A
¥

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

CARLA DE MORAES SALGADO

AVALIACAO DOS EFEITOS DA SUPLEMENTACAO NUTRICIONAL COM LEUCINA
SOBRE A ATIVIDADE PLACENTARIA DE RATAS PORTADORAS DE TUMOR DE
WALKER 256 AO LONGO DA PRENHEZ.

Campinas
2021



CARLA DE MORAES SALGADO

AVALIACAO DOS EFEITOS DA SUPLEMENTACAO NUTRICIONAL COM LEUCINA
SOBRE A ATIVIDADE PLACENTARIA DE RATAS PORTADORAS DE TUMOR DE
WALKER 256 AO LONGO DA PRENHEZ

ESTE ARQUIVO DIGITAL
CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA DISSERTACAO
DEFENDIDA  PELA  ALUNA
CARLA DE MORAES SALGADO E

ORIENTADA PELA MARIA
CRISTINA  CINTRA  GOMES
MARCONDES.

Orientadora: Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes

Coorientadora: Lais Rosa Viana

Campinas
2021

Disserta¢cdo de mestrado apresentada ao
Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas como parte dos
requisitos exigidos para obteng¢do do
Titulo de Mestra em Biologia Funcional
¢ Molecular, na Area de Fisiologia.



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca do Instituto de Biologia
Mara Janaina de Oliveira - CRB 8/6972

Salgado, Carla de Moraes, 1982-

Sa32a Avaliacao dos efeitos da suplementagdo nutricional com leucina sobre a
atividade placentarias de ratas portadoras de tumor de Walker 256 ao longo da
gestacdo / Carla de Moraes Salgado. — Campinas, SP : [s.n.], 2021.

Orientador: Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes.

Coorientador: Lais Rosa Viana.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Instituto de
Biologia.

1. Cancer. 2. Placenta - Metabolismo. 3. Gravidez - Metabolismo. I. Gomes-
Marcondes, Maria Cristina Cintra, 1961-. II. Viana, Lais Rosa, 1988-. III.
Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. I'V. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Leucine nutritional supplementation effects on placental activity of
Walker 256 tumour bearing pregnancy rats in time-course
Palavras-chave em inglés:

Cancer

Placenta - Metabolism

Pregnancy - Metabolism

Area de concentracio: Fisiologia

Titulagdo: Mestra em Biologia Funcional e Molecular Banca
examinadora:

Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes [Orientador]

Estela Maris Andradre Forell Bevlacqua

Maria Laura Costa do Nascimento

Data de defesa: 20-09-2021

Programa de Pos-Graduacio: Biologia Funcional e Molecular
Identificagdo e informag6es académicas do(a) aluno(a)

- ORCID do autor: https://orcid.org/0000-0003-3042-3787
- Curriculo Lattes do autor: http://lattes.cnpq.br/9918357156133490



Campinas, 20 de setembro de 2021

COMISSAO EXAMINADORA

Prof.? Dr®. Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes
Prof.? Dr*. Estela Maris Andrade Forell Bevilacqua

Prof.® Dr®. Maria Laura Costa do Nascimento

Os membros da Comissao Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa, que se encontra no
processo de vida académica da aluna



AGRADECIMENTO

Agradego a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), pro-
cesso numero 2018/20637-7, pelo apoio financeiro do qual tornou possivel a realizacao desse

trabalho.

Agradego a CAPES pelo financiamento dessa pesquisa, “O presente trabalho foi reali-
zado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil

(CAPES) - Codigo de Financiamento 001

Agradeco a todos meus familiares, em especial a minha maezinha querida, ao Roberto,

a meu irmao e a Cibele, por sempre acreditarem em mim e me apoiarem.

A todos os meus amigos e colegas da Unicamp que estiveram presentem durante minha
jornada. Em especial aos meus amigos de Sao Paulo, Daniela, Sadan e Abate, gosto muito de

voces!

Agradego a todos que conheci no Laboratorio Nutrigdo e Cancer por compartilharem
comigo seus conhecimentos, Bread, Emilliane, Bianca, André, Sarah, Melina ¢ Luis. Aos ICs
Beatriz, Thiago, Ana e Laura. Aos que continuam presentes € me ensinando cada vez mais,
Maiara, Natalia, Gabriela, Leisa e Rogério. Em especial a Lais que sempre foi minha inspiragao!
E principalmente a Maria Cristina, a quem admiro muito, obrigada por toda sua dedicagdo,

apoio e ensinamentos!

Em especial, agradeco ao Marcos Roberto que se tornou meu maior companheiro!



RESUMO

O céncer durante a gestagdo tem se tornado cada vez mais frequente, o que traz maiores
desafios a equipe médica. Na presenca de tumor, o metabolismo materno pode ser alterado,
levando ao prejuizo da atividade placentaria, comprometendo o crescimento fetal. Nesse
contexto, uma dieta rica em leucina pode modular o metabolismo materno e reduzir os danos a
placenta. Dessa forma, esse estudo teve como objetivo investigar se a dieta rica em leucina
modulou as alteragdes metabolicas maternas causadas pelo crescimento tumoral e como essa
modulagdo materna refletiu na fungdo placentaria e no crescimento fetal. Ratas Wistar prenhes
foram distribuidas em quatro grupos experimentais (n = 10): dois grupos alimentados com dieta
controle - Controle (C) e Tumor (W); dois grupos alimentados com uma dieta rica em leucina,
Leucina (L) e Leucina Tumoral (LW). O tumor de Walker 256 foi implantado nos grupos W e
LW no 2° dia de prenhez. As fémeas prenhes foram eutanasiadas em diferentes momentos da
gravidez: com 12, 16, 19 e 21 dias de prenhez. Soro materno, placentas e fetos foram coletados
para analises morfométricas, metabolomicas e expressdo génica, a partir de rt-PCR. A dieta rica
em leucina modulou os pardmetros morfométricos do grupo LW, o peso corporal materno, o
peso fetal e a darea placentaria foram preservados ao longo da prenhez. No entanto, os
metabolitos séricos maternos alterados em funcao do tumor ndo foram modulados pela dieta
rica em leucina. No 12° dia de prenhez, embora nenhuma altera¢do tenha sido encontrada nos
metabolitos placentarios, a dieta rica em leucina diminuiu lactato, fenilalanina, tirosina, uracila,
triptofano, isoleucina e valina nos fetos do grupo LW. Aos 16 dias, houve mudangas
principalmente nos metabolitos placentarios relacionados ao metabolismo energético, havendo
também reducdo da glicina, leucina e valina placentaria, as quais nao foram refletidas nos fetos
no grupo LW. Aos 19 dias de prenhez, o tumor proporcionou o aumentou NADP +, AMP e ADP
fetal, sendo que a dieta rica em leucina ndo modulou esses metabdlitos. Os parametros
morfométricos mostraram resultados positivos devido a suplementagdo de leucina. Em relagao
ao perfil metabolico, a dieta rica em leucina modulou a creatina placentaria e os aminoacidos
fetais aos 12 dias de gestacdo; modulou alguns aminodcidos da placenta aos 16 dias de gravidez,
mas ndo modulou o metabolismo energético da placenta alterado devido ao crescimento do
tumor. No final da gravidez, embora a dieta rica em leucina ndo tenha modulado os metabdlitos
fetais, teve influéncia positiva em modular alguns aminoacidos da placenta, como também a
expressao de genes da via da Nodal, assim como preservou a expressao do gene Tpbpa
refletindo em melhor atividade da placenta.

Palavras-chaves: cancer, metabolismo placentario, placenta, metabolismo materno



ABSTRACT

Cancer during pregnancy is increasing and poses challenges to the medical team. The
tumour evolution could lead to alterations in maternal metabolism, impaired placental function,
and compromise foetal growth. In this context, a leucine-rich diet could modulate maternal
metabolism and reduce damage to the placenta. Thus, in this study, we investigated whether the
leucine-rich diet modulated maternal metabolic changes caused by tumour growth and how
maternal modulation reflected placental function and foetal growth. Pregnant Wistar rats were
distributed into four experimental groups (n=10): two groups fed a control diet — Control (C)
and Tumour (W); two groups fed a diet rich in leucine, Leucine (L) and Tumour Leucine (LW).
The tumour implant occurred on the 2nd day of pregnancy in W and LW groups. The euthanasia
occurred on different days of pregnancy (12th, 16th, 19th, and 21st days). Maternal serum,
placentas and foetuses were collected for morphometric, metabolomic and rt-PCR analyses.
The leucine-rich diet modulated the morphometric parameters of the LW group, preserving the
maternal body weight, foetal weight, and placental area in a pregnancy time-course. However,
the tumour-induced maternal serum metabolites alterations were not modulated by the leucine-
rich diet. Although no changes happened in placental metabolites at 12 days, the leucine-rich
diet decreased lactate, phenylalanine, tyrosine, uracil, tryptophan, isoleucine, and valine in LW
foetuses. On the 16th day, the changed placental metabolites, mainly related to energy metabo-
lism, showed a reduction in the LW group's placental glycine, leucine, and valine. However,
these changes did not affect the 16-day-old foetuses. On the 19th day of pregnancy, the tumour
increased foetal NADP+, AMP and ADP, which were not modulated by a leucine-rich diet. In
conclusion, the morphometric parameters showed positive results due to leucine supplementa-
tion. Regarding the metabolic profile, leucine-rich diet modulated placental creatine and foetal
amino acids at 12 days of pregnancy; modulated some placental amino acids at 16 days of
pregnancy but did not modulate altered placental energy metabolism due to tumour growth. At
the end of pregnancy, leucine-rich diet modulated did not modulate foetal metabolites but af-
fected modulating some placental amino acids and also modulated the placental expression of
some genes of Nodal pathway and preserved Tpbpa gene expression in LW group.

Keywords: Cancer, Placental metabolism, Placenta, Maternal metabolismo.
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1. Introducao
1.1. Aspectos gerais e motivacio
A placenta, devido a sua importancia para o desenvolvimento da gestacao e do feto, € objeto

de estudo de varios trabalhos, principalmente em fun¢do da sua altera¢do frente as patologias.
Toda adaptagdo materna necessaria para sustentar a gestacdo e todo suporte para atender a
demanda do desenvolvimento fetal ¢ gerenciada pela placenta. A placenta é capaz de regular
seu proprio desenvolvimento, pois atua como 6rgao enddcrino, do qual secreta mais de 100
peptideos e hormodnios esteroides. A placenta também possui capacidade consideravel de
adaptar suas estruturas e funcdes para proteger o feto, quando exposta a eventos maternos
adversos como privacao de nutrientes, exposicao a drogas, toxinas ou hipoxia.

No entanto, a ocorréncia de algumas patologias durante a gestacdo pode exceder a
capacidade do 6rgdo em adaptar-se, levando a perturbagdes no seu funcionamento que estao
associadas a resultados nocivos ao desenvolvimento do feto. Alteragdes na expressdo génica,
na proliferagdao ou diferenciagdo celular placentarias, induzidas pela patologia, podem levar a
alteragdes na programacdo do desenvolvimento do feto, predispondo-o a uma variedade de
disfunc¢des que podem manifestar-se na vida futura da crianca.

A ocorréncia do cancer durante a gestagdo tem se tornado cada vez mais frequente pois,
além do aumento da incidéncia da patologia na populagdo, as mulheres estdo esperando por
mais tempo para terem seus filhos. Em consequéncia, o crescimento tumoral durante a gestacao
pode promover o desbalanco energético materno, aumentando o catabolismo e a degradagao
proteica, que levam a altera¢des no funcionamento da placenta e comprometem o suprimento
nutricional ao feto. Uma vez que a leucina atua como molécula sinalizadora celular para sintese
de proteina, favorecendo o anabolismo, torna-se importante compreender se a dieta materna
rica em leucina também ¢ capaz de modular os efeitos deletérios do tumor a placenta e,
consequentemente, ao feto.

Assim, associando a dieta rica em leucina com a ocorréncia de cancer durante a gestacao,
este trabalho avaliou a funcionalidade da placenta de duas formas: i) como alteragdes no
metabolismo materno (avaliada através de metaboldmica de soro materno) modula a
funcionalidade da placenta (avaliando-se os resultados morfométricos, histologia, expressao de
genes placentarios e metabolomica de placenta); ii) como a dieta rica em leucina modula os
metabolitos placentdrio em time-course (avaliada através de metabolomica de placenta em
momentos diferentes da prenhez), e quais sdo as consequéncias para o metabolismo do feto

(avaliada através de metabolomica de fetos em momentos diferentes da prenhez).
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1.2. Revisao bibliografica
1.2.1. Cancer durante a gestacio

O cancer ¢ a principal causa de morte nos paises com maior indice de desenvolvimento
humano, e a segunda principal na maioria dos paises, seguido de mortes por problemas
cardiovasculares. As projecdes para 2040 sdo de ~2,17 milhdes de novos casos entre mulheres
de 15 a 49 anos (BERNARD; CHRISTOPHER, 2020). Devido a pratica cada vez mais
frequente do planejamento familiar, as mulheres estdo postergando a concepcdo, o que eleva a
propensdo de diagndsticos de patologias e intercursos anormais durante a gestagdo. Como por
exemplo, o cancer diagnosticado durante a gestagdo tem se tornado mais frequente, sendo que
30% dos casos de cancer ocorrem em mulheres em idade reprodutiva, mais jovens que 45 anos,
com incidéncia de 0,1% em gestantes, com maior prevaléncia para o cancer de mama e canceres

ginecoldgicos (LOIBL et al., 2015; ZAGOURI et al., 2016).

