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1.INTRODUCAO



1.1. MELATONINA- EIXO IMUNE-PINEAL

A identificacdo e descricdo da melatonina foi feita pela primeira vez no ano de
1958 pelo cientista Aaron Lerner e seus colaboradores (LERNER et al., 1958), que
observaram que a substancia produzida pela pineal modificava os granulos de
pigmento ao redor do nucleo celular de anfibios. A melatonina ndo é um horménio
exclusivo do reino animal, ela também é sintetizada por plantas e microorganismos,
e por ser encontrada em cianobactérias e na a-proteobactérias, revela que foi
conservada ao longo do curso evolutivo dos seres vivos, tendo como propdsito inicial
a exclusdo de radicais livres, e com as possiveis variacbes na sintese de
melatonina, estabeleceu-se um ritmo e desenvolveu a competéncia de influenciar o
relégio biolégico dos seres ao longo da evolucdo (MANCHESTER et al., 2015;
MARGULIS et al., 1975 REITER et al., 2017; ZHAO et al., 2019)

A producdo de melatonina ocorre a partir do aminoacido essencial triptofano,
gue por sua vez, é transformado em serotonina a partir de duas enzimas: a triptofano
hidroxilase e a 5-hidroxi-triptofano descarboxilase. Ativacdo simpatica induz a
sintese e fosforilagdo da enzima serotonina N-acetiltransferase (S-NAT) que catalisa
a conversao de serotonina em N-acetilserotonina (NAS). A seguir a NAS é metilada
pela acetilserotonina-O-metiltransferase (ASMT) para formar melatonina (TAN et al.,
2015; FOULKES et al,. 1997).

O ritmo circadiano da melatonina pineal é controlado pelo relégio biolégico
localizado no nucleo supraquiasmatico (NSQ). Esta regido possui inervagao continua
das células ganglionares que recebem os sinais bioguimicos gerados a partir da luz
detectada pelos fotorreceptores melanopsina (GOOLEY et al., 2001), a partir deste
estimulo, o NSQ passa a sintetizar acido gama-aminobutirico (GABA) que, por sua
vez, inibe a atividade dos neurbnios que se ligam ao nucleo paraventricular (NPV).
Deste modo, a sinalizacdo nao € transmitida para a glandula pineal e,
consequentemente, a melatonina ndo é produzida. Por outro lado, no periodo escuro
0 NSQ secreta glutamato, que desempenha um papel crucial na transmissdo do
impulso até o NPV, seguindo para a pineal, resultando na sintese de melatonina
(ACUNA-CASTROVIEO et al., 2014; RALPH et al; 1990; MOORE et al.,1995).
Todavia, havendo estimulo luminoso, sua sintese € diminuida, o que torna a

melatonina uma substancia apropriada para sincronizar as atividades fisioldgicas do
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organismo, informando as variacBes fotoperiddicas ambientais (GILLETTE et al.,
1999).

Por ser uma molécula anfipatica, a melatonina atravessa a membrana
plasmatica. Para refletir o escuro ambiental a noite, a melatonina tem que circular
apenas no escuro para voltar aos niveis do claro assim que entra um flash de luz.
Para cumprir esta missao, a sintese de melatonina nos pinealécitos € bloqueada por
um flash de luz no escuro. Como a melatonina ndo é armazenada no pinealdcito,
assim que a sintese é bloqueada ndo ha mais liberacdo e a mesma sofre efeito de
primeira passagem no figado, sendo metabolizada com eficacia por citocromo
oxidases especificas. A melatonina que circula no liquido céfalo-raquidiano também

€ metabolizada eficientemente por citocromo oxidases cerebrais (TAN et al., 2015).

A melatonina, além de ser produzida ritmicamente pela glandula pineal,
também é sintetizada de forma ndo ritmica por diversas células no organismo,
inclusive por macréfagos e linfocitos ativados para recuperacao e reparo (MARKUS
et al., 2018). Essa indolamina interage com diferentes moléculas intracelulares, mas
a interacdo de maior eficiéncia, isto €, que ocorre com menor concentracao, é com
receptores acoplados a proteina G, denominados de MT1 e MT2 (LIU et al., 2019).
Estes receptores estdo localizados na membrana plasmética, membrana
mitocondrial e em vesiculas de internalizacdo (GBAHOU et al., 2017) de diversos
tecidos como retina, plexo coroide, 6rgaos reprodutivos, entre outros (revisto por
JOCKERS et al., 2016; CECON et al., 2018).

Em um estudo realizado pelo nosso grupo durante a década de 90, foi
demonstrado que a melatonina sintetizada pela glandula pineal estabelecia controle
do ritmo no tamanho do edema na pata de ratos (LOPES et al., 2001). Além disso,
outros estudos apontam que a producdo ritmica de melatonina pode ser inibida por
mediadores inflamatérios, como o fator de necrose tumoral (TNF) ou pelo
lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana de bactérias gram-negativas
(PONTES et al., 2006; MARKUS et al., 2007, 2018; CRUZ-MACHADO et al., 2015).
Considerando que a migracdo de leucocitos para os tecidos é bloqueada pela
interacdo de melatonina com células endoteliais (TAMURA et al., 2010; MARKUS et
al., 2013), a supressdo noturna de melatonina é essencial para que haja uma
montagem eficiente da resposta inflamatéria (MARKUS et al., 2013). A0 mesmo
tempo, células do sistema imune sdo capazes de reconhecer esses mesmos
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mediadores inflamatérios e passam a produzir melatonina de forma independente do
fotoperiodo, que por acdo autécrina ou paracrina, regulam processos de resolucéo
da inflamagdo (MARKUS et al.,, 2007) (Fig.1). Essa alternancia na fonte de
melatonina durante a montagem e a resolu¢cdo de uma resposta inflamatoéria e,
posteriormente, a retomada da producdo pineal de melatonina mediada por
glicocorticéides (FERREIRA et al., 2005, FERNANDES et al., 2009) ou interferon
gama (LIMA et al.,2019), € mediada pela translocagao nuclear do fator de transcrigdo
kB (NFxB) que interage com sequéncias especificas de DNA no promotor do gene
da enzima que converte serotonina em NAS, o precursor direto da melatonina
(MUXEL et al., 2010; PIRES-LAPA et al., 2018; LIMA et al., 2019). Deste modo, 0
término do processo inflamatério e o restabelecimento no ritmo de sintese de
melatonina pela glandula pineal seria um fator de relevancia para o retorno da
homeostase (MARKUS et al., 2018).

12



Eixo pineal imune

Saudavel

melatonina

Tecido

Controle orquestrado da sintese de melatonina

pela glandula pineal e macrofagos / microglia

Figura 1 — Eixo imune-pineal:Em condi¢des normais, a melatonina € produzida
pela pineal no periodo escuro. Por meio de seus receptores, a melatonina inibe
a sintese de proteinas de adesao em células endoteliais, bloqueando a
migracdo de leucécitos. Na presenca de um estimulo pré-inflamatério, PAMPsle
DAMPs? sdo detectados nos pineal6citos fazendo com que a producdo de
melatonina pela pineal seja bloqueada,o0 que possibilita a migracdo de
neutréfilos através da camada endotelial. Esses neutrofilos ativam os
macrofagos através de citocinas. Para evitar maiores danos aos tecidos, 0s
macrofagos passam a sintetizar melatonina, que induz a fagocitose, processo
realizado na fase de resolucdo. ApGs esse processo a melatonina pineal volta a
ser sintetizada.

Fonte: Imagem retirada de Markus (2018).

1 padrées moleculares associados a patégenos.

2 padrdes moleculares associados a danos.
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1.2. TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo é formado por pré-adipécitos, adipdcitos, fibroblastos, células
do estroma, células imunoldgicas, sistema de irrigacdo e inervacdo. As células de
diferentes origens e perfis estdo integradas por uma matriz extracelular prépria
(IBRAHIM, 2010). Os adipdcitos tém como funcao regular o metabolismo energético
via controle do armazenamento e disponibilizacdo de lipideos sob demanda de
atividade cerebral, hepética, pancreéatica e muscular (BRESTOFF e ARTIS, 2015).
Além da regulacdo da atividade metabdlica, produzindo calor a baixas temperaturas.
Como esta producdo é independente da musculatura, ndo inclui tremores. Para
exercer estas duas atividades os adipécitos apresentam trés subtipos: brancos, bege
e marrom (NISHIO et al., 2020). A origem embrionaria do tecido marrom difere do
tecido bege e branco, que tém a mesma origem embrionaria.

