taxas de
gestacdo e de implantacdo destas F1, garantindo-lhes melhor eficiéncia
reprodutiva.

INTRODUCAO

A fertilidade feminina é altamente dependente da adequada regulacdo do
metabolismo energético, principalmente durante gestacéo e lactacdo, periodos
caracterizados por maiores desgastes fisiolégicos, com uma grande demanda
de energia (Seli et al. 2014). Durante a maturacdo oocitaria em camundongos,
ocorre alto consumo de lipideos, com geracédo de ATP, e o substrato energético
contribui para desenvolvimento e qualidade do odcito formado (Dunning et al.
2014). Os mecanismos de armazenamento lipidico podem ser ferramentas
terapéuticas essenciais contra distirbios metabdlicos relacionados a
subfertilidade e infertilidade (Prates et al. 2014).

Apoés fertilizacdo oocitaria e pré-implantacdo embrionaria, € necessario severo
controle metabdlico para impedir anomalias e morte embrionaria (Seli et al.
2014). O crescimento embrionario € sensivel aos efeitos diretos e indiretos do
ambiente materno, particularmente nos seus estagios iniciais, época de
crescimento placentario exponencial (Vonnahme 2012). A condi¢cao nutricional
materna pode alterar o estado epigenético do genoma fetal e imprimir sua
expressao génica; alteracbes epigenéticas embrionarias precoces refletem-se
nas etapas posteriores de desenvolvimento (Evans et al., 2016), acarretando

programacao fetal com respostas adaptativas do feto, que podem resultar em

consequéncias anatbmicas, metabdlicas e fisiologicas permanentes (Barker
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1998, Godfrey 2002, Davies e Norman 2002, Sugden e Holness 2002; Chang
et al. 2008).

O colesterol € uma molécula lipidica precursora metabdlica de &cidos biliares e
hormbnios esteroides, além de importante componente de membranas
plasmaticas, tornando a bicamada lipidica mais rigida e com menor
permeabilidade, e sua presenca tem sido associada com 0 sucesso do
desenvolvimento embrionario (Yoshida e Wada 2005). Sabe-se que a maior
parte do colesterol é sintetizada, no feto, principalmente no figado (Baardman
et al. 2013), embora evidéncias sugiram que, durante as primeiras semanas de
vida, o feto depende, em grande parte, do colesterol materno, e a placenta tem
importante funcdo no transporte desse colesterol da mée para o feto (Woollett
2011, Van Montfoort et al. 2014 ).

De forma semelhante, niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) estdo
associados a resultados reprodutivos positivos (Fujimoto et al. 2010), pois HDL
(lipoproteinas de alta densidade) e LDL (lipoproteinas de baixa densidade) séo
os principais carreadores de colesterol para a sintese de progesterona no
corpo lateo, influenciando no estabelecimento e manutencdo da gestacdo
precoce (Baardman et al. 2013).

A sintese dos triglicérides ocorre nas células da mucosa intestinal, adipdcitos,
hepatocitos, células epiteliais das glandulas mamarias e rins e, uma vez dentro
das células da mucosa intestinal, os acidos graxos da dieta e o0s
monogliceridios séo re-esterificados para formar triglicérides, sendo o controle
da sintese de triglicérides pelos enterOcitos amplamente dependente da
disponibilidade de &cidos graxos na dieta (Thrall et al. 2015). O aumento de

triglicérides no sangue materno € um achado tipico durante a gestacao e,
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embora ndo atravessem diretamente a placenta, podem beneficiar o feto de
vérias formas, pois os triglicérides maternos representam um deposito flutuante
de energia e, sob jejum, séo eficientemente utilizados pelo figado materno para
sintetizar corpos cetdnicos e poupar glicose para o feto (Herrera 2000). S&o
considerados reservatérios de acidos graxos maternos derivados da dieta,
sendo sua captacdo dependente da concentracdo nos alimentos (Ghio et al.
2011).

O polifenol resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno) encontra-se naturalmente em

algumas plantas e bebidas, como uvas, vinho, amendoins e frutas (Pirola e

Frajdd 2008; De Vries et al. 2018), com propriedades antioxidantes, anti-

inflamatérias e anticancerigenas (Kulkarni e Canto 2015), além de efeito

fitoestrogénico, retardando o envelhecimento do ovéario (Mengyuan et al.