A delicada coexisténcia do céancer durante a gravidez impde desafios éticos e
profissionais e requer uma equipe multidisciplinar e altamente qualificada, uma vez que as
opgoes de tratamento sdo restritas ¢ ha necessidade de cuidado para dois pacientes: a mae e feto
(ZAGOURI et al., 2016). Alguns autores definem cancer durante a gestagdo quando o
diagndstico ¢ realizado durante o periodo gestacional, a lactagdo, ou até um ano apds o parto
(KNABBEN; MUELLER, 2017; MCCORMICK; PETERSON, 2018; STRULOV SHACHAR
etal., 2018). Complementarmente, o diagndstico para alguns tipos de cancer durante a gravidez,
como o cancer de mama, costuma ser tardio, principalmente, por ser mascarado devido as
alteragdes fisiologicas da gestacdo (FROEHLICH et al., 2019). Logo, ha necessidade da
avaliacdo precisa para identificar, o mais cedo possivel e com exatiddo, o tipo e tamanho da
neoplasia, o acesso a sua localizagdo, para possivel realizacao de cirurgia, além da investigacao
se hé ocorréncia de metastases. Assim como, € necessario considerar o periodo gestacional e os
parametros fisioldgicos da mae e do feto para a escolha ideal do tratamento (ODUNCU et al.,

2003).

As células tumorais tém ilimitado potencial de divisdo celular, portanto, depende da
aquisicdo de nutrientes, que sdo usados para manutencdo da sua atividade e proliferagao
(REINA-CAMPOS; MOSCAT; DIAZ-MECO, 2017). Assim, para garantir substrato para seu
constante crescimento, as células tumorais apresentam flexibilidade metabolica determinada
pela sua habilidade em reprogramar o balanco entre as vias anabdlicas e catabolicas, através de
alteragdes na expressao génica (MIN; LEE, 2018). Muitos tipos de canceres super expressam

enzimas que degradam proteinas, aumentando principalmente a oxidacdo de aminoacidos de
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cadeia ramificada dos tecidos musculares (ANANIEVA; WILKINSON, 2018). Dessa forma, o
desenvolvimento do cancer pode promover alteragdes metabdlicas e fisiologicas significativas
no hospedeiro conhecida como caquexia, uma sindrome que afeta multiplos 6rgaos e promove
a perda da massa muscular esquelética, bem como do tecido adiposo, devido a combinacao da
diminui¢ao do anabolismo com aumento do catabolismo (ELEY; RUSSELL; TISDALE, 2007).
Cerca de 80% dos pacientes com cancer em estado avangado sdo acometidos pela caquexia,

sendo ¢ responsavel pela morte de cerca de 30% destes pacientes, além de promover prejuizo

na qualidade de vida e baixo progndstico (ARGILES et al., 2014, 2018; TISDALE, 2010a).

1.2.2. Gestacao

Para que a gestacdo acontega de forma saudavel, o organismo materno precisa encontrar-
se em condi¢des adequadas para que as alteragdes endocrinas e metabolicas resultem em
mudangas fisiologicas complexas e altamente organizadas (BURTON; JAUNIAUX, 2015). A
gestacdo compreende no periodo pelo qual o embrido forma-se e, entdo feto, cresce dentro do
utero materno até o nascimento; em humanos, dura cerca de 40 semanas, sendo dividida em
trés trimestres. O 1° trimestre (0 a 13 semanas) compreende a embriogénese e organogénese,
caracterizado por intensa proliferacdo, migracao e diferenciacdo celular. Durante o 2° trimestre
(14 a 26 semanas), os 6rgdos e sistemas fetais, passam por desenvolvimento e crescimento para
que no 3° trimestre (27 a ~40 semanas), o feto ja esta totalmente formado, passa por intenso
crescimento e terd o completo desenvolvimento de seus Orgdos e sistemas, para que esteja
preparado para o nascimento. Todos os oOrgdos comecam a se desenvolver durante a
embriogénese ¢ dependem da placenta para exercerem suas fungdes completamente. Ou seja,
durante toda a gestagdo, o feto depende do bom funcionamento da placenta e apenas no

momento do parto esses Orgdos estdo aptos a exercerem suas fun¢des independentemente

(BURTON; FOWDEN, 2015).

Ratos sdo comumente usados como modelo animal em estudos experimentais sobre
orgdos e sistemas, proporcionando assim amplo conhecimento da pesquisa bésica, os quais
ampliam do ponto de vista translacional para a clinica. A prenhez em ratas dura 21 dias. Em
diagnostico de prenhez com ultrassonografia, os conceptos de ratos foram detectados como
vesiculas embriondrias cheias de liquido com 9 dias pds o coito, os embrides e seus batimentos
cardiacos foram identificados a partir de 12 dias pds o coito; e as placentas foram diferenciadas
nas imagens a partir de 13 dias poés o coito, como estrutura em formato elipsoidal
(YPSILANTIS et al., 2009). O periodo de organogénese em ratos dura de 6 a 16 dias pos o

coito (CHRISTIE, 1964), sendo que com 17 dias pos o coito, inicia-se o periodo fetal, que dura
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até¢ o 21° dia. Nesse periodo, a placenta tem seu desenvolvimento maximo e o feto passa por
maturacdo dos 0rgaos e sistemas; sendo que especialmente entre o 19°. e 21°. dias ap6s o coito,

o feto apresenta intenso crescimento (MARKEE, 1951).

1.2.3. Placenta

A placenta € um 6rgdo transitorio exclusivo dos mamiferos que faz a comunicagdo entre
mae e feto e exerce papel imprescindivel no desenvolvimento fetal. Durante toda a sua
existéncia intrauterina, o feto depende do funcionamento adequado da placenta que fornece
todo o aporte necessario (BURTON; JAUNIAUX; CHARNOCK-JONES, 2010; MALTEPE;
FISHER, 2015). Mossman foi um dos primeiros estudiosos sobre a placenta, descrevendo-a
como um 6rgao onde ocorrem as trocas de 02, CO2 e nutrientes e eliminacao de excretas fetais
(MOSSMAN, 1991). A placenta ¢ altamente ativa na sele¢do de substancias, capaz de modificar
moléculas de origem materna para sintetizar uma gama de hormodnios essenciais para o
crescimento fetal (BURTON; JAUNIAUX, 2015; KNOFLER et al, 2019; LONGO;
REYNOLDS, 2010; MALTEPE; FISHER, 2015). Assim, a placenta ¢ o maior 6rgao produtor
e secretor de hormonios esteroides e proteicos, pois atua como 6rgao enddcrino, substituindo o
eixo hipotdlamo-hipofise materno e também fetal, até que esse seja completamente formado no
feto; a placenta também ¢ responsavel por adaptar o organismo materno para a gestagdo, além

de atuar como barreira imunolédgica ao sistema imune materno (YUNG et al., 2008).

A placenta ¢ formada a partir das células do concepto denominadas trofoblastos. A
camada de trofoblastos mais externa forma a cobertura epitelial da placenta, dando origem a
subpopulag¢do de células trofoblasticas invasivas, que irdo formar os vilos placentarios. As
células trofoblasticas mais internas, no mesoderma extraembriondrio, formam o nucleo do
estroma da placenta, de onde se originam os fibroblastos ¢ a rede vascular (BURTON;
FOWDEN, 2015). A placenta madura ¢ composta por duas faces, uma voltada para o feto e
contém a placa coridnica, a qual esta ligada ao corddo umbilical; e a outra face que estd voltada
para o organismo materno e contém a placa basal. Entre as duas faces ha o espago interviloso.
A partir da placa coridnica projetam-se vilosidades fetais, que saem de um caule principal e
ramificam-se, como uma arvore, até atingirem a placa basal. Os ramos finais dessas vilosidades,
inseridos na placa basal, sdo ricamente vascularizadas por uma rede capilar fetal e o
sinciciotrofoblasto faz a cobertura epitelial das vilosidades (BURTON; FOWDEN, 2015;
CARTER; ENDERS, 2010). A placa basal contém aberturas, onde a partir das artérias maternas
circula o sangue materno, nos espagos vilosos. Nessa interface, o sinciciotrofoblasto sintetiza e

secreta grandes quantidades de hormonios esteroides e proteicos, peptideos e fatores de
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crescimento, faz o transporte ativo de nutrientes (como calcio, aminodacidos, fésforo e lactato),
além de prevenir a transmissdo vertical de patdgenos do sangue materno para o fetal (LAGER;
POWELL, 2012). Assim, o sinciciotrofoblasto compde o principal sitio placentario de
biossintese e tem ampla area superficial de troca que se alinha com o espago interviloso
(BURTON; FOWDEN, 2015). Alteragdes na formacao e funcdo da placenta podem
comprometer a sintese e liberagao de hormdnios placentarios, os quais sdo imprescindiveis para
o desenvolvimento fetal e curso normal da gestacio (MATHESON et al., 2016; OLIVEIRA et
al., 2021; SFERRUZZI-PERRI; CAMM, 2016). Ratos apresentam placentas hemocorial, ou
seja, a invasdao das células trofoblasticas no tecido materno resulta no contato direto do
trofoblasto com o sangue materno. A placenta de ratos ¢ dividida em duas estruturas:
coriovitelina e corioalantoide. A placenta coriovitelina consiste nas células trofoblasticas
aderidas na membrana basal, em associacdo com a decidua e desaparece com 14 dias de
gestacdo. Com 16 dias de prenhez, a placenta de ratos atinge seu tamanho maximo, no entanto,
ainda passa por alteragdes até o periodo final da prenhez (YPSILANTIS et al., 2009). A placenta
corioalantoide desenvolve-se antes da degeneragdo da placenta coriovitelina e ¢ composta por
duas zonas: 1) juncional, que ¢ composta por cé€lulas trofoblasticas e canais vasculares maternos,
estando localizada adjecente ao tecido materno; ii) labirinto, que ¢ composta por células
trofoblésticas, canais vasculares maternos e vasos fetais e esta localizada adjacente ao embrido

(MARKEE, 1951; SOARES et al., 1998).

A placenta atua com orgdo endocrino, liberando hormonios e fatores que exercem
funcdo no organismo materno para sustentar a gestacdo, bem como regular o proprio
desenvolvimento placentario (BURTON; FOWDEN, 2015). Os fatores de transformacao de
crescimento beta (TGF-f) sdo fatores liberados pela placenta, importantes para sinalizagao da
diferenciacdo celular, do controle da invasdo do trofoblasto no endométrio e da proliferagao
celular (CTARMELA et al.,, 2011; CRITCHLEY et al.,, 2001). Uma vez que, o bom
desenvolvimento fetal depende da disponibilidade de nutrientes fornecidos pela placenta, a
rapida invasdo do trofoblasto no endométrio e, consequentemente, sua proliferagdo e
diferenciacdo celular sdo importantes para o rapido estabelecimento da placenta e da circulagao
utero-placentaria (BURTON; JAUNIAUX, 2015; MAGGEN et al., 2020; VAN CALSTEREN
et al., 2010). No entanto, a ocorréncia do cancer durante a gestagao pode alterar o metabolismo
materno € comprometer importantes vias de sinalizagdo para o estabelecimento da placenta e
por consequéncia a circulagdo utero-placentaria (BURTON; JAUNIAUX, 2015). Igualmente

importante, alteracdes no metabolismo materno, quando em associagdo com o cancer, também
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podem variar a concentracdo dos substratos e nutrientes disponiveis na circulagdo materna e
com isso limitando tal suprimento ao feto (BURTON; FOWDEN, 2015). Resumindo, a
ocorréncia do cancer durante a gestacao pode alterar o balango metabdlico e fisioldégico materno,
que resultam em alteragdes no funcionamento da placenta, prejudicando o crescimento fetal

(CARBO et al., 1996; TOLEDO; GOMES MARCONDES, 2004).

Como mostrado por nossos estudos anteriores, fetos de ratas prenhes portadoras de
tumor de Walker 256 apresentaram pesos reduzidos e aumento da reabsorg¢do fetal,
representando assim danos severos ao desenvolvimento do feto (VIANA; GOMES-
MARCONDES, 2015). Nas placentas das ratas portadoras de tumor, observou-se reducdo da
camada da decidua basal e do labirinto em comparagao as placentas controles, sugerindo menor
superficie materno/fetal de troca de substratos (TOLEDO; GOMES MARCONDES, 2004).
Esses estudos mostraram que houve comprometimento das vias de proliferagdo celular
placentaria devido ao crescimento do tumor durante a prenhez neste modelo animal. Dessa
forma, o comprometimento da placenta devido ao tumor, pode levar ao prejuizo da sintese e
liberacao de importantes hormonios e peptideos. No entanto, estudos que avaliaram o efeito da
dieta rica em leucina em placenta de animais portadores de tumor, mostraram que a leucina
parece modular favoravelmente os efeitos deletérios do desenvolvimento tumoral sobre a
placenta e também sobre as proles (CRUZ; GOMES-MARCONDES, 2014; CRUZ et al., 2016;
DE MORAES SALGADO et al.,, 2021; OLIVEIRA et al, 2021; VIANA; GOMES-
MARCONDES, 2015, 2013).

Dentre os peptideos liberados pela placenta, encontram-se alguns membros da
superfamilia dos TGF-B, como activina, BMP (bone morphogenetic protein) e nodais, que sao
altamente conservados, sendo encontrados em uma ampla variedade de espécies,
principalmente em roedores € humanos (LIFSHITZ; FRENKEL, 2013). Sao importantes
reguladores da maioria das atividades celulares, incluindo crescimento celular, apoptose,
diferenciacdo, adesdo, migracdo, produgdo de matriz extracelular, fungdo imune, hematopoese,
angiogénese, organogénese ¢ embriogénese (SANTIBANEZ; QUINTANILLA; BERNABEU,
2011). Os TGF-B sdo fatores importantes para o sucesso da embriogénese, pois iniciam a
sinalizagdo da implantagdo, regulam o processo de transformacdo do disco embrionario e
coordenam a migracao de células do epiblasto para o centro do disco embrionério, para formar
a linha primitiva que, posteriormente, dara origem a notocorda. Os TGF-B também sao
responsaveis pela diferenciagdo das células que formardo as camadas germinativas (NORRIS

etal., 2017).
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Alguns membros dos TGF-f sdo expressos no endométrio e tém funcdes associadas a
remodelagdo celular do proprio endométrio, que promove a implantacdo do blastocisto,
decidualizagdo e estabelecimento da placenta (JONES et al., 2006). A proteina Nodal em
especial, ¢ um importante membro dos TGF- B, sendo reguladora da embriogénese. No inicio
da gestacdo, a Nodal, expressa pelo endométrio, desempenha papel importante na sinalizagao
da implantagdo e estabelecimento da placenta (CHUVA DE SOUSA LOPES; ALEXDOTTIR;
VALDIMARSDOTTIR, 2020). Apds a implantacdo, a placenta passa a expressar a Nodal que
participa de processos essenciais da embriogénese, como a padronizacdo do eixo
anteroposterior do embrido, migracao celular e diferenciagdo das camadas germinativas
mesoderme e endoderme (SHEN, 2007). No estdgio mais avangado da organogénese, a Nodal
¢ responsavel por formar a assimetria do eixo direito-esquerdo (MILLER; HILL, 2016), e no
final da gestagdo, a queda na concentragdo da Nodal esta associada com o inicio do processo

de parto (HILL, 2018).

