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RESUMO

A obesidade materna traz complicagdes tanto para mae quanto para o feto incluindo, diabetes
gestacional, pré-eclampsia, risco de prematuridade e, ainda ndo estd claro a relacdo entre a
fase do ganho de peso e o baixo peso ao nascer ou a macrossomia fetal. Além disso, é
exatamente esse crescimento fetal alterado que estd associado a um risco aumentado de
doencgas na idade adulta da progénie. As adaptacdes maternas a gravidez sdo amplamente
mediadas pela placenta; a interface materno-placentdria pode agir para modular a plasticidade
do feto sobre seu ambiente futuro, em um processo conhecido por programacao metabdlica. O
presente trabalho se propds a verificar algumas adaptacdes do desfecho materno/fetal de
camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Para isso, camundongos fémeas
da linhagem Swiss, fémeas foram divididas em dois grupos, um recebeu dieta controle (C) e
outro dieta hiperlipidica (HFD) por 4 semanas antes do acasalamento. Durante esse periodo, o
ganho de peso foi acompanhado e no final, fémeas HFD foram designadas a dois grupos de
acordo com o ganho de peso que apresentaram: propensas ou resistentes a obesidade (HF-P e
HF-R, respectivamente). Apds as quatro semanas iniciais do tratamento, cada grupo de
fémeas foram acasaladas com machos controles e continuaram recebendo a mesma dieta do
periodo pré-gestacional até o 19° dia de gestacdo, quando foram realizados os procedimentos
experimentais. As fémeas expostas a dieta hiperlipidica antes do acasalamento e que exibiram
um fenétipo de obesidade (HF-P) foram intolerantes a glicose antes e durante a gestacdo,
tiveram menor eficiéncia placentaria e produziram filhotes com baixo peso ao nascer quando
comparados aos filhos de mies HF-R e CTL. Andlises de regressao linear simples mostraram
que a obesidade materna rompe com a proporcionalidade entre os desfechos materno (peso
placentario) e fetal (peso fetal) da prenhez. Além disso, para o grupo HF-P, esses resultados
estdo inversamente relacionados, o que provavelmente estd ligado as falhas nas adaptacdes
hormonais e na exacerbacdo da inflamagao no ambiente metabdlico materno das fémeas HF-
P, levando a ineficiéncia placentdria. Finalmente, o fenétipo obeso materno modificou a
espessura da camada placentdria, o transporte de dcidos graxos e o padrdo dos fatores de
crescimento. Assim, a expressao mais baixa de mRNA de EGFR no grupo HF-P sugere que
essa diminui¢do pode ter contribuido para ruptura na espessura das camadas placentdrias e
resultado fetal adverso. Além disso, parece que, no caso do grupo resistente (HF-R), a
manuten¢cdo do ambiente de homeostase da glicose materna e a superexpressio de PGF

protegeu a placenta e os fetos contra danos morfoldgicos e funcionais.

Palavras-chave: DOHaD, obesidade, dieta hiperlipidica, eficiéncia placentdria, desfecho fetal



ABSTRACT

Maternal obesity causes complications for both mother and fetus, including gestational
diabetes, pre-eclampsia, and risk of preterm delivery. The association between the window of
weight gain and low birth weight or fetal macrosomia is still unclear and any of this altered
fetal growth is associated with an increased risk of disease in adulthood. Maternal adaptations
to pregnancy are highly mediated by the placenta; a functional interface between the mother
and the fetus that regulates adaptive maternal responses to the expectation of the future
environment that the fetus will encounter after birth. Thus, the maternal nutritional signs and,
therefore, a maternal-placental interface can act to modulate the fetus plasticity over its future
environment, in a metabolic programming process. Our work aimed to verify some
adaptations of the maternal-fetal outcome of obese mice induced by a high-fat diet. For this,
Swiss mice were separated into two groups, a control diet (CTL) and high-fat diet (HFD, 45%
fat) for 4 weeks before mating. During this period, weight gain was monitored and at the end,
HFD were assigned in two groups according to the weight gain: prone or resistant to obesity
(HF-P and HF-R, respectively). Then, they were mated with control males and maintained in
the same diet from the pre-gestational period until the 19th day of gestation, when the
experimental procedures were performed. Females exposed to the high-fat diet prior
pregnancy who exhibited an obesity phenotype (HF-P) were glucose intolerant before and
during pregnancy, had less placental efficiency and produced low birth weight pups when
compared to the offspring of HF-R and CTL dams. Simple linear regression analyzes showed
that maternal obesity breaks with the proportionality between maternal (placental weight) and
fetal (fetal weight) outcomes of pregnancy. In addition, for the HF-P group, these results are
inversely related, which is probably linked to failures in hormonal adaptations and
exacerbation of inflammatory status in the maternal metabolic environment of HF-P females,
leading to placental inefficiency. Finally, the maternal obese phenotype changes the thickness
of the placental layer, the transport of fatty acids and the pattern of growth factors. Thus, the
lower expression of EGFR mRNA in the HF-P group suggests that this decrease may have
contributed to rupture in the thickness of the placental layers and adverse fetal outcome.
Furthermore, it appears that, in the case of HF-R, maintaining the maternal glucose
homeostasis environment and overexpressing PGF protected the placenta and fetuses against
morphological and functional damage.

Keywords: DOHabD, obesity, high fat diet, placental efficiency, fetal outcome
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1. INTRODUCAO

Os processos de urbanizacdo e industrializacdo levaram a mudangas no padrio
alimentar da populagdo que passou a consumir uma dieta mais ocidentalizada, caracterizada
pelo consumo de fast food, ou simplesmente alimentos com alta densidade energética, maior
consumo de carnes, leite e derivados ricos em gorduras e reducdo do consumo de frutas,
cereais, verduras e legumes. Esse padrio alimentar aliado a diminui¢cdo progressiva da
atividade fisica, contribuiu para o aumento progressivo no ganho de peso corporal em
populacdes de todo o mundo. A este fendmeno atribuimos um processo dindmico conhecido
como transicao nutricional (MARIAHT et al, 2007).

Essas mudancas na dieta, no estilo de vida sedentdrio, estdo levando a aumento da
prevaléncia de doencas cronicas ndo transmissiveis (incluindo obesidade, diabetes mellitus,
doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial, doenga cerebrovascular e alguns tipos de
cancer) e consequentemente se tornando as principais causas de mortes (WHO, 2003). A
transicdo nutricional engloba duas outras transi¢des importantes denominadas: 1) transi¢dao
demografica, associada a diminuicao da taxa de fertilidade, reducao da mortalidade e aumento
da expectativa de vida; e 2) transi¢cdo epidemioldgica, relacionada a diminuicao de doencgas
infecciosas e aumento de doengas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) associadas a mudancgas
no estilo de vida (DUARTE; BARRETO, 2012).

Dentre as DCNT destacamos a obesidade, que € uma doencga caraterizada pelo
acumulo excessivo de gordura corporal, associada a inflamac¢@o subclinica. Para classificar
uma pessoa como obesa utiliza-se comumente o indice de massa corporal (IMC),
estabelecendo-se um ponto de corte maior ou igual a 30 kg/m2 Esta desordem esta
relacionada a vdrias comorbidades, entre elas o diabetes mellitus tipo 2, hipertensio arterial,
dislipidemias, doencas cardiovasculares, alguns tipos de cancer e alteracOes
musculoesqueléticas. Componentes relacionados a predisposicdo genética, mas também a
fatores externos, especialmente a influéncia direta dos aspectos ambientais incluindo estilo de
vida e comportamentos ndo saudaveis, estdo fortemente associados a doenca (SHIN; KANG,
2017).

Em 2016 mais de 1,9 bilhdo de pessoas maiores de 18 anos apresentavam excesso de
peso e destes, mais de 650 milhdes apresentavam obesidade. Esse dado vem crescendo de
maneira epidémica, se considerarmos que a prevaléncia da obesidade quase triplicou entre
1975 e 2016 (WHO, 2020). Segundo o Ministério da Satide houve um aumento de 67,8% da
obesidade no Brasil entre 2006 e 2018, partindo de 11,8% em 2006 para 19,8% em 2018.
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Dados apontam ainda para aumento mais expressivo da obesidade entre adultos de 25 a 34
anos (84,2%) e 35 a 44 anos (81,1%). Embora o excesso de peso esteja mais comumente
presente em homens, em 2018, esta prevaléncia foi ligeiramente maior (2% a mais) em
mulheres (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Estabelecendo um paralelo entre a faixa etaria
onde a prevaléncia da obesidade é maior, verificamos que esta coincide amplamente com a
faixa de mulheres em idade fértil, que segundo WHO (2009) engloba o sexo feminino entre
15 a 44 anos.

Evidéncias epidemioldgicas e estudos em animais tém sugerido que a obesidade
materna e o consumo de alimentos ndo sauddveis durante a gravidez aumentam o risco de
complicagdes, como por exemplo: diabetes gestacional, pré-eclampsia, baixo peso ao nascer,
macrossomia fetal e aborto espontaneo (DENISON et al 2010).

