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RESUMO

Dexametasona € largamente utilizada nos processos antinflamatorios,
Imunossupressores e em casos de gestacdo com risco de prematuridade.
Doses suprafisiologicas de dexametasona podem propiciar complicacdes e
afetar a embriogénese. A melatonina, produzida pela pineal, tem demonstrado
prevenir efeitos deletérios dos glicocorticoides. Assim, avaliamos a influéncia
da melatonina sobre efeitos sistémicos da dexametasona em ratas prenhes por
meio dos seguintes parametros: 1. Hemograma e perfil glicidico; 2. Niveis de
progesterona e 3. Histomorfometria e histoquimica de 6rgaos. Foram utilizadas
20 ratas divididas nos grupos: | — ratas prenhes sem tratamento (Controle); Il —
ratas prenhes tratadas com dexametasona (0.8mg/kg); Il - ratas prenhes
tratadas com melatonina (0,5 mg/Kg); IV: ratas prenhes tratadas com
dexametasona e melatonina. Todos os tratamentos foram iniciados 10 dias
apos confirmagcdo do acasalamento até o final da gestacdo. O sangue foi
coletado no 7°, 14° e 21° dia. A dosagem de carboidratos foi realizada pelo
meétodo antrona para a leitura em microplaca. A progesterona foi dosada pelo
método ELISA. O figado, rins e adrenais foram analisados histoquimica e
morfometricamente. Os resultados mostraram uma protecdo da melatonina
para os parametros sanguineos (valores de hematdcrito, nimero total de
hemécias, nimero total e contagem diferencial de leucdcitos), bioquimicos e
hormonais. O tratamento com dexametasona causou reducdo progressiva do
namero total de hemécias e anisocitose, neutrofilia, linfopenia e eosinopenia,
além da redugdo dos niveis plasmaticos de carboidratos no 21° dia, e de
progesterona aos 14 e 21 dias de gestacdo. Nao se evidenciaram alteragcbes
morfométricas e histoquimicas nos 6rgaos. A dexametasona na dosagem de
0,8 mg/Kg aplicada a partir do terco médio da gestacdo produz alteracGes
hematoldgicas, bioquimicas e hormonais em ratas, porém, ndo afeta o figado,
rins e adrenais, quanto aos parametros morfométricos e histoquimicos. Estes

efeitos foram prevenidos pela melatonina.

PALAVRAS-CHAVE: Melatonina, glicocorticoide, horménio, hemograma,

gestacao, ratas



ABSTRACT

Dexamethasone is widely used in processes anti-inflammatory,
immunosuppressive and in cases of pregnancy with risk of
prematurity. Supraphysiological doses of dexamethasone can provide
complications and affect embryogenesis. Melatonin, produced by the pineal
gland, has been shown to prevent the deleterious effects of glucocorticoids. We
evaluated the influence of melatonin on systemic effects of dexamethasone to
pregnant rats through the following parameters: 1. Hematocrit and glucose
profile, 2. Levels of progesterone and 3. Histomorphometry and histochemistry
of organs. We used 20 rats divided into two groups: | - pregnant rats untreated
(control), 1l - pregnant rats treated with dexamethasone (0.8mg/kg) Ill - pregnant
rats treated with melatonin (0.5 mg / kg) IV: pregnant rats treated with
dexamethasone and melatonin. All treatments were initiated 10 days after
confirmation of mating until the end of pregnancy. Blood was collected in the
7th, 14th and 21st days. Determination of carbohydrate was accomplished by
anthrone method for reading plate. Progesterone was measured by ELISA. The
liver, kidneys and adrenals were examined histochemically and
morphometrically. The results showed a protection of melatonin to blood
parameters (hematocrit, total RBC, total and differential leukocyte count),
biochemical and hormonal. Treatment with dexamethasone caused a gradual
reduction in the total number of red blood cells and anisocytosis, neutrophilia,
lymphopenia and eosinopenia, and reduced plasma levels of carbohydrates on
day 21 and progesterone at 14 and 21 days of gestation. No evidence of
morphological and histochemical changes in the organs. Dexamethasone at a
dosage of 0.8 mg / kg applied from the middle third of pregnancy produces
hematological, biochemical and hormonal in rats, however, does not affect the
liver, kidneys and adrenals, as to histochemical and morphometric

parameters. These effects were prevented by melatonin.

KEYWORDS: Melatonin, glucocorticoid, hormone, hemogram, pregnancy, rats.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Nos mamiferos, a integracdo entre a temporalidade externa e a ordem
temporal interna é dada pelos nucleos supraquiasmaticos do hipotalamo. Estes
ndcleos recebem informacdo da luminosidade diretamente do ambiente por
meio do feixe nervoso retino-hipotalamico. A partir destas informacdes, o0s
nucleos supraquiasmaticos trabalham como um relégio mestre que fornece o
sinal para a sincronizacdo da ordem temporal interna com o ciclo claro/escuro
dado pelo movimento de rotacdo da terra (PEREIRA; TUFIK; PEDRAZZOLI,
2009). A partir dos nucleos supraquiasméaticos, os impulsos nervosos sao
transmitidos para os neurdnios do seguimento cervical da medula, sendo
enviadas posteriormente para os ganglios simpaticos cervicais superiores e
destes para a glandula pineal (POIRIER et al., 2002).

A pineal é uma pequena glandula, suspensa na parte posterior do terceiro
ventriculo, revestida externamente pela pia-mater (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008). Esta glandula é composta pelos pinealécitos (células glandulares), pelas
células gliais do tipo astrocitario e por capilares sanguineos contendo pouco
tecido conjuntivo (POIRIER et al., 2002).

Essa glandula funciona como um transdutor capaz de informar as partes
internas do organismo sobre as condi¢cdes de iluminacdo ambiental, ou seja,
gquando a pineal libera melatonina, seu principal horménio, informa ao
organismo que esta escuro. Dita como agente enddécrino da escuriddo, a noite
a melatonina banha as células e tecidos fornecendo uma série de informacdes
ritmicas, permitindo a diferenciagcdo entre o dia e a noite. (FERREIRA,;
MARKUS, 2001; OKATANI et al., 2003; CARRILLO VICO et al., 2004).

A melatonina também pode ser secretada em menor quantidade pela
retina, trato gastrointestinal e em resposta a quantidade e ao tipo de alimento
gue ingerimos (TAN et al., 2003). Apresenta solubilidade in vivo em lipidios e
agua, e in vitro em etanol absoluto e agua. Seu peso molecular é de 232,289 e
sua férmula molecular é C;3HgN2O, (SHIDA; CASTRUCCI; LAMY-FREUND,
1994; REITER, 1998).



Os principais 6rgdos onde ocorre a metabolizacdo da melatonina séo o
figado e o cérebro. No figado ocorre a hidroxilagdo da melatonina formando 6-
hidroximelatonina, seguida de uma conjugacdo com sulfato ou glucoronato,
sendo posteriormente excretada na urina. Quando a melatonina reage com o
peroxinitrito (ONOO") forma o metabdlito 6-hidroximelatonina que manifesta
uma atividade antioxidante superior em determinados modelos in vitro. A
melatonina tem varias vantagens distintas como um conservante de estrutura e
funcdo de organelas celulares. Funciona através de uma série de mecanismos
reduzindo os danos oxidativos. Assim, a melatonina elimina uma série
de reagentes, incluindo o radical hidroxila, peroxido de hidrogénio, &cido
nitrico, peroxinitrito e acido peroxinitroso. (BLANCHARD; POMPOM;
DUCROCQ, 2000; REITER; TAN; BURKHARDT, 2002).

Estudos promissores demonstram que a baixa producdo de melatonina
poderia induzir um estado de imunodepressdo e estar associado a causa de
inimeras doencas (REITER, 1998). Pois, uma pessoa sob estresse produz
normalmente mais adrenalina e cortisol. Para cada molécula de adrenalina
formada, quatro moléculas de radicais livres sdo produzidas aumentando a
probabilidade de lesado celular (peroxidacao lipidica). A melatonina teria o papel
de reduzir o acumulo de radicais livres nos tecidos, combater doencas
neurodegenerativas, prevenir o envelhecimento celular e conseqientemente
algum tipo de cancer (principalmente o cancer de mama), diminuir alteracdes
fotoperiddicas, ajustar o reldgio bioldégico, combater insbnia e tratar algumas
imunodeficiéncias adquiridas, inclusive a AIDS (CUZZOCREA; REITER, 2001,
JIMENEZ et al., 2001).

A glandula supra-renal, na sua porcado cortical (zona fasciculada) é a
responsavel pela sintese dos glicocorticoides e estd sob o comando adeno-
hipofisario do ACTH (horménio adreno-cértico-trofico) que, por sua vez, é
controlado pelo horménio liberador de corticotrofina hipotalamica (CRH). A
secrecdo de glicocorticoides apresenta um ritmo circadiano, ou seja, a cada 24
horas (dia), volta-se ao ponto inicial: para um individuo com ritmo vigilia/sono
normal, os niveis mais elevados de cortisol ocorrem as 8 horas da manh3,
atingem 50% desse nivel as 16 horas e chegam ao seu ponto mais baixo a
meia-noite (OSTENSEN, 1998).
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Segundo Lima et al. (2002), h& trabalhos, ressaltando que a atividade
mitotica das células da medula da adrenal pode ser alterada pela pineal, de
acordo com a fase do dia, diminuindo durante o escuro. A pinealectomia em
ratos adultos aumenta o nivel dos horménios do cortex da adrenal e promove
modificacdes como: diminuicdo da atividade mitética e hipertrofia da cortical.
Assim, sugere-se que a melatonina atue como um fator anti-corticoide, e
consequentemente amenizador dos seus efeitos colaterais.