Como todos os membros dos TGF-B, a Nodal depende da interacdo com correceptores
EGF-CFC para ativar os receptores serina-treonina-quinase do tipo I (ALK4 e ALK7) e do tipo
II (ACTRII e ACTRIIB). Uma vez ativados, os ALK4 fosforilam a SMAD2/3, formando
complexo com a SMADA4, sendo entdo translocado para o nucleo da célula (MILLER; HILL,
2016; SHEN, 2007). No nucleo, os fatores de transcricdo FoxH1 e Mixer medeiam a ligacdo do
complexo Nodal/SAMD?2/3/4 aos genes especificos, como por exemplo, genes relacionados ao
transporte de nutrientes, @ maturagdo da regido labirintica da placenta, além de estar relacionado

a propria regulacdo da Nodal (Figura 1) (HILL, 2018).

Estudos realizados em camundongas mostram que alteragdes na sinalizacdo da Nodal
promove malformagao da placenta, alteragdes na expressao da proteina especifica trofoblastica
alfa (Tpbpa) — proteina liberada pelas células trofoblasticas, a qual exerce importante fun¢do da
regulacdo da atividade das células espongiotrofoblasto — e, por consequéncia, causa prejuizos
ao desenvolvimento fetal (HILL, 2018; MONSIVAIS et al., 2015). A sinalizacdo da Nodal
regula a invasdo do trofoblasto no endométrio, pois promove o inicio do processo de apoptose,
além de promover a interrupcao do ciclo celular para controlar a proliferacdo do trofoblasto. A
superexpressdo da Nodal leva a inibi¢do da diferenciagdo das células trofoblasticas (MA et al.,
2001), por outro lado, quando subexpressa, ocorre aumento da invasdo do trofoblasto no
endométrio (MILLER; HILL, 2016; MONSIVAIS et al., 2015). Em ambos os casos, a placenta
tem seu funcionamento comprometido. Da mesma forma, a auséncia da sinalizacdo via Nodal

em camundongos knockout para receptores ALK4, leva ao menor numero de implantes,
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malformagdo na placenta, reabsor¢do fetal e fetos malformados em camundongas
(MONSIVAIS et al., 2015).

g N
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Transcricao de genes especificos

Figura 1. Esquema da via de sinalizacdo da Nodal. A Nodal liga-se aos receptores serina-treonina-quinase do tipo
I (ALK4) e do tipo IT (ACTRII e ACTRIIB), em associagdo com o correceptor TDGF1/CFCI1. O receptor do tipo
I ativado fosforila as SMADS 2 e 3 que formam um complexo com a SMAD 4. O complexo de SMADs ¢
translocado ao nucleo, onde participa da transcricdo de cofatores, responsaveis por regular a transcricdo de genes
especificos. Leftl e 2 sdo inibidores extracelular da Nodal, por competirem com receptores do tipo I Adaptado:
(Adaptado de HILL, 2018)

1.2.4. Aminoacidos essenciais de cadeia ramificada

Os aminoacidos essenciais de cadeia ramificada (BCAA) s3o leucina, isoleucina e
valina, sendo a leucina o aminoacido mais conhecido devido a sua abundancia numa dieta rica
em proteina e sua importancia na formagdo do esqueleto para sintese proteica (WU, 2013).
Assim, leucina exerce fun¢do sinalizadora para a sintese de proteinas, principalmente na

musculatura esquelética, pois ativa a via de sinalizagdo da proteina alvo mecanistico da
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rapamicina (mTOR), no aumento da biogé€nese mitocondrial e na oxidacao de 4cidos graxos.
Além disso, a leucina a0 mesmo tempo em que fornece substrato energético para dar aporte a
proliferagdo celular, também inibe o catabolismo (ZHANG et al., 2017). A leucina também atua
no tecido adiposo, regulando a diferenciacdo dos pré-adipdcitos através da sinalizagdo da

mTOR (LI etal., 2011; SUN; ZEMEL, 2009).

A disponibilidade de aminoacidos na circulagdo materna durante a gestacao ¢ importante
para garantir a demanda de aminoacidos necessarios para o intenso crescimento fetal (ZAUGG
et al., 2021). Na placenta, ha um complexo sistema de transportadores de aminodcidos que
dependem do gradiente de concentracdo extracelular e intracelular, ou seja, do gradiente do
substrato materno e do fetal (JANSSON, 2001). O complexo sistema de transportadores
possibilita a eficiéncia de transferéncia materno-fetal de aminoécidos essenciais. Foi
demonstrado em experimento de perfusdo de placenta de cobaias e em células BeWo, que a
leucina na circulagdo materna aumenta a capacidade da placenta em transferir aminoacidos para

a circulagao fetal (HILL; YOUNG, 1973; ZAUGG et al., 2021).

Além de atuar na transferéncia de aminoacidos pela placenta, a leucina também tem
importante papel na ativagdo da sinalizagdo celular da mTOR placentéria, incluindo AKTI,
RPS6K e RPS6 (KIM et al., 2011; VIANA; GOMES-MARCONDES, 2015). A adequada
sinalizagdo da mTOR placentaria ¢ essencial para o desenvolvimento dos blastocistos e
conceptos, pois ativam eventos relacionados a proliferacao e migracdo celular em conceptos de
ovinos durante o periodo peri-implantacao (KIM et al., 2011). A leucina também exerce
importante fun¢do em preservar as fémeas prenhes e seus fetos dos efeitos nocivos do
desenvolvimento tumoral durante a prenhez. Em experimento com ratas prenhes portadoras de
tumor de Walker 256 alimentadas com dieta rica em leucina, nos fetos dessas ratas, a proteina
total sérica e o hematocrito fetal estavam similar ao grupo controle e maiores que os valores
dos fetos do grupo com tumor alimentadas com dieta controle (CRUZ; GOMES-
MARCONDES, 2014). Em experimentos realizados em camundongas fémeas prenhes
portadoras do adenocarcinoma MAC16, a presenca do tumor durante a prenhez diminuiu o peso
materno e o peso fetal, possivelmente, pela diminuicao da expressdo da via de sinalizagdo PI3K
/ Akt / mTOR. Nas fémeas prenhes portadoras do tumor alimentadas com dieta rica em leucina,
a via de sinalizagdo PI3K / Akt / mTOR estava semelhante ao controle e evitou a diminuigao
do peso materno e fetal comparados com as portadoras de tumor alimentadas com dieta controle
(VIANA; GOMES-MARCONDES, 2015). Dessa forma, a leucina vem sendo amplamente

estudada devido a sua importante fungdao na preservacao do peso corpdreo, por favorecer o
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balango de sintese proteica da musculatura esquelética. Assim, a sinalizagdo da mTOR ¢
regulada por vdrios sinais extracelulares, como como IGF-1 (Insulin-like growth factor 1),
horménio de crescimento e insulina, sendo mediados pela ativagdo de PI3K
(WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006). Ambos IGF-I e IGF-II (Insulin-like growth
factor 2) sdo reguladores chave do crescimento fetal, e estdo abundantemente presentes na
circulacdo materna e na placenta, regulando sua funcdo (SFERRUZZI-PERRI et al., 2006).
Assim como mencionado acima, a leucina atua diretamente no aumento da secre¢ao de insulina
(DOELMAN et al., 2015), que por consequéncia também estimula o aumento da liberagdo de
hormonio de crescimento, assim como de IGFs (MOGAMI et al., 2009). Desse modo, a leucina
também atua de forma indireta no processo de crescimento tanto placentario quanto fetal, ja
que ambos necessitam dos processos de sinalizacdo da mTOR, Akt/PI3K (Figura 2) (VIANA;
GOMES-MARCONDES, 2015).

Na vigéncia do cancer, hd intensa regulagcdo negativa da mTOR, que afeta o processo
anabdlico, como também ha ativagdo de vias que induzem o processo catabdlico (TISDALE,
2010a). Durante a atrofia muscular, duas ligantes especificas de ubiquitinas, a muscle RING-
finger protein-1 (MuRF1) e atrogin-1/muscle atrophy F-box (MAFbx), estio reguladas
positivamente. A expressao de MuRF esta sob controle de fator nuclear kappa B (NF-kB), e
MAFbx ¢ regulada pela Forkhead box O (FOXO) (Figura 2) (LIU et al., 2007; TISDALE,
2010a). Em estudos prévios, foi verificado que a suplementacdo nutricional com leucina
também modula negativamente os processos de espoliagdo de proteina. Assim, em nossos
trabalhos prévios, a placenta de camundongas portadoras de tumor que receberam dieta rica em
leucina apresentaram modulagdo do sistema de protedlise, relacionado com o sistema de
ubiquitinacdo de proteinas, melhorando assim o curso da prenhez nessas camundongas
(VIANA; GOMES-MARCONDES, 2015). Assim, alteragdes na sintese proteica através de
mudangas na sinalizagdo da via da mTOR pode levar ao prejuizo da sintese de peptideos

placentarios importantes para o desenvolvimento do feto.
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Receptor tirosina quinase

Degradacao proteica Proliferacao celular e sintese proteica

Figura 2. Esquema da via de sinalizagdo da mTOR. Os receptores tirosina quinase, como os receptores de fatores
de crescimento, sdo ativados por IGF-I e IGF-II. Quando ativados, os receptores ativam PI3K, seguindo a ativagdo
de AKT. A AKT ¢é responsavel por inibir a atividade da FOXO e da TSC 1/2 que, quando inibida, libera a atividade
da mTOR. Os efeitos downstream dessa cascata sdo ativagdo da 4EBP1 e P70S6 quinase (S6K) que regugam
positivamente processos de iniciagdo da transcri¢do ribossomal de mRNA de proteinas necessarias para
proliferacdo celular. Quando os receptores tirosina quinase ndo sdo ativados, a atividade da FOXO, e
consequentemente da Murf estdo aumentadas e levam a maior degradacdo proteica (Adaptado de LI; ZENG; SHEN,
2014).

1.2.5. Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN)
A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido bem sucedida para

determinar o estado metabdlico de um organismo. Os espectros das imagens produzidas com
RMN sdo o resultado da interacdo entre nicleos atdbmicos dos compostos organicos, neste caso
os metabolitos, com o campos magnéticos gerados pelo equipamento; ou seja, alteracdes no
campo magnético quando entram em ressonancia com compostos quimicos diferentes da agua,
geram uma representacao quimica em imagens (MARKLEY et al., 2017; SHAH et al., 2006).
Uma vez que a RMN oferece informagdes sobre um grande nimero de metabolitos e
possibilita analises estatistica multivaridvel, a RMN tem sido amplamente utilizada como
técnica de andlise e quantificagdo do perfil metabolomico do organismo para estudos sobre
doengas que promovem tal distirbio metabdlico (LE BELLE et al., 2002). Essa abordagem

permite a comparacao do perfil de metabolitos entre individuos saudaveis ou com patologias,
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como por exemplo, o cancer. Assim, a metabolomica tem se tornado uma importante ferramenta
para os estudos sobre alteracdes metabdlicas promovidas pelo céncer, pois traga o perfil de
metabolitos e identifica possiveis biomarcadores. O estado metabdlico do organismo depende
de seu genoma, transcriptoma e epigenoma, associado ao ambientes e estados da microbiota e
estimulos ambientais (MARKLEY et al., 2017). Assim, alteracdes na expressao génica, ou
regulacdo de proteina podem promover alteragcdes metabolicas especificas, sendo que o pertfil
metabolomico pode fornecer informagdes com alto potencial para descrever com precisao o
estado fisioldgico e patologico do organismo (MARKLEY et al., 2017; SHAH et al., 2006).

Estudo utilizando a RMN, comparou as alteragdes metabolicas entre o musculo
gastrocnémio de animais recém desmamados e de jovens adultos, ambos portadores de tumor
de Walker 256 (DE MATUOKA E CHIOCCHETTI et al., 2021). Analises dos metabdlitos da
musculatura esquelética pode direcionar a biomarcadores a serem aplicados para detecgao dos
momentos iniciais da sindrome de caquexia. Os resultados de metabolémica mostraram que as
alteragdes na perda de peso dos animais, devido a caquexia do cancer, foram acompanhadas por
alteracdes no metabolismo de aminoécidos. Variagdes na concentragao de glutamato, glutamina,
glicina e metilhistidina, associadas as variagdes no succinato e citidina, apontam alteracdes
especificas na fase inicial do crescimento tumoral, que podem estar relacionadas ao inicio da
protedlise muscular e redu¢do da producdo de energia pelo musculo (DE MATUOKA E
CHIOCCHETTI et al., 2021).