2013; Rocha et al. 2018).

A suplementac@o materna com resveratrol na gestacao acarreta beneficios a

saude metabdlica da mae e da prole em mamiferos (Roberts et al. 2016; Vega

et al. 2016), provavelmente pela programacdo do desenvolvimento fetal

(Costa-Silva et al. 2016; Evans et al. 2016), pois o resveratrol pode reduzir a

reacdo inflamatdria placentaria e normalizar o nivel de estresse oxidativo

embrionario (Roberts et al. 2014), além causar modificacdo epigenética da

prole (Estampador e Franks 2014).

A indolamina  melatonina  (N-acetil-5-metoxitriptamina), produzida

principalmente pela glandula pineal, possui muitas fungdes bioldgicas, dentre

elas a¢des antioxidante, anti-inflamatdria, oncostatica e reguladora dos efeitos

endocrinos e circadianos (Majidinia et al. 2018), além de atuar no controle

neuroendaocrino reprodutivo (Tamura et al. 2008; Reiter et al. 2014; Kumar et
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al. 2015), podendo contribuir positivamente na eficiéncia reprodutiva feminina
(Liu et al. 2013). A melatonina atua eliminando os radicais livres e participa da
regulacéo da transcricdo génica no fluido folicular (Rodriguez et al. 2004), a
qual pode proteger o odécito do estresse oxidativo (Reiter et al. 2014) e
modular diretamente a qualidade oocitaria (Tong et al. 2017).

Durante a gestacdo, a melatonina materna atravessa livremente as barreiras
fisiologicas, incluindo placenta (Richter et al. 2009; Chen et al. 2013; Sagrillo-
Fagundes et al. 2018), entrando facilmente na circulagdo fetal,
desempenhando papel primordial, além de fornecer informacdes
fotoperiddicas ao feto (Tamura et al. 2008; Reiter et al. 2009; Richter et al.
20009).

O estudo avaliou se o consumo materno de resveratrol e melatonina por
fémeas de camundongos SWISS, desde o inicio da vida reprodutiva até ao final
da primeira gestacéo, influenciou nos niveis de colesterol total, lipoproteinas de
alta densidade (HDL) e triglicérides da prole feminina (F1), na taxa de gestacéo

e no numero e taxa de implantacdes embrionarias dessas fémeas.

MATERIAIS E METODOS

Animais

As fémeas de camundongos SWISS (F1) utilizadas nesse experimento Sao
descendentes de maes (FO) (n=25) suplementadas com substancias
antioxidantes (resveratrol e melatonina) dos 40 aos 84 dias de idade, as quais
foram obtidas do Biotério Central da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS), mantidas em fotoperiodo de claro e escuro (x12h), sob controle de

temperatura (21°C = 2°C) e umidade (60%), e alojadas em gaiolas individuais
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com acesso a agua e racao comercial padrao ad libitum, com a seguinte
composicdo basica: Umidade 125 g/kg; Proteina Bruta 220 g/kg; Extrato Etéreo
4 g/kg; Matéria Mineral 90 g/kg; Fibra Bruta 70 g/kg; Calcio 10-14 g/kg; Fosforo
8.000 mg/kg, durante todo o periodo experimental. A proposta da utilizacao de
animais em experimento foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA-UFMS), sob
namero 831/2016.

Apéds o desmame (aos 21 dias de idade), alojaram-se as fémeas F1 em gaiolas
para 4 (quatro) individuos, mantendo-as sob as mesmas condi¢des e local das
fémeas FO, até completarem 60 dias de idade.

Substancias antioxidantes

As substancias antioxidantes utilizadas nas fémeas FO foram resveratrol (3,4,5-
trihidroxi-trans-estilbeno) e melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), obtidas do
laboratério Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Delineamento experimental

Utilizaram-se 25 fémeas (FO) de camundongos SWISS, com 40 dias de idade,
distribuidas em cinco grupos, as quais receberam, respectivamente,
substancias antioxidantes - 5 mg/kg de melatonina (MT5); 10 mg/kg de
melatonina(MT10); 5 mg/kg de resveratrol (RV5) e 10 mg/kg de resveratrol
(RV10), dissolvidas em 0,2 mL de agua, e solucéao salina (0,2 mL) no grupo
controle (C), administradas por meio de gavagem, uma vez ao dia, as 08 h,
entre 40 e 84 dias de idade (momentos pré-suplementacdo e pos-
suplementacao, respectivamente).