Os (glicocorticoides constituem um grupo de drogas com efeitos
antiinflamatérios e imunossupressores comumente utilizados em Medicina
Veterinaria. S8o0 agentes recomendados para o tratamento de doencgas
alérgicas e imunomediadas, choque séptico e cardiogénico e traumatismos do
sistema nervoso central e da coluna vertebral (OSTENSEN, 1998).

Os glicocorticéides sdo horménios esterdides indispenséveis para o
desenvolvimento do tecido pulmonar do feto e clinicamente utlizados em
gestacdes com riscos de prematuridade para a aceleracdo o desenvolvimento
pulmonar (WARD, 1994). O transporte transplacentario de glicocorticoides €&
regulado pelas enzimas 11p-hidroxisterdide desidrogenase (113-HSD) tipo 1 e
2 que atuam na reativacao e inativacdo de glicocorticéides, respectivamente,
regulando a exposicao do feto aos mesmos (DIEDERICH et al., 2002). Devido
a progressiva reducdo da bioatividade da enzima 11B-HSD2 ao longo da
gestacdo (WADDELL et al.,, 1998), o terco final é o periodo de gestacdo em
que ocorre uma maior permissibilidade do trafego de glicocorticoides, estudos
que exploram os efeitos da exposicao a glicocorticéides durante esse periodo
mostram alteracdes fisiologicas como a elevacao do nivel glicémico pés-natal,
a reducéo da sintese de receptores para insulina e a mobilizacdo de glicogénio
para a corrente sanguinea (NYRIENDA et al., 1998).

A dexametasona € um glicocorticéide fluorado sintético largamente
utilizado por apresentar efeitos analogos ao da cortisona (SLOBODA et al.,
2005), porém atravessa a placenta facilmente, devendo ser utilizado pela mae
com cautela.

Além das alteracdes relacionadas com a bioquimica do sangue, a
dexametasona exerce influéncia sobre a distribuicdo de células sanguineas
através da inibicdo da expressdo de citocinas (HAYNESWORTH; BABER;
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CAPLAN, 1996), supressao de fatores de proliferacao de linfocitos (ALMAWI et
al, 1991) e inducao da apoptose (MOR; COHEN, 1996). Dentre as alteracOes
verificadas na distribuicdo de leucécitos entre o sangue e 0os compartimentos
do sistema imune estdo a reducéo drastica do numero linfocitos T e a elevacao
acentuada de neutréfilos, além de uma reducdo acentuada dos linfocitos B,
células NK (natural killer) e monécitos (DHABHAR, et al., 1995; DHABHAR, et
al., 1996).

Segundo Dearden; Mosier, (1988), Levitt et al. (1996) e Ortiz et al. (2001),
0s rins da prole de ratas tratadas com dexametasona durante a gestacdo, tem
seu desenvolvimento afetado, ocorrendo uma diminuicdo do numero de
néfrons, prejudicando a excrecao renal do sddio, 0 que ocasiona a hipertensao
nesses animais na fase adulta (BRENNER; GARCIA; ANDERSON, 1988).

De acordo com Ostensen (1998), os glicocorticoides tém acdes
sistémicas e seu efeito colateral atinge varios 6rgdos e sistemas, entre esses
se destacam: 1 - complicacBes gastrintestinais: Ulcera péptica, pancreatite,
hepatomegalia, aumento do apetite; 2 - complicacbes musculo—esqueléticas:
miopatia, osteoporose, fraturas, necrose asséptica do 0sso; 3 - complicacdes
renais: nefrocalcinose, nefrolitiase e uricosuria; 4 - complicacdes
cardiovasculares: hipertensdo (mais comum), infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral. 5 - alteracdes na distribuicdo da pele e gordura: aspecto
“cushingdide”, acne, hirsutismo, atrofia da pele (uso de corticéides toépicos). 6 -
suscetibilidade a infeccdes: infecgbes virais (varicela), infeccdes bacterianas
(estafilococo, proteus, pseudomonas e salmonella), reativacdo da tuberculose,
pneumocitose, infeccbes parasitarias (estrongiloidiase, toxoplasmose e
amebiase), infecdes fungicas (aspergilose, candidiase e criptococose). 7 -
alteracdes no crescimento. 8 - alteragdes no feto.

Slotkin et al. (1991), estudando o efeito dos glicocorticéides em fetos de
rato, observaram que o tratamento pré-natal com dexametasona induziu a
diminuicdo da proliferacdo celular em diversos tecidos, refletindo
provavelmente uma acado seletiva destes medicamentos sobre certos tipos
celulares e ainda sobre diversas fases da diferenciagcéo celular, o que poderia
ocasionar em retardo do crescimento pds-natal. Ja Hansen et al, (1999), em

estudo experimental em ratos, administraram dexametasona na dose de
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0,8mg/kg, por via subcutdnea, a fémeas gestantes do 9° ao 14° dia de
gestacdo. No vigésimo dia de gestacdo, estes animais foram submetidos a
eutanasia e coletados fragmentos maternos e fetais para andlise. Os autores
observaram que os fetos do grupo tratado com dexametasona apresentaram
menores pesos em comparacao ao grupo néo tratado, assim como alta taxa de
mortalidade e fenda palatina.

Segundo Aoyama; Mori; Mori (1986) a administracdo de hormonio
melatonina da pineal em ratas fémeas jovens preveniu os efeitos deletérios
(diminuicdo do ganho de peso corporal, atrofia do timo e das adrenais,
glicosuria, elevacdo do nivel de agucar no sangue, triglicerideos e colesterol
total) causados por trés diferentes glicocorticdides: dexametasona,
prednisolona e hidrocortisona.

Os estudos que tratam das alteracdes de alguns 6rgdos como figado, rins
e adrenais relacionadas ao uso de corticoides e seus efeitos colaterais no
organismo, apontam para a melatonina como um fator capaz de reduzir os
danos causados por esses efeitos, uma vez que a melatonina exerce influéncia
sobre os corticéides naturalmente produzidos pelas adrenais. Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivo relacionar a influéncia do uso de
melatonina sobre os efeitos sistémicos da dexametasona por meio dos
seguintes parametros: 1.Hemograma e perfil glicidico; 2.Niveis de progesterona
e 3.Histologia, histoquimica e morfometria do figado, rins e adrenais de ratas

prenhes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pineal: sintese e secrecdo de melatonina

A glandula pineal, também conhecida como epifise, se localiza no teto do
terceiro ventriculo entre os dois hemisférios cerebrais e est4 presente em todos
0s animais vertebrados. Pesa aproximadamente 0,13 gramas e possui cerca de
1,2 cm de diametro, originando-se do diencéfalo (COMMENTZ; HELMKE,
1995). E um 6rgéo endocrino, formado por células com fungéo neurosecretora,
0s pinealdcitos, e pelas células intersticiais semelhantes as células da glia. Os
produtos pineais especificos sao, bioquimicamente, de dois tipos: indolaminas
e peptideos. A melatonina, uma indolamina, é o mais bem estudado dos
produtos pineais (OKATANI et al, 2003; CARRILLO-VICCO et al., 2005).
Possui baixo peso molecular (PM=232,28) e caracteristica anfifilica, ou seja,
difunde-se tanto em meios lipofilicos como hidrofilicos gracas a presenca do
grupamento metoxi no carbono 5 e do grupamento acil ligado ao grupamento
amina (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 2008).

A sintese de melatonina depende de uma via neural que comeca nas
células ganglionares da retina, e projetam-se para o hipotalamo principalmente
para os nucleos supraquiasmaticos (NSQ). Os neurénios dos NSQ projetam-se
para os nucleos paraventriculares hipotalamicos (NPVH), ou seja, o sistema
neural responséavel pela sintese de melatonina origina-se no NPVH enquanto
gue os NSQ séo os responsaveis pela sincronizacdo da sintese de melatonina
ao ciclo claro escuro ambiental (CIPOLLA-NETO; AFECHE, 1999). A partir dos
ndcleos supraquiasmaticos, os impulsos nervosos sdo transmitidos da medula
aos neurdnios dos ganglios simpaticos cervicais superiores e deles para 0s
pinealdcitos (POIRIER et al., 2002).