Explorar o perfil metabolico durante a gestacdo também oferece informagdes poderosas
sobre o sistema que refletem as influéncias genéticas e ambientais maternas, ajudando a elucidar
distirbios metabolicos e das vias associados as altera¢des no desenvolvimento normal dos fetos,
como complicagdes pré-natal, pré-eclampsia, malformacdo fetal, desordens cromossomais,
parto prematuros, diabetes gestacional e fetos pequenos para idade gestacional (MAITRE et al.,
2016; PINTO et al., 2015). Estudo com sangue e urina de gestantes sauddveis em varios
momentos do curso da gestagdo providenciou grande discernimento sobre as mudangas
metabolicas ao longo da gestacdo (PINTO et al., 2015). No primeiro trimestre, foram
identificados 7 aminoacidos diminuidos na circulacdo materna (valina, alanina, glutamina,
tirosina, histidina e citrulina), dos quais sdo bem documentados e explicados em termos de
aumento da transferéncia placentaria de aminoacidos para o feto, favorecendo a conservagao
de nitrogénio para o crescimento fetal. No 2° trimestre, os aminodcidos alanina e tirosina
parecem ter sido menos requeridos, uma vez que os niveis na circulagdo materna estavam
parcialmente recuperados. Outros aminoécidos foram mantidos em niveis baixos até o final da

gravidez, como a intensa captacao e metabolizacdo da glutamina (PINTO et al., 2015). Assim,
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o balango dos metabolitos maternos circulantes ¢ essencial para o desenvolvimento ideal do
feto. A presenga do tumor durante a gestagdo, pode promover alteracdes no metabolismo
materno e levar a deficiéncia na concentracdo dos metabdlitos essenciais para o
desenvolvimento normal do feto.

1.2.6. Justificativa
A placenta é um o6rgdo enddcrino imprescindivel para gestacdo, pois gerencia toda

adaptacdo materna necessaria para sustentar a gestacdo e todo suporte nutricional e hormonal
necessarios para demanda fetal. Além disso, a placenta possui capacidade consideravel de
adaptar suas atividades e fungdes para preservar o desenvolvimento fetal de possiveis alteragdes
no organismo materno, como priva¢ao nutricional, patologias, exposicao a drogas ou toxinas.

No entanto, a ocorréncia de algumas patologias durante a gestacdo pode exceder sua
capacidade de adaptar-se. Quando isso ocorre, perturbagdes no funcionamento da placenta estao
associadas a alteracdes na programacao do desenvolvimento do feto, predispondo-o a uma
variedade de disfungdes, como prematuridade, pré-eclampsia, restrigdo de crescimento e
prejuizos na saude na vida futura da crianca.

O cancer durante a gestacdo ¢ uma delicada condi¢do para a paciente e traz desafios a
equipe médica tornando-se, entdo, uma importante questdo de satde publica. O aumento da
incidéncia do cancer em mulheres, associada a condi¢do de postergar a concepg¢do, estd
aumentando o nimero de diagnodsticos de cancer durante a gestacdo. O desenvolvimento do
tumor durante a gestacdo promove alteragdes metabolicas materna que podem comprometer o
funcionamento adequado da placenta e, consequentemente, prejudicar o desenvolvimento fetal.
No entanto, a suplementa¢cdo materna com leucina tem se demonstrado uma aliada poderosa
para mitigar os efeitos deletérios do cancer durante a gestacao.

Considerando o exposto acima, torna-se importante obter um panorama dos metabolitos
placentérios alterados devido a presenca do tumor e modulados pela suplementagao com leucina.
A funcionalidade da placenta também pode ser investigada através das alteragdes em sua
morfologia, alteracdes na expressdo de genes importantes para a sintese de proteinas (via da
mTOR) e para o desenvolvimento do feto e de sua propria regulacao (via da Nodal).

1.3. Objetivo geral
Assim, esse trabalho teve como objetivo avaliar se a dieta rica em leucina foi capaz de

modular a atividade placentaria de ratas prenhes portadoras de tumor de Walker 256.
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1.4. Objetivos especificos
CAPITULO 1. Hipétese: A dieta rica em leucina modula o perfil metabolomico materno
de ratas portadoras de tumor de Walker 256, no final da prenhez, e exerce efeito favoravel a

atividade placentaria, preservando os fetos

- Avaliar os parametros morfométricos maternos de fémeas portadoras de tumor

alimentadas com dieta rica em leucina.
- Tracar o perfil metabolomico de soro maternos.
- Avaliar os parametros morfométricos dos fetos e placentas.
- Avaliar a expressao génica placentdria das proteinas Nodal, ALK4 e Tpbpa.

- Avaliar a expressdao gé€nica placentaria das proteinas relacionadas as vias de

sintese e degradacdo placentarias: mTOR, P70, 4EBP1, AKT, FOXO1 e Murf.
- Avaliar a expressao génica placentdrias de LdAHA, B1-AR e HIF.

- Tragar o perfil metabolomico das placentas no final da prenhez e correlacionar

com as alteragdes maternas.

CAPITULO 2. Hipétese: A dieta rica em leucina modula o perfil metabolémico
placentario de ratas prenhes portadoras de tumor de Walker 256 e promove alteragdes benéficas

ao perfil metabolomico fetal ao longo de toda prenhez.

- Avaliar, em time-course, os parametros morfométricos materno de fémeas

portadoras de tumor alimentadas com dieta rica em leucina.

- Avaliar, em time-course, o perfil metabolomico de placentas de fémeas

portadoras de tumor alimentadas com dieta rica em leucina.

- Avaliar, em time-course, o perfil metabolomico de fetos de fémeas portadoras

de tumor alimentadas com dieta rica em leucina.
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2. CAPITULO 1: Elaboracio de artigo intitulado: “A dieta rica em leucina modulou o
metabolismo materno e a expressao de Nodal placentaria em ratas prenhes portadoras
de tumor de Walker 256
Este artigo sera submetido no periddico Cancers, Special Issue Cancer and Pregnancy,
fator de impacto 6.126

2.1. Resumo

Introducdo: A presenca do tumor durante a gestagdo pode levar a alteragdes metabolicas
maternas que promovem danos a placenta. A leucina ¢ um aminoacido essencial de cadeia
ramificada conhecida pelos seus efeitos benéficos, inclusive ao tecido placentario,
principalmente quando concomitantemente ao crescimento tumoral. Dessa forma, o presente
estudo teve como objetivo investigar como a dieta rica em leucina modulou as alteragdes
metabolicas materna e como essas alteracdes refletiram na atividade placentaria. Metodologia:
Ratas Wistar prenhes foram distribuidas em quatro grupos experimentais (n=10): dois grupos
alimentados com dieta controle — Controle (C) e Tumor (W); dois grupos alimentados com dieta
rica em leucina, Leucina (L) e Tumor Leucina (LW). Ambos os grupos W e LW receberam
implante tumoral no 2° dia de prenhez. Resultados: A dieta rica em leucina foi capaz de
recuperar os pesos corporeos das ratas LW, bem como o peso dos seus fetos, e diminuiu o peso
do tumor em relagdo ao grupo W. No entanto, a dieta rica em leucina ndo modulou os
metabolitos séricos maternos, como triptofano, fenilalanina, tirosina, glicina, creatina,
hidroxibutirato e uracila, dos quais estavam aumentados devido a presenca do tumor (W e LW, >
C). Os metabolitos séricos fenilalanina, glicina, glutamina e taurina estavam diminuidos no
grupo L em comparagdo com C. As concentragdes séricas de serina, glutamina e taurina do
grupo LW estavam semelhantes a L, porém diferentes de C. A leucina também pareceu
influenciar a expressao génica da Nodal nos grupos L e LW, mostrando-se reduzida em relacao
ao grupo C. No entanto, a expressdo génica da proteina especifica trofoblastica ndo reduziu
nestes grupos (L, LW), podendo ser um indicativo de que, apesar da reducdo da expressao
génica da Nodal, ndo houve comprometimento da atividade das células trofoblasticas. Na
analise do perfil metabolomico da placenta, observou-se alteragdes no grupo W em relagdo ao
C principalmente em metabdlitos relacionados ao metabolismo energético. Apesar do grupo
LW também estar diferente do C, este manteve-se semelhante ao L. Conclusao: A dieta rica em
leucina foi capaz de recuperar os pesos corporeos das ratas e dos fetos do grupo LW e nao
comprometeu a atividade das células trofoblasticas mesmo apresentando reducao de expressao

génica da Nodal. Também, a leucina modulou vias do metabolismo energético e preservou o
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metabolismo de creatina e histidina nos tecidos placentarios. Assim, dieta rica em leucina pode
ser uma alternativa para minimizar os efeitos deletérios do cancer sobre a prenhez,

principalmente no tecido placentario.

2.2. Introducao
O cancer foi a segunda principal causa de mortes nos paises com indice de
desenvolvimento humano mais baixos em 2020 (BERNARD; CHRISTOPHER, 2020). Entre
as mulheres, a incidéncia do cancer durante a gestacdo tem aumentado, porque estdo esperando
por mais tempo para terem filhos (WEISZ; SCHIFF; LISHNER, 2001; ZAGOURI et al., 2016).
Alguns autores definem o cancer durante a gestagao quando o diagnostico ¢ feito durante o
periodo gestacional, durante a lactagdo, ou at¢ um ano apdés o parto (MCCORMICK;

PETERSON, 2018; STRULOV SHACHAR et al., 2018; ZAGOURI et al., 2016).

As células tumorais apresentam flexibilidade metabolica determinada pela sua
habilidade em reprogramar o balanco entre as vias anabdlicas e catabdlicas (MIN; LEE, 2018).
Assim, através de alteragdes na expressdo génica, células tumorais controlam quais
fatores/citocinas serdo liberados na circulagdo sanguinea. Esses fatores sdo capazes de ativar
vias de degradagdo e apoptose celular e inibir vias de sintese e proliferacao celular dos demais
tecidos do hospedeiro (ARGILES et al., 2014). Dessa forma, o desenvolvimento da patologia
cancer durante a gestacdo pode promover alteracdes metabolicas significativas no hospedeiro
que podem alterar o balango energético materno resultando em disfungdes da placenta e
consequente prejuizos ao desenvolvimento fetal (CARBO et al., 1996; TOLEDO; GOMES
MARCONDES, 2004).

Estudos realizados em placentas de ratas portadoras de tumor de Walker 256 mostraram
que a presenga do tumor promoveu danos irreversiveis a placenta. Foram encontradas alteragdes
morfologicas (TOLEDO; GOMES-MARCONDES, 1999); diminui¢do da atividade das
enzimas antioxidantes, aumentando a quantidade de produtos da peroxidacdo lipidica nas
células placentarias (TOLEDO; VENTRUCCI; GOMES-MARCONDES, 2011); e alteragdes
na sintese proteica total e na expressio da mTOR placentaria que acarretaram o desbalango
entre metabolismo de sintese e degradagdo proteica e comprometeram a proliferagdo e atividade
celular do tecido placentario (CRUZ; GOMES-MARCONDES, 2014; VIANA; GOMES-
MARCONDES, 2013). Adicionalmente, alguns estudos mostraram que a dieta rica em leucina

durante a gestacdo pode favorecer o desenvolvimento fetal e diminuir os efeitos nocivos do
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tumor sobre a placenta. (CRUZ; GOMES-MARCONDES, 2014; CRUZ et al., 2016; VIANA;
GOMES-MARCONDES, 2015, 2013).

A leucina ¢ um aminodcido essencial de cadeia ramificada capaz de modular
positivamente, minimizando os efeitos nocivos do tumor tanto no organismo materno como na
placenta. A disponibilidade de leucina na circulacio materna melhora a transferéncia de
aminodcidos pela placenta para suprir o feto (HILL; YOUNG, 1973; ZAUGG et al., 2021). De
igual importancia, a leucina atua como molécula sinalizadora celular da mTOR, incluindo
AKTI1, RPS6K e RPS6, que sdo essenciais para o desenvolvimento do blastocistos e conceptos
em ovinos, ativando eventos relacionados ao desenvolvimento que afetam a proliferacdo e
migragao celular durante o periodo peri-implantacao (KIM et al., 2011). Estudos realizados em
ratas prenhes portadoras de tumor de Walker 256, alimentadas com dieta rica em leucina,
mostrou que a proteina total sérica e o de hematocrito dos fetos estavam similar ao grupo
controle e maiores que os fetos do grupo com tumor alimentado com dieta controle (CRUZ;
GOMES-MARCONDES, 2014). Em experimentos realizados em camundongas prenhes
portadoras do adenocarcinoma MACI16, a presenga do tumor durante a prenhez diminuiu os
pesos materno e fetal, possivelmente, pela diminui¢do da expressdo da via de sinalizagdo PI3K
/ Akt / mTOR. Nas fémeas prenhes portadores do tumor alimentadas com dieta rica em leucina,
a via de sinalizagdo PI3K / Akt / mTOR estava semelhante ao controle e evitou a diminui¢ao
dos pesos materno e fetal, comparados com as portadoras de tumor alimentadas com dieta
controle (VIANA; GOMES-MARCONDES, 2015). Dessa forma, a leucina vem sendo
amplamente estudada devido a sua importante fungdo na preservagdo do peso corporeo, por

favorecer o balanco de sintese proteica.

Explorar o perfil sérico metabolico durante a gestacao, ja que o balango dos metabdlitos
maternos circulantes ¢ essencial para o desenvolvimento do feto, oferece informacdes
poderosas, ajudando a elucidar distirbios metabolicos maternos, principalmente durante
patologias como o cancer. Esses disturbios podem levar a danos na placenta que resultam em

complicagdes e prejuizos fetais (MAITRE et al., 2016; PINTO et al., 2015).

A placenta, como 6rgdo enddcrino imprescindivel para a gestacdo e crescimento fetal,
precisa ser melhor estudada quando em associac¢ao ao cancer durante a gestacdo. Uma vez que,
alteracdes na sua func¢do também pode comprometer a sintese e liberacdo de hormdnios e
peptideos placentario importante para a gestacdo e desenvolvimento fetal (MATHESON et al.,

2016; SFERRUZZI-PERRI; CAMM, 2016). No entanto, ainda sdo poucos os trabalhos que
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investigam como as alteracdes metabdlicas maternas, devido ao crescimento do tumor, afetam

a funcdo da placenta e como a dieta rica em leucina pode modular positivamente esses efeitos.