As complicagdes advindas da obesidade podem afetar vérios Orgdos durante a
gravidez, dentre eles a placenta, que € um 6rgdo transitério de grande importancia, que esta
presente apenas durante a gravidez (PAZINATO et al, 2016). Sabe-se que concentracdes
aumentadas de citocinas inflamatdrias circulantes promovem inflamacdo cronica de baixo
grau o que poderia, dessa forma, provocar uma disfun¢do placentdria (VISSER et al 1999).
Esta alteracdo estd associada a resultados adversos na gravidez devido a desregulacdo do
transporte de nutrientes e da sinalizacdo feto-placentdria (LAGER et al, 2014). sendo a
principal barreira entre a mae e o feto, acredita-se que a adaptabilidade da placenta
desempenha um papel importante na programacio do desenvolvimento e transmissdo vertical
do risco de doengas metabdlicas e cardiovasculares (REYNOLDS, 2015).

Estudos mostram que em placenta de animais obesos a ativacdo exacerbada da
sinalizacdo de insulina e da mTOR aumentam o transporte de nutrientes, originando, desta
forma, um bebé macrossomico (JANSSON et al, 2013). Por outro lado, a insuficiéncia
placentaria cronica ou disfuncdo uteroplacentaria também afeta o fluxo sanguineo para
placenta durante a gravidez e consequentemente o suprimento de nutrientes e oxigénio para o
suporte do crescimento fetal, além disso, altera o metabolismo, os niveis hormonais, os
aspectos hematoldgicos, a imunidade e a fun¢do cardiovascular, o que poderia comprometer o
desenvolvimento do concepto.

Assim, em modelos experimentais de exposicao materna a obesidade ou a citocinas,
nio estd claro o aumento do peso corporal fetal (DAHLGREN, NILSSON et al. 2001;
ZEMBALA-SZCZERBA et al, 2017) e, um estudo do nosso grupo utilizando modelo animal de

obesidade materna induzida por dieta em periodo pré-gestacional, mostra que filhotes de maes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zembala-Szczerba%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28077838
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obesas apresentaram peso corporal menor que os filhotes do grupo controle (SIMINO et al,
2017).

Assim, parece existir uma relagdo mais complexa entre o peso corporal materno e o
desenvolvimento feto-placentdrio que ndo apenas a proporcionalidade do ganho de peso de
ambos. Mudancas na permissividade placentdria, hormodnios circulantes e o periodo do ganho
de peso materno parecem ser determinantes nos desfechos fetais e na progressdo e auto-

perpetuacdo das doengas na vida adulta.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Investigar a relagdo entre o perfil de obesidade materna e seu estado metabdlico com o
desenvolvimento placentdrio e desfecho fetal em um modelo animal de obesidade induzida

por dieta hiperlipidica.

2.2. Objetivos especificos:

. Caracterizar o modelo de obesidade materna induzido por dieta hiperlipidica e
acompanhar o curso da prenhez e o desfecho fetal.

. Avaliar o desenvolvimento de distirbios hormonais e inflamatdérios da mae e
do ambiente intrauterino.

. Determinar a relagdo entre o estado nutricional materno com os pardmetros
somaticos do feto.

. Avaliar o perfil de expressao génica de transcritos marcadores do transporte de
nutrientes, inflamatorios e de crescimento e desenvolvimento placentério.

° Verificar as adaptagOes gerais quali/quantitativas da morfologia placentaria de

animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Programacao metabdlica

Durante a segunda guerra mundial houve uma drastica redu¢do na ingestdo alimentar
devido ao baixo suprimento de alimentos pelo governo Alemao, além de um inverno intenso
que impedia as pessoas de produzirem seus proprios alimentos. O registro sobre este fato
permitiu que os cientistas aferissem os efeitos da fome na satide dos filhos das mulheres que
estavam gestantes naquela época (VAN DER ZEE, 1998). Na década de 80, Barker observou
que as areas mais carentes da Gra-Bretanha apresentavam maiores taxas de mortalidade
neonatal e também maiores taxas de baixo peso ao nascer, a partir disso ele sugeriu através de
dados epidemiol6gicos que o crescimento fetal prejudicado poderia estar implicado no
desenvolvimento de doenga cardiaca dos sobreviventes, quando adultos. Apds alguns estudos
o grupo de Barker verificou que de fato as mortes por doengas isquémicas do coracdo eram
mais comuns em homens que eram pequenos ao nascer € ao primeiro ano de vida,
confirmando assim a primeira hipétese de Barker (BARKER et al, 1989).

Hales e Barker (1992) propuseram a hipotese denominada de “Hipdtese de fendtipo
econdmico” a qual sugere que uma nutricdo deficiente durante a gestacdo e infincia, periodos
criticos do desenvolvimento, originariam uma adaptacdo metabdlica e/ou estrutural que eleva
o risco de desenvolvimento de doenga coronariana e outras doencas associadas como, diabetes
e acidente vascular cerebral (AVC) na vida adulta. Mostraram ainda que o risco para o
desenvolvimento destas doengas ndo estd associado apenas a heranga genética ou hébitos de
vida do adulto, mas também aos fatores ambientais em periodos criticos da vida. Por
exemplo, o feto exposto a um ambiente hipéxico ou com baixa disponibilidade de nutrientes
desenvolve uma resposta preditiva-adaptativa ao ambiente extrauterino que pode ser favoravel
ao seu desenvolvimento em casos de privacdo ou limitagdes de oferta, por outro lado pode se
tornar prejudicial se a oferta caldrica for oposta aquela recebida anteriormente, predispondo a
obesidade precoce e doencas metabdlicas no futuro.

Isso porque, durante a gestagdo ocorrem algumas alteracdes enddcrinas, endometriais,
de requerimentos nutricionais e cardiovasculares que podem afetar a expressdo do genoma
fetal para além da sua carga germinativa, a fim de que ele possa se adaptar durante o
desenvolvimento. Desta forma, o genoma fetal determinaria o potencial de crescimento
intrauterino, no entanto o crescimento real seria determinado principalmente pelos efeitos

ambientais, como por exemplo, a nutricio fetal e a atividade metabdlico-hormonal do
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ambiente.

A programacdo fetal sofre, assim, influéncia da composi¢do corporal da mae, da
ingestdo dietética, do fluxo sanguineo para o utero e placenta. O feto se adapta a ma nutri¢ao
materna por meio de alteracdes na producao de hormonios fetais e placentdrios que regulam o
metabolismo, a redistribuicdo do fluxo sanguineo e o controle do crescimento (KWON; KIM,
2017).

Assim, Lucas (1991) definiu a programacdo metabdlica como insultos durante
periodos criticos do desenvolvimento, como gestacdo e lactacdo, que levam a alteragdes

estruturais permanentes mesmo na auséncia do estimulo que as iniciou.

3.3 Fisiologia gestacional

A maioria dos tecidos e 6rgdos maternos respondem a prenhez via mudangas no
tamanho, na morfologia, na fun¢do e na responsividade hormonal e metabdlica. Essas
mudancas incluem adaptacdes cardiovasculares, pulmonares, imunes e metabdlicas. Algumas
dessas modificacOes acontecem antes mesmo da placenta se estabelecer completamente, mas
a maioria deles sdo orquestrados pelos hormdnios placentarios (DRYNDA et al., 2015).

A placenta conta com presenca de diversos hormodnios entre eles, a prolactina e a
familia de hormoénios de crescimento, hormodnios esteréides e hormoOnios neuroativos
(melatonina e serotonina). Além disso, hormdnios como insulina, leptina e adiponectina
também sdo alguns dos quais promovem adaptagdes metabdlicas importantes durante esse
processo. Também, estrogénio e progesterona, além das suas funcdes basicas de aumentar a
elasticidade da parede uterina e do canal cervical e relaxar a musculatura lisa do ttero,
respectivamente, promovem a formacao e a proliferacdo das estruturas mamadrias (NAPSO et
al, 2018).

No inicio da gestacdo ha resposta normal da insulina a concentracdao da glicose
circulante, mas a medida que a gestacdo vai avancando maiores quantidades de insulina sdao
necessdarias para transportar a mesma quantidade de glicose (VITOLO, 2003), caracterizando
um estado transitorio de resisténcia a insulina. Isso porque no inicio da gestacdo, quando a
demanda fetal ainda é baixa, o organismo materno experimenta um relativo aumento da
sensibilidade a insulina ou, o aumento da secrecdo ja estimula o acimulo de reservas
maternas. Entretanto, o terco final da gestagdo estd mais associado a inducdo de resisténcia a

insulina, como resultado da contra regulacdo de horm6nios como a prolactina e o lactogénio
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placentdrio, concomitante a um aumento da lipdlise e da gliconeogénese hepatica
(FREEMARK et al., 2002; MUSIAL et al.,2016).

Em resposta as mudangas no metabolismo materno e disponibilidade de nutrientes, a
estrutura e a funcdo da placenta sdo alteradas, o que pode afetar o suprimento de nutrientes e
oxigénio, a secre¢do de hormonios e citocinas da mae para o feto. Dentre os transportadores
de nutrientes, destacam-se, a familia dos transportadores de glicose GLUTs presentes nos
microvilos e na membrana basal do sinciciotrofoblasto. Em ratos, o GLUT1 e o GLUT3 estdo
localizados na camada do sinciciotrofoblasto do labirinto, onde o GLUT1 € responsavel pelo
suprimento de glicose para placenta como fonte de energia, enquanto o GLUT3 transporta a
glicose para o feto (ZHOU; BONDY, 1993).