Os NSQ ao liberarem o neurotransmissor inibitério GABA (a4cido gama-
aminobutirico), durante o periodo de luz, inibem os neurénios do NPVH e,
consequentemente toda a via de sintese da melatonina. Ja no periodo noturno,
0S neurdnios dos NSQ possuem uma atividade elétrica menor, ndo liberam
GABA, permitindo dessa maneira que todo o restante da via de sintese da
melatonina seja ativada (MARKUS et al., 2003).
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A melatonina é sintetizada a partir do triptofano pelos pinealdcitos e
imediatamente secretada. O triptofano é hidroxilado pela enzima triptofano
hidroxilase (TPH), formando 5-hidroxitriptofano (5-HTP), o qual é
descarboxilado pela enzima descarboxilase de L-aminoacido aromatico
(LAAD), gerando-se assim a serotonina (5-hidroxitriptamina,5-HT). A
norepinefrina liberada pelas terminagfes nervosas simpaticas pos-ganglionares
na pineal ativa os receptores [3-adrenérgicos na membrana dos pinealdcitos, o
gue ativa a enzima adenilato ciclase da membrana catalisando a conversao do
ATP a AMPc dentro da célula. O AMPc estimula a sintese de uma enzima
passo-limitante, a arilalquilamina N-acetil transferase (NAT), que transfere um
grupamento acetil para a serotonina, convertendo-a N-acetil serotonina. Essa,
por sua vez, sofre acdo da enzima Hidroxi-indol-O-metil transferase (HIOMT),
que, substituindo o hidrogénio do grupamento hidroxila do carbono 5 do grupo
indélico por um grupamento metil, forma a melatonina (N-acetil-5-
metoxitriptamina) (SUDGEN,1989). Como a HIOMT s6 pode ser fabricada na
escuriddo, o mesmo € verdadeiro para a melatonina (PEKELMAN et al., 2003).

Além da melatonina produzida pela pineal, em mamiferos, ha outras
fontes de producdo desse horménio, como glandula de Harder, figado,
testiculos, sistema circulatorio, trato gastrointestinal, musculatura lisa, células
do sistema imune e retina, também produzem melatonina, porém somente com
acao local (SIMMONEAUX; RIBELAYGA, 2003).

2.2. Melatonina e o ritmo circadiano

Durante a noite, a sintese de melatonina na glandula pineal é maior
(KIERSZEMBAUM, 2004). Portanto, a atividade secretoria da glandula pineal
apresenta um ritmo circadiano relacionado com o periodo escuro cuja duracao,
variando ao longo do ano de acordo com as estacdes, determina um padréo
secretorio com variacdes diarias e sazonais. Estas caracteristicas de secrecao
determinam o papel fisiolégico da glandula pineal: sinalizar para 0 meio interno,
pela presenca ou auséncia de melatonina nos liquidos corporais, se é dia ou
noite no meio exterior e sinalizar, pelo perfil diario do horménio, qual a estacéo
do ano. Desta forma a pineal confere ritmos a uma série de funcdes

neuroendocrinas que modula, determinando, por exemplo, o ciclo sono-vigilia,
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a atividade reprodutora, a atividade metabdlica de véarias espécies
(COMMENTZ; HELMKE, 1995), como também regulagdo do sistema
imunologico, cardiovascular, entre outros. Além disso, a melatonina influencia o
ritmo de varios processos fisioldégicos durante a noite: a digestao torna-se mais
lenta, a temperatura corporal cai, o ritmo cardiaco e a pressdo sanguinea
diminuem e o sistema imunolégico é estimulado. Parece ser capaz de
aumentar atividade e mobilidade das células de defesa, estimular a formacéao
de anticorpos e facilitar a defesa contra microrganismos (MAGANHIN et al.,
2008).

2.3. Melatonina e o sistema imune

Vérios estudos tém revelado que a melatonina apresenta propriedades
imunomodulatérias e que atua tanto sobre a imunidade inata quanto sobre a
humoral (SILVA, 2005; SRINIVASAN et al, 2005, SOUSA NETO;
SCALDAFERRI, 2005; BERGER, 2008). Na imunidade inata a melatonina
atuaria aumentando a producdo de citocinas, enquanto que na imunidade
humoral aumentaria o nimero de células imunocompetentes. Sabe-se ainda
gue a melatonina tem receptores de alta afinidade em diversas células e
orgaos do sistema imune em roedores, galinhas e humanos, incluindo o baco e
o timo (POON; PANG, 1992; PANG et al., 1995; TAMURA, 2009).

Outros estudos mostraram os efeitos imunomoduladores da melatonina
administrada por via oral em ratos, 0s quais resultaram em aumento da
atividade proliferativa de linfocitos e da taxa de sintese de DNA em linfécitos
timicos e esplénicos. Também foram realizadas pesquisas em ratos portadores
de tumor, e estas revelaram um aumento, tanto na producéo linfocitica, como
na habilidade regulatéria de producdo de citocinas por macrofagos, apos
tratamento com melatonina (MARTINS et al., 1998; EL-SOKKARY; REITER,;
ABDEL-GHAFFAR, 2003).

A melatonina passa pela placenta sem sofrer alteracdo e em ratas
prenhas os niveis séricos deste horménio aumentam do 12° ao 21° dia de
gestagcdo, ocorrendo um rapido declinio destes niveis logo apés o parto
(LANOIX; OUELLETTE; VAILLANCOURT, 2006; MAEKAWA et al., 2007). Na

literatura poucas pesquisas tém demonstrado a ocorréncia de alteracbes na

16



funcdo imune em ratas durante a prenhez. Foi relatado que os linfocitos,
mondcitos e granuldcitos mostram um fendtipo ativo em ratas, especialmente
na ultima semana de gestacdo, e uma diminuicdo nas subpopulacdes de
linfocitos (FAAS et al., 2005).

2.4 Influéncia da melatonina sobre as glandulas adrenais, figado e rins

Diversos trabalhos tém demonstrado a influéncia da pineal na adrenal
(BROWN; PANG; PANG, 1994). Zats; Wang, (1991) referem que a glandula
pineal regularia a secre¢cdo de mineralocorticéides e glicocorticéides. Além
disso, estudos tém demonstrado a influéncia inibitéria da glandula pineal sobre
0 coOrtex da adrenal (LIMA et al., 2002). Alguns autores afirmam que apos a
pinealectomia, ocorre aumento dos hormonios corticais da adrenal, e esse
aumento € abolido apds hipofisectomia (KINSON; SINGER; GRANT, 1968).
Outros trabalhos ressaltam que a atividade mitética das células da medula
adrenal pode ser alterada pela pineal, de acordo com a fase do dia, diminuindo
com o escuro (KACHI et al., 1990).

A literatura relata que a pinealectomia em ratos adultos aumenta o nivel
dos hormdnios do cortex da adrenal e promove modificaces como: diminuicdo
da atividade mitética e hipertrofia da cortical, aumento da camada fasciculada
nos animais pinealectomizados em relacdo aos ndo pinealectomizados,
aumento do peso da adrenal por hipertrofia celular da zona fasciculada e nao
hiperplasia, em vista de ocorrer diminui¢do ou inibicdo da proliferacdo celular
do cértex da adrenal (LIMA et al., 2002). Outros trabalhos afirmam que a
pinealectomia aumenta, e, a reposicdo da melatonina diminui a proliferacao
celular da zona glomerulosa da adrenal de ratas (EVENCIO, 1998).

A literatura também relata que ratas prenhas submetidas a auséncia de
luz apresentam um atraso no desenvolvimento das adrenais e a Unica regiao
desenvolvida foi a zona fasciculada do cértex. Esse fato, provavelmente esta
relacionado a pouca atividade de sintese de esterbides, em decorréncia da
presenca constante de melatonina materna. A regido medular também teve sua
formacao inibida, demonstrando que a melatonina materna pode exercer uma

funcao reguladora na sua formacéo (CORREIA et al., 2002).
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Os rins apresentam receptores de melatonina na membrana basolateral
do epitélio tubular proximal (SONG et al., 1997) e de acordo com Sener et al.,
(2002) a melatonina preveniu danos oxidativos nos rins de ratos submetidos a
lesBes térmicas, por impedir a infiltracdo de neutréfilos para tecidos lesados e
reduzir os niveis de glutationa.

O horménio melatonina exerce também importante funcdo no figado
regulando varios processos fisiolégicos nesse 0Orgao, agindo como um
antioxidante e eliminador de radicais livres (EL-SOKKARY; REITER; ABDEL-
GHAFFAR, 2003), além de inibir o crescimento de hepatocarcinomas (OHTA;
KONGO; KISHIKAWA, 2003; OKATANI et al.,2003; CARRILLO-VICO et al.,
2004). Estudos relatam a presenca de receptores da melatonina tanto na
membrana plasmatica, como na carioteca das células hepaticas (NAJI et al.
2004).

2.5 Melatonina e carboidratos

Em ratos, foi demonstrado que a pinealectomia, e conseqientemente
reducdo de melatonina, induz diminuicdo da glicogenogénese hepatica e
muscular, assim como aumento na concentracdo de piruvato plasmatico. Além
disso, foi relatado que a infusdo de extrato de pineal promove reducédo
glicémica, que envolve aumento na tolerancia a glicose e na glicogenogénese
hepética e muscular, em resposta a uma sobrecarga glicidica (MILCU; NANU-
IONESCU; MILCU, 1971). Outros estudos demonstraram que, em ratos
pinealectomizados, ocorreram alteragcdes nas concentracfes plasméaticas de
glicose, insulina e glucagon (DIAZ; BLASQUEZ, 1986).

Os tecidos insulino sensiveis expressam uma isoforma de transportador
de glicose especifica chamada GLUT4. Em estado basal de concentracao de
insulina, apenas cerca de 10% do conteudo total de transportador esta
presente na membrana plasmatica dessas células participando da captacdo
basal de glicose. Sob estimulo insulinico, ocorre rpida translocacdo de
vesiculas intracelulares que se fundem a membrana plasmatica, aumentando
rapidamente a densidade de GLUT4, permitindo um incremento de até 30

vezes no transporte de glicose (REA; JAMES, 1997). Trabalhos realizados com
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animais pinealectomizados evidenciaram que a pinealectomia leva a um
quadro de resisténcia insulinica devido a uma queda consideravel da
quantidade de transportadores GLUT4 nas células do tecido adiposo e
muscular (LIMA et al., 1998).