2.3. Objetivo
Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo investigar como a dieta rica em leucina
modula os metabolitos séricos maternos e como essas alteracdes refletem na atividade da

placenta.

2.4. Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados ratos Wistar com aproximadamente 90 dias de idade foram obtidos no
Centro de Bioterismo da UNICAMP (Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica na
Area da Ciéncia de Animais de Laboratério/ UNICAMP) e submetidos a cruza pelo método de
harém (BAKER, 1991), quatro fémeas para um macho. O dia zero da prenhez foi determinado
pela detecgdao da cruza pelo método de esfregaco vaginal ou plug vaginal. As ratas prenhes
foram mantidas em gaiolas coletivas, nas condi¢des controladas do Biotério de claro/escuro

12hs, umidade de 60%, temperatura 22° C, com dieta e a agua ad libitum.

As fémeas foram randomizadas aleatoriamente em 4 diferentes grupos experimentais,
sendo dois grupos receberam dieta controle e dois receberam dieta rica em leucina. As ratas

prenhes foram distribuidas nos dois seguintes grupos:
Controle (C): alimentadas com dieta controle (n = 10);

Walker (W): alimentadas com dieta controle e implantadas com células tumorais (n =

10);
Leucina (L): alimentadas com dieta rica em leucina (n = 10);

Leucina Walker (LW): alimentadas com dieta rica em leucina e implantadas com células

tumorais (n = 7).

As ratas foram mantidas em gaiolas, com 2 animais cada, durante todo o periodo experi-
mental, e aferido o peso 3 vezes por semana. Para todos os grupos descritos acima, as ratas
foram eutanasiadas no momento final da prenhez, entre 19 e 21 dias. Foram coletados soro
materno (ap6s centrifugacdo do sangue materno coletado por decapitagdo), tecidos placentéarios
(placenta com a decidua materna) e fetal para analises bioquimicas e moleculares. Também

foram coletados bago, musculo esquerdo e tumor para andlises morfométricas.
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O desenho experimental com uso animal deste estudo foi submetido e aprovado pela Co-

missdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/Unicamp sob niimero 5316-1/2019 (Anexo 6.2)

Dieta

As dietas semi-purificadas seguiram os padrdes estabelecidos pelo Instituto Americano
de Nutricdo (AIN-93) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). A dieta controle foi composta de
18% proteina e a dieta rica em leucina, por 18% de proteina com adi¢do de 3% L-leucina (Tabela
1). As dietas foram compostas de quantidades similares de nitrogénio (aproximadamente 13,2
mg N2/100g dieta). O ajuste calorico da dieta leucina foi feito com reducdo da quantidade
equivalente de carboidrato, correspondendo assim a dieta isocalorica. Os demais ingredientes
das duas dietas — controle e leucina — foram equivalentes as quantidades de gordura, fibra,

mistura de sais e vitaminas, colina e cisteina.

Tabela 1: Componentes das dietas controle e rica em leucina

Dietas

oo Controle | Leucina

(%) (%)
Amido de milho 39,7 38,7
Caseina* 20,0 20,0
Dextrina 13,2 12,2
Acucar 10,0 9,0
Fibra de celulose 5,0 5,0
Mistura de sais 3,5 3,5
Mistura de vitaminas 1,0 1,0
Cisteina 0,3 0,3
Colina 0,3 0,3
Gordura (6leo de soja) 7,0 7,0
Leucina 3% ** 0,0 3,0

Os valores apresentados na tabela correspondem a % que
cada ingrediente representa na dieta. * Contém 85% de
proteina, ** Fornecido pela empresa Ajinomoto
Interamericana Ind. & Com. Ltda.

Procedimento experimental

Ap6s detectada a cruza, as ratas prenhes foram distribuidas aleatoriamente nos seguintes
grupos experimentais, como descrito a seguir: grupo controle (C) correspondeu as ratas prenhes
que receberam dieta controle e sem implante tumoral; grupo W, correspondeu as ratas prenhes
que receberam dieta controle e implante tumoral Walker 256; grupo L, as ratas prenhes que
receberam dieta rica em leucina sem implante tumoral e grupo LW, as ratas que receberam dieta
rica em leucina e implante tumoral Walker 256. No 2° dia de prenhez, as ratas dos grupos W e

LW receberam implante tumoral. Ao longo do periodo experimental, foi aferido o peso das ratas
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e ingestdo alimentar das mesmas trés vezes por semana. As ratas foram eutanasiadas por
decapitacdo no 3° terco da prenhez. Foram pesados todos os 0rgdos, carcaga materna, assim
como coletados e pesados os fetos correspondentes as respectivas placentas. Também foram
coletados soro materno para dosagem sérica e metabolomica, assim como os tecidos

placentarios foram analisados quanto a histologia, rt-PCR, Western blot e metabolomica.

Implante tumoral

O implante do tumor foi realizado a partir de suspensao de células do tumor Walker 256
(cerca de 5 x 106 células viaveis por 0.5mL de in6culo), injetadas no flanco direito dos grupos
W e LW (GOMES-MARCONDES et al., 1998).0s animais injetados com células do tumor de
Walker 256 t€m sobrevida aproximada de 21 dias, que coincide com o periodo de prenhez.
Assim, para que as fémeas conseguissem chegar ao final da prenhez, as células tumorais foram
implantadas no 2° dia de prenhez. Além disso, aos 10 dias de implante tumoral, ou
correspondente 12°. dia de prenhez, o tumor tornou-se palpavel, como massa solida de

aproximadamente 1,00 cm3, periodo esse com liberagdao dos fatores tumorais.

Histologia
Amostras de placentas foram coletadas e fixadas em solugdo de formaldeido tamponado
a 10%, por aproximadamente 24 horas, seguindo-se entdo a inclusdo em parafina e confecgao
das laminas com cortes histoldgicos de Spum de espessura, obtidos com auxilio do micrétomo,
fixadas e desidratadas em graus crescentes de alcool, limpas em xileno e embebidas em parafina
(CHANDLER; ROBERSON, 2009) e entdo feita a coloracao de hematoxilina-eosina (HE), de
acido periddico-Schiff (PAS).

Para determinar o nimero de células do labirinto, assim como de células trofoblasticas
gigantes, foram identificados e contados os nucleos, fazendo-se a média de 5 quadrantes alea-
torios, com area aproximada de 100 pm x 100 pm por quadrante, em aumento de 40x, por
animal; o resultado foi expresso como ntimero de nucleos por drea de placenta por grupo. Para
determinar a area das células trofoblasticas gigantes, utilizamos o software Image Pro-Plus Pre-
mium (v.3.01, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) em microscopio Leica (Leica
DMLM, Wetzlar, Germany); as areas foram calculadas a partir do perimetro celular medidos
nas células contidas em 5 quadrantes aleatdrios, com area aproximada de 100 pm x 100 pm por
placenta por animal, em aumento de 40x; os resultados foram expressos como area em pm2,

calculada pela média do nimero de células por quadrante por placenta por grupo.
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Metabolémica

A analise de metabolomica foi realizada com técnica de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). A metabolomica do soro das ratas prenhes foi analisada através da filtragem de 450 pL
de soro em coluna Microcon 3YM (Amicon Ultra 0.5mL, Sigma-Aldrich®), excluindo-se
moléculas maiores que 3 kDa. Ao soro filtrado foram adicionados 4gua Milliq, tampao contendo
10% de agua deuterada (D20) e tampao fosfato (0,1M, pH 7,4) contendo Sal de s6dio do acido
3- (trimetilsilil) propidnico-2,2,3,3-d4 (controle interno/referéncia) a concentracao de 0,5mM.
Essa mistura foi entdo transferida para tubo de RMN (Norell® Standard Series™ 5 mm, Sigma-
Aldrich®). Os espectros unidimensionais de 1H foram obtidos a 600 MHz, utilizando o
espectrometro Varian do Laboratdério Nacional de Biociéncias (LNBio), integrante do Centro
Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), com sequéncias de pulso tradicionais

otimizadas para supressao do sinal da agua.

A metabolomica do tecido placentario foi processada apds pesagem de
aproximadamente 0,3g, do qual foi homogeneizado em 250uL de solugao contendo metanol e
cloroférmio, na proporcao de 2:1, respectivamente, conforme protocolo proposto por Le Belle
e colaboradores (LE BELLE et al., 2002). Apds homogeneizacdo, acrescentou-se as amostras
250uL de solucao de cloroférmio com 4gua Milli-Q na proporc¢ao de 1:1. Em seguida, foram
centrifugadas a 3700 rpm por 20 minutos, para separacdo em duas fases. A fase do metanol
contém os metabolitos polares e a fase do cloroférmio, os metabdlicos apolares. Ambas as fases
foram coletadas separadamente, armazenadas em eppendorfs e liofilizadas no speedvac
(Speedvac Eppendorf Concentration, Eppendorf, Maryland, USA). Apo6s liofilizadas, a por¢ao
contendo os metabdlitos polares foi ressuspendida em 600uL de 4gua deuterada (D20), tampao
fosfato (10 X) com 2,8 x 10-1 mol/L de NaH2PO4 ¢ 7,2 x 10-1 mol/L. de Na2HPO4. As amostras
atingiram valores de pH proximos a 7,40-7,45, e 50mM de TSP (4cido 3-(trimetilsilil)-2,2',3,3'-
tetradeuteropropionico). Para a identificacdo e quantificagdo dos metabolitos polares, foi
utilizado o software Chenomx RMN (Suite 7.6 Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada),
utilizando-se a metodologia de “targeted profiling” (Chenomx NMR Suite, Canada; KnowlItAll,
Bio-Rad, EUA) para a andlise dos espectros de RMN, os quais foram processados para analise
e determinagdo das concentragdes dos diversos metabolitos a partir de biblioteca de dados

espectrais dos metabdlitos isolados.

rt-PCR
Para esse topico, as amostras de placenta foram processadas quanto a extracdo do RNA

total, utilizando-se Tri-reagente — Sigma, seguindo especificagdes do fabricante. O RNA foi
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quantificado por espectrofotometro a 260/280 nm e pureza determinada por eletroforese em gel
de agarose 1% em Tris borato, pH 8,3 e coloragdo com brometo de etidio (MEADUS, 2014).
Apos a extragdo, 5 ug do RNA total foi combinado com 0,5 pg de oligo-dT, 200 uM de dNTPs
e H20, pré-aquecido a 65°C por 2 minutos para a desnaturacdo. A mistura foi entdo esfriada
rapidamente a 20°C e adicionados 10 pL de tampao para transcriptase reversa (5X), 10 mM de
DTT e 200 unidades de Transcriptase Reversa MMLV, num volume final de 50 pL. A reacao
foi realizada inicialmente em temperatura a 37°C durante 90 minutos, seguida por aquecimento
por 5 minutos a 95°C. O cDNA obtido (2 pL) foi amplificado por PCR, na presenca da enzima
Taq polimerase. Os primers (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO) analisados foram
Nodal (forward: 5 CTA GAC TCA GCC TCT GTA TC 3’, reverse: 5° ACC TTA AGA ACC
TAT AAC ACC C 3’), ALK4 (forward: 5’CAC TGA CAC CAT AGACAT TG3’, reverse:
5’CACACTTGA AGG AGT CAAAG3’), PrI3b1 (forward: 5°CTA CAC TCA TGATCT TGC
TTC3’, Reverse: 5’GCC AGG CTT GTAAAATAG TG3’), Tpbpa (forward: 5’CCT ATA CAG
GAA CAG CTA GAG3’, reverse: 5’TCT TCT TTT TCA CCA TCA GG3’) e controle interno
GAPDH (forward: 5’CCA TGG AGAAGG CTG GG 3’, reverse: 5’CAAAGT TGT CAT GGA
TGA CC 3°).

Estatistica

Todos os resultados foram expressos como médias e desvio padrao das médias. A
normalizagdo dos tecidos para os resultados morfométricos foi feita dividindo-se o peso do
tecido (g) pelo peso corporeo materno no dia 0 de prenhez (g). O delta — variagdo do peso
corpdreo materno — corresponde a: Delta = o peso corpéreo materno no dia da eutanasia(g) —
[peso corpdreo materno no dia 0 de prenhez (g) + peso dos fetos + peso das placentas + peso
do tumor (g)]; Todas as analises de comparagdo entre os grupos foram realizadas utilizando-se
ANOVA two-way, seguido de teste de comparacao de multiplos grupos teste de Tukey’s HSD,
para probabilidade inferior a 5% (Gad and Weil 1994) usando o Graph Pad Prism 7 (GraphPad
Software, Inc, version 7.00). As analises de discrepancia entre vias metabdlicas foram
realizadas por teste de distribuicdo hipergeométrica, através da plataforma MetaboloAnalyst
(CHONG; YAMAMOTO, 2019; PANG et al., 2020).

2.5. Resultados e Discussao

2.5.1. Dieta rica em leucina modula os parametros morfométricos maternos, alterados
em fungdo da evolugdo tumoral

O desenvolvimento do cancer durante a gestagdo pode promover alteragcdes metabolicas
e fisiologicas significativas no hospedeiro que levam a perda da massa muscular esquelética,

devido a combinagao do decréscimo do anabolismo com aumento do catabolismo (ELEY;
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RUSSELL; TISDALE, 2007). No entanto, estudos em modelos de cancer que promovem a
perda de peso associado com a suplementacdo com leucina t€ém demonstrado que a leucina
modula os efeitos negativos do tumor, evitando a espoliacio da musculatura esquelética
preservando, entdo, o peso corpéreo. Neste trabalho, avaliamos os principais efeitos da leucina
associada a evolugdo tumoral durante a gestacdo sobre os pardmetros morfométricos do
organismo materno e suas consequéncias quanto a sinalizag¢do de sintese e proliferagao celular

e no perfil metaboldémico do tecido placentario.