O grupo C gerou dezoito fémeas F1, os grupos RV5 e RV10, quinze e

dezesseis fémeas F1, respectivamente, e os grupos MT5 e MT10, seis e nove
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fémeas F1, respectivamente, totalizando 64 fémeas F1, utilizadas neste
experimento, mantendo-se a mesma nomenclatura dos grupos maternos
(fémeas FO0) para identificacdo dos grupos das fémeas F1.

Acasalamento

Aos 60 dias de idade, alojaram-se as fémeas F1 em gaiolas com maravalha
utilizada anteriormente pelos machos, para indugéo e sincronizagao do estro,
conhecido como efeito Whitten (Whitten 1958), em que o odor do feromdénio
masculino influencia e modifica 0 comportamento sexual das fémeas de
roedores (Braga 2017).

Para o acasalamento, utilizaram-se machos higidos, com a mesma idade das
fémeas F1 e descendentes de pais com comprovada fertilidade, na propor¢cao
de duas fémeas para cada macho (2:1). Essas fémeas foram observadas
diariamente, para verificacdo de tampado vaginal e confirmacdo da copula,
sendo este considerado o dia 1 de gestagdo. Apds a confirmacao, mantiveram-
se as mesmas em gaiolas por oito dias, periodo necessario para que
ocorressem as implanta¢cdes embrionérias (Figura 1).

Colheita de materiais bioldgicos

Apés oito dias da confirmacédo da gestacao, as fémeas F1 foram eutanasiadas
por anestesia em camara de inducdo, com anestésico volatil isoflurano (3-5%),
seguido, apos confirmacgéao do oObito, pela colheita de sangue final por puncéo
da veia cava posterior. O soro obtido apds centrifugacao foi congelado a -20°C
e, utilizado para mensuracéo de colesterol total, triglicérides e HDL, através de
kits comerciais (LabTest®, Lagoa Santa 47 - GO, Brasil) quantificados em
espectrofotdmetro (BioTek® — PoweWave XS), no laboratério VetLab, Botucatu,

SP. Consideraram-se os valores séricos bioquimicos obtidos de fémeas de
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camundongo SWISS, aos 60 dias de idade e provenientes do Biotério Central
INBIO/UFMS (Restel, dados nao publicados) como padréo referencial para este
experimento.

Em seguida a colheita do sangue, procedeu-se a colheita de ovérios e Utero
das fémeas F1, acondicionando-os em frascos com solucdo de formol a 10%,
para posterior analise histologica e contagem do nimero de corpos luteos nos
ovarios e do numero de sitios de implantacdo embrionaria no Utero. Apds a
fixacdo em formol, submeteram-se os tecidos a inclusdo em parafina e, em
seguida, fez-se cortes de 7 um de espessura em microtomo e montagem em
laminas de vidro. Cada lamina teve um total de quatro cortes retirados do bloco
de parafina. As laminas foram, entdo, coradas com hematoxilina e eosina, e a
andlise realizada no Laboratério de Captura de Imagem do Instituto de
Biociéncias — UFMS, em microscépio acoplado a camera digital em aumento
de 200x (Leica Application Suite® — Version 4.0.0). Selecionaram-se campos
representativos no corte, nos quais se observavam alteracdes morfoldgicas nos
ovarios e Uteros avaliados (Abbas et al. 2010).

Funcéao reprodutiva

Contou-se 0 numero de corpos luteos e de sitios de implantacdo embrionaria e,
a partir destes dados, determinou-se a taxa de gestacédo, que € o [numero de
fémeas prenhes/nimero de fémeas cobertas pelos machos] x 100; e a taxa de
implantagéo, que é o [numero de sitios de implantagdo embrionaria/nimero de
corpos luteos] x 100 (Spadotto et al. 2012).