Embora o papel da melatonina na fungdo da célula B (produtora de
insulina) pancreatica ainda ndo esteja totalmente esclarecido, sabe-se que
melatonina age em células-alvo, ligando-se a receptores especificos
localizados na membrana plasmatica da célula e esses receptores ja foram
demonstrados no pancreas (FRANKEL; STRANDBERG, 1991).

2.6 Glicocorticoides

Os (glicocorticoides constituem um grupo de drogas com efeitos
antiinflamatérios e imunossupressores comumente utilizados na medicina
humana e veterinaria. Sdo agentes recomendados para o tratamento de
doencas alérgicas e imunomediadas, choque séptico e cardiogénico,
traumatismos do sistema nervoso central e da coluna vertebral (OSTENSEN,
1998). Constituem a maior subclasse de hormonios esteréides que regulam
processos metabdlicos, cardiovasculares, imunitarios e comportamentais
(CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005). Tem importancia fundamental
na gestacdo em mamiferos, uma vez que estdo envolvidos nas adaptacdes
metabolicas maternas (ATKINSON; WADDEL, 1995).

Durante a gestacdo, os esterdides lipofilicos facilmente atravessam a
placenta, mas os niveis de glicocorticéides sdo muito menores que 0s
maternos (BEITINS et al., 1973). Isso se deve a intensa atuacdo na placenta da
enzima 11B-hidréxi-esteréide-desidrogenase tipo 2 (113-HSD-2), que catalisa a
conversdo dos glicocorticoides fisiologicamente ativos cortisol e corticosterona
em formas inertes como a cortisona (WHITE; MUNE; AGARWAL, 1997). Assim
forma-se uma barreira que protege o feto da exposicdo aos glicocorticoides
maternos, embora ainda permita a passagem de 10 a 20 % (VENIHAKI,
CARRIGAN; DIKKES, 2000).

O glicocorticoide cortisol é produzido pelo cortex adrenal e é um indice util
da atividade secretora do eixo hipotalamo- hipofise-adrenal (HPA). A produgéo

de cortisol é controlada pelo hormdénio adrenocorticotrofico (ACTH) que é
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sintetizado na Adeno- Hipdfise. O ACTH estimula a sintese e secrecdo de
horménios pelo cortex da adrenal. A liberacdo do ACTH & majoritariamente
estimulada pelo horménio liberador de corticotrofina (CRH) e a liberagcdo do
CRH segue um ritmo circadiano. O pico de secrec¢ao do cortisol ocorre mais ou
menos por volta do amanhecer e a altura em que 0s seus niveis sdo mais
baixos é ao inicio da noite. A regulacdo desse ritmo depende de estimulos
internos (por ex. dos nucleos supraquiasmaticos) e também por estimulos
ambientais como a luz (SARAIVA; SOARES; GAVINA, 2005). Esse achado
demonstra que a melatonina, provavelmente esta envolvida na regulagdo dos
niveis plasmaticos de cortisol, ocorrendo uma relacdo inversa entre esses.

Estudos realizados mostraram que as adrenais das ratas maes e dos
fetos cujas méaes receberam betametasona, por injecao intramuscular, na dose
de 1mg/kg de peso corporal, nos dias 11, 12, 18 e 19 da prenhez revelaram-se
distintas das adrenais dos grupos tratados com placebo. Foi observada extensa
vacuolizacdo do citoplasma das células das camadas glomerulosa e
fasciculada do cortex, caracterizando acumulo de colesterol devido ao estado
de supressdo adrenal pelo uso do corticoide exdégeno (SOUZA et al., 2001)
Esses achados foram confirmados por outro trabalho, onde administracdo de
uma unica dose de dexametasona (1,5 mg/kg de peso) no periodo antenatal
critico de desenvolvimento do eixo Hipotalamo-Hipdéfise-Adrenal provocou
algumas mudancgas como diminui¢cao significativa no peso das adrenais e no
volume das zonas glomerulosa, fasciculada e reticular dos conceptos. Essas
alteracdes seriam decorrentes da diminuicdo do niamero de células, além de
areas de necrose e infiltracdes por macréfagos, células gigantes e linfocitos
(HRISTIC et al.,1995).

Segundo estudos, a utilizacdo de glicocorticoides no periodo pré-natal
causa, frequentemente, alteracées no metabolismo da glicose na vida adulta,
devido principalmente, ao desenvolvimento de resisténcia a insulina,
comumente associada a reducdo da sintese dos receptores de insulina,
desencadeando hiperglicemia e hiperinsulinemia (NYRIENDA et al.,1998).

Alguns autores afirmam que o aumento matinal de adrenocorticotropina e
cortisol parecem ser induzidos por osciladores circadianos (RANDLER;
SCHAAL, 2010), e como descrito, a melatonina desempenha um papel central

na sintonia do sistema circadiano (DOUGLAS, 2006). Os ritmos circadianos da
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melatonina influenciam a secrec¢éo de insulina, reduzem a glicose sanguinea e
os lipideos plasmaticos em ratos diabéticos (SUDNICOVICK et al., 2007).
Alguns autores afirmam que a suplementacdo apropriada de melatonina pode
ser uma terapia ou profilaxia para a resisténcia insulinica, aumento da gordura
intra-abdominal e patologias resultantes que normalmente aparecem com a
idade (RASMUSSEN et al., 1999).

2.7 Dexametasona

A dexametasona é um glicocorticéide sintético que apresenta atividade
farmacoldgica de dez a 20 vezes maior que o cortisol e a corticosterona. Este
farmaco é um potente antinflamatério e imunossupressor que atua inibindo a
transcricdo de genes que apOs a traducao origina receptores, proteinas que
suprimem citocinas e, também, proteinas que controlam a ativacdo, migracao,
adesdo e recrutamento celular (BAVARESCO; BERNARDI; BATTASTINI,
2005). Como consequéncia, ocorre inibicado periférica da proliferacdo de
linfécitos T, acompanhada por inibicAo da migracdo celular para sitios
inflamatorios e controle da recirculacdo de leucdcitos (SORIANELLO et al.,
2002).

A dexametasona possui baixo custo e é amplamente utilizada com
propriedades imunossupressoras e antiinflamatorias. No entanto, doses
suprafisiolégicas podem propiciar complicacbes como: osteoporose,
osteonecrose, insuficiéncia da glandula supra-renal, imunodepressao,
hiperglicemia, hipertenséo arterial sistémica, anormalidades hidreletroliticas e
possivel risco de Ulceras pépticas (RHODUS et al., 2006). Alguns experimentos
usando a dexametasona em animais, na fase tardia de gestagéo, determinaram
menor ganho de peso da matriz, diminuicdo no peso do feto e de alguns de
seus 6rgdos como coracao, figado, pulmdes e cérebro (CARLOS; SEIDLER;
SLOTKIN, 1992).

O tratamento com dexametasona pode afetar ainda a embriogénese. Séo
citados efeitos deletérios como reabsor¢cbes e implantagbes de embrides
invidveis. Também sao relatadas altera¢cdes morfologicas como fenda palatina

e tamanho reduzido do concepto (HANSEN et al, 1999). Alguns 6rgdos como o
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pancreas, o figado e os rins podem apresentar alteragbes morfofuncionais
atribuidas a corticoterapia (BRUDER; PING; RAFF, 2006).

2.8 Melatonina e gestacao

A pineal € amplamente aceita como a glandula reguladora da reproducéo
em mamiferos, pela capacidade de influenciar a funcdo gonadal. Sua atividade
na rata, com frequéncia é avaliada pelos niveis de melatonina, os quais variam
de acordo com o ciclo estral (MAGANHIN et al., 2008). A pineal exerce
importante acdo antigonadotréfica, tendo papel especifico no controle da
atividade do ciclo sexual de ratas (JOHSNSON et al, 1982) e, possivelmente de
outros mamiferos, inclusive da espécie humana (BRZEZINSKI et al.,, 1988).
Sua acédo no sistema reprodutor € mediada por receptores no hipotalamo que
podem alterar a secrecao dos pulsos do hormonio liberador das gonadotrofinas
(GnRH), que por sua vez, controla a secrecdo das gonadotrofinas FSH
(horménio foliculo estimulante) e LH (horménio luteinizante) pela hipdéfise (DAIR
et al., 2008). Através da estimulacdo do FSH e do LH, as células granulosa-
luteinicas passam a secretar progesterona e estrogénio, horménios
necessarios para a manutencao do endométrio no decorrer da gestacao.