Peso copdéreo materno no final da prenhez
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Figura 3. Peso corporeo materno relativo, portadoras ou ndo de tumor e submetidas ou néo a dieta rica em leucina
ao final do periodo de prenhez. Dados apresentados como média normatizada e desvio padrdo. Legenda: C,
controle (n=10); W, prenhe portadora de tumor (n=12); L, prenhe alimentada com dieta rica em leucina (n=11);
LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina (n=7). ? P < 0,05 comparado ao grupo C. ° P < 0,05
comparado ao W.
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Figura 4. A, Variagdo — delta — do peso corpéreo materno B, peso absoluto do tumor (g) com e sem implante tumoral,
sob modulagdo da dieta rica em leucina. Dados apresentados como média e desvio padrdo. Legenda: C, controle
(n=10); W, prenhe portadora de tumor (n=10); L, prenhe com dieta rica em leucina (n=10); LW, prenhe portadora de
tumor e dieta rica em leucina (n=7). %, P < 0,05 comparado ao grupo C. ° P < 0,05 comparado ao W.

O crescimento tumoral durante a prenhez promoveu a diminuicdo do peso corporeo
materno no grupo W comparado com C (Figura 3), mostrado também pela variagdo — o delta —

de peso corporeo materno do grupo W ao final do periodo de prenhez, que foi significativamente
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reduzido em relagdo ao grupo C. A suplementacdo com leucina manteve o peso corpdreo
materno e o delta do peso corpéreo materno do grupo LW semelhante ao grupo C e maior que
o grupo W. A leucina exerce importante fun¢do na sinalizacdo celular de sintese proteica nos
musculos esqueléticos e sintese de lipideos no tecido adiposo (DUAN et al., 2016). Logo,
observando-se as Figuras 3 e 4, notou-se o efeito da leucina em preservar o peso corporeo
materno no grupo LW. Apesar da leucina atuar no aumento da sintese proteica e proliferagao
celular, de alguma forma teve efeito modulatorio negativo quanto a proliferacao e crescimento
das células tumorais, pois o peso do tumor do grupo LW apresentou-se menor em relagdo ao
tumor do grupo W (Figura 4).

2.5.2. A dieta rica em leucina ndo modulou as alteracoes do perfil metabolomico

serico materno em fungdo da evolugdo tumoral

A andlise do perfil metabolomico dos soros maternos, onde foram perfilados 48
metabolitos para cada um dos quatro grupos experimentais — C, W, L e LW —, mostrou que o
tumor afetou a concentracao sérica, aumentando os metabdlitos triptofano, fenilalanina, tirosina,
glicina, creatina, hidroxibutirato e uracila nos grupos W e LW comparados ao grupo C; diminuiu
os metabdlitos glutamina nos grupos W e LW comparados com grupo C; e diminuiu taurina no
grupo W comparados com grupo C. A dieta rica em leucina modulou os metabolitos séricos
maternos — fenilalanina, glicina, serina, glutamina e taurina — que estavam diminuidos no grupo
L, comparado ao C; e modulou o hidroxibutirato, que estava aumentado em LW em comparagao

ao grupo C e ao grupo W (Figura 5).

As células tumorais necessitam de aminoacidos disponiveis para sustentar sua intensa
proliferacdo celular. Por exemplo, glutamina, glicina e &cido aspartico sdo usados para sintese
de DNA, sintese de proteinas para estrutura celular e formagao de novos vasos — angiogénese
(HUANG; PLASS; GERHAUSER, 2011). Assim, o aumento da demanda de determinados
aminoacidos pelas células tumorais, pode diminuir a disponibilidade de aminoacidos na
circulacdo do paciente (BI; HENRY, 2017). No entanto, outros estudos mostraram que
diferentes tipos de cancer, em diferentes estigios de desenvolvimento, podem resultar em
padrdes diferentes de perfil de aminoécidos séricos, elevando a concentragdo de determinados
aminoacidos (BI; HENRY, 2017; GU et al., 2015; LAUTAOJA et al., 2019; VISSERS et al.,
2005; YANG et al., 2018).

O triptofano ¢ um aminodcido essencial na dieta humana e seu metabolismo esta
envolvido em duas importantes vias metabdlicas, a de sintese da quinurenina e da serotonina

(KANALI et al., 2009) (WIGGINS et al., 2015). O triptofano ¢ um importante candidato a
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biomarcador, pois sua concentracdo sérica encontra-se reduzida em varios tipos de tumor
(LIESENFELD et al., 2013; WIGGINS et al., 2015). A degradagdo do triptofano, através das
enzimas indolamine 2,3-dioxigeanse e triptofano 2,3 dioxigenase, produz varios metabolitos

secundarios biologicamente ativos, incluindo &cido quinurénico, acido antranilico e acido 3-
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Figura 5. Metabdlitos séricos maternos avaliados no ultimo ter¢o de prenhez, em fémeas com e sem implante
tumoral, sob modulagédo da dieta rica em leucina. C- fémeas prenhes (n=8), W- fémeas prenhes portadoras do tumor
de Walker 256 (n=8), L- fémeas prenhes alimentadas com dieta rica em leucina (n=4), LW- fémeas prenhes
portadoras do tumor de Walker 256 alimentadas com dieta rica em leucina (n=6). Os grupos W e LW receberam
inoculacdo do tumor no segundo dia de prenhez. Dados apresentados como média + desvio padrdo em pM/mL ?, P
< 0,05 comparado ao grupo C.° P < 0,05 comparado ao L. ¢ P < 0,05 comparado a0 W

hidroxiantranilico (NINOMIYA et al., 2020). Esses metabdlitos secundarios bloqueiam a
proliferacdo de células T especificas, além de induzirem a morte dessas células T.
Adicionalmente, as citocinas inflamatdrias do cancer, como o interferon-y (IFN-y), induzem a
expressdo de indolamine 2,3-dioxigeanse e triptofano 2,3 dioxigenase, responsaveis pela

degradacdo do triptofano via quinurenina, favorecendo o aumento da formacdo desses
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metabolitos secundarios que irdo controlar as respostas imunologicas exacerbadas. Assim, o
metabolismo de triptofano, com sua degradagao, ajuda os tumores a evadirem-se das respostas
imunes do hospedeiro, favorecendo de certa forma a sobrevivéncia das células neoplasicas
(NINOMIYA et al., 2020). Entretanto, nesse estudo, observamos que as concentracdes séricas
de triptofano nos grupos com tumor, W e LW, estavam aumentadas em comparagdo com grupo
C. Em estudos com camundongos, a deficiéncia de indolamine 2,3-dioxigeanse resultou no
aumento da concentragdo de triptofano plasmatico (KANALI et al., 2009). Assim, o aumento do
triptofano na presenca do tumor nos grupos W e LW pode sugerir inatividade dessas enzimas.
Nesse caso, a dieta rica em leucina nao alterou a concentragdo de triptofano, porém de certo

modo modulou o crescimento tumoral (Figura 5).

O metabolismo da creatina / creatinina desempenha importante papel na producdo de
energia das células musculares, além de estar relacionado a carcinogénese e a progressao do
cancer. A creatina junto a fosfocreatina fornecem energia por doa¢ao de ATP, sendo a creatinina
um produto residual do metabolismo da creatina (LOWE; KARBAN, 2014). Estudos pré-
clinicos mostraram que durante a progressdo do cancer, as enzimas que sintetizam a creatina
sdo reguladas positivamente, enquanto os niveis de creatinina estdo diminuindo (FANOS et al.,
2013). Assim, sugere-se que a creatina seja rapidamente utilizada pela célula neoplasica como
um recurso energético, o que pode levar a creatinina como um produto residual. Portanto, niveis
elevados de creatinina sérica podem estar associados a tumores altamente ativos (PINTO et al.,
2015). Alteragdes no balanco entre creatina e creatinina sérica durante a gestagdo costumam
estar associadas a fetos nascidos com restrigdo de crescimento (PINTO et al., 2015). Nesse
estudo, ndo foram observadas alteragdes na concentragdo de creatinina sérica materna (Tabela
7, Anexo 3), embora a concentragdo de creatina estava aumentada nos grupos W e LW em
relacdo ao C, possivelmente este fato pode estar relacionado ao menor peso fetal encontrado
nas prenhes do grupo W. Por outro lado, embora a dieta rica em leucina ndo tenha modulado a
creatina no grupo LW (Figura 5), o peso fetal dessas fémeas foi preservado, assim como a razao

peso feto/peso placenta, a serem abordados mais adiante (Figura 6).

A glutamina ¢ um importante aminoacido para a transposi¢do de carbono e nitrogénio
para outros aminoacidos (HENSLEY et al., 2013; SIRNIO et al., 2019). Assim, a participagio
da glutamina em processos bioldgicos ¢ grande, incluindo o uso da glutamina como substrato
para sintese proteica e precursora anabolica para o crescimento da musculatura (WU et al.,
2015). Pacientes em estados mais avangados de cancer apresentam concentragcdo sérica de

glutamina diminuida, devido a inflamago sistémica causada pela presenca do tumor (SIRNIO
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et al., 2019). Nesse contexto, a baixa concentragdo de glutamina sérica ocorre porque as células
do sistema imunoldgico consomem glutamina, assim como as cé¢lulas tumorais em pleno
crescimento (SIRNIO et al., 2019). Durante a gestagdo, a glutamina, como o glutamato, sdo 0s
principais combustiveis metabolicos para o rapido crescimento das células placentérias, assim
como para o figado fetal (WU et al., 2015). O crescimento do cancer durante a gestagdo pode
competir pela disponibilidade de glutamina e, como consequéncia, faltar para o crescimento da
placenta e feto. Foi observado que a concentracio de glutamina sérica estava reduzida em todos
0s grupos experimentais, com e sem tumor, independente do esquema nutricional — W, LW e L
— quando comparados ao grupo C,. Logo, a leucina diminuiu a concentragao da glutamina tanto
no grupo L como no LW, mantendo a concentracao sérica semelhante ao grupo W. A glutamina
reduzida no grupo W pode estar relacionada ao prejuizo no desenvolvimento dos fetos.
Entretanto, a redugdo de glutamina em L e LW (Figura 5) ndo resultou na diminui¢ao do peso
dos fetos para esses dois grupos, principalmente quando a prenhez e o desenvolvimento

neopldasico estdo associados a dieta rica em leucina (Figura 6).

Glicina e serina também s3o importantes aminodcidos para biossintese de glutationa,
nucleotideos e fosfolipidios (LABUSCHAGNE et al., 2014). O estudo de Labuschagne e
colaboradores sugere que a interconexao de serina e glicina faz com que sejam igualmente
efetivos no suporte para proliferacio celular tumoral. O mesmo estudo também sugere que as
células tumorais liberam parte do excesso de glicina para limitar seu acimulo intracelular e,
assim, regular a captagdo de serina para conversao em glicina. Dessa forma, as células tumorais
conseguem manter a sintese e proliferacdo maxima de nucleotideos (LABUSCHAGNE et al.,
2014). Em adigdo, estado mais avangcado da evolugdo tumoral estd associado a baixa
concentracdo de alanina e alta concentracdo de glicina, indicando que a alteracdo no perfil
sérico desses aminoacidos foi determinada pelo sistema inflamatorio e pelo estado avangado do
tumor (SIRNIO et al., 2019). Apesar de ndo termos verificado diferenca na concentragio de
alanina sérica entre os grupos experimentais (Tabela 7, Anexo 3), foram encontradas
concentracdes de glicina séricas aumentada nos grupos W e LW em relagdo ao grupo C,
sugerindo que houve alteragdes metabolicas influenciadas pela resposta inflamatéria e pelo
crescimento do tumor, sendo condizentes com a elevada proliferacdo das células neoplasicas,
como observado nos grupos W e LW (Figura 5). Embora a concentracdo de glicina estivesse
maior em LW em relagdo ao grupo W, foi correlacionada ao menor peso do tumor nesse grupo
LW em relacdo ao W (Figura 4), sugerindo que a suplementag¢do nutricional péde modular

outras vias para proporcionar efeito benéfico a gravidez.
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A glutamina, glicina, junto a uracila, participam de vias em comum relacionadas ao
metabolismo de sintese e degradacdo de proteinas. Alteragdes nesses metabolitos podem estar
associadas as alteracdes nas vias descritas na Tabela 2. Os metabdlitos glicina e uracila estavam
aumentados no grupo LW em relacdo ao grupo C. Glicina e uracila também participam de vias
em comum com glutamina, indicando possiveis alteragdes nas vias do metabolismo de
glioxilato e dicarboxilato, metabolismo de pirimidina e biossintese de aminoacil-tRNA (Tabela

2).