Os adipdcitos marrons apresentam diversas gotas de gordura (multiloculares)
em proporcdo crescente. Sao altamente vascularizados e sua tonalidade marrom é
resultante da grande quantidade de mitocondrias que contém quantidades variaveis
de citocromos. A proteina mitocondrial desacopladora (UCP-1) € responsavel pela
transformacao do alimento ingerido em calor. Esta proteina esta presente em altas
concentragbes nas mitocondrias do tecido adiposo marrom (CANNON E
NEDERGAARD, 2004). Os adipécitos beges podem ser multiloculares, também
apresentam uma grande quantidade de UCP1 e atividades semelhantes aos
adipocitos marrons. Adipécitos brancos podem se diferenciar em adipécitos beges
de acordo com estimulos quimicos (KAJIMURA et al.,, 2009; BARBATELLI et al.,
2010). O tecido adiposo branco armazena triglicérides, regula o metabolismo,
protege contra choques mecéanicos e atua como um isolante térmico. Os adipécitos
brancos apresentam uma Unica gota de gordura, e um ndcleo lateralizado (PFEIFER
E HOFFMANN, 2015). Respondem a estimulos hormonais que induzem a lipdlise e
liberacdo de acidos graxos livres na circulacdo para serem oxidados ou
armazenados em outros tipos de células e tecidos (ARNER et al., 2011).

Em humanos, o tecido adiposo branco estd localizado principalmente nas
regides subcutaneas abdominal, gluteo e femoral, e em modelo murino nas regides
supragonadal e mesentérica (IBRAIM, 2010). O tecido adiposo branco, em

condicBes fisiologicas, coordena o metabolismo de diferentes tecidos de forma
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especifica e sob demanda. Este tecido, além de adipécitos brancos e beges possui
uma série de células imunolégicas que tém acfes fisiolégicas funcionais que
permitem adaptacdo a temperatura externa, regulacédo da ingesta/ metabolismo e a
entrega correta nos tecidos em acdo (HENRY et al., 2018). No fenotipo magro,
adipécitos e células endoteliais produzem constitutivamente interleucina (IL) -33 que
atua sobre células linféides promovendo a liberacdo de IL-5 e IL-13 e mantém a
atividade de eosindfilos. A liberacéo de IL-4 pelos eosindfilos induz a progresséo dos
macrofagos residentes para o fenoétipo alternativo. Este fendtipo assemelha-se ao
fenétipo de recuperacdo/ reparo que é resultado de um processo de inflamacao
aguda. Neste caso, um agente agressor desencadeia uma resposta de defesa
composta de uma fase pro-inflamatoria e uma fase de recuperacdo/ reparo. A
primeira € rapida e a segunda mais lenta e mantém os tecidos em geral em um
estado incapaz de montar uma segunda resposta de defesa adequada. A ingesta
promove a liberacdo de IL-4 e o aumento de macrofagos alternativos. Estes
macréfagos armazenam ferro de forma muito eficiente, reduzindo a disponibilidade
do cation de ferro para os adipdécitos, prevenindo a peroxidacao lipidica (ORR et al.,
2013). Além disso, produzem e liberam noradrenalina que atuando em
adrenoceptores beta 3 localizados nos adip6citos promovem a quebra do
triacilglicerol, aumentando a quantidade de mitocondrias e a expressdo de UCPL.
Portanto, IL-4 é relevante no aumento do tecido adiposo do subtipo bege. Também
foi visto que esses macrofagos participam da ativacdo de adipécitos marrons (LIU et
al., 2014; NGUYEN et al., 2011). O tema € de grande complexidade e os trabalhos
publicados nos ultimos 10 anos tornam evidente que ha necessidade de se conhecer
a fisiologia do tecido adiposo branco antes de entrar em importantes aventuras
farmacéuticas ou de nutricéuticas para compensar ganho de peso. (BRESTOFF e
ARTIS, 2015).

Em condicdes de temperatura basal, o tecido adiposo branco de camundongos
alimentados com HFD apresenta aumento dos adipocitos em tamanho e quantidade,
gue acarreta no recrutamento de células do sistema imunoldgico, favorecendo o

aumento deste tecido e o ganho de peso corporal (GOOSSENS et al., 2017).
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1.3. DISFUNCAO DO TECIDO ADIPOSO BRANCO

O ganho de peso ap0os refeicdes ricas em lipideos € funcdo de um desequilibrio
entre a ingesta de alimentos e o gasto energético. O consumo excessivo de
alimentos ricos em gordura resulta em um balanco energético positivo e
armazenamento do excesso de lipideos no tecido adiposo branco (PIAGGI et al.,
2013; LEBLANC et al., 2018). A alta plasticidade do tecido adiposo branco pode
resultar em alteracdes fenotipicas, incluindo aumento de volume (hipertrofia) dos
adipécitos ou em hiperplasia, isto €, aumento do niumero de células (MARTINEZ-
SANTIBANEZ et al., 2014). H4 uma interessante discuss@o sobre os mecanismos
envolvidos na hiperplasia. Até duas décadas atras era voz corrente que 0 aumento
da goticula de gordura seria um estimulo positivo para a divisao celular. Atualmente,
ja é aceito que ha um estimulo da proliferacdo de pré-adipdcitos localizados no
mesmo tecido (CHOE et al.,, 2016). A dieta rica em lipideos também induz
angiogénese, aumentando a comunicagdo via hormoénios e citocinas do tecido
adiposo para os demais tecidos e vice-versa (CREWE et al., 2017). A hipertrofia do
tecido adiposo branco prejudica a difusdo de oxigénio. A hipdxia induz a producao
de moléculas estressoras, dano tecidual, aumento de fibrose e morte celular
(SEGERTROM et al., 2007; BJORNTRORP et al., 2001).

Além de ser o principal reservatério energético, o tecido adiposo branco atua
como um 6rgdo enddcrino, tendo a capacidade de interagir com outros sistemas e
orgaos por meio da sintese de adipocinas como leptina, adiponectina, adpsina, fator
de necrose tumoral (TNF) entre outros, e pode controlar a saciedade, imunidade,
gasto energético e a pressdo arterial (COELHO et al., 2013; FONSECA-ALANIZ et
al., 2006). O aumento do tecido adiposo acarreta numa alta producdo de leptina,
essa retroalimentacéo positiva ocorre para estabelecer uma diminuicdo no acumulo
de lipideos, porém, € comum nesses casos ocorrer resisténcia a leptina, que passa a
ser pro-inflamatéria induzindo uma resposta tipo 1. Individuos obesos apresentam
aumento de leptina(ALLISON e MYERS, 2014; PARQUE e AHIMA, 2015).

O tecido adiposo branco € alvo de hormdnios relevantes no controle do balango
energético, como por exemplo, das catecolaminas que exercem acdo catabdlica
(CZECH et al., 2017), a insulina que ativa o anabolismo e a melatonina que passa a

reduzir a producdo de citocinas pro-inflamatérias e o acumulo de lipideos (CRUZ-
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MACHADO, 2017; FARIAS et al., 2019).

1.4. IL-4 NO TECIDO ADIPOSO BRANCO

A citocina IL-4, produzida por células imunolégicas e por adipécitos de
individuos magros, vem sendo descrita como importante mediadora anti-inflamatoria
no tecido adiposo (ITOH et al.,2011). Além de promover a inibicdo da diferenciacéo
de pré-adipocitos em adipdcitos maduros, estimula a lipolise por meio da acédo da
lipase hormonio-sensivel, resultando em uma alta producdo de glicerol. Ainda, ha
estudos que discutem que a IL-4 pode promover o escurecimento do tecido adiposo
branco epididimal, bem como, também contribui para inibicdo da sintese de
citocinas inflamatorias por meio do acoplamento ao seu receptor e ativagéo do eixo
“Janus quinase” (Jak) e ativagao do "transdutor de sinal e ativador de transcrigao 6"
(STAT6) (LIN et al., 2020). Em suma, IL-4 € uma citocina chave na manutencao dos
macréfagos do tecido adiposo branco em um estado de ativacdo alternativa.