Alguns estudos realizados em suinos (PELTONIEMI; TAST; LOVE, 2000),
especularam que altas concentracdes de melatonina tenham efeito supressor
na secrecdo de LH ou tenham efeito direto no ovario, e isso cause redugdo na
secrecdo de progesterona, o que leva a falhas na manutencdo da gestacéo
(LOVE; EVANS,; KLUPIEC, 1993), podendo prejudicar o desenvolvimento
normal da prole de matrizes tratadas com melatonina durante a gestacdao. No
entanto, Tast (2002), relatou que programas de iluminacdo artificial podem
manipular o ritmo circadiano de secre¢do de melatonina, reduzindo a taxa de

prenhez em porcas, em decorréncia da queda dos niveis de progesterona.
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Efeito da dexametasona e melatonina exdgenas sobre parametros sanguineos,

progesterona, carboidratos totais e histomorfometria de 6rgdos em ratas prenhes.
Resumo

Dexametasona € utilizada nos processos antinflamatdrios, imunossupressores e em
casos de gestacdo com risco de prematuridade. Porém, doses suprafisiologicas de
dexametasona podem afetar a embriogénese. A melatonina tem demonstrado prevenir
efeitos deletérios dos glicocorticoides. Assim, avaliamos a influéncia da melatonina
sobre efeitos sistémicos da dexametasona em ratas prenhes por meio dos seguintes
parametros: 1. Hemograma e perfil glicidico; 2. Niveis de progesterona e 3.
Histomorfometria e histoquimica. Foram utilizadas 20 ratas divididas nos grupos: | —

ratas prenhes sem tratamento (Controle); 11 — ratas prenhes tratadas com dexametasona
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(0,8mg/kg); Il - ratas prenhes tratadas com melatonina (0,5 mg/Kg); IV: ratas prenhes
tratadas com dexametasona e melatonina. Todos os tratamentos foram iniciados 10 dias
apos confirmacédo do acasalamento até o final da gestacdo. O sangue foi coletado no 7°,
14° e 21° dia. Apos, constatado variacdo no hemograma nas ratas do grupo I, realizou-
se novas coletas aos 14, 16, 18 e 20 dias nos grupos | e Il. A dosagem de carboidratos
foi realizada pelo método antrona para a leitura em microplaca. A progesterona foi
dosada pelo método ELISA. O figado rins e adrenais foram analisados histoquimica e
morfometricamente e as hemécias, morfometricamente. Os resultados mostraram uma
protecdo da melatonina para os parametros sanguineos e hormonais. O tratamento com
dexametasona causou reducdo progressiva do nimero total de hemécias e anisocitose,
neutrofilia, linfopenia e eosinopenia, além da reducdo dos niveis plasmaticos de
carboidratos no 21° dia, e da progesterona aos 14 e 21 dias de gestacdo. Ndo se
evidenciaram alteracfes morfométricas e histoquimicas nos 6rgdos. A dexametasona na
dosagem de 0,8 mg/Kg aplicada a partir do terco médio da gestacdo produz alteracdes
hematoldgicas, bioquimicas e hormonais em ratas, porém, ndo afeta o figado, rins e

adrenais. Estes efeitos foram prevenidos pela melatonina.

PALAVRAS-CHAVE: Melatonina, glicocorticoide, hemograma, gestacao, ratas.

Effect of dexamethasone and melatonin exogenous on blood parameters,
progesterone, total carbohydrates and histomorphometry of organs in pregnant

rats.

Abstract

Dexamethasone is used in cases anti-inflammatory, immunosuppressive and in cases of
pregnancy with risk of prematurity. However, higher doses of dexamethasone can affect
embryogenesis. Melatonin  has been shown to prevent deleterious effects of
glucocorticoids. We evaluated the influence of melatonin on systemic effects of
dexamethasone to pregnant rats through the following parameters: 1. Hemogram and
glucose profile, 2.Levels of progesterone and 3. Histomorphometry and
histochemistry. We used 20 rats divided into two groups: | - pregnant rats untreated
(control), Il - pregnant rats treated with dexamethasone (0.8 mg / kg); Il - pregnant rats

treated with melatonin (0.5 mg / kg) 1V: pregnant rats treated with dexamethasone and
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melatonin. All treatments were initiated 10 days after confirmation of pregnancy. Blood
was collected in the 7th, 14th and 21st days. After, observed variation in the blood
count in the rats of group Il, there was new collections at 14, 16, 18 and 20 days in
groups | and Il. Determination of carbohydrate was accomplished by anthrone method
for reading plate. Progesterone was measured by ELISA. The liver kidneys and adrenals
were examined histochemically and morphometrically and erythrocytes
morphometrically. The results showed a protection of melatonin to blood metabolites
and hormones. Treatment with dexamethasone caused a gradual reduction in the total
number of red blood cells and anisocytosis, neutrophilia, lymphopenia and eosinopenia.
Plasma levels of carbohydrates reduced on day 21 and progesterone at 14 and 21 days
of gestation. No evidence of morphological and histochemical changes in the
organs. Dexamethasone at a dosage of 0.8 mg / kg applied from the middle third of
pregnancy produces hematological, biochemical and hormonal in rats, however, does
not affect the liver, kidneys and adrenals. These effects were prevented by melatonin.

KEY-WORDS: Melatonin, glucocorticoid, hemogram, pregnancy, rats.

1. Introducéo

A dexametasona € um glicocorticdide sintético e apresenta-se como um potente
antinflamatdrio e imunossupressor (Bavaresco; Bernardi; Battastini, 2005). A aplicacédo
pré-natal de dexametasona tem sido utilizada em casos de gestacdo com risco de
prematuridade por acelerar o desenvolvimento de tecidos-alvos no feto, possibilitando
um aumento na probabilidade de sobrevivéncia do prematuro (Okajima et al., 2001).
Doses suprafisioldgicas de dexametasona, no entanto, podem propiciar complicacdes
como: osteoporose, osteonecrose, insuficiéncia da glandula  supra-renal,
imunodepressdo, hiperglicemia, hipertensdo arterial sistémica, anormalidades
hidreletroliticas e possivel risco de Ulceras pépticas (Rhodus et al., 2006).

O tratamento com dexametasona pode afetar ainda a embriogénese (Hansen et al.,
1999). Alguns 6rgdos como o pancreas, o figado e os rins podem apresentar alteracdes
morfofuncionais atribuidas a corticoterapia (Bruder; Ping; Raff, 2006). A dexametasona
exerce influéncia sobre a distribuicdo de celulas sanguineas através da inibicdo da

expressdo de citocinas (Haynesworth; Baber; Caplan, 1996), reducdo dréstica do
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namero linfocitos T, elevacdo acentuada de neutrofilos, além de uma redugédo acentuada

dos linfdcitos B, células NK (natural Killer) e mondcitos (Dhabhar, et al., 1996).

A glandula pineal ¢ um o6rgdo enddcrino, formado por células com funcéo
neurosecretora, os pinealdcitos, e pelas células intersticiais semelhantes as células da
glia. A melatonina, uma indolamina, é o mais bem estudado dos produtos pineais
(Carrillo-vicco et al., 2004). Segundo Aoyama; Mori; Mori (1986) a administracdo de
hormdnio melatonina da pineal em ratas fémeas jovens preveniu os efeitos deletérios
como diminuicdo do ganho de peso corporal, atrofia do timo e das adrenais, glicosuria,
elevacdo do nivel de aclcar no sangue, triglicerideos e colesterol total causados por trés

diferentes glicocorticoides: dexametasona, prednisolona e hidrocortisona.

Os estudos que tratam das alteracdes de alguns oOrgdos como figado, rins e
adrenais relacionadas ao uso de corticéides, apontam para a melatonina como um fator
capaz de reduzir os danos causados por esses efeitos, uma vez que a melatonina exerce
influéncia sobre os corticoides naturalmente produzidos pelas adrenais e sobre
horménios esterdides. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo relacionar a
influéncia do uso de melatonina sobre os efeitos sistémicos da dexametasona por meio
dos seguintes parametros: 1. Hemograma e perfil glicidico; 2. Niveis de progesterona e

3. Histomorfometria do figado, rins, adrenais e hemécias de ratas prenhes.

2. Materiais e Métodos

Foram utilizadas 20 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) com 90 dias de
idade, virgens, pesando 200g + 30g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE. As fémeas foram confinadas em gaiolas e mantidas com
alimentagdo e agua “add libitum”, a uma temperatura de 22°C e iluminagéo artificial
que estabeleceram um fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas escuro. O protocolo
experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica institucional, de n°.
23082.017195/2010.

As fémeas dos grupos experimentais foram acasaladas e apds a confirmacéo,
foram separadas, ao acaso, em quatro grupos, cada um contendo cinco animais, a saber:
Grupo | — ratas prenhes sem tratamento (Controle); Grupo Il — ratas prenhes tratadas
com dexametasona 10 dias apds a confirmacdo do acasalamento, até o final da prenhez;
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Grupo Il - ratas prenhes tratadas com melatonina 10 dias ap6s a confirmagdo do
acasalamento, até o final da prenhez; Grupo IV: ratas prenhes tratadas com
dexametasona e melatonina 10 dias apos a confirmacdo do acasalamento, até o final da
prenhez.

Para o experimento foi utilizado a formulagdo comercial Decadron® (fosfato
dissodico de dexametasona) administrado por via intraperitoneal nas ratas dos grupos Il
e IV, na dose de 0,8mg/kg/animal (Vilaga Junior et al., 2008), preferencialmente em
horario das 17:00 as 18:00 horas, com reducdo progressiva da dose em 10% até
obtencgdo da dose zero no ultimo dia de administracéo.

A administracdo de melatonina foi realizada nas ratas dos grupos Il e IV de
acordo com o protocolo estabelecido por Kim et al. (1998). A melatonina foi dissolvida
diariamente em solucéo de etanol-salina (0,1 mL de etanol e 0,3 mL de solucéo salina) e
administrada imediatamente por via intraperitoneal entre as 17:00 e 18:00 horas
(Subramanian et al., 2007). A dose de melatonina (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.,
USA) administrada foi de 0,5 mg/Kg. Como placebo foi administrado as ratas do grupo
I a mesma concentracao de solucdo salina e etanol (3:1) em pH fisioldgico.