Quanto ao sistema de transporte de aminodcidos (SNAT), codificados pelos genes
SLC38A, existem trés isoformas: SNATI1, SNAT2 e SNAT4. O SNAT1 e SNAT?2 auxiliam
no transporte de pequenos aminodcidos neutros enquanto o SNAT4 tem a capacidade de
interagir com os aminodcidos cationicos (DESFORGES et al, 2009). Dentre essas isoformas,
o SNATI encontra-se em maiores niveis no citotrofoblastos primdrios humanos em
comparacdo com os outros. Além disso, o knockout desta isoforma levou a diminui¢do da
atividade do sistema A sugerindo que o SNAT1 € o contribuidor chave do transporte de
aminodcidos em placenta de humanos (DESFORGES et al, 2010)

Finalmente, para o transporte dos dcidos graxos (FATP) destaca-se a familia SLC27
que € composta por seis genes (SLC27 1-6) que codificam as proteinas transportadoras de
acidos graxos (FATP 1-6). Os FATPs sdo proteinas presentes nas membranas placentérias e
inimeros outros 6rgdos, a sua expressao é regulada positivamente pelo estimulo dos seus
ligantes, como dcidos graxos e seus derivados (ANDERSON e STAHL, 2013; SEGURA et al
2017).

Esses transportadores estdo presentes no labirinto que é uma das trés camadas
placentdrias, sendo a responsavel pelo pelas trocas tanto de nutrientes quanto de oxigénio e
outros gases. J4 as outras camadas, a da zona juncional e a decidua, sdo responsdveis pela
funcdo enddcrina, ou seja, atuam na producao de hormonios e outras substancias responsdveis
pelo crescimento e desenvolvimento do feto (SOARES et al 1996; HERNANDEZ-VERDUN,
1974; JOLLIE, 1964).

A atividade e a expressdo destes transportadores podem ser influenciadas por
hormonios, citocinas e nutrientes. Especificamente a ativacdo da via do mTOR € conhecida

como um regulador positivo dos transportadores de aminoécidos no trofoblasto (POWELL,
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2012) e a sua sinalizacdo promove sintese de proteina, via fosforilagcdo de p70 S6 kinase 1,
proteina ribossomal S6 e fator de inicia¢do eucariética 4Ebinding proteina 1 (4EBP1) (ROOS;
POWELL; JANSSON, 2009). Alguns hormonios metabdlicos como o fator de crescimento
semelhante a insulina, a insulina e a leptina s@o reguladores upstream do mTOR e estimulam

o transporte de aminodcidos em culturas de trofoblasto placentario (KARL, 1995).

3.4. Hormonios

3.4.1. Leptina

A leptina € um hormonio sintetizado e liberado predominantemente pelos adipdcitos,
de forma proporcional a adiposidade corporal. Uma vez liberada na circulacdo, a leptina atua
na periferia desempenhando importantes fungdes como, regulagdo da imunidade e da secre¢do
de insulina, liberacdo de hormonios sexuais e lipdlise nos adipdcitos. Este hormonio também
¢ sintetizado e secretado pelo trato gastrointestinal, onde participa tanto das atividades
enddcrinas quanto exdcrinas, além disso, atua no nicleo arqueado do hipotdlamo regulando a
ingestao alimentar e o gasto energético (ZHANG et al. 1994). Durante a gestacdo normal, os
niveis de leptina encontram-se elevados, com aumento mais expressivo especialmente durante
o segundo trimestre. Na obesidade os niveis de leptina circulante encontram-se elevados, no
entanto a sua capacidade de aumentar o gasto energético e reduzir a ingestdo alimentar
diminui. Este fendmeno € conhecido como resisténcia a leptina, onde este hormo6nio ndo
consegue realizar suas acOes de forma adequada, sendo assim uma das causas da obesidade
(KOCH et al, 2014).

Os niveis maternos aumentados de leptina modulam a invasdo dos trofoblastos e a
oferta de nutrientes, o que talvez possa influenciar no crescimento fetal. O aumento do
suprimento de nutrientes placentario devido a alteracdo nos niveis de leptina na circulacio
materna podem causar um supercrescimento fetal em gestacdes complicadas por obesidade
(TESSIER; FERRARO; GRUSLIN, 2013). Estudos mostraram que os niveis de mRNA da
leptina em proles de maes obesas se encontram permanentemente aumentados, o que pode ser
causado por mecanismos epigenéticos que ocorrem no periodo pds-natal, ou ainda podem ser
correlacionados com hipertrofia e diminui¢io da metilacio do promotor de leptina

(LECOUTRE et al, 2017).
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3.4.2. Insulina

A insulina é um hormonio polipeptidico anabdlico produzido pelas células 3
pancredticas e atua desempenhando importantes funcdes metabdlicas, como, sintese de
glicogénio, de triacilglicerdis e de proteinas (HARVEY; FERRIER, 2012). Este hormonio
induz a captagdo de glicose via GLUT4 em diferentes tecidos, como tecido adiposo, musculo
esquelético e cardiaco, mas nao na placenta. Apesar deste hormonio ndo atravessar a placenta
ou ativar o transportador de glicose placentdrio, o GLUTI, tem a capacidade de ligar ao
receptor de insulina (do inglés IR) presente na membrana do trofoblasto ativando as vias de
sinaliza¢do, contribuindo assim para o metabolismo placentdrio de nutrientes. A sinalizacio
na placenta pode ocorrer por duas vias: via IRS (substrato IR) -PI3K-Akt-mTOR ou pela
regulacdo da quinase por meio da sinalizacdo extracelular Ras (Ras-ERK). Estas duas vias de
sinalizacdo atuam na regulacdo da sobrevivéncia, diferenciacdo, proliferacdo e metabolismo
celular placentédrio (RUIZ-PALACIOS et al, 2017).

A obesidade materna é associada com o quadro de resisténcia a insulina devido ao
ambiente inflamatoério oriundo desta doenca. Um estudo que avaliou a relagdo entre o peso e a
eficiéncia placentdria em gestantes obesas verificou que o aumento da obesidade foi associado

com maior indice de HOMA-IR (TANAKA, et al 2018).

3.4.3. Adiponectina

Adiponectina ¢ um hormonio também conhecido como Acrp30 produzido pelo tecido
adiposo (SCHERER et al, 1995), apresenta propriedade anti-inflamatoria e atua melhorando a
sensibilidade a insulina, a tolerancia a glicose e o perfil lipidico. No entanto na obesidade seus
niveis encontram-se diminuidos, sendo considerada uma das principais causas dos desfechos
negativos a sadde relacionada a obesidade (PAJVANI et al 2003). Apesar de o estudo de
SCHERER e colaboradores, (1995) mostrar que a adiponectina € produzida exclusivamente
pelo tecido adiposo, alguns estudos tém identificado presenca dos seus receptores na placenta
(CAMINGOS et al 2005; WEIWEI et al, 2009; CHEN et al, 2006) . Em mulheres gravidas com
peso adequado, os niveis de adiponectina comecam a diminuir gradualmente a partir do
segundo semestre, que € quando se inicia o quadro de resisténcia a insulina (PENDELOSKI et
al, 2017). Camundongos alimentados com dieta hiperlipidica apresentam diminui¢do dos
genes da adiponectina, aumentando a resisténcia a insulina e hiperglicemia. Por outro lado,

uma super expressdo da adiponectina em animais obesos, diminui os niveis da glicose
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sanguinea e melhora a resisténcia a insulina independentemente dos niveis da insulina

plasmética (RUAN; DONG, 2016).

3.4.4 Prolactina

A prolactina ¢ uma proteina secretada pela hipdfise anterior durante o periodo de
amamentagdo, acasalamento, evolucdo ou ainda em resposta ao estresse e estimula o
metabolismo e a regulagdo imunoldgica. A principal fun¢do deste hormonio é promover o
desenvolvimento da glandula mamdria e a producdo do leite. Consequentemente estd mais
relacionada ao periodo de lactacio (BOLE-FEYSOT et al 1998; ORMANDY, 1997).
Entretanto, esta produgdo estd diminuida a partir de meados da gestacdo, quando a produgdo
placentaria predomina (BRIDGES, 2015). Assim, em vdrias espécies, como roedores e
humanos, a prolactina é adicionalmente produzida pela decidua durante a prenhez.

Além disso, é estimulador do crescimento, desenvolvimento e€ metabolismo fetal,
contribui também no processo de ovulagdo, implantagcdo e formacao placentaria (PERKS et al,
2003). Uma grande variedade de estudos até o momento, tanto in vivo quanto in Vvitro
contribuem para o conhecimento acerca do papel da acdo da prolactina e dos fatores de
crescimento na mediacdo da grande maioria das adaptacdes relacionadas a prenhez (revisado
por NAPSO et al, 2018).

Entretanto, € fato que elevados niveis de prolactina em um contexto patoldgico, como
por exemplo, em pacientes diabéticos mostraram-se prejudiciais uma vez que reduz a

tolerancia a glicose (EKINCI et al, 2017).