Taurina, por sua vez, ¢ considerado um aminoacido nao essencial, pois sua sintese em
humanos ¢ limitada, entdo, parte desse aminoacido precisa ser adquirido pela dieta para que nao
ocorra sua deficiéncia (HAYES; CAREY; SCHMIDT, 1975). A taurina ¢ o subproduto dos
aminoacidos sulfurosos metionina e cisteina e exerce uma variedade de efeitos bioldgicos
importantes na regulagdo osmotica, como estabilidade da membrana, modulagdo da
neurotransmissdo de sinalizacdo de célcio, a atividade antiapoptodtica e antioxidante (JUNG;
CHOI, 2019). Estudos propdem que as alteragdes nos niveis sistémicos de taurina podem ser
usadas como diagnoéstico e progndstico de certos tipos de tumores (EL AGOUZA et al., 2011;
TU et al., 2018). Por exemplo, a concentracdo sérica de taurina em pacientes com cancer de
mama ndo avancado foi significativamente mais baixa do que em pacientes do grupo com
cancer de mama de alto risco ou do grupo de controle saudavel. Assim, a taurina ¢ considerada
um novo biomarcador para o diagndstico precoce do cancer de mama (SRIVASTAVA et al.,
2009). Foi demonstrado que a taurina exerce efeito inibitdrio no cancer de mama induzido por
dimetilbenzantracina em ratos; também foi demonstrado que a taurina pode induzir apoptose e
suprimir a proliferacdo em células colorretais e de cancer de mama (EL AGOUZA et al., 2011;
TU et al., 2018). Além disso, a taurina tem importante papel na homeostase da glicose durante
a gestagdo (LIU et al., 2021). A taurina aumenta a secre¢ao de insulina pelas células beta, assim
como modula os efeitos de genes associados ao diabetes através do aumento da sensibilidade a
insulina (LIU et al., 2021). Durante a gestagdo, a taurina é especialmente importante, porque o
feto passa por rapido desenvolvimento do cérebro, assim, a sua disponibilidade na circulagao
aumenta durante a gestacdo para atender essa demanda fetal. Para o feto, a taurina ¢ considerada
um aminoacido essencial, pois seu suprimento depende inteiramente da disponibilidade
materna e do seu transporte pela placenta (HOLM et al., 2018). Em gestantes com baixa
ingestdo de taurina, os fetos nasceram com menor peso € estatura em relagdo aos fetos de
gestantes com maior ingestdo de taurina (JUNG; CHOI, 2019). Conforme os resultados, aqui

encontrados, a taurina estava reduzida nos grupos W e L em relagdo ao C, porém no grupo LW,
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a taurina foi semelhante ao C (Figura 5). A reducdo de taurina sérica materna no grupo W pode
sugerir prejuizo no peso dos fetos desse grupo. Apesar do grupo L também apresentar reducao
de taurina, isso ndo afetou o peso dos fetos para esse grupo. Assim, na situacao de intenso efeito
deletério produzido pela evolugdo tumoral, a suplementag@o nutricional com leucina atuou de
forma a preservar o grupo LW, pois a concentracao de taurina também nao apresentou diferencga
em relagdo ao C, e como consequéncia, os fetos do grupo LW também estavam com peso

semelhante aos fetos de C (Figura 6).

O hidroxibutirato ¢ formado como subproduto durante a formacao de a-cetobutirato por
meio da reacdo catalisada pela lactato desidrogenase ou a-hidroxibutirato desidrogenase. Assim,
o aumento do hidroxibutirato pela atividade da lactato desidrogenase leva ao aumento do lactato
sérico. Como nao houve diferenga na concentragdo de lactato para os grupos experimentais,
sugere-se que o aumento do hidroxibutirato tenha ocorrido devido ao aumento da atividade da
a -hidroxibutirato desidrogenase. Estudos em pacientes com cancer colorretal, também foi
encontrado aumento na concentragdo de hidroxibutirato (NISHIUMI et al., 2012). O
hidroxibutirato também pode ser usado como marcador precoce de alteragdes regulatorias
decorrentes da glicose, ou da resisténcia a insulina e alteragdes no metabolismo de propanoato
(Tabela 3). No final da prenhez, o feto ja esta formado e demanda grande quantidade de energia
para seu intenso crescimento. Mediante ao balanco energético negativo devido aos
fatores/citocinas liberados pelas células tumorais, o aumento na concentragdo do
hidroxibutirato no grupo LW pode indicar que a leucina esté participando de uma adaptagao do
organismo materno para tentar atender a demanda energética através de mobilizagdo das
reservas de acidos graxos (ZENG; LIU; LI, 2017). Uma vez que a leucina também participa do
aumento de sintese e estoque de lipidios, pois € convertida em acetil-CoA. No metabolismo de
lipidio, o acetil-CoA formado a partir da leucina ¢ direcionado para a sintese de acidos graxos,
levando ao aumento do nivel de corpos cetdnicos. Assim, esse processo pode ser justificado

com o aumento do hidroxibutirato.

Tabela 2: Vias metabolicas impactadas a partir dos metaboélitos séricos maternos no periodo final de
prenhez, comparando-se o grupo W em relagdo ao grupo C.

WvsC
Pathway
Metabolitos Match status Regulacao P-value
Glicina 1
Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato 2/32 0,002
Glutamina |
Glutamina l
Metabolismo de pirimidina 2/39 0,003
Uracila i
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Glutamina l
Biossintese de Aminoacil-tRNA 2/48 0,005
Glicina 1
Metabolismo de D-glutamina e D-gluta- Glutamina 1/6 | 0.02
mato
Metabolismo de nitrogénio Glutamina 1/6 l 0,02
Biossintese de arginina Glutamina 1/14 l 0,04
Biossintese de pantotenato e CoA Uracila 1/19 1 0,05

Legenda: C- fémeas prenhes, W- fémeas prenhes portadoras do tumor de Walker 256.
Os animais do grupo W receberam inocula¢do do tumor no segundo dia de prenhez. Valor de P
para significancia <0,05. 1: upregulation; |: downregulation

Tabela 3: Vias metabodlicas impactadas a partir dos metabolitos séricos maternos no

periodo final de prenhez para a comparagdo entre o grupo LW em relacdo ao grupo W.

LW vs W
Pathway
Metabolitos Match status Regulacdo P-value
Metabolismo de propanoato Hidroxibutirato 1/23 1 0,03

Legenda: W- fémeas prenhes portadoras do tumor de Walker 256. LW- fémeas prenhes
portadoras do tumor de Walker 256 alimentadas com dieta rica em leucina. Os grupos W e LW
receberam inoculag¢do do tumor no segundo dia de prenhez. valor de P para significancia <0,05.
1: upregulation; |: downregulation

Em suma, a presenca do tumor durante a prenhez, alterou o perfil metaboldémico sérico
materno de alguns aminoacidos (como triptofano, fenilalanina, tirosina, glicina, glutamina,
creatina, taurina, hidroxibutirato e uracila, como verificado no grupo W), porém, a dieta rica
em leucina em associacdo com a evolugao tumoral (grupo LW) ndo modulou essas alteragdes
no soro materno. No entanto, a suplementacdo nutricional isolada promoveu alteragdes no perfil
metabolomico materno, proporcionando a diminui¢do de aminoéacidos (como fenilalanina,
glicina, serina glutamina e taurina) sem proporcionar mudangas significativas do peso corpdreo
materno e do peso dos fetos, desse no grupo L comparado ao grupo C. Da mesma forma, a
leucina ndo proporcionou modulagdes do perfil metabolomico para grupo LW, porém
proporcionou modulagdo dos pesos materno e dos fetos, que foram preservados devido a essa
suplementac¢do, sugerindo que, apesar da baixa concentracdo desses metabolitos, ndo houve
prejuizo ao metabolismo materno.

2.5.3. A dieta rica em leucina recuperou o peso dos fetos e modulou parametros

morfométricos de placentas.

A presenga do tumor durante a gravidez, induz a restricdo de crescimento dos fetos

devido aos danos causados na placenta (TOLEDO; GOMES-MARCONDES, 1999; TOLEDO;
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VENTRUCCI; GOMES-MARCONDES, 2011). Nesse contexto, a suplementacdo com leucina
tem se demonstrado importante na recuperagao do peso tanto materno como dos fetos (CRUZ
etal.,2016; DE MORAES SALGADO etal., 2021; OLIVEIRA et al., 2021; VIANA; GOMES-
MARCONDES, 2013). Em nossas andlises, os pesos das placentas e o numero de fetos nao
apresentaram diferencas entre os grupos experimentais (Figura 7). No entanto, a presenca do
tumor promoveu reducdo do peso dos fetos e a razdo peso fetal/peso placentario no grupo W
em relagdo ao grupo C. A dieta rica em leucina recuperou o peso dos fetos do grupo LW, que
ndo apresentou diferenca em relagdo a C. No entanto, o grupo LW também ndo apresentou
diferenca em relacao ao grupo W (Figura 7). Embora as placentas ndo tenham apresentado
diferenca de peso entre os grupos experimentais, as analises de histologia de placentas, com
coloragdo de Hematoxilina-Eosina (Figura 8), mostraram que o numero de células
trofoblasticas do grupo L estava maior que o grupo C e a area das células trofoblasticas das
placentas do grupo W estava menor que as do grupo C (Tabela 4). Nao houve diferenca na

contagem do nimero de células do labirinto (Tabela 4).
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Figura 6. Dados morfométricos placentarios e fetais dos diferentes grupos experimentais. A, Numero de fetos pot
fémeas; B, Peso relativo das placentas; C, Peso relativo dos fetos; D, Razao entre peso fetal e peso placentario, dos
diferentes grupos experimentais, no final do periodo de prenhez. Dados apresentados como média normatizada e
desvio padrdo. Legenda: C, controle (n=10); W, prenhe portadora de tumor (n=10); L, prenhe alimentada com dieta
rica em leucina (n=10); LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina (n=10). a, P < 0,05 comparado ao
grupo C.
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Tabela 4. Parametros histologicos das células placentdrias dos diferentes grupos

experimentais.
Nimes ctos oo NI c8s e M ds e g do
C 30,3 +8,4 35+19
- 26,7+ 6,8 4,0+0,2
- 30,9+10,1 6,0+ 0,81a
30,3+3.9 40+0,3

Parametros histologicos avaliados através da coloragdo de hematoxilina e eosina (HE) nos tecidos
placentarios dos diferentes grupos experimentais. Dados expressos como média + desvio padréo. Le-
genda: C, controle (n=6); W, prenhe portadora de tumor (n=6); L, prenhe alimentada com dieta rica em
leucina (n=6); LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina (n=6). a, P < 0,05 comparado ao

grupo C.

Células labirinto Células trofoblasto

Figura 7. Histologia em coloragao hematoxilina/eosina (HE) dos tecidos placentarios dos diferentes grup
experimentais. Legenda: C- prenhes, W- fémeas prenhes portadoras do tumor de Walker 256, L- féme
prenhes alimentadas com dieta rica em leucina, LW- fémeas prenhes portadoras do tumor de Walker 2

alimentadas com dieta rica em leucina—. Microscopia de luz, aumento de 40X

A proteina Nodal ¢ um importante regulador da proliferacdo e da atividade das células

trofoblésticas (SCHIER, 2009). Assim, a expressdo de ALK4, que ¢ o receptor da Nodal,

também reporta a atividade celular placentaria. No presente trabalho, observamos que a

expressao de Nodal estava reduzida nos grupos W, L e LW em relacdo ao grupo C, porém esses

grupos nao apresentaram diferenca na expressao do receptor ALK4, mas a expressdo da Tpbpa

reduziu somente no grupo W em relagao ao grupo C (Figura 8§ A). Diminui¢do na sinalizacao

da Nodal estd associada ao descontrole na proliferagdao das células trofoblasticas, levando ao
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aumento da perfusdo do trofoblasto no endométrio e a deficiéncia na sintese de proteinas
especifica trofoblastica (Tpbpa) (MA et al., 2001; MONSIVALIS et al., 2015). A redugdo da
expressdo da Nodal, no grupo W, ndo promoveu aumento na contagem dos trofoblastos, mas
reduziu a 4rea dessas células, estando possivelmente associada a redug@o da Tpbpa, pois outras
vias de sinalizacao de sintese proteica e proliferacao celular podem provavelmente ndo ter
provido a demanda de proliferacdo do trofoblasto e com isso diminuindo sua atividade celular.
Esses achados podem estar diretamente relacionados aos prejuizos encontrados quanto ao
desenvolvimento fetal no grupo W, com diminuicdo do peso e reabsor¢do fetal como ja
verificado também em trabalhos prévios (CRUZ; GOMES-MARCONDES, 2014; VIANA;
GOMES-MARCONDES, 2013).

Por outro lado, a suplementacdo nutricional com leucina pdde modular alguns
parametros, como expressao reduzida da Nodal no grupo L associada ao maior numero de
trofoblastos para esse grupo em relagdo ao C. Uma vez que a Nodal reduz a proliferagdo e
invasdo dessas células no endométrio, podemos sugerir que a manuten¢do do receptor ALK4 e
da Tpbpa, no grupo L, comparado com grupo C, assim como a mTOR aumentada,
possivelmente atendeu a demanda de sintese proteica e proliferacdo dos trofoblastos nesse
grupo L, mantendo sua atividade celular restrita a regido do espongio-trofoblasto. Da mesma
forma, apesar da Nodal também estar reduzida no grupo LW, a expressdo da Tpbpa ndo estava
reduzida em relacdo ao C, mas também nao estava aumentada em relagao ao W; no entanto, o
grupo LW ndo apresentou alteragdes na contagem, bem como na area dessas células
trofoblasticas comparadas ao grupo C. Dessa forma, podemos sugerir que no grupo com tumor
suplementado — LW — a diminui¢do da expressio da mTOR, em relagdo ao grupo L, além da
reducdo da 4EBPI e elevagdo da p70S6K provavelmente foi suficiente para manter a atividade
das células trofoblasticas, alteradas pela evolu¢ao tumoral, garantindo entdo a manutengdo da
Tpbpa e garantindo a manutencdo do peso fetal, que seria prejudicado pela evolugdo tumoral,
assim como os resultados ja demonstrados previamente (CRUZ; GOMES-MARCONDES,
2014; VIANA; GOMES-MARCONDES, 2013) (Figuras 6 A, B).
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A presenca do tumor ndo proporcionou alteracdo na expressao dos genes placentarios
relacionados a via da mTOR nos grupos W e LW, mantendo os valores da mTOR, AKT, 4EBP1
e p70S6K semelhantes aos valores do grupo C (Figura 8 B). No entanto, a associagdo da dieta
rica em leucina com o crescimento tumoral durante a prenhez ndo preveniu a diminui¢dao da
expressdo da AKT, mTOR e da 4EBP1 no grupo LW em relacdo ao L, com exce¢do para
p70S6K que foi aumentada no grupo LW em relacdo ao W (Figura 8 B). Com relacgdo a via de
degradacdo, verificamos que a expressdo da FOXO permaneceu semelhante entre todos os
grupos e houve aumento da expressdo da Murf no grupo LW em relacdo ao grupo W (Figura 8
B). A regulagdo negativa da AKT libera a atividade do inibidor da mTOR e compromete o

processo anabdlico e ativa vias do processo catabolico (TISDALE, 2010a). Nesse processo,
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MuRF1 e FOXO costumam estar reguladas positivamente (LIU et al., 2007; TISDALE, 2010a).
No entanto, em nossos resultados, ndo houve diferenca na expressao de FOXO (Figura 8B),
que poderia ser translocado para o nucleo ativando a via de degradacdo proteica através da
NF«B (LIU et al., 2007), onde geralmente esta regulada positivamente na situagdo de evolucao
de neoplasia (TISDALE, 2010b). Por outro lado, embora o aumento da expressao da Murfpode
estar indicando aumento da degradagdo de proteinas, possivelmente para o grupo LW esse
processo foi direcionado para reorganizacdo de proteinas placentdrias e consequentemente
manuten¢do do nlimero e area das células trofoblasticas e do peso placentario, logo preservando
o peso fetal, minimizando os prejuizos proporcionados pelo crescimento tumoral (Figuras 6, 7

¢ 8B; Tabela 4).