Foram realizadas coletas nas fémeas no 7°, 14° e 21° dia de prenhez. A coleta foi
realizada através da puncgdo da veia caudal lateral com uso de cateter (24G) mediante
contencdo mecanica (Fluttert; Dalm; Oitzl, 2000). Para subsequente obtencdo do plasma
parte das amostras foram submetidas a centrifugacdo a uma temperatura de 4°C com a
velocidade de 3000rpm durante 10 minutos. O plasma obtido foi acondicionado a
temperatura de -20°C. Ap0s a Ultima coleta, as fémeas foram anestesiadas com xilazina
(20 mg/kg) e quetamina (10 mg/kg), por via intraperitoneal. Foi realizada a abertura da
cavidade abdominal para remocéo total do figado, rins e adrenais. Apés a coleta dos
orgdos foi realizada a eutandsia utilizando-se camara de CO2 seguindo as
recomendacdes da resolugdo do CFMV n° 714, de 20 de julho de 2002.

Para a contagem total de eritrocitos, aliquotas de sangue total foram diluidas em
solucdo de Hayem na proporcdo de 1:40 e contadas em camara de Neubauer. Na
sequéncia, os resultados foram submetidos a formula: Hm x 5 x 400 x 10, onde: Hm é o
nGmero total de hemdcias contadas (em 1/5 mm?), 5 é o fator de conservagao para 1
mm?, 400 é o fator do conservacdo da diluicdo e 10 é o fator de conservacdo para 1 mm®
(profundidade da lamina). Para a contagem total de leucocitos as aliquotas foram

diluidas em solugéo de Turk na proporcdo de 1:20 e contadas na cAmara de Neubauer. O
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resultado foi submetido & seguinte formula: leucécitos/mm? de sangue= Lc x 20 x 10/ 4,
onde Lc é o nimero total de leucdcitos contados em 4 mm?, 4 é o fator de conservacao
para 1 mm?®, 20 de diluicdo utilizada e 10 para 1 mm? (profundidade da lamina). A
contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada utilizando-se a técnica do esfregaco
sanguineo corado pelo Kit Pandtico Réapido LB — Laborclin Ltda, Apés a secagem, 0s
esfregacos foram analisados ao microscépio Optico com objetiva de imersdo (100x),
sendo contadas 100 células através de movimentos de ziguezague sobre a ldmina em um
unico sentido. Os diferentes elementos foram contabilizados atraves da utilizacdo de um

contador eletrénico.

Para obtencdo do volume do hematdcrito um tubo de micro-hematocrito foi
preenchido com sangue até aproximadamente ¥ de sua capacidade e submetido a
centrifugacdo (centrifuga Sigma modelo 1-15) a 6000 rpm por 5 minutos. A altura da
coluna de hemécias e leucdcitos foi medida como percentagem da coluna de sangue
total em cartdo especial para leitura de hematocrito. Apds constatado variacdo no
hemograma nas ratas do grupo Il, realizou-se novas coletas aos 14, 16, 18 e 20 dias nos
grupos | e 1l para averiguar em que momento esses variagdes tinham inicio e como elas
se comportavam ao longo desse intervalo.

Para analise de carboidratos totais amostras de plasma foram submetidas a
desproteinizacdo, realizada com acido tricloroacético a 5% (TCA 5%) numa proporgao
de 1:10, diluidas e centrifugadas a velocidade de 3000rpm por 3 minutos. O
sobrenadante foi mantido a temperatura de 4°C. Para a preparacdo da curva de
calibracdo foi utilizada uma solucdo estoque de glicose em 4agua destilada na
concentragdo 1g/L. Foram realizadas sucessivas dilui¢des e as concentragdes utilizadas
foram: 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125 e 0.01562g/L.. Como branco utilizou-se agua
destilada. Para a dosagem de carboidratos totais do sangue foi utilizado o protocolo
adaptado de Laurentini; Edwards (2003). As amostras e padrdes foram submetidos a
leitura do comprimento de onda de 620nm em leitora de microplaca (Anthos 2010
Microplate Absorbance Reader, Biochrom Ltd, Cambridge, UK).

Os niveis do hormdnio progesterona foram dosados utilizando-se o método
enzyme Linked Immunosorbet Assay (ELISA), através de KIT's comerciais.

O figado, rins e adrenais coletados foram fixados em Formol 10% tamponado por
24 horas, desidratados em concentracfes crescentes de alcool, diafanizados em xilol e

impregnados para inclusdo em parafina. Em seguida, os cortes foram submetidos a
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técnica de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (HE). Para histoquimica do figado e
adrenais empregou-se os corantes Acido periodico de Schiff (PAS) e Impregnacéo
argéntica.

O estudo morfométrico do figado foi realizado segundo a metodologia descrita
por Engelman et al. (2001), utilizando uma quadricula com 100 pontos-teste, colocada
sobre os cortes das preparac@es histologicas coradas pelo HE. A contagem foi feita em
cinco laminas por grupo. Para morfometria dos rins foram utilizadas cinco laminas de
cada grupo e analisados 10 glomérulos em cada lamina. As medidas foram restritas aos
glomérulos que demonstraram, num dnico corte, 0s pdlos vascular e urinério. A captura
da imagem foi efetuada por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao microscépio
Olympus® Bx50. A morfometria foi realizada através de aplicativo Morfometria de
Linhas, calibrado em micrometros, associado ao programa Optimas® 6.2 para Windows.
Para a obtencdo da area glomerular o cursor foi posicionado na &area central deste,
estabelecendo-se, a partir dai, uma linha circular externa, coincidente com os limites do
tufo glomerular. Foi utilizada a mesma metodologia para a mensuracdo da capsula de
Bowman (Akaoka; White; Raafat, 1994). Laminas contendo corte das adrenais foram
avaliadas quanto a &rea da zona da cortical e medular, utilizando-se a mesma

metodologia para a morfometria dos glomérulos renais citada anteriormente.

Para morfometria das hemécias no periodo de 14 e 21 dias de gestacdo dos
grupos experimetais, foram utilizadas 15 laminas/grupo/periodo, sendo mensuradas 100

células por lamina por meio de régua milimetrada.

Andlise Estatistica

Os dados obtidos dos pardmetros hematoldgicos, carboidratos totais, niveis
hormonais, bem como os dados morfométricos das hemacias, adrenais, figado e rins
foram submetidos ao teste ndo parametrico de Kruskal-Wallis, onde as médias obtidas
foram comparadas pelo teste de Wilcoxon Mann-Whitney (p< 0,05). As amostras para
as andlises hematoldgicas, carboidratos totais e niveis hormonais foram tomadas em

triplicatas.

3. Resultados

3.1. Parametros hematoldgicos
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Nas tabelas 1, 2 e 3 estdo sumarizadas as médias e desvio-padrdo do hematdcrito,
namero total de hemacias, nimero total de leucécitos e contagem diferencial dos
leucécitos, das matrizes, no 7°, 14° e 21° dias de gestacdo, respectivamente. No 7° dia de
gestacdo ndo houve alteracdo significativa nos parametros analisados nos grupos
experimentais (Tabela 1). No entanto, aos 14 dias de gestagdo houve aumento
significativo do volume de hematdcrito e reducdo do numero total de hemécias e
leucdcitos. A contagem diferencial dos leucdcitos revelou uma significativa neutrofilia,
linfopenia e eosinopenia nas matrizes tratadas com dexametasona, em relacéo aos outros
grupos experimentais (Tabela 2). No terco final da gestacdo as fémeas do grupo tratado
com dexametasona apresentaram reducdo dos valores de hematécrito, reducdo do
numero total de hemécias e leucdcitos, além de neutrofilia, linfopenia e eosinopenia
(Tabela 3). Apds ter constatado variacdo significativa no hematdcrito e na contagem
total de hemacias e leucdcitos nas ratas tratadas apenas com dexametasona nos
intervalos de 14 e 21 dias, foram feitas novas analises aos 14, 16, 18 e 20 dias de
prenhez nas ratas dos grupos | e Il. De acordo com anélise estatistica verificou-se que
no grupo 11, em relacdo ao grupo controle, o valor do hematocrito apresentou-se elevado
aos 14 dias, normalizando-se aos 16 e 18 dias, porém reduzindo significativamente no
20° dia. J& as hemacias e leucdcitos diminuiram progressivamente ao longo dos
intervalos analisados, bem como os linfocitos e eosinofilos, porém os neutrofilos
aumentaram progressivamente (Tabelas 4, 5, 6 e 7). Como intuito de verificar uma
possivel anisocitose realizou-se medicdo do didmetro das heméacias de todos 0s grupos
experimentais. As fémeas do grupo Il apresentaram hemaécias com diametro

significativamente menor em relacdo aos outros grupos (Tabela 8).
3.2. Niveis plasmaticos de carboidratos totais e progesterona

Os niveis séricos de glicose nas matrizes no 7° e 14° dia de prenhez ndo
apresentaram variacdo significativa, porém houve diminui¢cdo no grupo Il em relacéo
ao0s outros grupos experimentais no 21° de gestacdo (Tabela 9). A dosagem dos niveis
séricos de progesterona revelou uma diminuicao significativa desse hormonio aos 14 e

21 dias de prenhez nas ratas do grupo tratado com dexametasona (Tabela 10).