3.5 Inflamacio induzida por obesidade e gestacao

O processo inflamatoério que ocorre na gravidez é considerado uma condi¢do normal.
No entanto essa condicdo € exacerbada pela obesidade materna, devido ao aumento de
citocinas pro-inflamatérias, como por exemplo, TNF-a, IL-6 e IL-1p no sangue materno e na
placenta. A inflamacdo placentdria elevada pode causar disfuncdo deste o6rgdo,
desenvolvimento de resisténcia a insulina, aumento da oferta de aminodcidos e 4cidos graxos

livres para o feto ou ainda diminui¢do da respiracdo mitocondrial e da geracdo de ATP

(LIONG; BARKER; LAPPAS, 2018).
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3.5.11IL-6

A IL-6 € uma citocina que inicialmente foi identificada como fator de diferenciagao e
maturagdo de células B em células produtoras de anticorpos. Esta citocina além de controlar o
sistema imune, também ¢é importante na regulacdo de outros tecidos incluindo a placenta
(ERTA; QUINTANA; HIDALGO, 2012).

Estudos mostraram que os niveis de IL-6 materno no inicio da gravidez em mulheres
obesas se encontram aumentados. O baixo grau de inflamacao associado a obesidade materna
pode levar a um aumento de transporte de nutrientes placentdrios e promover o crescimento
fetal, uma vez que vem sendo demonstrado que a IL-6 junto com TNF estimula o sistema de
transporte de aminodcidos placentiario (JONES; JANSSON; POWELL, 2009). A IL-6
aumenta ainda a absorcao de 4dcidos graxos nas células trofoblasticas humanas, o que promove

deposicdo excessiva de gordura em bebés nascidos de maes obesas (LAGER et al, 2011).

3.52IL-1p

A IL-1B ¢ uma citocina pré-inflamatéria fundamental para defesa do organismo
humano contra infecgio e lesio. E produzida e secretada em menores quantidades por
diferentes tipos de células, e em maiores quantidades pelas células do sistema imune inato,
como mondcitos e macrofagos e células placentdria (DINARELLO et al, 1996; TAKEUCHI
et al, 2010). Em mulheres obesas ou que apresentam diabetes mellitus gestacional, a
inflamacdo € ainda mais elevada, fato este que ocorre devido ao aumento de citocinas
inflamatérias como IL-1pB, além da IL-6 ¢ TNFa. Um estudo mostrou que a IL-1f inibiu a
sinalizagdo da insulina em células trofoblésticas, tanto pela diminuicdo da fosforilagdo de
Tyr612 estimulada por IRS-1, quanto pelo aumento da fosforilagdo de Ser307 do IRS-1. Esta
acdo da IL-1p na inibi¢do da sinalizagdo da insulina placentaria ocorre devido a regulagdo
negativa da expressdo da IRS-1. Maes obesas apresentam altos niveis de IL-1f placentario, o
que € associado a resisténcia insulinica da placenta. Além disso, estudos mostram que a IL-1f
pode neutralizar os efeitos da hiperinsulinemia materna em gestacdes complicadas pela
obesidade, no transporte de aminodcidos placentdrios e assim limitar o crescimento fetal

(AYE; JANSSON; POWELL, 2013).

3.6 Obesidade materna e desfecho fetal

A obesidade materna dentre muitas outras complica¢des citadas anteriormente

prejudica a saide das criancas predispondo-as ao desenvolvimento de obesidade infantil e
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alteracdes metabdlicas, como hiperinsulinemia e hiperglicemia. Estas duas dltimas afetam as
criancas principalmente no periodo neonatal, o que deve em partes, ocorrer devido ao
desenvolvimento de diabetes mellitus gestacional. Dieta materna obesogénica induz
resisténcia a insulina e aumento dos niveis de glicose sanguinea acelerando o processo de
maturagdo das células beta pancredtica causando assim prejuizo na prole (HOWELL,;
POWELL, 2017).

Prole de maes obesas apresentam maior adiposidade e aumento dos niveis de citocinas
inflamatérias no corddo umbilical (CATALANO et al, 2009). Associado a isso Johns e
colaboradores (2017) mostraram que a placenta de maes obesas apresenta alto contetido de
triglicerideos. Estudos t€m evidenciado que bebés grandes para idade gestacional e que foram
expostos ao ambiente intrauterino de mae obesa, apresentam maior risco de desenvolver
sindrome metabolica, obesidade e sobrepeso na vida adulta (TARRY-ADKINS; OZANNE,
2016). Por outro lado, a insuficiéncia placentdria cronica causa crescimento inadequado do
feto devido a influéncia fatores de ambientais e genéticos, quadro conhecido como retardo do

crescimento intrauterino (WIXEY et al, 2017).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Desenho experimental

Todos os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Campinas (n° 5401-1), conforme o
certificado apresentado como Anexo 1.

Camundongos fémeas Swiss, provenientes do Centro de Bioterismo da UNICAMP
foram submetidos, por pelo menos quatro semanas antes do acasalamento, a dieta
hiperlipidica e hipercaldérica com 45% das calorias provenientes de gorduras, sendo o
principal ingrediente desta fonte para a producdo de dietas, a banha de porco (Tabela 1). O
peso corporal, ingestdo alimentar, dosagens hormonais e testes de tolerancia a glicose foram
aferidos a fim de garantir o estabelecimento do fendtipo antes do momento da concepgao.
Para coeficientes de variacio acima de 30% (alta dispersdo entre os dados), foram
considerados para o acasalamento aquelas fémeas que apresentaram ganho de peso relativo
superior a média de ganho de peso do grupo controle.

ApOs, para cada grupo de duas fémeas, foi destinado um macho e foram mantidos
juntos por aproximadamente 3 dias. Durante esses dias foram examinados quanto a presenca

de sinais de acasalamento e a detec¢do do plug vaginal (dia EO.5 de prenhez). A medida do
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ganho de peso corporal semanal foi utilizada para confirmar a prenhez que, em geral, se da
entre o 10° e 13° dia (apds a confirmacao do plug vaginal) quando os animais ganharam pelo
menos 3 a 5 gramas de peso corporal.

Durante o curso da prenhez, os testes metabdlicos € o acompanhamento do peso
corporal foram repetidos e analisados em comparacdo com o estado pré-gestacional para
caracterizacdo do ambiente metabdlico e nutricional materno.

A prenhez foi interrompida antes do parto natural (por volta do 19° dia de gestagdo)
para coleta de amostras dos tecidos placentdrio e fetal, sangue materno e amostras do fluido

amnidtico para pesagem e/ou posterior andlise.

Camundongo Swiss CT HFD
4 semanas |
o e
£ =, A
| | 4 Semanas | 19 dias |
| [ [ |
Adaptacdo Pré-gestacional
4 semanas

Acasalamento

Figura 1. Delineamento experimental. CT: dieta controle com 9,5% de lipideos; HFD: dieta

hiperlipidica com 45% de lipideos.

4.2. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT)

Todas as fémeas controles ou obesas foram submetidas, apds jejum overnight de 12
horas seguido de realimentagdo por 2 horas e posterior jejum de 4 horas, ao teste de tolerancia
a glicose (GTT) antes e durante a gestacdo. Para isso, amostras de sangue foram coletadas por
meio de um corte na extremidade da cauda do animal para dosagem de glicemia em
glicosimetro automadtico no tempo 0 e em seguida os animais foram desafiados com um bolus
de glicose na concentracdo de 1g/kg de peso animal e a glicemia foi aferida novamente nos
tempos 15, 30, 60 e 120 minutos apds a administragdo de glicose. Os resultados foram
analisados via determinacdo das dreas sob as curvas glicémicas durante o teste pelo método

trapezoidal (software PRISMA® 8.0) (Matheus e colaboradores, 1990).
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4.3. Analise do perfil hormonal e de citocinas no soro e no liquido amniético

Amostras de sangue materno e do liquido amnidtico (pool da ninhada) apds disseccao
da tuba uterina foram coletadas aos 19 dias de prenhez e foram processadas para andlise do
perfil de metabdlitos por ensaio magnético Luminex® para hormonios (prolactina,
adiponectina e leptina) e citocinas (IL6, IL10 e PCR). As amostras de fluido amniético foram
cuidadosamente coletadas por remog¢do da parede uterina materna e exposicdo dos sacos
amnidticos. Apds, estes foram isolados, o cérion cuidadosamente removido e as placentas
separadas. O fluido amnidtico foi colhido através da ruptura do @mnio com uma micro-

seringa.

4.4. PCR Real Time quantitativo (RT-qPCR)

O RNA placentdrio total foi extraido usando o reagente RNAzol® de acordo com as
recomendacdes do fabricante e quantificado usando o NanoDrop ND-2000. A transcri¢dao
reversa foi realizada com 3pg de RNA total, utilizando um kit de cDNA reverso de alta
capacidade (Thermo Fisher Scientific). A expressdo relativa foi determinada usando um
sistema de deteccdo Tagman e iniciadores para os genes transportadores e de crescimento
placentdrio e gene associado a inflamacdo (mRNA SLC2A1, SLC27A2, SLC27A3, SLC27A4,
SLC38A1 PGF, PDGFRA, EGFR, EPS8 e TNF, IL6, ILIf e ILI10, ADIPOR2, SMAD3,
SMAD4). Os controles enddgenos foram detectados com primers especificos para f-actina e
GAPDH e a média dos controles foi utilizada para a normalizacdo. A reacdo de PCR Real
Time foi realizada em uma plataforma ABI Prism 7500 Fast e os dados foram analisados
usando o sistema de deteccdo de sequéncia 2.0.5 e expressos como valores relativos

determinados pelo método do ciclo do limiar comparativo (Ct) (2°4CY),

4.5. Analise morfométrica da placenta

A placenta foi dissecada e armazenada no freezer -80 para posteriores andlises.
Inicialmente o tecido foi seccionado em criostato na espessura de 12 micrometros, seguida de
fixacdo em metanol 100%. Foi realizado também coloracdo com hematoxilina eosina para
caracterizar o perfil morfoldgico do tecido bem como para ilustrar a espessura da barreira
entre o espago de troca (sangue materno e capilar fetal) placentdrio. O tecido foi encubado em
hematoxilina e eosina por 30 segundos respectivamente. Todas a imagens foram capturadas
no microscopio LEICA®.