Anéalise Estatistica

A comparacao entre 0s grupos experimentais, em relacéo as concentracdes de
colesterol total, triglicérides e da fracdo HDL, das fémeas F1, foi realizada por

meio do teste ndo parameétrico de Kruskal-Whallis, seguido pelo pos-teste de
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Dunn, uma vez que as amostras ndo passaram no teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Utilizou-se o mesmo teste na comparacdo entre grupos
experimentais, quanto as variaveis de avaliacdo histologica dos uteros e
ndmero de implantagbes embrionarias. A avaliagdo da associacdo entre o
grupo experimental e as variaveis taxa de gestacdo e taxa de implantagéo, foi
realizada por meio do teste do y? com correcdo de Bonferroni nas multiplas
comparacdes dos demais grupos com o grupo controle. Os demais resultados
deste estudo foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma
de tabelas. Na analise estatistica usou-se o programa estatistico SigmaPlot,
versao 12.0, considerando-se um nivel de significancia de 5% (Rowe 2007).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados das concentracdes séricas dos
componentes do perfil lipidico (colesterol total, triglicérides e HDL). Ao avalia-la,
percebe-se que as concentracdes séricas de colesterol total foram maiores nas
fémeas F1 do grupo RV10 em relagédo aquelas dos grupos MT5 e MT10, porém
nao diferiram dos grupo C e RV5. O colesterol € um importante componente
das membranas celulares, precursor da sintese dos horménios esteroides, da
vitamina D e dos &cidos biliares (Thrall et al. 2015).

As concentracdes de colesterol total das fémeas F1 dos cinco grupos avaliados
neste estudo foram inferiores aos valores encontrados por Restel (dados nao
publicados) para fémeas de camundongos SWISS aos 60 dias de idade
(116,33 + 14,09 mg/dL), considerados como padrao para os animais do Biotério
Central da UFMS, indicando que, mesmo que as fémeas F1 do grupo RV10
tenham apresentado concentracdes superiores aquelas dos grupos tratados

com melatonina, ndo se estabeleceu hipercolesterolemia nestas fémeas, uma



108

vez que seus resultados permaneceram abaixo do padréo referencial
bioguimico esperado para estes animais.

Em ratas com hipercolesterolemia, suplementadas com 20 mg/kg/dia de
resveratrol, Go¢cmen et al. (2013) obtiveram reducdo do colesterol total e dos
niveis de LDL, demonstrando a ac¢do deste antioxidante em animais com
metabolismo alterado. Em conformidade, Ren et al. (2011) observaram reducéo
dos niveis de colesterol total em camundongos C57BL/6J através da
suplementacdo com 22,5 mg/kg/dia de resveratrol. Ainda, Go¢men et al. (2011)
verificaram que a administracdo de 20 mg/kg de resveratrol, durante 20 dias,
reduziu os niveis de lipideos séricos (colesterol total, triglicérides, LDL e VLDL)
e a expressdo da P-selectihna e CD40-CD154 em ratos com
hipercolesterolemia, porém houve aumento dos niveis de HDL. Anormalidades
lipidicas podem contribuir para o desenvolvimento de graves sindromes
clinicas, tais como resisténcia insulinica, lipidose hepética e aterosclerose
(Thrall et al. 2015).

Os efeitos positivos do resveratrol em reduzir o perfil lipidico sérico nos estudos
citados anteriormente, em animais hipercolesterolémicos, pode estar
relacionado a dosagem utilizada, a inibicdo da sintese de triacilgliceréis e/ou de
acidos graxos (Gocmen et al. 2011). Outra possivel explicacdo € que este
polifenol pode aumentar a atividade dos &cidos biliares e a excregdo de
esterdis neutros do figado para as fezes (Miura et al. 2003, Zhu et al. 2008),
pois a maior secrecdo de lipidios para fora do corpo € considerada como um
possivel mecanismo pelo qual o resveratrol pode ocasionar essa reducao
(Chekalina et al. 2016). Acredita-se, também, que o resveratrol pode facilitar a

reducdo do acumulo de gordura pela modulacdo de moléculas sinalizadoras
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como Sirtuina 1 (SIRT1), Akt e proteina quinase ativada por AMP (AMPK)
(Feige et al. 2008).