Desse modo, a falta da IL-4 em animais nocauteados poderia promover um
estado pro-inflamatorio, resultando na hipertrofia do tecido e, consequentemente, no
ganho de peso. Do ponto de vista da produgéo noturna de melatonina pela glandula
pineal, haveria a possibilidade de os animais terem redu¢éo, ou mesmo a anulagéao
do pico noturno de melatonina, visto que a sintese desta em pinealécitos esta
diminuida frente a agentes pré-inflamatérios (MARKUS et al., 2018). Este
mecanismo ja foi verificado em nosso laboratério (CRUZ-MACHADO, comunicacao
pessoal) que logo na primeira noite em que o animal é submetido a dieta rica em
lipideo ocorre a ativagdo do eixo imuno-pineal com uma reducdo importante da
producdo noturna de melatonina. Um dos resultados desta ativacdo € a invasao de
leucécitos em tecidos alvo (MARKUS et al., 2018).

O aumento do tecido adiposo em animais ou em humanos em um processo de
ganho de peso favorece a migracdo de macréfagos pro-inflamatérios e a diminuicéo
de mediadores anti-inflamatérios (CASTRO et al., 2017), o que pode acarretar no
desenvolvimento de uma inflamac&o de baixo grau (LEON-PEDROZA et al., 2015). A
IL-4 regula diretamente o metabolismo de glicose e lipideos, promovendo tolerancia
a glicose e a inibicdo do armazenamento de triacilglicerol (TSAO et al., 2014). Os
mecanismos de acdo moleculares ou a interacdo com outros horménios ainda é

pouco descrita.
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Deste modo, nosso grupo de estudos tem interesse em avaliar a relagdo entre
IL-4 e melatonina, visto que a melatonina promove sintese de IL-4 por células T em
camundongos imunizados com albumina (SHAJI et al., 1998) e induz macréfagos do
tecido adiposo com perfil anti-inflamatério (LIU et al., 2018; FARIAS et al., 2019).
Assim, sabendo que a melatonina pode regular processos inflamatoérios, o intuito
deste trabalho é contribuir com a validacdo da hipotese de que a modulacdo da
melatonina sobre IL-4 pode ser um importante fator para homeostase do tecido

adiposo.

1.5. GANHO DE PESO

Peso corporal € uma tematica prevalente na civilizacdo ocidental e esta ligada
a padrbes de estética, bem-estar e doencas como a obesidade. Os unitermos
"ganho de peso"” e "obesidade" quando buscados no Google Scholar e no PubMed
retornam uma proporcao oposta resultados. No Google Scholar, em agosto de 2023,
foram aproximadamente 6,5 milhdes de entradas para "ganho de peso" e 3,5
milhdes para "obesidade". No PubMed foram 104.042 (ganho de peso) e 456.681
(obesidade). Considerando que o PubMed € um motor de busca voltado para a area
biomédica fica evidente que a patologia esta privilegiada em relacdo a fisiologia.
Mais recentemente tem-se buscado entender os processos de ganho de peso
fisiolégicos resultado de uma ingesta rica em calorias. O balanco energético positivo
agudo induz é um processo de injaria que induz a remodelacdo do tecido adiposo,
altera a matriz extracelular e induz um fendtipo pré-inflamatério em macrofagos
residentes (MARTINEZ-SANTIBANEZ et al., 2014). A desregulacdo metabdlica
favorece processos fisiopatologicos que resultam em sindromes metabdlicas,
doencas cardiovasculares, doenga hepatica gordurosa néo alcodlica diabetes do tipo
Il ou dislipidemia, bem como resisténcia a insulina e a leptina (revisto por WILLIAMS,
2012; CNOP et al., 2012; MISRA et al., 2003).

O tecido adiposo € singular ao responder a agentes pro-inflamatoérios. Estudos
avaliando dietas ricas em lipideos administradas por longos periodos mascararam as
reacoes agudas e 0s processos de compensacdo. Neste estudo avaliamos o0s
primeiros sete dias de ingesta de dieta rica em lipideo (HFD, do inglés high fat diet) e

a participacao da citocina IL-4 e melatonina no ganho de peso agudo.
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1.6. OBESIDADE

Individuos obesos estdo em um estado patolodgico de inflamacédo sistémica
cronica de baixo grau. Nesse tipo de inflamacdo n&do ocorre o processo de resolucdo
como acontece na inflamacao aguda (CASTRO et al., 2017). A alta quantidade de
citocinas inflamatorias acarreta um estresse persistente, prejudicando a producao
dos mediadores anti-inflamatorios de modo que os macrofagos ndo conseguem
mudar o seu perfil de pré- inflamatério para anti-inflamatério (ITOH et al., 2011). E
interessante destacar que ocorre a diminuicdo de melatonina produzida na pineal
destes individuos, o que pode acarretar disfuncdes cronobioldgicas e imunologicas
(OSTROWSKA et al.,2001).

Desse modo, muitos estudos vém relatando a influéncia da melatonina no
ganho de peso e doencas metabdlicas (OTAMAS et al., 2020; TUMENTEMUR et al.,
2020; IVANOV et al., 2020). Um dos estudos pioneiros foi realizado por Bartness e
Wade no ano de 1984, no qual observaram que os hamsters sirios que tiveram a
ablacdo da pineal e foram expostos a fotoperiodo curto, tiveram um aumento do

peso corporal.

A melatonina pode exercer uma ac¢ao de inibicdo da armazenagem de gordura
visceral nos animais submetidos a uma alimentacéo rica em lipideos. Além disso, foi
demonstrado que a suplementacdo de melatonina na agua de beber no periodo de
seis semanas, proporciona o escurecimento do tecido adiposo branco inguinal de
ratos, além do aumento de proteinas termogénicas UCP1l. De modo, que esses
fatores auxiliam no aumento do gasto energético e na reducdo do peso corporal
(JIMENEZ-ARANDA et al., 2013).

Ha uma ampla discussdo em torno do impacto que a exposicdo a
luminosidade constante acarreta nos trabalhadores noturnos. Isso porque, trabalhar
durante o periodo noturno resulta na diminuicdo da sintese de melatonina, o que
impede o processo de oxidacdo da gordura e faz com que as pessoas tenham uma
maior propensdo a desenvolver diabetes e obesidade (MIRICK et al.,, 2013;
ANTUNES et al.,, 2016). Foi sugerido que o risco de diabetes tipo Il tem alta

correlacdo com mutagdes no gene que codifica o receptor de melatonina do subtipo
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MT2 (revisto por KARAMITRI et al., 2013; CIPOLLA-NETO et al., 2014). Estudos
realizados com adipdcitos in vitro, demonstraram que a ativacdo de melatonina via
receptor MT2, diminui a quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS)
intracelular e favorece a expressao e atividade de genes antioxidantes (YANG et al.,
2017). Portanto, alteragcdes na disponibilidade de melatonina ou na atividade do

receptor do subtipo MT2 estéo ligadas a doencas relacionadas com a obesidade.

Em suma, a melatonina regula lipolise e metabolismo energético, efeitos que

sdo de grande relevancia na obesidade.