4.6. Analise de sequenciamento de RNA



27

O RNA total extraido da placenta de um pequeno grupo de animais no dia E19 (CTL n
=3, HF-P, n = 3 e HF-R, n = 2) foi usado para realizar a andlise de sequenciamento de RNA
no Laboratério Central para Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida da
UNICAMP (LaCTAD). A qualidade das amostras de RNA e ndmero de integridade de RNA
(RIN) foi realizada no Bioanalyzer (modelo 2100, Agilent®) e fixada em 7,0 como condic¢ao
minima para andlise. As bibliotecas de DNA complementar (cDNA) foram geradas de acordo
com o Illumina TruSeq RNA Sample Preparation Kit (RS-122-2001) e o sequenciamento
realizado com Illumina HiSeq 2500 (Illumina®) que garante que pelo menos 80% das bases
sequenciadas tenham uma pontuacao de Phred > 30.

Os dados foram analisados pelo p-valor ajustado (padj) que contém os p-valores
ajustados para multiplos testes (Benjamini-Hochberg) para controlar a “taxa de descoberta
falsa” (FDR). O “Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery”
(DAVID) e “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG) foram utilizados para
identificar vias bioldgicas relacionadas aos genes que foram expressos diferencialmente
(considerando um padj <0,05 e 2,5 vezes de modulacdo). Os dados do sequenciamento do
RNA da placenta (RNA-seq) ainda ndo foram depositados no banco de dados GEO porque os
dados completos ndo foram totalmente publicados e validados e por isso ndo sdao exibidos na

integra nesse material.

4.7. Analises estatisticas

Os resultados sao apresentados como médias com seus erros padrdo. O teste de Levene
para homogeneidade de variancias foi inicialmente usado para verificar o ajuste dos dados as
suposicoes para a andlise ANOVA e, quando necessario, os dados foram transformados em
log. Assim, a andlise foi realizada por “ANOVA one-way” seguida de teste “post-hoc” “Least
Significant Difference” (LSD) para determinar a significancia das diferencas individuais. O
nivel de significancia adotado foi p<0,05. Os dados foram analisados no pacote Statistica

Software (StatSoft®) e os graficos construidos no Prisma (GraphPad Prism Software®).

S. Resultados
Camundongos fémeas expostas a dieta hiperlipidica (HFD do inglés) antes da gestagdo

exibem fendtipos propenso ou resistente a obesidade e isso afeta a eficiéncia placentdria e o

desfecho fetal.
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Camundongos fémeas foram divididas em propenso ou resistente ao desenvolvimento
da obesidade de acordo com o ganho de peso pré-gestacional (Simino et al, 2020). O grupo
propenso a obesidade (HF-P) mostrou ganho de peso trés vezes maiores do que o controle
(C), diferente do grupo resistente a obesidade (HF-R) que mostrou maior ganho do que o
controle, mas menor do que o HF-P (Figl A). O ganho de peso gestacional foi menor no grupo
HF-P (FiglB) mas no final do periodo o perfil se manteve (FiglC), pois apesar da menor
ingestdo bruta no grupo hiperlipidico, houve aumento na eficiéncia alimentar nesse grupo
(FiglD-E).

O fenétipo da obesidade pré-gestacional causou intolerancia a glicose, demonstrada
pela area sob a curva da glicose durante o GTT pré-gestacional (FiglG-H) e o consumo da
HFD prejudicou a sensibilidade a insulina avaliada pelo QUICKI (através da seguinte
formula: 1/(log glicemia basal + log insulinemia basal) durante a gestacdo (FiglL) mas
apenas o grupo HF-P mostrou aumento da glicemia de jejum e intolerancia a glicose durante a
gestacdo (FiglI-K); os animais HF-R permaneceram homeostaticos.

Como resultado da fisiologia dessa fase, o peso do feto, e a eficiéncia da placenta
(peso fetal: peso placentdrio) aos 19 dias foram afetados negativamente pela obesidade
materna, mas nao teve efeito no tamanho da ninhada (realizado através da contagem do

numero de fetos) (FigIN-Q).
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Figura 1. Desenvolvimento do fenotipo obeso em fémeas expostas a dieta hiperlipidica durante as fases
pré-gestacional e gestacional e o desfecho materno-fetal. (A) Ganho de peso pré gestacional. (B) Ganho de
peso gestacional. (C) Ganho de peso total. (D) Ingestao alimentar semanal (E). Eficiéncia alimentar. (F) Ingestdo
caldrica. (G) GTT pré-gestacional. (H) Area sob a curva pré-gestacional. (I) Glicemia de jejum gestacional. (J)
GTT gestacional. (K) Area sob a curva pré-gestacional. (L) QUICKI. (M) Insulina basal gestacional. (N) Peso
fetal. (O) Peso da placenta. (P) Eficiéncia da placenta. (Q) Tamanho da ninhada. CT (controle). HF-P
(hiperlipidico propenso a obesidade). HF-R (hiperlipidico resistente a obesidade). (n=7-10 animais por grupo;
QUICKI, n=3 animais por grupo). *¥ANOV A one-way seguido de LSD com p< 0,05.

Resultados da gestacdo sdo relacionadas com o ganho de peso pré-gestacional e com o

fendtipo da obesidade e inversamente relacionada com o ganho de peso durante a gestagdo.

Para avaliar o impacto de dois periodos no resultado da gestacdo, nds normalizamos o
peso fetal para cada componente do ganho de peso materno, pré-gestacional e gestacional,
separadamente (peso fetal: ganho de peso materno). O indice de crescimento fetal em relacao
ao peso pré-gestacional foi menor no grupo HFD, mas ainda menor no grupo HF-P (Fig2A-
B).

Assim, foi realizada andlise de regressdo linear para verificar os componentes que
explicam os desfechos da gestagdo. Como esperado, para o grupo controle, o peso da placenta
e do feto e a eficiéncia da placenta foram positivamente correlacionadas com o ganho de peso
gestacional (Fig2C-D, I-J, O-P). Curiosamente, para o grupo HFD, essa relacio ndo foi
significante e, além disso, o perfil de inclinacdo do grupo HF-P, mostrou uma correlacao

inversa entre o peso fetal e placentdrio com o ganho de peso materno (Fig2E-H, K-N, Q-T).
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Figura 2. Efeitos do ganho de peso materno pré-gestacional e gestacional e do estabelecimento do fené6tipo
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ganho de peso pré-gestacional e gestacional e o peso do feto em CT (I e J, respectivamente). Regressdo linear

entre o ganho de peso pré-gestacional e gestacional e o peso do feto em HF-P (K e L, respectivamente).

Regressao

linear entre o ganho de peso pré-gestacional e gestacional e o peso do feto HF-R (M e N,

respectivamente). Regressdo linear entre Indice de crescimento fetal em relacdo ao peso pré-gestacional e

gestaciona
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e T, respectivamente). CT (controle). HF-P (hiperlipidico propenso a obesidade). HF-R (hiperlipidico resistente a

obesidade). (n=9-12 animais por grupo).

O ambiente materno nos animais HF-P apresenta falha nas adaptacoes da gestagdo,

exacerba a inflamacdo e leva a ineficiéncia placentdria

Para compreender o ambiente materno durante o periodo gestacional, foi avaliado no
dia E19 alguns hormonios e citocinas no sangue materno € no pool do liquido amniético dos
fetos. Prolactina e adiponectina foram antagonicamente moduladas na circulacio materna.
Enquanto a prolactina foi reduzida nos animais obesos (Fig3A), a adiponectina foi aumentada
(Fig3C). A leptina mostrou o padrdo cldssico em resposta ao ganho de peso e dieta
hiperlipidica (Fig3K).

Surpreendentemente, IL6 diminui no sangue materno do grupo HFD,
independentemente do fendtipo (Fig3E) mas por outro lado, os niveis do PCR estavam
extremamente altos no soro materno, porém diminuidos no liquido amniético do grupo HFD
(Fig3I-J).