3.4. Morfometria e histoquimica dos 6rgaos
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De acordo com a analise estatistica ndo houve influéncia dos tratamentos sobre o0s
pardmetros morfométricos no figado, rins e adrenais (Tabela 11). Também nédo foram

evidenciadas alteragdes histoquimicas nesses orgaos (Fig. 1).

4. Discussao

Os corticoides atuam sobre o efeito da circulacdo de leucdcitos; interferindo no
mecanismo da imunidade linfocitaria; modulando os mediadores da inflamacéo e
modificando as proteinas, carboidratos e o metabolismo de gorduras. Seus efeitos sobre
0s componentes do sistema imune sdo: em relacdo aos neutrofilos = neutrofilia,
depressdo da quimiotaxia, depressdo da marginacdo, depressdo da fagocitose, depressdo
da reacdo de citotoxidade mediada por células dependentes de anticorpo, depressdo da
atividade bactericida; linfocitos = depressdo da proliferacdo, depressdo da resposta das
células T, prejuizos aos mediadores citotoxicos de células T, depressdo da producgdo de
IL-2, depressdo da producéo de linfocinas (Dell’aqua Junior, 2004).

Cupolilo et al. (2007) realizaram experimentos com camundongos fémeas (Swiss
Webster), administrando doses imunossupressoras (5 mg/Kg) e antiinflamatorias (1,5
mg/Kg) de dexametasona via intraperitonial, durante 12 dias. Estes autores observaram
reducdo no nimero global de leucocitos em ambos 0s grupos (embora mais acentuada
no grupo que recebeu dose imunossupressora). Em nossos estudos, encontramos
resultados semelhantes, ocorrendo ao 14° dia de gestacdo uma reducdo do numero total
de leucdcitos, alem de neutrofilia, linfopenia e eosinopenia nas ratas do grupo I, em
relacdo aos outros grupos experimentais. No terco final (21°dia) da gestacdo esses
resultados foram mantidos. Isso revela que a administracdo continua a partir do décimo
dia até o fim da gestacdo, mesmo com a reducdo progressiva da dose, possui efeitos

imunossupressores. Segundo Giglio; Alippi; Bozzini (1980) a administracdo de

dexametasona induz uma reducdo caracteristica da sintese de eritropoetina, além de
reduzir também a eritropoese. No presente trabalho, ao 14° e 21° dia de gestagdo
observou-se uma reducao significativa no nimero de hemacias nas ratas do grupo Il, o
que pode esta associado a reducdo da eritropoese. Além disso, verificou-se uma
anisocitose do tipo microcito nas hemacias das fémeas do grupo Il, sugerindo um
quadro de anemia, a0 passo que nos demais grupos essa caracteristica manteve-se

normal, inclusive no grupo IV.
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Os glicocorticdides também provocam alteracdes como reducdo da volemia e
aumento da osmolaridade do sangue, pois interferem nos mecanismos de reabsorcéo de
ions (Seckl, 2004). Em nosso trabalho observamos um aumento no hematocrito nas
ratas do grupo Il ao 14° dia de prenhez que pode sugerir uma disfuncdo renal
(desequilibrio de sodio, potassio, cloro e outros eletrolitos) em razdo da presencga da
dexametasona levando a um quadro de desidratacdo que é a causa mais comum de
aumento do hematocrito. Ja no 21° dia de prenhez, o hematocrito das ratas do grupo 1l
sofreu uma diminuicdo significativa em relacdo aos outros grupos experimentais,
sugerindo um quadro de anemia.

A melatonina quando associada a dexametasona exerceu um efeito protetor em
todos os parametros sanguineos analisados. Segundo Maestroni (1998) a hematopoese é
aparentemente influenciada pela acdo da melatonina. Além disso, estudos realizados por
Lissoni et al., (2003) em pacientes com cancer metastico de pulméo submetidos a uma
terapia com quimioterapicos contendo cisplatina, conhecida por induzir a anemia,
observaram que os niveis de hemoglobina eram maiores quando os pacientes eram
tratados concomitantemente com melatonina. Segundo Srinivasan et al. (2005), a
melatonina é benéfica tanto a resposta imune celular quanto a humoral. Ela estimula a
producdo de citocinas e a producdo de células progenitoras de granuldcitos, macréfagos,
células NK e algumas células T auxiliares (CD4+). Isso explica o efeito imunoprotetor
exercido pela melatonina quando administrada nas ratas do grupo 1V.

Santos; Rafacho; Bosqueiro (2007) administraram dexametasona (1mg/kg), em
diferentes periodos (24h, 72h e 120h), em ratos machos com 90 dias de idade e
observaram que os efeitos dos glicocorticoides sobre o metabolismo sdo particularmente
dependentes da dose e do tempo de administracdo. Estes autores observaram que
ocorreu um aumento dos niveis circulantes de insulina plasmatica ap6s 24horas de
administracdo da droga juntamente com pequena elevagédo das concentracfes de glicose
sanguinea e estes niveis de glicose acentuaram-se nos ratos tratados com dexametasona
por 120 horas, estabelecendo-se um quadro de resisténcia a insulina. Em nosso estudo,
porém, os niveis séricos de glicose nas ratas tratadas com dexametasona, ao 14° dia de
prenhez, ndo apresentou variacao significativa, e ao 21° dia de prenhez ocorreu uma
diminuicdo desses niveis. Uma vez que foi realizada a reducdo progressiva diaria da
dose administrada, pode ter ocorrido uma resposta adaptativa das células f pancreaticas,
pois segundo Holness; Sudgen (1997) durante a gestagdo ocorrem adaptacGes no

metabolismo de carboidratos, culminando com um progressivo estado de resisténcia a
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insulina, que impedem a metabolizacdo da glicose materna. Esse quadro promove o
aumento de glicose no inicio da gestacdo (Ericsson et al., 2007). No entanto, a
administracdo de dexametasona durante o terco final (14° ao 19° dia) estimula a
secre¢do de insulina suprimindo a producéo enddgena de glicose levando a reducao dos
Seus niveis sericos.

Os niveis séricos de progesterona mostraram-se reduzidos aos 14 e 21 dias de
prenhez apenas nas ratas do grupo Il. Segundo estudos realizados por Wang; Riley;
Behrman (1993), a aplicacdo de dexametasona até 12 dias aumenta significativamente o
nivel de progesterona, em até 16 dias os niveis sericos desse hormdnio séo reduzidos em
cerca de 50% e, completamente deprimidos ap6s 19 dias de tratamento. No tratamento
dexametasona associado com melatonina (grupo 1V), verificou-se um efeito protetor da
melatonina mantendo normal os niveis séricos de progesterona. Segundo Tamura et al.
(2008), a melatonina, dentre outras funcGes, estimula a secrecdo da progesterona, o que
reduz a contratilidade uterina e evita a rejeicdo imunoldgica do trofoblasto. Estudos
realizados por Dair et al. (2008) demonstraram que as taxas de implantacdo e niveis
séricos de progesterona estavam diminuidos em ratos pinealectomizados e que a
elevacdo da melatonina na fase lutea pode induzir a producdo de progesterona pelas
células luteinicas, 0 que é necessario para uma gravidez bem sucedida.

A ndo alteracdo dos parametros morfométricos e histoquimicos no figado, rins e
adrenais, podem esta relacionada ao tempo de atividade da dexametasona, pois segundo
Pauli et al. (2005) esse glicocorticoide apresenta uma meia vida que varia entre 36 e 54
horas. Outro fato pode esta relacionado ao desmame efetuado nas ratas tratadas com

dexametasona.

5. Concluséao

A dexametasona na dosagem de 0,8 mg/Kg aplicada a partir do terco médio da
gestacdo produz alteracbes hematoldgicas, bioquimicas e hormonais em ratas, porém,
ndo afeta o figado, rins e adrenais, quanto aos parametros morfométricos e

histoquimicos. Estes efeitos foram prevenidos pela melatonina.
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6. Anexos

Tabela 1. *Médias de hematdcrito, contagem total e diferencial das células sanguineas das ratas com 7 dias de gestagéo.

Grupos | 11 11 v P
Ht (%) 52,73 +2,44a 49,66 + 3,532 51,00 1,902 48,80 +2,32a 0,1012
CTH (10%uL) 4,76 £1,24a 444 +1 492 471+ 1,242 4,88 +1,90a 0,1930
CTL (10%uL) 2,63 £0,99 2,68 £0,89% 2,65+0,53% 2,70 +£0,87a 0,2121
Neutrdfilos (%) 13,60 +2,61a 14,13 +1,572 12,46 + 1,802 14,63 +2,89a 0,4261
Linfécitos (%) 86,06 + 4,68a 87,33 £5,032 84,13 £3,33a 82,54 +2,23a 0,0838
Eosindfilos (%) 1,45+ 0,26a 1,49 +0,292 1,20 £0,18¢2 1,34+0,21a 0,5102
Mondcitos (%0) 0,53 +0,44a 0,40 +0,36% 0,58 + 0,312 0,49 +£0,32a 0,7581
Basofilos (%) 0,13 £0,29 0,06 + 0,152 0,20 + 0,132 0,18 +0,11a 0,7359

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 2. Médias de hematécrito, contagem total e diferencial das células sanguineas das ratas com 14 dias de gestagéo.