1.7. NOVOS RUMOS

A tematica da relacdo entre o tecido adiposo branco e o aumento de peso é
bastante complexa. Ha interagcbes com as diferentes células que formam o tecido
adiposo branco, bem como diferentes sinalizadores intra e extra tecido adiposo.
Neste trabalho focamos na possibilidade de avaliar a interagdo entre melatonina e
IL-4 considerando que a melatonina sintetizada a partir da dieta rica em lipideo seria
um elo essencial para o aumento da expressao de IL-4 e, esta citocina faria uma
regulacdo negativa do aumento de peso. Um outro ponto de destaque € que as
células imunocompetentes do préprio tecido adiposo e ndo de outras regides € que

fariam a regulacéo do ganho de peso.
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2.0BJETIVOS
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OBJETIVO GERAL

Caracterizar o papel da IL-4 e sua interagdo com melatonina no processo de ganho

de peso induzido por ingesta de dieta rica em lipideos por apenas 7 dias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

I Avaliar o efeito de HFD sobre ganho de peso corporal e do tecido adiposo
epididimal.

i. Avaliar o efeito da HFD sobre o tecido adiposo de camundongos
selvagens, por meio da analise da area dos adipécitos por histologia e
citometria de fluxo;

ii. Determinar o contetdo de células imunes na fracdo estromal do tecido
adiposo de camundongos selvagens e nocauteados para o gene da IL-4,
mantidos em dietas normolipidicas ou ricas em lipideos;

iv.  Avaliar se melatonina impede o ganho de peso induzido por dieta rica

em lipideos em camundongos C57BL/6 e IL-4 KO.
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3.MATERIAL E METODOS
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3.1. ANIMAIS

Neste estudo, foram utilizados camundongos C57BL/6 com aproximadamente
dois meses de idade selvagem e IL-4 nocaute (IL4-KO), criados e mantidos no
biotério do Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias, da Universidade
de Séo Paulo (IB — USP). Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno
mantidas em sala com ciclo claro/escuro 12/12 horas (luzes acesas 06:00-18:00;
luzes apagadas 18:00- 06:00) temperatura e umidade controlada recebendo agua e
racao ad libitum.

Os animais foram anestesiados por administracao i.p. de xilazina 100 mg/Kg e
ketamina 40 mg/Kg. Esta dose permite fazer a retirada de sangue por puncao
cardiaca, seguida de perfusdo de salina para obtencdo de Orgdos. Apos
aproximadamente 10 minutos, quando ha perda dos sinais vitais e diminuicdo da
temperatura corporal, foram retirados o tecido adiposo epididimal. Todos os
procedimentos seguiram as recomendacdes e 0s principios éticos de
experimentacdo animal. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité
de Etica do Instituto de Biociéncias da USP (CEUA: 198/2014)

3.2. DROGAS E REAGENTES

1 Abcam (Cambridge, MA, EUA): anticorpo anti-rabbit F4/80; Biolegend (EUA) :
anti-rat CD3 FITC, anti-rat CD4 PE, anti-rat CD8a PerCP

Exodo Cientifica (industria brasileira): Alcool etilico

Gibco (USA): trypan blue

Gibco Standard (Gibco standard, Brasil) Soro fetal bovino (BSA)

Gibco/ Sigma (Canada): Tripsina

Sigma- Aldrich ( CA, EUA): albumina; inibidor de tripsina (T6522); melatonina;

iodeto de propideo

o g~ WN

7 Synth (industria brasileira): Glicose, NaCl, KHPO4, paraformaldeido

8 Merck (Brasil) -KClI,

9 CRG, (industria brasileira) NaHCOs3

10 Nuvilab® (indastria brasileira) — racdo normolipidica CR-1, 3,5 % calorias
proveniente de lipidios

11 — Rhoster (Aracoiaba da Serra, SP) — racao rica em lipideos — 42% calorias
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proveniente de lipideos

3.3. PREPARO DOS FARMACOS

A solucao estoque de melatonina (250 ug/mL, 0,1% etanol) foi mantida a 4°C
em garrafas recobertas com papel aluminio por um maximo de 7 dias. Os demais
farmacos e meios foram diluidos em agua deionizada purificada por sistema Milli-Q

(Millipore®) e armazenados a 4°C, por no maximo 7 dias.

3.4. GANHO DE PESO POR DIETA RICA EM LIPIDEOS

Os animais foram mantidos por sete dias em gaiolas de propileno individuais
alimentados com racado normolipidica (CHOW). Este procedimento de adaptacéo
permite que cada animal seja o seu préprio controle e que ja esteja adaptado as
condicdes experimentais desde o inicio dos experimentos. Agua foi fornecidas sem
restricio em durante todos os procedimentos. A fase experimental durou sete dias.
Os animais receberam dieta normolipidica ou hiperlipidica (3,5% ou 42% de calorias
provenientes de lipideos, respectivamente) a partir da manha do dia zero. A ingesta
alimentar, hidrica e o peso corpéreo foram avaliados diariamente ao longo de 7 dias.
O liquido ndo consumido era medido em proveta na hora da troca. O alimento era
pesado antes de ser oferecido e ao fim do intervalo de tempo de consumo. Ao final

do protocolo experimental os animais foram eutanasiados (Figura 2).

Inicio do
experimento

6
e —— i — [ — ——————)
3 4 -] ] 7 o 1 2 3 4 5 ] 7

o 1 2
I
Isolamento )
- Dias

Figura 2 - Esquema do protocolo experimental para avaliar os efeitos de 7 dias
de alimentacdo com dieta rica em lipideos. Os animais foram adaptados a
gaiolas individuais por 7 dias e, a seguir divididos em dois grupos CHOW (dieta
regular, 3,5% lipideos); HFD (dieta rica em lipideos, 42%).
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3.5. TRATAMENTO COM MELATONINA

Camundongos selvagens e IL-4-KO, alimentados com dieta rica em lipideos,
receberam melatonina (25, 75,100 ou 250 pg/ml) ou veiculo (etanol, 334ug/ml) por
via oral dissolvidos na agua de beber oferecida na fase de escuro a partir das 17h30/
18h00. As 7h30/ 8h00 era oferecida agua potavel sem adicdo de melatonina ou
veiculo. Os animais mantidos em ciclo claro/escuro 12/12 (luz acesa as 7h00) foram

pesados pela manha durante 7 dias.

3.6. TECIDO ADIPOSO

3.6.1. OBTENCAO DA FRACAO ESTROMAL DOS ADIPOCITOS

A retirada das células imunes circulantes foi feita por perfuséo
transcardiaca de 250 mL de PBS para evitar contaminacdo das células
residentes com células circulantes. O tecido adiposo epididimario foi
retirado apdés incisdo abdominal. O tecido foi pesado e digerido a 37°C por
15 min em solucdo tampé&o (composicéo) contendo tripsina

(concentracio). O material foi submetido a dispersdo mecéanica e
centrifugado (1500 rpm, 5 min) para separacdo da fracdo estromal e de

adipécitos. Parte dos adipé6citos foi fixada em paraformaldeido 0,2%.

3.6.2. MARCACAO CELULAR POR AGENTES FLUORESCENTES
PARA CITOMETRIA DE FLUXO POR IMAGEM

As células fixadas em paraformaldeido foram suspensas em PBS, e
transferidas tubo de 1,5 ml e centrifugadas (1500 rpm, 10 min). O
sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em PBS
contendo 0,5% de soro fetal bovino e incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente com um dos anticorpos primarios conjugados listados: anti-rat
CD3 FITC (1:200), anti-rat CD4 PE (1:200), anti-rat CD8a PerCP (1:200),
ou com anticorpo primario ndo conjugado policlonalanti-rabbit F4/80 (
1:200). As células foram lavadas 3 vezes, centrifugadas (1500 rpm por 10
min) e suspensas em PBS. As células marcadas com o anticorpo nédo

fluorescente foram incubadas com o anticorpo secundario goat anti-rabbit
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PECy7 (1:200). As células foram lavadas novamente com PBS contendo
BSA(0,5%) e apds centrifugacdo ressuspensa em 1 mL de PBS. Esta foi a
fracdo pronta para ser analisada. foi retirado o sobrenadante e
ressuspendido novamente com 1 ml de PBS. As amostras foram
analisadas através da citometria de fluxo AMNIS® FlowSight® (Luminex,
Austin, TX, EUA) e os dados adquiridos foram analisados com software
IDEAS® (Luminex, Austin, TX, EUA).

ApoOs a dispersdo mecanica, os adipoécitos foram suspensos em 1 mL
de PBS e em seguida centrifugados (1500 rpm, 10 min), suspensos em
PBS, centrifugados. Os adipoécitos praticamente livres de outras células
foram marcados com iodeto de propideo (5 pg/mL em PBS 100 ulL). As
células foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente,
protegidas da luz e entdo lavadas trés vezes com 1 ml de PBS e

imediatamente analisadas no citbmetro de fluxo.

3.6.3 CALCULO DA AREA DOS ADIPOCITOS

Os cortes histolégicos dos tecidos adiposos epididimal foram feitos
pelo setor de técnicas histolégicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
USP. O material foi emblocado em parafina, corado com hematoxilina/
eosina e as fotos encaminhadas. A anéalise das mesmas foi realizada em
nosso laboratorio utilizando o programa Image Processing and Analysis in

Java (Image J, NIH).