O composto fendlico trans-resveratrol, presente em uvas vermelhas, tem
mostrado significativos resultados na prevencao de doencas cardiovasculares,
obesidade, diabetes e cancer (Fan et al. 2008), além da atividade antioxidante
(Park et al. 2012). Durante a gestagédo, o consumo materno de resveratrol pode
afetar indiretamente a ninhada ao melhorar o estado metabdlico da mae
(Zheng et al, 2018) ou, ainda, apresentar efeitos diretos sobre o feto devido a
sua reconhecida capacidade em atravessar a placenta (Bourque et al. 2012,
Ros et al. 2018). A suplementacdo com 5 ou 10 mg/kg de resveratrol ndo
causou reducdo significativa na concentracdo sérica de colesterol total,
sugerindo que o consumo de resveratrol pelas fémeas FO n&o foi capaz de
melhorar o estado metabdlico das suas filhas, ao contrario do sugerido por
Bourque et al. (2012) e Ros et al. (2018). Entretanto, as F1 deste experimento
foram alimentadas com dieta comercial isoenergética e ndo sofreram nenhum
desafio metabdlico, como o consumo de dietas hipo ou hiperenergéticas,
indicando que os efeitos antiobesogénicos do resveratrol possam ter sido
minimizados.

Por outro lado, o colesterol € essencial para o desenvolvimento de mamiferos,
uma vez que sua presenca determina a fluidez da membrana (Yoshida e Wada
2005, Willnow et al. 2007, Woollett 2008), além de atuar como precursor de
horménios esteroides, fundamentais para a maturacdo folicular ovariana; por
isso, quantidades substanciais desse lipidio precisam ser transportadas para as
células foliculares ou sintetizadas localmente pelas células da teca e da

granulosa (Van Monfoort et al. 2014). Mesmo que o colesterol total nas fémeas
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F1 dos grupos tratados com RV5 ou RV10 néo diferiram do grupo C, essas
concentracdes séricas permaneceram dentro dos parametros referenciais, nao
desencadeando hipercolesterolemia nessas fémeas tratadas com o
antioxidante, o que pode ter trazido beneficios reprodutivos as mesmas.

As fémeas F1 do grupo RV10 apresentaram maiores niveis séricos de
triglicérides em relacdo aos grupos C e RV5, mas sem diferenca quando
comparada aos grupos MT5 e MT10. No presente experimento, as
concentracdes séricas de triglicérides das fémeas F1 de todos os grupos foram
superiores aos valores encontrados por Restel (dados néo publicados) para
fémeas de camundongo SWISS aos 60 dias de idade (273,67 + 37,12 mg/dL).
Os trigelicérides servem como fonte de energia metabdlica celular,
acumulando-se no tecido adiposo, de onde sdo recrutados em resposta as
demandas do organismo (Evans 2009). O controle da sintese de triglicérides
pelos enterécitos € amplamente dependente da disponibilidade de acidos
graxos na dieta, sendo estimulada pelo aumento desta disponibilidade de
acidos graxos de cadeia longa (Thrall et al. 2015).

Em mulheres, o aumento de triglicérides € comum durante a gestacdo e,
mesmo que ndo atravessem a placenta, acarretam beneficios ao feto, pois séo
considerados reservatorios de acidos graxos provenientes da dieta e a hidrolise
pela lipoproteina lipase e outras lipases, liberam acidos graxos livres para o
feto (Ghio et al. 2011); portanto, € possivel que a maior concentracdo de
triglicérides nas fémeas F1 do grupo RV10 seja devida ao periodo gestacional,
uma vez que as fémeas de camundongo SWISS avaliadas por Restel (dados

nao publicados) ndo estavam gestantes.
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Ja as concentragdes séricas de HDL variaram entre grupos, porém sem
permitir a definicAo exata desta diferenca ao comparar-se 0S grupos entre si
com testes de média, pois esta diferenca ndo foi grande o suficiente para ser
determinada pelos testes estatisticos. A observacdo numérica sugere maior
concentragdo no grupo RV10, acompanhando os resultados dos triglicérides,
mas devendo-se considerar que o HDL é o principal transportador de colesterol
e de ésteres de colesterol para o figado nesta espécie (Thrall et al. 2015), ou
seja, se os lipideos estdo em maior concentracdo no sangue, a HDL torna-se
elevada para poder transportéa-los, como tentativa de compensacao, na qual ele
incorpora o excesso de colesterol dos tecidos extra-hepaticos por um processo
denominado “transporte reverso de colesterol” (Fujimoto et al. 2010).