Considerando que adiponectina na interface fetal € derivada principalmente do
organismo materno, nés mostramos a diferenca entre a circulacdo materna e o liquido
amniotico que foi maior no grupo HFD (Fig3L). Delta da adiponectina = adiponectina do soro

— adiponectina do liquido amnidtico.
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Figura 3. Caracterizacdo hormonal e metabélica do meio ambiente materno-fetal de fémeas CTL, HF-P e
HF-O no terco final da gestacao (E19). (A) Prolactina no soro materno. (B) Prolactina no liquido amniético.
(C) Adiponectina no soro materno. (D) Adiponectina no liquido amniético. (E). IL6 no soro materno. (F) IL6 no
liquido amniético. (G) IL10 no soro materno. (H) IL10 no liquido amnidético. (I) PCR no soro materno. (J) PCR
no liquido amnidtico. (K) Leptina no soro materno (L) Delta de Adiponectina. CT (controle). HF-P
(hiperlipidico propenso a obesidade). HF-R (hiperlipidico resistente a obesidade). (n=7-10 animais por grupo). *

ANOVA one-way seguido de LSD com p< 0,05.

O fenotipo da obesidade modifica a espessura da camada placentdria, o padrdo dos

transportadores dos dcidos graxos e fatores de crescimento

O transporte de nutrientes € a principal func@o da placenta durante o desenvolvimento
fetal. Apesar de um ambiente rico em 4cidos graxos, os transportadores destes nutrientes
foram modulados inversamente pelo ganho de peso e ndo apenas pelo consumo da HFD.
Entre os transportadores analisados, SLC27A2 mRNA foi super-regulado e SLC27A4 mRNA
foi infra regulado no grupo HF-P (Fig4A-E).

Em seguida, o fator de crescimento da placenta e o receptor do fator de crescimento
epidérmico e moléculas chaves de sinalizacdo foram amplificados para verificar possiveis
arranjos morfo-funcionais. Dessa forma, a HFD induziu uma resposta contrdria, na
dependéncia do desenvolvimento do fendtipo da obesidade: O grupo HF-R apresentou
aumento no mRNA PGF (Fig4) e os animais HF-P mostraram diminuicdo do mRNA EGFR e
SMAD3 (Fig4). Deste modo, a inflamagdo local foi observada de acordo com os animais

propensos a obesidade, com altos niveis no mRNA /L6 e baixos niveis do IL10 (Fig4).
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Figura 4. Perfil de expressio de transcritos relacionados ao transporte de nutrientes, crescimento
placentario e sinalizacdo hormonal e inflamatoéria na placenta de camundongos CTL, HF-P ¢ HF-R. (A)
mRNA SLC2A1. (B) mRNA SLC27A2. (C) mRNA SLC27A3. (D) mRNA SLC27A4. (E) mRNA SLC38Al.
(F) mRNA ADIPOR2. (G) mRNA PGF. (H) mRNA PDGFRA. (I) mRNA EGFR. (J) mRNA EPSS8. (K) mRNA
SMAD3. (L) mRNA SMAD4. (M) mRNA IL1B. (N) mRNA IL6. (O) mRNA IL10. (P) mRNA TNF. CT

N N

(controle). HF-P (hiperlipidico propenso a obesidade). HF-R (hiperlipidico resistente a obesidade). (n=7-10
animais por grupo). * ANOVA one-way seguido de LSD com p< 0,05.

Finalmente, para analisar a adaptacdo morfoldgica ao consumo da HFD, foi aferida a
espessura da camada placentdria de dois espécimes independentes e a imagem representativa
estd na Fig5. Apesar do efeito subito da drea na placenta, a decidua basal nos animais HF-P
estava mais espessa do que nos outros grupos (FigSC) e labirinto, a zona efetiva de trocas,
encontra-se ligeiramente mais fino no mesmo grupo mas essa diferenca ndo chega a ser
significativa (FigSE). O fen6tipo obeso reorganizou as camadas placentdrias, como mostrado

na Fig5B.
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(D) Espessura da zona juncional. (E) Espessura do labirinto (F) Imagem histoldgica representativa. (controle).
HF-P (hiperlipidico propenso a obesidade). HF-R (hiperlipidico resistente a obesidade). * ANOVA one-way
seguido de LSD com p< 0,05.

A andlise de expressdo diferencial de sequenciamento de RNA confirma a regulagdo

descendente funcional nas vias principais da placenta de mdes com tendéncia a obesidade

Considerando os resultados alcancados até o momento, revisitamos uma andlise de
sequenciamento de RNA anterior (dados ndo publicados) considerando todas as
particularidades que revelamos neste trabalho sobre o fen6tipo materno. Considerando apenas
o efeito da dieta, a andlise de RNAseq revelou um total de 482 transcritos diferencialmente
expressos na placenta de mies com HFD em comparacio com CTL com um limiar de
significancia de p-valor ajustado (padj) <0,05 e uma modula¢do de pelo menos 2,5 vezes.

Porém, considerando que nossos resultados sdo baseados em um fendtipo obeso,
comparando apenas os grupos HF-P com CTL, o nimero de genes triplica, passando para
1343, provavelmente devido a comparagdes mais especificas. As anélises com DAVID foram
usadas com o mesmo limite de padj (<0,05) para identificar vias biolégicas enriquecidas.
Aqui, mostramos as vias e fungdes bioldgicas significativamente moduladas para baixo,
apenas pelo efeito da dieta (CTL versus HFD), vias diferenciais no fenétipo obeso (CT versus
HF-P), vias comumente moduladas e, em seguida, destacamos aquelas relacionadas a
eficiéncia e desenvolvimento da placenta que apresentaram regulacdo negativa na andlise das

vias KEGG (Tabela 2).
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Tabela 2. Vias metabdlicas, doengas ou fungdes bioldgicas da andlise da Enciclopédia de Genes e
Genomas de Kyoto (KEGG) dos dados de RNA-seq com um limiar de padj <0,05 e alteracdo de 2,5
vezes, mostrando as fun¢des moleculares e celulares significativas reguladas para baixo na placenta de

fémeas prenhes submetidas a dieta hiperlipidica, classificados por P-Valor.

Vias #genes P-Valor
CTL x HF-R — efeito da dieta
Axon guidance 5 1.0E-2
Cholinergic synapse 4 3.9E-2
CTL x HF-P — efeito do fenétipo obeso
Axon guidance 10 5.7E-3
Ras signaling pathway 14 5.8E-3
TGF-beta signaling pathway 8 5.9E-3
Gap junction 8 6.3E-3
Protein digestion and absorption 8 7.2E-3
Malaria 6 7.3E-3
PI3K-Akt signaling pathway 18 8.5E-3
Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells 10 8.8E-3
MAPK signaling pathway 14 1.2E-2
Pathways in cancer 19 1.2E-2
Focal adhesion 12 1.7E-2
Rapl signaling pathway 12 2.1E-2
Prostate cancer 7 2.5E-2
Melanoma 6 3.5E-2
Renin secretion 6 3.5E-2
Calcium signaling pathway 10 4.2E-2
Circadian thythm 4 4 4E-2

6. Discussao

Estudos prévios ja demonstraram que o fenétipo de obesidade apesar do consumo da
HFD apresenta diferentes perfis de distirbios metabdlicos na prole. Portanto, o consumo
materno da HFD sem consequente fendtipo da obesidade pode proteger o recém-nascido e a
prole no pés desmame de distirbios metabdlicos. Ainda, o fen6tipo dos animais propenso ao
desenvolvimento da obesidade induzida por dieta antes da gestacdo potencializa os prejuizos
no metabolismo da glicose e do lipideo em recém-nascidos e proles recém desmamados,

enquanto que os animais resistentes a obesidade sdo capazes de abrandar os distirbios

metabdlicos precoces (Simino et al, 2020).


https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp
https://david.ncifcrf.gov/chartReport.jsp?d-16544-p=1&d-16544-o=1&annot=55&d-16544-s=7
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Animais expostos a HFD apresentam comportamento de ganho de peso bimodal.
Assim, ndo € claro o quao dispendioso € isso para progénie durante o desenvolvimento de
acordo com o conceito DOHaD. Isso porque nao € apenas o conceito da plasticidade que
determina a programac¢do metabdlica, mas também a comunicacdo materno-fetal através da
placenta.

Todos os animais que consumiram HFD mostraram ganho de peso maior que o grupo
controle (Fig 1). Pelo menos 50% das fémeas expostas a HFD ganham mais peso do que o
controle, € que o grupo resistente, no entanto essas fémeas apresentam diminuicdo da
fertilidade em torno de 40%, pois, na maioria dos experimentos, o nimero de casos de
fertilidade é menor no grupo HF-P. Apesar dos trés perfis nutricionais antes do acasalamento,
o ganho de peso durante a gestacdo estava diferente somente no grupo HF-P e mesmo sendo
menor nao foi suficiente para alterar o peso corporal no final da gestagdo que era maior no
grupo HF-P, seguido do grupo resistente e ambos, maiores que o controle provavelmente
devido a maior eficiéncia alimentar do componente lipidico da HFD, ja bem documentado.
Isso foi acompanhado de prejuizos na tolerancia a glicose. Aqui, destacamos que o principal
responsavel por esta alteracdo no distirbio do metabolismo antes da gestacao foi o ganho de
peso pré-gestacional.

A gestacdo € uma janela de oportunidade nutricional e metabdlica para garantir um
ambiente sauddvel para o desenvolvimento de transformagdo corporal materna assim como
para o desenvolvimento fetal. A gestacdo € marcada por importantes alteracdes hormonais,
inflamatdrias e metabdlicas, a fim de segurar o correto suprimento de nutrientes para o feto e
expansdo de tecidos transientes como a placenta (Drynda et al, 2015).