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Grande parte dos dados estdo apresentados como box-plot e
whiskers mostrando os percentis 10 e 90% e mediana, foram analisados
por ANOVA de uma entrada seguida de poOs-teste de Tukey. Os dados
obtidos por dois grupos, também estdo apresentados por box-plot
whiskers mostrando os percentis 10 e 90. Todas as analises estatisticas

foram feitas através do software GraphPad Prism 8.
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4.RESULTADOS
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Os animais foram mantidos individualmente para registro da ingesta de agua,
consumo de alimento e peso corporal durante sete dias. O alimento foi oferecido a partir das
17 horas do dia zero até as 12h (ZT6) do dia 7. Os animais selvagens e nocauteados
foram separados em dois grupos, controle e experimental, os grupos controle
receberam dieta CHOW e o0s grupos experimentais receberam HFD. Os animais
foram sacrificados de ZT6 a ZT7 (12 - 13 horas). No dia zero ndo havia variagéo significativa
de peso entre os grupos experimentais (Fig. 3A).

A HFD provocou um aumento significativo do peso em relacdo a dieta normolipidica
nos dois grupos experimentais (Fig. 3B). Além disso, a dieta HFD acarretou um aumento de
peso significativamente maior nos animais nocauteados quando comparados com 0s
selvagens (Fig. 3B). Este aumento néo foi a custa da ingestéo hidrica (Fig. 3C).

Um achado paradoxal foi que os animais IL-4 KO ingeriram uma quantidade de
alimento significativamente menor que o grupo controle (Fig.3D). Este paradoxo pode ser
explicado pelo fato de mesmo ingerindo menos alimento houve um aumento da ingesta
caldrica (Fig. 3E). Este fato j& foi observado por outros autores (FOLL et al., 2016) e uma
hipétese aceita é que a regulacéo da saciedade por leptina ndo estaria modificada nestes
animais (FRIEDMAN 2019:ROWLAND et al.,1996).

4.1.1L-4 REGULA O PESO DO TECIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

Para avaliarmos os efeitos da dieta hiperlipidica sobre o tecido adiposo branco,
removemos e pesamos o tecido adiposo epididimario, este tecido € amplamente utilizado nos
estudos sobre obesidade com camundongos machos por ser um tecido responsivo a HFD
(SARVARI et al., 2021).

Em animais controle ndo houve um aumento significativo no peso do tecido adiposo
epididimal apos 7 dias de dieta rica em lipideos. Ja no grupo IL-4 KO, HFD induziu um
aumento significativo do peso do tecido adiposo epididimal em relacdo aos selvagens
alimentados com HFD e aos IL-4 KO alimentados com dieta chow (Fig. 4A). Chama atencéo

a maior disperséo individual entre os IL-4KO.
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Figura 3: Efeitos da dieta hiperlipidica (HFD) no ganho de peso, ingesta liquida, alimento sélido

e peso do tecido adiposo em camundongos C57BL/6J controle ou IL-4 KO. Os animais foram

alimentados por sete dias com dieta normo e hiperlipidica. (A) peso inicial(g) C57BL/6 (n= 24) IL-4KO
(n=27); (B) ganho de peso (g / 7dias); (C) ingesta de agua (mL / 7 dias); (D) ingesta de racéo (g /7

dias); (E) consumo caldrico (Kcal/g durante 7 dias); (F) peso do tecido adiposo epididimal. Foram

utilizados 47 animais, divididos em 4 grupos experimentais: camundongos controle em dieta chow
(n=9) ou HFD (n=13) e camundongos IL-4 KO em dieta chow (n=10) e HFD (n=15). Os dados

apresentados como box-plot e whiskers mostrando os percentis 10 e 90%, e a mediana foram

analisados por ANOVA de uma entrada seguida de pés-teste de Tukey. Os grupos significativamente

diferentes estéo destacados na figura.
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Figura 4: Efeitos da dieta hiperlipidica (HFD) tecido adiposo epididimal (A) em camundongos
selvagens e nocauteados para IL-4. Os dados estéo apresentados como box-plot whiskers. A linha
central representa a mediana e as linhas de dispersédo os valores localizados entre 10% - 90% dos
dados. Valores considerados outliers estdo apresentados como pontos. O nimero de animais por
grupo foi de 8 em controle normoalipidico (chow) e IL4KO, bem como controle IL-4KO. No grupo IL4-KO
HFD foram usados 13 animais. Os dados apresentados como box-plot e whiskers mostrando os
percentis 10 e 90%, foram analisados por ANOVA de uma entrada seguida de pds-teste de Tukey.

Apesar de a HFD n&o alterar o peso do animal, promoveu alteracbes
histolégicas (Fig.5A). Foi detectada uma hiperplasia dos adipdcitos ao ser avaliada a
distribuicdo da frequéncia de &rea de cada célula (Fig. 5B). A comparagao por teste ‘¢
da frequéncia de células pequenas (Fig. 5C), médias (Fig. 5D) e grandes (Fig. 5E)

reforca a hipétese de hiperplasia dos adipocitos.

Estes achados foram confirmados com a técnica de citometria de fluxo por
imagem (Fig. 6). Adipdcitos isolados das demais células por ficarem localizados no
sobrenadante apos centrifugacéo foram injetados em citdmetro de fluxo com imagem.
Os nucleos celulares foram corados com iodeto de propideo e o tamanho celular
medido em campo claro. A figura 6A ilustra as células de tamanho pequeno (até 350
um, 80%), médio (350 - 900 um, 20%) e grande (acima de 900um, 5%). As
percentagens apresentadas anteriormente referem-se aos animais alimentados com
dieta normolipidica (chow). A HFD diminuiu significativamente a frequéncia dos
adipocitos pequenos (Fig. 6B), ndo alterando a porcentagem de células médias (Fig.
6C) e aumentando a porcentagem de células grandes (Fig. 6D), sugerindo um

acumulo de goticulas de lipideo (revisto por WANG et al., 2013). Em suma, apesar da
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alimentacdo com HFD n&o alterar o peso do tecido adiposo epididimal em animais

selvagens, foi observada uma hiperplasia dos adipécitos.
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Figura 5. Comparacao de cortes histolégicos (hematoxilina/ eosina) de tecido adiposo
epididimario de camundongos alimentados com dieta normolipidica (CHOW) e
hiperlipidica (HFD ) por 7 dias. (A) Microscopia 6ptica de tecido adiposo epididimario corado
com hematoxilina eosina. Adipécitos fotografados sob microscopio éptico (ampliacéo de 100x),
barra 50 um. (B) Distribuicdo de frequéncia da érea dos adipécitos (C-E) Porcentagem de
distribuicdo de frequéncia de adipdcitos pequenos (C), médios (D) e grandes (E). Dados sao
apresentados em box plot whisker mostrando os percentis 10 e 90. Os dados estio expressos
em foram analisados pelo teste “t” de Student; n=3 animais por grupo.
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Figura 6.Efeitos da dieta hiperlipidica (HFD) na distribuicdo de adip6citos epididimarios
de camundongos C57BL/6J alimentados com dieta normo (chow) ou hiperlipidica (HFD)
determinados por citometria de fluxo com imagem. (A) Distribuicéo de frequéncia da area
de adipdcitos no tecido adiposo epididimal de camundongos que receberam dieta choweHFD
por 7 dias. (B) Células coradas com iodeto de propideo. (B-D) Porcentagem de distribuicao de
frequéncia de adipécitos pequenos (C), médios(D) e grandes(E). Box plot whisker mostrando os
percentis 10 e 90. Os dados foram analisados por Test ‘t de Student’. (n=3) por grupo.
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4.2.IL-4 PROTEGE O TECIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL DE INFLAMACAO
INDUZIDA POR HFD

Com o intuito de confirmar que apés 7 dias de HFD os animais selvagens
teriam montado uma resposta inflamatoéria aguda sem disparar o sistema imunoldgico,
foi medida a distribuicdo de linfocitos e macréfagos por citometria de fluxo. O nimero
de linfécitos T auxiliares (T helper, CD3*/CD*, Fig. 7B) que estariam presentes em uma
resposta imunologica desencadeada tardiamente pela inflamacéo aguda ndo estava
aumentado significativamente. Porém, foi observado um aumento dos linfécitos T
citotoxicos (T killer, CD%"/ CD®") (Fig. 7C) e, também, um aumento significativo da
populacdo de macrofagos (F4/80) (Fig. 7D) em células obtidas de camundongos
selvagens. Portanto, este € um modelo interessante para avaliar o controle da
montagem da resposta inflamatéria induzida por HFD.