Ainda avaliando-se a Tabela 1, observa-se que os niveis de colesterol total,
triglicérides e HDL nas fémeas F1 dos grupos MT5 e MT10, ndo diferiram do
grupo C. Segundo revisdo sistematizada e metanalise realizada por
Mohammadi-Sartang et al. (2018), a suplementacdo com melatonina tem
efeitos significativos na reducdo nos niveis de triglicérides e colesterol total,
sendo mais evidente em doses mais altas (>8 mg/kg/dia) e com maior tempo
de duracdo (>8 semanas). Em outro estudo, ratos machos Zucker diabéticos,
ao serem suplementados com 10 mg/kg/dia de melatonina, durante seis
semanas, obtiveram reducdo dos niveis de triglicérides e LDL e aumento do
HDL sérico (Agil et al. 2011), indicando uma acéo terapéutica da melatonina.
Varios mecanismos séo responsaveis pelos beneficios da suplementacdo com
melatonina na reducao do perfil lipidico sérico, como o efeito de supressao na
gordura visceral (Wolden-Hanson et al. 2000), aumentando, assim, a

sensibilidade a insulina e resultando em elevacédo da atividade da lipoproteina
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lipase, diminuindo a lipdlise no tecido adiposo (Rasmussen et al. 1999). Além
disso, também atua na prevencao da sintese e absor¢éo do colesterol (Hussain
2007), no incremento da conversdo de colesterol em &cidos biliares, na
elevacdo da atividade do receptor de LDL, e na inibicdo dos receptores
metabotropicos, 0s quais desempenham papel de transporte dos acidos graxos
(Dauchy et al. 2003). As diferencas entre os experimentos podem ser
atribuidas as distintas metodologias, periodos de exposicdo e doses
administradas, atuando sobre algum destes diferentes mecanismos.

Em geral, a melatonina pode evitar a oxidagéo das LDL (Korkmaz et al. 2009),
podendo contribuir para prevencdo da aterosclerose, uma vez que esta
oxidacdo tem funcdo crucial na ativagdo da patogénese dessa doenca
(Sahebkar 2017). O efeito significativo da melatonina na redugcdo de
triglicérides séricos é uma consequéncia, pois as particulas remanescentes de
LDL, sdo lipoproteinas ricas em triglicérides (Sahebkar et al. 2014). Ainda, a
melatonina € um importante antioxidante, atuando através da eliminacéo e
desintoxicac@o de radicais livres, tanto em concentracdes fisiolégicas quanto
farmacolégicas (Reiter et al. 2008), e isso pode ter sido relevante na
programacao fetal da prole, resultando em melhor ambiente quimico nas
células, refletido no controle do metabolismo lipidico.

O consumo de resveratrol e melatonina pelas fémeas FO nao influenciou
significativamente o perfil lipidico (colesterol total, triglicérides e HDL) das F1,
possivelmente porque essas fémeas nao foram submetidas a nenhum desafio
nutricional, portanto, sua utilizacdo para fins antiobesogénicos nao deve ser
desconsiderada, uma vez que os efeitos positivos desse antioxidante sobre a

saude metabdlica das descendentes F1 possam ter sido minimizados.
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A implantacdo embrionéria € um processo complexo e fundamental que requer
a correta comunicacdo entre blastocisto e (tero, mediada por Varias
substancias e células (Carlomagno et al. 2018). Na avaliacdo dos cortes
histologicos de utero das fémeas F1, verificou-se nimero de implantacdes
embrionérias similares entre os grupos (Tabela 2). No entanto, ao calcular-se
as taxas de gestacdo, as fémeas F1, filhas de maes suplementadas com
antioxidantes (RV10; MT5 e MT10), alcancaram melhores resultados em
relagdo aos grupos C e RV5. J4 para a taxa de implantacdo embrionaria, a
suplementacdo materna de fémeas FO com antioxidantes proporcionou maior
percentual nas fémeas F1 em todos 0s grupos em relacdo ao controle, ou seja,
a suplementacdo das maes com antioxidantes foi capaz de afetar a eficiéncia
reprodutiva das suas filhas, provavelmente como reflexo de alteragcdes na
programacao fetal das mesmas.