Embora seja consenso de que o final da gestagdo estd associado com diminuicao
materna a sensibilidade a insulina (Freemark et al., 2002; Musial et al., 2016), o grupo HF-P
apresentou prejuizo na homeostase da glicose com maiores niveis da glicemia de jejum e drea
sob a curva do GTT apesar do indice QUICKI semelhante ao HF-R, indicando que esse
dltimo grupo ainda manteve o controle glicémico.

Assim, como resultado desse processo, o fenétipo fetal e placentério foram avaliados e
ndo surpreendentemente, para confirmar estudos prévios do nosso grupo, filhotes de maes
propensas a obesidade, mesmo antes do parto, no dia E19 eram menores que o controle e HF-
R. Diversos fatores estdo envolvidos no crescimento fetal, entre eles o adequado transporte de
nutrientes, via placenta. Até mesmo na pratica clinica, a habilidade da placenta na

manutencdo do adequado suprimento pode ser determinada pela taxa de peso ao nascer em
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relacdo ao peso da placenta (taxa BW/PW) (Wilson e Ford, 2001). Nesse estudo, nds
adaptamos essa taxa para grama de peso fetal pela grama de peso da placenta no dia E19. A
taxa BWPW, na literatura, € descrita como “eficiéncia placentdria”, e pode ocorrer em
resposta ou a estimulos maternos ou fetais, causando adaptagdes placentdrias morfoldgica e
funcional. A falha nessa adaptacdo placentdria pode resultar em fetos muito pequenos ou
muito grandes dependendo do seu potencial de crescimento genético (Fowden et al, 2009).
Dessa forma, a prole pequena para idade gestacional no grupo HF-P era proporcional a
eficiéncia placentdria.

Estudos prévio também mostraram, em mulheres gestantes, que menor taxa BWPW
estava associada com maior risco de nascimento de bebés a termo pequenos para idade
gestacional (SGA do inglés) (Luque-Fernandez et al, 2015). Sabe-se que a restricdo do
crescimento fetal (FGR do inglés), uma condi¢do em que o feto ndo consegue atingir o
potencial de crescimento genético, € associada com disfuncdo placentédria. A placenta na FGR
mostra alteracdes na capacidade do transporte de nutrientes para compensar as funcdes
subdtimas (Sibley et al, 1997).

Em humanos, o peso ao nascer aumenta 0.4 SD a cada semana gestacional, e sua
associacdo parece ser linear e provavelmente, € correlacionado com a progressdo do peso
corporal. Contudo, quando a avaliacdo da taxa BWPW ¢ verificada em associacdo com a
obesidade associada ao IMC, a eficiéncia placentdria aumenta com a diminui¢io do IMC
assim como com a reducdo de outros comportamentos de risco como hébito de fumar e do
consumo de bebidas alcodlicas pela mae (Salavati et al., 2017).

A diabetes pré-gestacional ou gestacional, ambas as morbidades maternas e neonatal,
obesidade materna (BMI>30 kg/m?), e pré-eclampsia foram significativamente associadas
com baixa taxa BWPW e, por outro lado, alta taxa BWPW foi associado com a diminuicao do
risco da obesidade materna e pré-eclampsia. Essas associacdes foram acompanhadas do indice
de pulsatibilidade da artéria uterina e umbilical que pode explicar porque a adaptacdo de
placenta falha no transporte de nutrientes de acordo com a demanda fetal, ou que os fatores de
crescimento em mulheres obesas levam ao crescimento placentdrio excessivo (Jansson et al,
2013).

A taxa BWPW ¢ considerado um medidor de como o desenvolvimento e a func¢io da
placenta adapta para conhecer o requerimento nutricional fetal e o suprimento materno
(Fowden et al, 2009). O aumento da taxa BWPW (placenta relativamente pequena), implica

no aumento do transporte do nutriente por grama da placenta. Portanto, o contrdrio é
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verdadeiro: a diminuicdo da taxa BWPW sugere que a transferéncia de nutrientes por grama
da placenta € reduzida.

O presente estudo indica que ndo apenas o tamanho da placenta, mas também a
reducgdo relativa do tamanho da placenta € associada com maior resisténcia no leito vascular
(Bhide et al, 2013).

Nossos achados confirmam experimentalmente que o crescimento € o0
desenvolvimento anormal do feto e da placenta no fendtipo da obesidade podem explicar
algumas das associacdes epidemioldgicas da obesidade materna, como aumento do risco de
natimortos, prematuridade e pré-eclampsia.

Estudos anteriores ja demonstraram que intervengdes dietéticas suficientes para causar
obesidade materna ainda que modesta, resisténcia a insulina e hiperglicemia (fenétipo HF-P),
causa relativamente poucos efeitos imediatos a sua prole, mas promove claramente restricao
de crescimento e efeitos metabdlicos persistentes em geracdes ndo expostas, F2, por meio
heranga tanto materna quanto paterna. Essa reducdo no peso ao nascer € associada com
aumento da gordura, dos niveis da insulina e alteracdo da expressdo de genes hepdticos em
proles machos da geracdo F2 (King et al, 2013).

No sentido de estabelecer alguma relacdo entre os resultados da gestacdo como o
desfecho fetal e placentdrio com os parametros maternos, nds verificamos que quando o peso
fetal € normalizado pelo ganho de peso materno (pré-gestacional e gestacional), o
comportamento € diferente. Assim, o desfecho fetal parece ser, pelo menos em parte, mais
relacionado com o estado nutricional pré-gestacional que com o ganho de peso durante a
gestacdo.

Como esperado, a regressao linear dos dados de peso das maes em relacdo ao peso
fetal e placentdrio demonstrou que esses tecidos apresentam crescimento positivamente
relacionado ao ganho de peso somente dentro de uma faixa sauddvel ao considerar a
inclinagdo positiva e a significancia estatistica no grupo controle. O oposto foi observado no
grupo HF-P.

Alguns autores discutem que em algumas situagdes de distirbio nutricional o sistema
envolvido da uma relativa prioridade a mae em relagdo ao feto. Isso porque, evolutivamente, o
feto pode ser visto como substituivel, enquanto que a mae precisa sobreviver para passar 0s
seus genes para outras geragdes (Gluckman e Hanson, 2004). Deste modo, € 16gico supor que
irdo existir varios mecanismos pelos quais os fatores maternos sobrepdem a trajetéria do

crescimento fetal. O termo “restricdo materna” vem sendo usado para definir o conjunto de
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influéncias ndo-genéticas e ndo-patoldgicas pelo qual a mae limita o crescimento fetal. Isso
pode ser visto como uma limitacdo na capacidade absoluta da mae e da placenta para o
suprimento de nutrientes para o feto. Além disso, a restricio materna pode atuar sem ser
considerado apenas o contexto de retardo de crescimento (Gluckman and Hanson, 2004).

Evolutivamente, a mée limita seu investimento fetal. Em caso de superinvestimento na
progénie, ha grande risco de mortalidade materna. Portanto, em termos da histéria de vida é
essencial, que seus genes sejam passados para as proximas geracdes, preservando a variagao
genotipica das espécies, mas também para que as maes possam sobreviver para reproduzir
(Stettler et al, 2000). Entdo, mesmo na faixa do desenvolvimento fetal a custo de distirbios no
meio materno, a adaptacdo do concepto pode apresentar consequéncias a longo prazo para o
risco de doencas. Especialmente nas mudancas epidemioldgicas atuais no estado nutricional
que mostram que essa influéncia da restricdo materna fisioldégica merece mais atencdo e,
talvez, significancia clinica. Na vida intra-uterina, mudangas hormonais leves e transitorias,
mesmo dentro dos niveis fisioldgicos atualmente aceitos, podem afetar diretamente o perfil de
expressdo dos genes alvos, que geralmente estdo envolvidos no crescimento e maturagdao
normais (Burton and Jauniaux, 2018). Mecanismos epigenéticos podem pressupor tais
consequéncias que, em alguns casos, sdo evidentes apenas nas geracdes subsequentes
(Auyeung et al., 2013; Cottrell & Seckl, 2009; Harris & Seckl, 2011). Desbalanco hormonal
devido a disfungdo placentdria ou estresse cronico pré-natal ndo apenas prejudicam a
maturagdo e crescimento fetal mas também podem induzir complica¢des obstétricas, perinatal
e neonatal incluindo parto cesariano, asfixia perinatal, sindrome de dificuldade respiratoria,
regulacdo glicémica anormal ou funcdo adrenal inadequada e responsividade do eixo
hipotdlamo pituitario (HPA do inglés) (Colella et al, 2018).

Diversos estudos avaliaram a funcdo da familia de PRL-GH (prolactin-growth
hormone) tanto in vivo quanto in vitro na adaptacdo metabodlica materna a gestacido. Esses
eixos s@o marcadamente conectados a resposta a insulina e glicose nesse processo por meio da
inducdo da expansdo da célula P, aumento da secrecdo da insulina e regulacdo da
sensibilidade a insulina (Weinhaus et al, 1996). Em humanos j4 vem sendo demonstradas
associacoes entre polimorfismos/mutacdes na familia dos genes e receptors da PRL-GH com
diabetes gestacional e restricao do crescimento fetal (Rygaard et al., 1998; Le et al., 2013).