A hiperplasia do tecido adiposo pode ser ocasionada por uma resposta
inflamatéria (SCHAFFLER, 2023). Dieta rica em lipideos estimula receptores do tipo toll
(TLR) e o estimulo de TLR-4 desencadeia uma resposta inflamatéria dependente de
NF-xB que induz hipertrofia de adipdcitos (ITOH et al., 2011). Interleucina-4 produzida
por tecido adiposo epididimério reduz respostas inflamatorias (TSAO et al., 2014). Foi
levantada a hip6tese que em animais IL-4KO o tecido epididimario estaria em estado
pro-inflamatério mesmo na auséncia de estimulos. Dessa forma, haveria uma
diferenca da quantidade e qualidade de células imunocompetentes quando
comparadas com os animais selvagens. Também € esperado que a reacdo a HFD (7
dias) seja alterada.

Em animais selvagens, a porcentagem de células estromais foi
significativamente maior em HFD do que em chow. Em animais IL-4 KO néo foi
observada diferenca estatistica entre chow e HFD. Ambos os grupos apresentaram um
aumento significativo quando comparados com selvagens alimentados com dieta
normolipidica (Fig. 7A). Portanto, HFD e a falta da IL-4 induziram aumento de células
imunocompetentes na fracdo estromal, sugerindo que IL-4 sintetizado pelo tecido
adiposo epididimario teria um efeito redutor na montagem de uma resposta
inflamatoria.

Considerando que a melatonina tecidual ou circulante tem efeito anti-

inflamatdrio por blogquear a migracéo de células da corrente sanguinea para tecidos
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(MARKUS et al., 2021) e que IL-4 também exerce esta fungdo em tecido adiposo

(TSAO et al., 2014) foi testada a hipotese que melatonina atua via producao de IL-4.
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Figura 7: Efeitos da dieta hiper lipidica na células da fracdo vascular do tecido adiposo
branco (TAB) epididimario em camundongos selvagens e IL-4KO (A) Quantificacdo das
células da fracéo vascular estromal (FVE) (x10°%/g) do TAB de camundongos selvagens CHOW
(N=4), selvagens HFD (n=8), IL-4 KO chow (n=3) e IL-4 KO HFD (n=9). (B-D) Numero de
células CD3* CD4" (B); CD3" CD8a* (C); F4/80*(D) presentes no tecido adiposo epididimal de
camundongos selvagens (n=3 por grupo). Box plot whisker mostrando os percentis 10 e 90.
Animais que expressam (+/+) ou ndo (-/-) o gene IL-4. Os dados foram analisados por ANOVA
de uma entrada seguida de pos-teste de Tukey. (B-D) valores apresentados como média + DP
analisados por test “1”.
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4.3.IL.-4 MEDEIA EFEITO DE MELATONINA SOBRE AUMENTO DO PESO
CORPORAL

O tratamento com melatonina durante sete dias protegeu contra o ganho de
peso os camundongos selvagens, mantidos em HFD (Fig. 8 A), mas ndo reduziu o
ganho de peso dos IL-4 KO. Este dado mostra que IL-4 age a jazante de melatonina.
Além disso, fica evidente a melatonina néo zera o ganho de peso em camundongos IL-
4 KO, mostrando que esta indolamina nao € o fator determinante.

Um outro fato importante é que o consumo de agua (Fig. 8 D, E) e alimentar
(Fig. 8 F, G) dos grupos que receberam melatonina nao diferiram dos seus grupos
controle. Portanto, a melatonina desencadeia seus efeitos através da liberacédo de IL-4.
Considerando que ainda foi observado um efeito residual da melatonina em
camundongos IL-4 KO é provavel que ainda seja disparados outros mecanismos

independentes de IL-4 KO.
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Figura 8 - Efeitos do tratamento com melatonina em animais selvagens e IL-4 KO
mantidos em dieta hiperlipidica. Os camundongos selvagens foram separados em cinco
grupos: quatro experimentais que receberam, respectivamente, (25 pg/ml) n=3; (75 pg/ml) n=5;
(100 pg/ml) n=3 (250 pg/ml) n=5 e um grupo controle que recebeu veiculo contendo etanol
(334pg/ml) n=7. Os camundongos IL-4 KO também foram separados em grupos: quatro
experimentais que receberam, respectivamente, (25 pg/ml) n=3; (75 pg/ml) n=4; (100 pg/ml)
n=3 (250 pg/ml) n=3 e um grupo controle que recebeu veiculo contendo etanol (334ug/ml) n=5.
(A) ganho de peso (g / 7 dias). ( B-C) peso do tecido adiposo epididimal (g) (D-E) Ingesta de
agua + melatonina ou veiculo durante o periodo escuro (ml/ 7 dias). (F-G) Ingesta de racéo (g /
7 dias). Com média + DP. Os dados foram analisados por ANOVA de uma entrada seguida de
pbs-teste Tukey. Os dados do grafico (A) foram ajustados a uma hipérbole regular,
apresentando o valorder2 = 0,8639 (selvagem) e r2 = 0,1227 (IL-4 KO).
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5.DISCUSSAO
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O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliarmos se os efeitos anti-
inflamatdrios da melatonina no tecido adiposo sdo mediados pela expressdo da IL-4. Esta
citocina € produzida no tecido adiposo de individuos magros e tem como finalidade evitar
processos inflamatdrios, pois mantém os macrofagos existentes no tecido adiposo com o
perfil M2.

A melatonina produzida na pineal € fundamental para incluir informacbes do
ambiente externo ciclico para o ambiente interno, garantindo a manutencao de diversos
processos fisiologicos, entre eles, a do balanco energético (SAARELA et al., 1994). Sabe-se
gue distorgbes na producdo da melatonina noturna gerada pela luz podem ocasionar
disturbios metabolicos como a obesidade, conforme evidenciado em trabalhadores noturnos,
pois estes sofrem mudancas constantes do ciclo claro/escuro resultando no aumento da
glicose, insulina e presséao arterial. Além disso, também sofrem com a reducéo da leptina e
do sono, fatores que contribuem para o aumento do peso (REITER et al., 2012; KARLSSON
etal., 2001)

O ftratamento com melatonina no periodo de seis semanas promoveu O
escurecimento do tecido adiposo branco inguinal e o aumento do peso do tecido adiposo
marrom, como também restaurou a expresséo da proteina termogénica UCP1 em ratos
obesos diabéticos Ziicker, o que contribuiu para termogénese e o controle do peso desses
animais (VASQUEZ et al., 2018). A melatonina pode promover a termogénese por meio do
receptor MT1, expresso nos neurdnios do sistema nervoso central, gerando a sintese de
noradrenalina e a expressao génica de UCPL, e dos receptores PPARg e PGC1, resultando
na termogénese do tecido adiposo marrom (TAN et al., 2011). Estes achados e outros
levaram a testar melatonina no tratamento de obesidade.

A melatonina também pode contribuir com a perda de peso por meio de suas
propriedades antioxidantes, como visto no estudo realizado com pessoas obesas que foram
tratadas com 10mg/ dia de melatonina e com restricdo calérica em um periodo de 30 dias,
apresentaram melhora na defesa antioxidante, pois houve uma reducdo significativa de
dialdeido malbnico (MDA), além da reducéo de peso (SZEWCZYK-GOLEC et al., 2017).
Porém, um estudo realizado com a suplementacdo de melatonina a 3mg/dia durante um
periodo de 30 dias em pessoas que passaram pelo procedimento de remocgdo da pineal
devido a tumores, nao identificou variagbes no peso corporal (HALPERN et al., 2019), como
também, n&o foi identificado uma mudanca no peso de ratos mantidos com HFD e tratados
com melatonina durante trés semanas (NDUHIRABANDI et al., 2014). A controveérsia desses
resultados pode estar relacionada a diversos fatores, como a concentragao oferecida e a
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forma que a melatonina foi administrada. Mas, ainda é preciso considerar os mdltiplos
mecanismos complexos que a melatonina dispara.