Os efeitos benéficos do consumo materno de resveratrol na programacao fetal
tém sido amplamente reconhecidos nos ultimos anos (Wang et al. 2018). O
resveratrol pode melhorar o dano ovariano induzido por radiacdo, agentes
quimioterapicos e desreguladores enddcrinos (Ozcan et al. 2015, Said et al.
2016, Liu et al. 2017), aumentar a reserva ovariana associada ao
envelhecimento, obesidade e diabetes melito (Kong et al. 2011, Liu et al. 2013,
Erbas et al. 2014, Cabello et al. 2015) e melhorar a disfungédo ovariana em
modelo animal de sindrome do ovario policistico e hiperestimulagédo ovariana
(Ergenoglu et al. 2015, Kasap et al. 2016). Outro possivel mecanismo é a
modificacdo epigenética (Estampador e Franks, 2014), ja que pode haver uma
ligagdo entre a nutricAo nos primeiros anos de vida e a saude cardio-

metabdlica no individuo adulto (Zheng et al. 2014, Xiao e Zheng 2014). Ainda,
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as propriedades antioxidantes do resveratrol sdo capazes de inibir a apoptose
e contribuir para a proliferacédo celular e o desenvolvimento embrionario (Huang
et al. 2007). Neste estudo, a suplementacédo de fémeas FO com 10 mg/kg de
resveratrol garantiu as descendentes F1 melhores percentuais nas taxas de
gestacdo e implantacdo, provavelmente devido aos efeitos positivos deste
antioxidante sobre a reserva ovariana, que inicia sua formagdo durante o
desenvolvimento intrauterino, uma vez que o resveratrol é capaz de atravessar
a barreira placentaria e atuar diretamente no feto (Bourque et al. 2012).

Os niveis de colesterol materno podem ser importantes para atender as
demandas de colesterol fetal durante a organogénese. Em mulheres, os niveis
de colesterol total materno aumentam de 30 a 50%, durante a gestag&do, como
resultado da sintese aumentada de colesterol no figado. Este aumento da
sintese do colesterol ja comeca durante o primeiro trimestre, mas é mais alto
no terceiro trimestre de gestacdo (Amundsen et al. 2006, Edison et al. 2007).
Curiosamente, durante o primeiro trimestre de gestacdo, o HDL é
significativamente aumentado, provavelmente devido a maior necessidade de
colesterol para sintese de progesterona pelo corpo luteo (Baardman et al.
2013). A partir destes dados, é possivel inferir que a reducao de colesterol total
tenha um efeito adverso no resultado da gestacéo. No presente estudo, mesmo
que, as fémeas F1 dos grupos suplementados com antioxidantes obtiveram
taxas de colesterol total semelhantes as fémeas do grupo C, as mesmas
apresentaram melhor desempenho reprodutivo, refletido na maior taxa de
gestacao e implantacdo embrionaria.

Fémeas de camundongos homozigotos Knockout para a proteina ABCA1

(Apolipoproteina 1) apresentam reduzida fecundidade, redu¢cdo do namero de
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filhotes e diminuicdo do numero de gestacdes secundéarias a reducdo dos
niveis séricos de HDL (Christiansen-Weber et al. 2000, Aiello et al. 2003), fato
ndo encontrado no presente experimento, de forma que o perfil lipidico
apresentado pelas F1, descendentes de fémeas FO suplementadas com
antioxidantes, nao diferiu do grupo controle.

Sabe-se que a melatonina materna também atravessa a placenta, e entra
facilmente na circulagdo fetal, enviando informacdes fotoperiddicas ao feto
(Okatani et al. 1998; Richter et al. 2009), estabelecendo o ritmo circadiano aos
orgdos fetais (Reiter et al. 2008; Carlomagno et al. 2018). Este ritmo
estabelecido durante o desenvolvimento fetal promove efeitos positivos nos
ovarios, com desenvolvimento de odcitos e embrides de boa qualidade, sendo
esta acdo confirmada pela presenca de sitios de ligacdo e receptores da
melatonina na membrana das células da granulosa e luteais humanas
(Carlomagno et al. 2018). O papel da melatonina na programacao fetal tem
sido descrito, atuando para estimular o crescimento da glandula suprarrenal
fetal (Torres-Farfan et al. 2006), e inibir a sintese de cortisol por esta glandula
(Torres-Farfan et al. 2004), além de influenciar as gbnadas fetais (Reiter et al.
2008) e o desenvolvimento reprodutivo pés-natal (Shaw e Goldman 2007). A
suplementacdo das fémeas FO com melatonina, no presente experimento, foi
capaz de manifestar-se em melhor potencial reprodutivo de suas filhas com
maiores percentuais de gestacdo e de implantacdes. Além disso, ao se
observar as taxas de gestacao e de implantacdo, considerando-se o niumero de
corpos lateos produzidos, percebe-se que a suplementacdo das maes foi
importante para os resultados reprodutivos das filhas, mostrando-se maiores