A adiponectina total € positivamente correlacionada com a sensibilidade a insulina e

neutraliza os niveis da leptina em humanos e roedores (Worda et al, 2004, Napso et al, 2018).
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Em quadros de diabetes e obesidade, niveis baixos da adiponectina sdo relacionados como o
grau da hiperinsulinemia e severidade da resisténcia a insulina (Weyer et al, 2001).

Estudos prévios vém demonstraram que a hipoadiponectinemia € uma marca
registrada em situagdes onde ocorre resisténcia a insulina, incluindo obesidade, diabetes tipo 2
e diabetes gestacional (Kondo et al, 2004). Andlises longitudinais realizadas desde o periodo
pré-gestacional até o terceiro trimestre confirmam que a gravidez em humanos, em uma
condic¢do fisioldgica no qual a circulagdo da adiponectina é diminuida (Catalano et al, 2006), e
na auséncia da obesidade, as mudangas na adiponectina sao relacionadas com prejuizo na
sensibilidade periférica da glicose a insulina mas ndo o metabolismo do lipideo. No presente
trabalho, o grupo HF-P apresentou concentracio elevada de adiponectina sérica apesar de um
perfil de resultado oposto no liquido amnidtico, provavelmente como uma forma de
neutralizar a piora da resisténcia a insulina para melhorar o suprimento metabdlico para as
maes as custas do filhote.

Durante a gestacdo, ocorre um equilibrio entre as citocinas inflamatdérias e anti-
inflamatorias no sentido de evitar a rejeicio do embrido. Além disso, a inflamacdo na
obesidade ndo é novidade, como demonstrado pelos niveis do PCR, a concentracio sérica do
IL6 estava diminuida nos animais que consumiram HFD, independente do fenétipo. Embora
esse nivel de IL6 possa ser uma resposta fisiolégica ao equilibrio inflamatério, o fato é que
algumas citocinas, como o proprio IL6 ndo € essencial para o sucesso da gestacdo, mas pode
desempenhar um papel modulador durante a implantacdo do embrido e desenvolvimento da
placenta (Prins et al, 2012), o que pode ser relacionada ao prejuizo na eficiéncia placentaria.

Finalmente, para entender alguns mecanismos regulados na placenta, foram avaliados
alguns transportadores de nutrientes e genes intimamente relacionados com a fungdo
placentaria. O transporte de nutrientes placentdrios depende de ambos, o gradiente entre a
circulacdo materna e fetal e o funcionamento desse orgdo. Sua funcdo pode ser afetada pelo
nimero e atividade de proteinas carreadoras envolvidas nesse processo. A placenta tem
habilidade de alterar seu metabolismo a fim de se adaptar as condicdes do ambiente
(FOWDEN et al 2009).

As respostas da expressdo dos transportadores de dcidos graxos a dieta materna
também variam ao longo do tempo, com a dieta exercendo um efeito mais expressivo do que a
diabetes, por exemplo (Kappen et al, 2019). O gene SLC27A4, ou FATP4 é conhecido como
um importante transportador de 4cidos graxos (FA do inglés) placentdrios, que, assim como

no presente estudo, foi encontrado em baixos niveis em mulheres obesas comparadas com
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eutréficas (DIAZ et al, 2015). DUBE et al (2012), que também encontraram baixos niveis de
SLC27A4 no grupo obeso, sugerem possiveis mudancas na esteresterificacio dos FA
placentérios, uma vez que, de acordo com Larqué et al (2006), SLC27A4 na placenta esté
principalmente envolvida na esteresterificagdio. Também, embora o knockout
SLC27A2/FATP2 ndo apresente diferencas no tamanho da ninhada, genétipo, peso do
embrido e da placenta (Mishima et al., 2011), a delecio do gene SLC27A4/FATP4 em
camundongos provocou letalidade embriondria, sugerindo que esse gene desempenha uma
funcdo fundamental no transporte de 4cidos graxos durante a embriogénese (Gimeno et al,
2003).

O PGF ¢ o principal fator angiogénico placentdrio e desempenha um papel chave na
placentacao e desenvolvimento fetal (SIBIUDE et al 2012, WU et al, 2017, VRACHNIS et al,
2013). Ghosh et al 2013 encontraram baixos niveis de PGF nos grupos com sobrepeso e
niveis ainda menores naqueles com obesidade. Baixos niveis de PGF durante a gestacdo estdo
associados com resultados adversos, como retardo do crescimento intrauterino, o que pode
estar relacionado com disfun¢do placentaria.

Além disso, o receptor de fator de crescimento epidérmico é conhecido por regular
diversas fungdes como a diferenciacdo, proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia celular
(YARDEN; SLIWKOWSKI, 2001) e, por isso, estudos mostram que a deficiéncia do EGFR
gera bebés e placentas pequenos ao nascer, possivelmente devido e reducdo da camada de
células de espongiotrofoblastos e deficiéncia no desenvolvimento da decidua (SIBILIA et al
1995; THREADGILL, 1995). Portanto a diminui¢do da expressao do mRNA EGFR no grupo
HF-P sugere que essa diminuicdo pode contribuir para o prejuizo na espessura das camadas
placentérias, e resultado fetal adverso. Além disso, parece que, no grupo HF-R, a
superexpressdo de PGF protegeu a placenta contra danos morfoldgicos e funcionais e
ineficiéncia que foi acompanhada pela manuten¢do da homeostasia glicémica no ambiente
materno.

A ativacdo das vias das SMADs, proteinas que respondem diretamente ao Fator de
Transformacdo do Crescimento beta, TGFb (do inglés, transforming growth factor beta)
regula positivamente a diferenciacdo dos trofoblastos (CHENG et al, 2018). E sabe-se que
maturagdo e migracao incompleta do trofoblasto € um dos fatores envolvidos na insuficiéncia
placentdria e em uma série de eventos relacionados a ma adaptacdo circulatéria durante a

gestacio (WALLENBURG, 1988). No presente trabalho foi observado diminuicdo da
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expressao da SMAD3, indicando possivel prejuizo no adequado funcionamento dessa via que
¢ importante para diferenciacio dos trofoblastos e eventos subsequentes.

Para fechar esses dados com uma confirmag¢do mais robusta, apresentamos uma parte
da andlise de RNA-seq que ainda ndo foi publicada na integra, mas alguns aspectos desses
dados merecem atencdo. Um estudo recente mostrou uma modulacio semelhante do
transcriptoma placentdrio de maes alimentadas com dieta obesogénica, entretanto existem
algumas diferengas no modelo e diferengas importantes entre a composicdo das dietas.
Mesmo assim, um ndmero total semelhante de moléculas (350) moduladas pela dieta também
foi demonstrado por De Barros Mucci (2020). Porém, aqui refinamos a busca de acordo com
o fendtipo desenvolvido e, a seguir, algumas confirmagcdes do nosso modelo foram
esclarecidas. Resumidamente, Smad3, Tgifl, Acvrlb, Bmp4, BmpS8a, Inhba, Inhbb, Ltbpl da
via do TGFb, Htr2b, Egfr, Gucylb2, Itpr2, Pdgfra, Pdgfb, Pdgfa, Pdgfc da via de juncdes
intercelulares “tipo-Gap” foram infra reguladas e afetaram significativamente esta sinalizacao
fisiol6gica em ambos: o modelo matemadtico e estatistico usado na andlise KEGG bem como

foi demonstrado por nossos resultados funcionais e fenotipicos anteriores.

7. Conclusao

Nossos resultados mostraram que os desfechos fetais adversos estdo causalmente
relacionados ao desenvolvimento de um fendtipo propenso a obesidade. Esse fendtipo,
retratado no grupo HF-P, reuniu exacerbagdo da resisténcia a insulina, intolerancia a glicose,
hipoprolactinemia, hiperadiponectinemia e desequilibrio no meio inflamatério. Esse cendrio
levou a insuficiéncia placentdria, diminui¢do da expressdo de transportadores de nutrientes e
de fatores de crescimento, desencadeando a restri¢do do crescimento fetal.

Por outro lado, o grupo HF-R manteve o equilibrio nos meios hormonal, inflamatério
e metabdlico, sustentou o desenvolvimento placentdrio com aumento do fator de crescimento
placentério e promoveu um bom resultado fetal. Apesar deste resultado, vale ressaltar que os
primeiros 1000 dias de vida representa um importante janela de programagao que dependendo
dos estimulos/ambiente pds natal, esse cenario pode ser alterado trazendo complicacdes a

saude.
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Tabela 1. Composicéo nutricional das dietas hiperlipidicas empregadas no protocolo experimental

Ingredientes

Amido
Maltodextrina
Sacarose
Caseina

Oleo de soja
Banha
Minerais
Vitaminas
Fibras

L - cistina
Bitratarato de
colina

Total

Quantidade

95
125
201
233

40
200

35

10
55,5

2,5

1000

Crescimento

Kcal

380

500

804

932

360

1800
0

0
0
0
0

4776

% calorico Quantidade

total

167,1

35,26 125
201

19,51 167
40

200

35

10

50

2,4

45,23

2,5

100 1000

Manutengdo

Kcal

668.,4
500
804
668
360
1800

0

0
0
0
0

4800,4

% calorico

total

41,09

13,92

44,99

100
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