Grupos | 11 1 \Y P
Ht (%0) 42,93 +421a 52,60 + 3,83b 40,73 £1,65a 38,20 + 2,90a 0,0005
CTH (10%uL) 4,66 + 1,56a 3,86 +1,46b 4,86+1,13a 4,72 +1,76a 0,0002
CTL (10%uL) 2,64 +1,65a 1,81+ 1,54b 2,62 +127a 2,49 +0,92a 0,0014
Neutréfilos (%) 31,73 £3,76a 40,93+2,11b 33,80+1,12a 29,66 + 3,082 0,0101
Linfécitos (%) 86,00 + 4,04a 72,99 + 5,56b 88,26 + 6,82a 84,38 + 4,44a 0,0270
Eosinéfilos (%) 1,66 +0,13a 0,63+0,14b 1,39+0,11a 1,42 +0,12a 0,0441
Mondcitos (%0) 0,33+0,23a 0,26 +0,27a 0,47 £0,14a 0,56 +0,12a 0,6010
Baséfilos (%) 0,34 +0,18a 0,26 +£0,12a 0,40 £ 0,16a 0,29 +0,17a 0,8580

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 3. *Médias do hematécrito, contagem total e diferencial das células sanguineas das ratas com 21 dias de gestagéo.

Grupos | 11 11 v P
Ht (%) 43,13 £5,22a 28,66 +4,61b 4533+ 3,71a 39,00 + 5,73a 0,0055
CTH (10%uL) 4,07 +1,40a 2,96 +1,84b 394+117a 4,18 +1,69a 0,0160
CTL (10%uL) 2,68 +0,97a 1,80+ 0,57b 2,57 +£0,91a 2,66 +0,43a 0,0001
Neutréfilos (%) 46,60 + 3,62a 55,06 + 3,83b 44,79 + 3,44a 43,78 + 2,65a 0,0370
Linfécitos (%) 89,46 + 6,14a 77,06 + 5,30b 84,86 + 5,44a 86,94 + 6,76a 0,0196
Eosinéfilos (%) 1,76 +0,18a 1,26 £0,16b 1,65+0,14a 1,77 £0,11a 0,0368
Monécitos (%) 0,66 +0,10a 0,46 + 0,19 0,60 + 0,22a 0,58 + 0,18a 0,1115
Basofilos (%) 0,27 +£0,15a 0,26 +0,12a 0,40 +0,16a 0,38+0,13a 0,8322

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 4. *Médias de hematdcrito, contagem total e diferencial das células sanguineas das ratas com 14 dias de gestagéo.

[ Il P
Ht (%) 40,60 + 2,96° 51,00 + 3,53b 0,0079
CTH (10%uL) 4,80 + 1,60? 381+172h 0,0195
CTL(10%uL) 2,51 +1,29° 1,76 +1,09b 0,0324
Neutrofilos (%) 46,26 + 3,292 53,59 + 5,53b 0,0317
Linfécitos (%) 91,80 £4,91a 83,60 +5,59b 0,0392
Eosindfilos (%) 1,56 + 0,142 1,13+0,18b 0,0017
Mondcitos (%) 0,66 + 0,10? 0,46 +0,16a 0,4206
Basdfilos (%) 0,39 +0,19° 0,33+0,21a 0,4397

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 5. *Médias de hematdcrito, contagem total e diferencial das células sanguineas das ratas com 16 dias de gestacéo.

[ Il P
Ht (%) 41,66 + 1,512 42,40 + 2,308 0,6905
CTH (10%uL) 4,77 £0,70° 3,64 % 1,00 0,0097
CTL (10%uL) 2,50 + 1,46° 1,74 +1,20b 0,0059
Neutrofilos (%) 47,00 + 2,822 55,25 + 2,87 0,0286
Linfécitos (%) 93,60 + 4,39 83,80 +4,81b 0,0195
Eosindfilos (%) 1,53+0,172 1,06 +0,15b 0,0159
Mondcitos (%) 0,63+ 0,142 0,60 +0,19a 0,3053
Basdfilos (%) 0,41 +0,24° 0,32+0,23a 0,4640

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 6. *Médias de hematdcrito, contagem total e diferencial das células sanguineas das ratas com 18 dias de gestagéo.

[ Il P
Ht (%) 43,80 + 2,65° 39,00 + 1,58a 0,2222
CTH (10%uL) 4,85 + 1,512 3,58+1,17h 0,0118
CTL (10%uL) 2,56 + 1,212 1,70 £0,97b 0,0112
Neutrofilos (%) 45,75 + 3 502 54,00 +5,41b 0,0430
Linfécitos (%) 90,75 + 4,85a 81,00 +6,37b 0,0186
Eosindfilos (%) 1,50 + 0,182 1,00 £0,27b 0,0240
Mondcitos (%) 0,58 + 0,242 0,41+0,15a 0,2364
Basdfilos (%) 0,49 +0,21° 0,42 +0,20a 0,9999

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 7. *Médias de hematdcrito, contagem total e diferencial das células sanguineas das ratas com 20 dias de gestagéo.

[ Il P
Ht (%) 42,80 + 4,322 36,60 + 3,05b 0,0159
CTH (10%uL) 4,88 + 1,022 3,51+1,84h 0,0109
CTL (10%uL) 2,61 + 1,412 1,68 + 1,15b 0,0204
Neutrofilos (%) 49,75 + 4,642 58,25 + 1,70b 0,0139
Linfécitos (%) 88,25+ 1,70a 80,75+ 2,63b 0,0031
Eosindfilos (%) 1,46 0,172 1,00 +0,24b 0,0079
Mondcitos (%) 0,66 + 0,472 0,50 +0,0,42a 0,6230
Basdfilos (%) 0,50 + 0,428 041+0,31a 0,7601

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 8. *Médias do diametro (um) das hemécias das ratas com 14 e 21 dias de gestagéo.

Grupos | 11 11 v P
14 dias 6,58 + 0,26a 5,77 +0,05b 6,82 £0,12a 6,75 +0,07a 0,0082
21 dias 6,73 £ 0,05a 5,49 +£0,14b 6,70 +0,22a 6,81 +0,18a 0,0085

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 9. *Médias dos niveis séricos de carboidratos totais (mg/dL) dos grupos experimentais.

Grupos/Dias | 1 11 [\ P
7° 452,44 +50,51a 427,11 +82,27a 498,83 +29,57a 398,60 + 67,35a 0,0845
142 314,61 + 70,06a 359,15 + 81,03a 427,95 + 47,952 318,03 +80,73a 0,0797
218 476,36 + 47,20a 227,77 £ 53,69b 396,40 + 53,53a 419,76 + 49,29a 0,0029

*Médias seguidas pela mesma letra néo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 10. *Médias dos niveis séricos de progesterona (ng/mL) nas matrizes dos grupos experimentais.

Grupos/Dias | 1 111 [\ p
7° 662,93 £ 9,97a 659,36 + 5,72a 666,19 + 6,56a 667,08 + 4,70a 0,8621
142 686,38 + 8,45a 621,95 + 4,15b 694,99 + 4,49 690,84 + 3,86a 0,0078
218 697,66 + 4,20a 632,94 + 7,80b 699,15 + 5,35a 695,29 + 2,71a 0,0166

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Tabela 11: *Meédia + desvio padrdo do percentual do parénquima lobular (PL), ndo lobular do figado (PNL), area da
cortical (AC) e Medular (AM) da adrenal, diametro (DG) e volume do glomérulo (VG), diametro (DCB) e
volume (VCB) da capsula de Bowman dos rins nos grupos experimentais.

Grupos

Orgdos Gl Gll Glll GIV P

Figado

PL (%) 91,61 + 5,75a 95,90 + 1,682 96,27 +1,83a 93,52 +3,77a 0,2125

PNL (%) 8,38 + 3,25a 4,10+ 1,752 3,72+1,28a 6,47 + 3,68a 0,1918
Adrenal
AC (um?) 4030,97 + 56,64a 3956,85 + 166,88a 4077,25 + 188,77a 3988,89 + 153,35a 0,9192
AM (um?) 1259,70 + 67,92a 1270,44 + 38,592 1257,95 + 50,41a 1260,91 + 50,64a 0,2564
Rim
DG (um) 128,58 + 14,53a 134,66 + 12,86a 125,54 +18,42a 137,85 + 12,52 0,0687
VG (um®) 1271342,81 +280111a  11666049,00 + 181883a  1088850,93 + 236535a  1233284,67 + 305569a  0,6435
DCB (um) 146,40 + 13,78a 138,63 £ 11,59 144,93 + 12,54a 147,33 + 15,66a 0,2649
VCB (um?) 1336238,24 + 218257a  1513826,85 + 239069a  1313852,17 + 265163a  1375855,34 + 252962a  0,1618

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 1. Micrografia do figado das ratas dos grupos experimentais coradas com P.A.S. A — Grupo |; B — Grupo Il; C — Grupo Ill e
D — Grupo IV (Barras = 200um) e pela Impregnacéo argéntica E — Grupo |; F — Grupo Il; G — Grupo Il e H — Grupo IV (Barras =
100um).
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Figura 2. Micrografia da Adrenal das ratas dos grupos experimentais coradas com P.A.S. A — Grupo |; B — Grupo II; C — Grupo Il e

tica E — Grupo I; F— Grupo II; G — Grupo Il e H — Grupo IV (Barras

80 argén

D — Grupo IV (Barras = 200um) e pela Impregnag;

100um).
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