que as do grupo controle.
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O papel da melatonina também esté relacionado as alteracdes epigenéticas e
ao estresse oxidativo associado a programacéo fetal (Luo et al. 2006; Korkmaz
et al. 2012). O desequilibrio induzido pelo aumento do estresse oxidativo
(Ribatti et al. 2009) pode levar a metilacdo incorreta, ocasionando alteracdo
epigenética, que pode provocar modificac6es nos padrdes da expressao génica
e fenotipica na idade adulta (Korkmaz et al. 2009). Assim, a melatonina pode
regular positivamente 0s mecanismos epigenéticos através dos receptores
nucleares, levando a dobradura do DNA no odcito (Irmak et al. 2005),
sugerindo que a melatonina ative a expressao de enzimas antioxidantes,
exercendo papel crucial nas modificacbes epigenéticas da programacéo fetal
(Korkmaz et al. 2012). Por estas razfes, 0s niveis corretos de melatonina
durante a gestacdo S&o cruciais para prevenir erros na programacao fetal,
protegendo o feto do risco de desenvolver doencas metabdlicas na idade
adulta (Carlomagno et al. 2018).

O consumo materno de resveratrol e melatonina por fémeas (FO) de
camundongos SWISS, desde o inicio da vida reprodutiva até ao final da
primeira gestacdo, nao influenciou o perfil lipidico de suas filhas (F1),
possivelmente porque essas fémeas nao sofreram nenhum desafio nutricional,
0 que pode ter atenuado seus efeitos antiobesogénicos sobre o metabolismo
lipidico, nem influenciaram o numero de implantagcbes embrionarias dessas
filhas. No entanto, a suplementacdo com antioxidantes conferiu as fémeas F1
melhor desempenho reprodutivo, com maior percentual de taxas de gestacao e
de implantagcdo embrionéria, indicando possivel atuacdo dos antioxidantes

sobre a reserva ovariana dessas fémeas durante seu desenvolvimento
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intrauterino, corroborando a atuacdo destes antioxidantes no sucesso
reprodutivo de fémeas.
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Tabela 1. Niveis de colesterol total (mg/dL), triglicérides (mg/dL) e lipoproteinas
de alta densidade (HDL; mg/dL) nas fémeas de camundongos SWISS F1

descendentes de fémeas (FO) suplementadas com resveratrol ou melatonina.

Grupo Colesterol total Triglicérides HDL
Controle 96,79+3,32%° 302,42+14,97°  86,74+2,91°
Resveratrol 5 mg 102,33+3,55% 280,06+15,40°  83,17+2,52°
Resveratrol 10 mg 113,00+4,24% 367,10+15,18% 94,24+3,84%
Melatonina 5 mg 89,64+3,24" 350,09+18,20%° 82,91+7,29%
Melatonina 10 mg 89,50+9,79° 340,60+27,34®  76,40+8,60°
Valor de p <0,001 0,001 0,026

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Valor de p no teste de Kruskal-Whallis de uma via.
Letras diferentes na coluna indicam diferencga significativa entre os grupos experimentais (pds-teste de Dunn, p<0,05).

Tabela 2. Namero de implantacfes embrionarias (n°), taxas de gestacao (%) e
de implantacdo embrionaria (%) nas fémeas de camundongos SWISS F1

descendentes de fémeas (FO) suplementadas com resveratrol ou melatonina.

Grupo n° impl_antgg_:c”)es Taxa dNe ~ Taxa deN
embrionarias gestacdo implantacéo
Controle 0,89+0,50 16,66° 16,49°
Resveratrol 5 mg 2,00+0,56 53,332 40,00
Resveratrol 10 mg 2,56+0,42 75,00% 55,42
Melatonina 5 mg 2,67+0,67 83,33? 57,142
Melatonina 10 mg 0,67+0,53 77,772 55,812
Valor de p 0,052 0,02 0,001

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Valor de p no teste de Kruskal-Whallis de
uma via e teste do 3. Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais
(p6s-teste de Dunn e Bonferroni, p<0,05).