Nossos dados reforcam a hip6tese discutida anteriormente por TAN et al. (2018) e
SZEWCZYK-GOLEC et al. (2017), de que a melatonina pode contribuir com a perda de
peso. Contudo, diferente do que foi abordado, nossos resultados revelaram que o efeito da
melatonina € dependente da IL-4, e pode acarretar na diminuicdo do peso corporal em um
curto periodo de sete dias, demonstrando que seus efeitos antiobesogénicos podem ser via
regulacéo do sistema imunolégico.

A ingestdo de HFD promove liberacdo de acidos graxos dos adipdcitos, que séo
acoplados nos receptores TLR-4 presentes nos macrofagos residentes no tecido adiposo, e
estes passam a sintetizar TNF desencadeando um processo inflamatério e
conseguentemente o ganho de peso (ITOH et al., 2011). Entre as moléculas que fazem um
balanco negativo do aumento de peso do tecido adiposo estéo a citocina IL-4, que aumenta a
proliferacdo de macrofagos anti-inflamatorios no tecido adiposo via STAT6 (ZHENG et al.,
2015).

Inicialmente, 0os nossos resultados demonstraram que a falta da IL-4 favoreceu a
inflamac&o no tecido adiposo, pois a administracdo da HFD, em um curto periodo de sete
dias, promoveu uma potencializacdo do ganho de peso desses animais. Foi observado,
também, um aumento do tecido adiposo mais acentuado em animais nocauteados para IL-4
do que em animais controle, confirmando que a falta da Interleucina-4, juntamente com uma
dieta rica em lipideos, favorece o acumulo de gordura nesses tecidos e, consequentemente,
em um maior ganho de peso desses animais, mesmo havendo um menor consumo de HFD.
De acordo com Foll (2019), o consumo excessivo de alimentos ricos em gordura leva a um
ciclo vicioso, pois pode desencadear sentimentos compensatérios, resultando no
desenvolvimento da obesidade. No entanto, foi relatado que o consumo exacerbado de HFD
por ratos resistentes a dieta, promove a sintese de corpos cetbnicos nos astrécitos
hipotalamicos, resultando na diminuicdo do consumo alimentar mesmo ela sendo mais
palatavel. Sugerindo que esse mecanismo pode servir como uma forma de protecdo contra
os efeitos adversos da HFD.

A expanséo do tecido adiposo visceral esta intimamente ligada a fatores de riscos,
como doencas metabdlicas, cardiovasculares e ganho de peso (MCLAUGHLIN, 2011). Essa
expansao ocorre por aumento da circunferéncia (hipertrofia) e/ou diferenciacdo de pré
adipocitos em adipdcitos maduros (hiperplasia). Muitos autores discutem que a ocorréncia
destes mecanismos sao dependente da localizagéo do tecido, como visto por Marcotela et al.
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(2012) in vitro, e Digirolamo et al. (1998) em ratos Wistar, onde o aumento do tecido adiposo
subcutaneo se da, predominantemente por hiperplasia, e a expansao do tecido adiposo
visceral é por hipertrofia. Ja em outros estudos, verificaram que a expanséo visceral por
hiperplasia ocorre apds dois meses mantendo os camundongos com a dieta rica em lipideos
(BILAL et al., 2021; WANG et al., 2013).

Em nossas andlises com adipdcitos obtidos do tecido adiposo epididimal do grupo
controle, ndo foi diferente, pois a HFD promoveu a hipertrofia em um curto periodo de sete
dias, mesmo ndo havendo diferenca no peso do tecido adiposo desses animais. Dados
histolégicos e por citometria de fluxo com imagem apontaram, ainda, uma menor
porcentagem de adipécitos pequenos e uma maior porcentagem de adipdocitos grandes,
indicando o acumulo de triacilglicerol nessas células. Deste modo, confirmamos que o evento
inicial predominante para o0 aumento do tecido adiposo branco epididimal se da por
hipertrofia.

A literatura também aponta que durante uma resposta inflamatoria do tecido adiposo,
macrofagos residentes passam a sintetizar quimiocinas que sao capazes de controlar a
migracao de células imunologicas para o tecido adiposo (revisto por CHAWLA et al., 2011).
Vale destacar que este processo de migracdo € um dos indicios para a montagem de uma
resposta inflamatéria (revisto por LU et al., 2019). Nesse cenario, nosso estudo demonstrou
gue a fracdo vascular estromal do tecido adiposo epididimario de camundongos controle, que
receberam HFD, revelou-se alterada, pois houve um aumento na quantidade de células.
Porém, nos animais IL-4 KO, o aumento ocorre mesmo em animais que receberam a dieta
normo lipidica, o que indica que a falta da IL-4 promove uma alteracdo no nimero de células
da fracdo vascular estromal.

A fracdo vascular estromal do tecido adiposo € composta por diferentes populacdes
de células, como células-tronco mesenquimais, pré-adipdcitos, células endoteliais, células T e
macrofagos (HAN et al., 2015). E por se tratar de um contetdo diverso, analisamos de forma
mais especifica e verificamos que os animais que receberam HFD tinham um maior nimero
de linfocitos T supressor/ citotoxico. Esse subgrupo de linfocitos induz, por meio da sintese
de IFN-y, a apoptose de células infectadas ou disfuncionais (ABBAS et al., 2012). No caso
dos adipdcitos, eles se estabelecem neste termo, pois o acumulo de gordura exacerbado,
como visto em humanos e roedores obesos, promove a disfuncdo dos adipdcitos, o que
resulta na morte celular, sendo este um estimulo para a migracdo e proliferacdo de
macréfagos inflamatdrios para o tecido adiposo (MARTINEZ-SANTIBANEZ et al., 2014;
SCHIPPER etal., 2012).
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Nishimura et al. (2009), verificaram que durante o processo de inflamacéo do tecido
adiposo visceral em camundongos mantidos em HFD, as células T citotoxicas presentes no
tecido adiposo s@o capazes de interagir com macréfagos promovendo a sua polarizacéo
para M1 e recrutamento. Essa interacdo também foi observada in vitro, onde a co-cultura de
células T CD8 com mondcitos promoveu a diferenciacdo em macréfagos e a producéo de
citocinas (NISHIMURA et al., 2009).

Dessa forma, nossos resultados reforcam o que foi citado na literatura, visto que a
HFD acarretou no aumento das células T CD8 no tecido adiposo epididimal apds sete dias,
apontando para o seu papel fundamental no desencadeamento da inflamacdo. Como
previsto, também observamos um aumento na quantidade de macrofagos presente na
fracdo vascular estromal dos camundongos mantidos com dieta rica em lipideos. Por se
tratar das células imunoldgicas que estdo mais presentes no tecido adiposo visceral, os
macrofagos ativados encontram-se intimamente envolvidos na inflamacéo (LIANG et al.,
2022). Conforme os processos inflamatorios avangam, ocorre a necrose dos adipocitos, e 0s
sinais liberados nesse processo recrutam macréfagos derivados de mondcitos para o tecido
adiposo, que passam a sintetizar TNF. Os macrofagos se reinem formando sincicios como
uma espécie de coroa ao redor dos adipdcitos necrosados e passam a captar goticulas de
lipidios, sendo essa uma caracteristica recorrente no processo inflamatoério crénico (CINTI et
al., 2005).

Deste modo, destacamos aqui, que foi possivel observar alteracdes promovidas pela
HFD em células fundamentais para montagem da inflamacdo associada a obesidade, em
camundongos selvagens em sete dias. Visto que a HFD esta promovendo o ganho de peso
em camundongos nocauteados e a inflamagdo do tecido adiposo em camundongos
selvagens em um curto periodo, passamos a avaliar se uma suplementacéo de melatonina
na agua de beber reverteria este processo. Muitos estudos utilizam a suplementacdo de
melatonina como um tratamento para obesidade, pois a melatonina além de ter uma acéo
cronobioldgica, antioxidante e imunoldgica, pode induzir o escurecimento do tecido adiposo
branco em ratos (DE SOUZA et al., 2019) e provocar a lipdlise (BORGES- SILVA et al., 2005).

Obtivemos dados interessantes nessa etapa do experimento, onde foi possivel
observar que a administracdo de melatonina em torno dos 300pg protege contra os efeitos
da HFD, ndo permitindo um ganho de peso exacerbado. Outros estudos também
demonstraram que a suplementacdo de melatonina impede o ganho de peso em ratos
obesos, porém, a administracdo de melatonina foi realizada em longo prazo (PRUNET-
MARCASSUS et al., 2003; WONDEN-HANSON et al., 2000; RASMUSSEN et al., 1999).
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Também verificamos que para a melatonina ter uma acao protetora contra o ganho de
peso € necessario a presenca de IL-4, uma vez que os animais nocauteados para IL-4 ndo
obtiveram 0 mesmo éxito com o tratamento e passaram a ganhar peso independente da
concentracdo de melatonina. Em estudo sobre a atividade conjunta da melatonina com IL-4,
descreveram que células ndo aderentes da medula éssea incubadas com melatonina,
apresentaram acéo da IL-4, proporcionando assim, a estimulacéo de colénias de macréfagos
gue neutralizaram a apoptose em células da medula éssea induzida por quimioterapia,
demonstrando que a melatonina pode agir como um regulador neuroendécrino apresentando
propriedades antitumorais. Além disso, também modulam a inflamacdo nas células
endoteliais e epiteliais da retina causada por um alto teor de glicose (XIE et al., 2014,
MAESTRONI et al., 1994). Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez, que a
melatonina e IL-4 modulam o ganho de peso de camundongos.

Nossos achados, que estdo resumidos na figura 9, além de demonstrarem a
importancia da melatonina na regulacdo do peso, sugerem novos ensaios, pois nao houve
diferenca no peso do tecido adiposo. Dessa maneira, novos experimentos poderiam auxiliar
a responder alguns questionamentos que emergiram desta pesquisa, como por exemplo, se
estd havendo diferenciacdo/migracdo das células imunolégicas ou se estdo havendo
mudancas estruturais no tecido adiposo, bem como, se a melatonina aumenta a IL-4 nos
camundongos selvagens. Inicialmente, a pesquisa contava com ensaios que poderiam
auxiliar nessas respostas, porém, por conta de adversidades, como as causadas pela
pandemia de COVID-19, por problemas nos equipamentos e perda de material, ndo foi
possivel avancar em algumas etapas que complementariam nosso trabalho, reiterando os

potenciais efeitos da melatonina sobre o ganho de peso.
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Figura 9 - Resumo dos resultados obtidos nos experimentos realizados com
camundongos selvagens e nocauteados para IL-4, mantidos em dieta chow ou HFD. A
partir da figura da esquerda de cima para baixo: Camundongos selvagens mantidos em
dieta chow no periodo de sete dias ndo apresentaram ganho de peso corpéreo e de tecido
adiposo epididimal, esses animais apresentam uma maior quantidade de IL-4 sintetizados
por eosindéfilos mantendo os macréfagos do tecido adiposo branco em um estado alternativo
protegendo contra o ganho de peso (BRESTOFF et al., 2015). Na figura abaixo:
camundongos selvagens foram alimentados com dieta rica em lipideos apresentaram ganho
de peso corporal, mas ndo de tecido adiposo. Também observamos um aumento de
macrofagos e linfécitos citotoxicos indicando um processo de inflamagéo, nesse caso, ha
uma diminui¢do da IL-4 no tecido adiposo branco (ITOH et al., 2011). No ultimo esquema:
observamos que camundongos IL-4KO mantidos em HFD obtiveram um maior ganho de
peso corporal e de tecido adiposo quando comparados aos camundongos selvagens, neste
caso, pressupomos que pela falta da IL-4 haveria um aumento de linfocitos citotdxicos e de
macrofagos classicamente ativados, ja que esta interleucina é relevante para a homeostase
do tecido adiposo branco, como visto por Brestoff et al., 2015. Na figura da direita:
camundongos selvagens e IL-4KO mantidas em HFD e tratados com melatonina,
observamos que para a melatonina ter seu efeito protetor contra 0 ganho de peso corporal é
necessario a presencga da IL-4.
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6.CONCLUSAO

A citocina IL-4 participa do controle de peso de camundongos apés a ingestéo de dieta
rica em lipideo por 7 dias. Tanto o ganho de peso corporal como o peso do tecido adiposo
epididimario apresentaram aumento significativamente maior em animais nocauteados para
IL-4 quando comparados com selvagens. Também foi detectada hipertrofia dos adipdcitos
brancos e uma maior proporcéo de células imunocompetentes, como linfécitos citotoxicos e
de macréfagos. O principal achado deste trabalho € que o efeito da melatonina, como
regulador da inflamacéo no ganho de peso € mediado por IL-4, indicando que melatonina e
IL-4 formam parte de uma mesma cascata de controle do tecido adiposo epididimério e

ganho de peso.
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/.RESUMO

A inflamacdo do tecido adiposo branco envolve respostas imunoldgicas e
neurais com mudanca do padrao metabdlico, hipertrofia e hiperplasia dos adipocitos,
além de invasao de neutréfilos e macréfagos de origem monocitica. Excesso de
triglicérides desencadeia resposta inflamatoria de forma semelhante a padrdes
moleculares associados a patdégenos, perigo ou dano. Alimentacao rica em lipideos
(HFD) por uma noite leva a ativagdo do eixo imuno-pineal inibindo a producédo de
melatonina pela pineal e promovendo a sintese de melatonina por macréfagos
periféricos. No tecido adiposo branco a IL-4, uma citocina produzida por eosinofilos e
linfocitos, participa da ativacdo do metabolismo energético e controlando o aumento
do tecido adiposo branco. O entendimento dos mecanismos de agéo envolvidos na
resposta inflamatoria do tecido adiposo é relevante para criar formulacdes confiaveis
anti-obesogénica. Deste modo, esse trabalho foi realizado com o objetivo de
entendermos se os efeitos anti-inflamatérios da melatonina no tecido adiposo séo
mediados pela IL-4. Camundongos nocauteados para o gene que expressa IL-4
mantidos em HFD por sete dias, apresentaram um maior ganho de peso corporal e
de tecido adiposo em um periodo em que obesidade ainda nédo esta instalada. Foi
verificado que a HFD promove alteracdes citologicas no tecido adiposo epididimal de
camundongos selvagens. Observamos também, que € necesséria a presenca da IL-
4 para que a melatonina possa atuar contra o ganho de peso causado pela HFD.
Apesar de néo ter havido uma confirmagao destes efeitos no aumento do tecido
adiposo epididimal, os dados sugerem fortemente que a melatonina atua via IL-4

protegendo contra o ganho de peso corporal.
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8.ABSTRACT

Inflammation of white adipose tissue involves immunological and neural responses
with changes in the metabolic pattern, hypertrophy and hyperplasia of adipocytes, in addition
to invasion of neutrophils and macrophages of monocytic origin. Excess triglycerides trigger
an inflammatory response similar to molecular pattemns associated with pathogens, danger, or
harm. High-lipid feeding (HFD) for one night leads to activation of the immune-pineal axis by
inhibiting melatonin production by the pineal and promoting melatonin synthesis by peripheral
macrophages. In white adipose tissue, IL-4, a cytokine produced by eosinophils and
lymphocytes, participates in the activation of energy metabolism and controlling the increase
in white adipose tissue. Understanding the mechanisms of action involved in the inflammatory
response of adipose tissue is relevant to creating reliable anti-obesogenic formulations.
Therefore, this work was carried out with the aim of understanding whether the anti-
inflammatory effects of melatonin in adipose tissue are mediated by IL-4. Mice knocked out for
the gene that expresses IL-4, kept in HFD for seven days, showed a greater gain in body
weight and adipose tissue in a period in which obesity is not yet established. It was found that
HFD promotes cytological changes in the epididymal adipose tissue of wild-type mice. We
also observed that the presence of IL-4 is necessary for melatonin to act against weight gain
caused by HFD. Although there has been no confirmation of these effects on the increase in
epididymal adipose tissue, the data strongly suggest that melatonin acts via IL-4, protecting

against body weight gain.
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