Fatores induziveis por hipoxia (HIF) sdo responsaveis por promover alteragdo da
transcricdo de genes, que adaptardo a placenta de forma a combinar a demanda com a
disponibilidade do oxigénio (BURTON; JAUNIAUX; MURRAY, 2017). Em condi¢des de
hipoxia, ocorre acimulo de HIF que sdo translocados ao nticleo, onde se dimerizam com HIF-
1B, atuando como fator de transcricdo (BURTON; JAUNIAUX; MURRAY, 2017). Apenas o

grupo L apresentou HIF aumentado em relagdo ao grupo C (Figura 8C).

2.5.4. A evolugdo tumoral alterou o perfil metabolomico de tecido placentario.

A analise do perfil metabolomico do tecido placentario foi de suma importancia para
que pudéssemos avaliar os efeitos deletérios da evolu¢do tumoral sobre a placenta. Assim, nos
espectros obtidos das placentas dos diferentes grupos, encontramos 49 metabolitos perfilados,
conforme apresentados no Anexo 3. Nos ensaios de perfil metabolomico das placentas, foram
encontrados 8 metabdlitos com diferenca significativa dentre o total de metabdlitos perfilados

para os quatro grupos experimentais C, W, L e LW (Tabela 8, Anexo 3).

A presenca do tumor durante a prenhez, promoveu diminuicdo da concentragdo de
glicose, glicose-6-fosfato, ascorbato, e da razdo fosfocreatina/creatina, além de induzir o
aumento da concentracao de creatina e metilhistidina no grupo W (Figura 9 e Tabela 5). A dieta
rica em leucina modulou o pantotenato, que estava diminuido no grupo L comparado ao C.
Assim, na presenca do tumor e suplementacao nutricional, o grupo LW apresentou alteragao no
perfil metabolomico placentario, com diminui¢do também na concentragdo de glicose, glicose-
6-fosfato e ascorbato; aumento na concentracdo de fosfocreatina, lisina e metilhistidina e

modulag@o do pantotenato, quando comparado aos grupos C e L (Figura 9 e Tabela 6).
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O processo da glicolise — conversao da glicose a piruvato — € a principal fonte de energia
para a demanda da placenta e do feto, sendo que somente 20% da glicose capturada pela
placenta ¢ transferida para o feto (AYE et al., 2020). A transferéncia de glicose da circulacao
materna para a placenta pode ser regulada de trés formas 1) pela quantidade de glicose materna,;
i1) pelo metabolismo de glicose da placenta; ii1) pela densidade de transportadores de glicose
(GLUT) na membrana dos trofoblastos (BAUMANN; DEBORDE; ILLSLEY, 2002).
Considerando que nao houve diferen¢a na disponibilidade de glicose materna, a diminui¢do da
glicose no tecido placentario no grupo W pode estar relacionado com alteragdo no metabolismo
de glicose placentario ou também pela alteracdo na densidade de transportadores de glicose
(GLUT). Na primeira etapa da glicolise, a glicose € convertida a glicose-6-fosfato, que também
exerce importante fungdo no metabolismo da placenta, pois pode ser desviada para a via da
pentose fosfato para gerar a ribose S-fosfato, precursor de nucleotideos (AYE et al., 2020;
BURTON; JAUNIAUX; MURRAY, 2017). Podemos sugerir que a baixa concentracdo de
glicose, glicose-6-fosfato e ascorbato, verificada nos grupos W e LW, indicaria que a glicose
ndo foi captada pela placenta em funcdo de uma possivel diminui¢do da presenga do
transportador, ou possivel alteracdo da caracteristica do transportador, além do processo de
glicolise estar direcionado a menor conversao a piruvato. Nesse tltimo caso, por consequéncia,
a glicolise estaria aumentando a conversdo a lactato e, com isso, a disponibilizagdo de ATP
diminuiria, gerando menor aporte de energia a placenta. Apesar dos resultados de concentragao
de ATP, ADP e NAD+ (Anexo 3, Tabela 8) ndo terem apresentado diferenca entre os grupos
experimentais, alteragdes no metabolismo de energia e nas concentragdes de glicose podem
comprometer o funcionamento da placenta (ALBERS et al., 2018). Por outro lado, a
suplementagdo nutricional com leucina ndo foi capaz de modular a diminui¢do de glicose,
glicose-6-fosfato e ascorbato no grupo com tumor, LW (Figura 9), porém nesse grupo essas
concentracdes nao foram diferentes do grupo L, que por sua vez ndo apresentou prejuizos no
curso da prenhez. Assim, podemos sugerir que, embora tivéssemos alteracdes nas
concentragdes dos principais substratos relacionados ao fornecimento de energia, o grupo LW
ainda manteve o peso fetal similar ao grupo C, mantendo, assim, a modulacdo dos efeitos

adversos do crescimento tumoral sobre a placenta e fetos.

Ainda abordando os aspectos energéticos do tecido placentario, a creatina quinase retira
o grupamento fosfato da fosfocreatina, transferindo-o para o ADP, e convertendo-o em ATP,
assim, a creatina esta envolvida na homeostase de ATP e desempenha um papel critico no

metabolismo energético placentario (ELLERY et al., 2017). Além disso, estudo realizado com
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Figura 9. Metabolitos placentarios no 3° terco de prenhez, com e sem implante tumoral. Legenda: C- fémeas prenhes
(n=11), W- fémeas prenhes portadoras do tumor de Walker 256 (n=8), L- fémeas prenhes alimentadas com dieta
rica em leucina (n=11), LW- fémeas prenhes portadoras do tumor de Walker 256 alimentadas com dieta rica em
leucina (n=10). Os grupos W e LW receberam inoculagido do tumor no segundo dia de prenhez. Dados apresentados
em Média + Desvio Padrio (DP) em mM. ?, P < 0,05 comparado ao grupo C.° P < 0,05 comparado ao L. ¢ P < 0,05
comparado ao W.
placentas de fetos humanos mostrou que a concentracdo de creatina estava aumentada nas
placentas dos fetos que apresentaram restri¢do de crescimento intrauterino em relagdo a fetos
que ndo apresentaram restricao de crescimento (ELLERY et al., 2019). Assim, o aumento de
creatina placentaria no grupo W sugere que essas placentas podem ter sofrido danos causados
pelo crescimento tumoral, estando diretamente relacionado com o menor peso fetal e menor
razdo feto/placenta do grupo W (Figura 7 e 9), além da menor area das células trofoblasticas
(Tabela 4), sugerindo alteracdes da unidade materno fetal e no curso da gestacao. Por outro lado,
apesar de LW ndo ter apresentado diferenca em relagdo ao grupo W, também ndo apresentou
diferenca em relacao ao C, assim, o aumento da fosfocreatina somente no grupo LW comparado
ao grupo C, possivelmente aumentou a disponibilidade de fosfato para a conversdo de ADP em

ATP, j& que a razao fosfocreatina/creatina no grupo LW estava semelhante ao C. Desse modo,

pode-se sugerir que a suplementa¢do nutricional com leucina modulou a creatina e a
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fosfocreatina placentaria do grupo LW quando comparado ao C, favorecendo possivelmente o

aporte energético as placentas desse grupo LW (Figura 9 e Tabela 5).

Por outro lado, o aumento da 1-metil-histidina placentaria em fun¢do da evolugdo do
tumor, no grupo W, sugere que pode estar associado a degradacdo proteica (WELJIE; JIRIK,
2011). No final da prenhez, o aumento de metilhistidina materna sugere a hidrolise de proteinas
devido a adapta¢ao do metabolismo materno para suprir a alta demanda do intenso crescimento
fetal por proteinas e aminoacidos (NAPSO et al., 2018). No entanto, o aumento de 1-metil-
histidina placentario devido a presenca do tumor, pode sugerir que essa placenta esteja em
catabolismo. Dessa forma, alteragdes no metabolismo de proteinas e aminoacidos placentarios,
pode acarretar prejuizos ao funcionamento da placenta, como ja verificado previamente nas
placentas de ratas portadoras de tumor de Walker (CRUZ et al., 2016). Embora também tenha
havido alteracao da 1-metilhistidina no grupo LW, possivelmente essa variagdo nao estava
relacionada a degradagdo de proteinas como verificado no grupo W. A partir dos metabolitos
que apresentaram diferenca entre LW e W, observou-se que o metabolismo de biotina pode estar
impactado devido a alteracdo na concentragdo de lisina, assim como no metabolismo de

histidina, devido a altera¢do na concentracdo de 1-metilhistidina (Figura 9).

A suplementag¢do com leucina promoveu a diminui¢do do pantotenato nos dois grupos
suplementados (L e LW) quando comparados ao C (Figura 9). O pantotenato compde a proteina
carreadora CoA e acila na sintese de acidos graxos em muitas vias metabolicas (CHEN; SONG;
SONG, 1996). Assim, sua reducdo nos dois grupos, e especialmente no grupo LW,
possivelmente estava associado a adaptagdo materna para mobilizacdo das reservas de acidos
graxos. No entanto, estudo realizado em ratas prenhes mostrou que a deficiéncia de pantotenato
na circulagdo materna, promoveu menor produ¢do de acido pantoténico pela placenta. Assim,
a diminuicdo do pantotenato levou a restricdo de crescimento dos fetos e maior nimero de
reabsor¢do (CHEN; SONG; SONG, 1996). Contrariamente, em nossos resultados ndo foram
encontradas variacoes para os pesos dos fetos e das placentas dos grupos L e LW, mostrando

assim que foram similares ao desenvolvimento placentario e fetal do grupo controle (Figura 9

¢ Tabela 6).

Tabela 5. Vias metabolicas placentarias impactadas a partir dos metabolitos placentarios no 3° terco da
prenhez para os grupos W e C.

Wvs C
Pathway

Metabolitos Match status Regulagao P-value

Metabolismo de ascorbato e aldarato Ascorbato 1/10 ! 0,03
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Metabolismo de histidina 1-Metilhistidina 1/16 i 0,04

Legenda: C- fémeas prenhes; W- fémeas prenhes portadoras de tumor de Walker 256.
OS animais do grupo W receberam inoculagdo do tumor no segundo dia de prenhez 1:
upregulation; |: downregulation

Tabela 6. Vias metabdlicas placentarias impactadas a partir dos metabolitos placentarios no 3° tergo da
prenhez para os grupos LW e W.

LW vs W
Pathway
Metabolitos Match status Regulagao P-value
Metabolismo de biotina Lisina 1/10 1 0,03
Metabolismo de histidina 1-Metilhistidina 1/16 l 0,05

Legenda: W- fémeas prenhes portadoras do tumor de Walker 256, LW- fémeas prenhes
portadoras do tumor de Walker 256 alimentadas com dieta rica em leucina. OS animais dos
grupos W e LW receberam inoculagdo do tumor no segundo dia de prenhez. 1: upregulation, |:
downregulation

2.6. Conclusiao

O desenvolvimento do tumor durante a prenhez promoveu alteragdes no metabolismo
materno que possivelmente estdo relacionados as consequentes alteracdes morfométricas
maternas, cComo menor peso corporeo, € as alteragdes no metabolismo placentério. A dieta rica
em leucina ndo modulou os metabolitos de soro materno, apesar de ter preservado na perda de
peso corporeo materno e ter diminuido o peso do tumor. Em fungdo da associacao entre cancer
e gravidez, nas placentas, foi observado diminui¢do da area das placentas e dos trofoblastos e
diminuicao da expressao génica da Tpbpa, mostrando que a presenca do tumor promoveu danos
a atividade placentéria e restri¢do de crescimento fetal. A suplementagdo com leucina preservou
as areas das placentas e o peso dos fetos, bem como modulou a creatina e o pantotenato e

aumentou a concentragdo de lisina no tecido placentario.
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3. CAPITULO 2: Elaboraciio de artigo intitulado: “Na analise do curso temporal da
gestacio, a dieta rica em leucina modulou o perfil metabolomico placentario e fetal de
ratas Wistar gravidas portadoras do tumor deWalker-256""

Esse artigo sera submetido no periddico Cancers, Special Issue Cancer and Pregnancy,

fator de impacto 6.126
3.1. Resumo

Introdugdo: O cancer ¢ uma das principais causa de morte prematuras no mundo e
quando a paciente ¢ diagnosticada durante a gestacdo, as op¢des de tratamento sdo ainda mais
delicadas, pois requer tratamento que cure a mae e proteja o feto. A delicada coexisténcia de
gravidez e cancer pode trazer consequéncias ao desenvolvimento do feto, como restricao de
crescimento intrauterino (RCIU), parto prematuro ou morte prematura devido a danos na
placenta causados pela presenca de fatores tumorais. No entanto, estudos com leucina
mostraram que esse aminoacido pode modular os efeitos deletérios do crescimento tumoral
causados na placenta. Alteragdes no funcionamento da placenta sdo determinantes para o
desenvolvimento do feto. Esse trabalho teve como objetivo avaliar em time-course como a dieta
rica em leucina modulou o perfil metabolémico placentario e fetal em ratas Wistar prenhes
portadoras de tumor de Walker 256. Metodologia: Ratas Wistar prenhes distribuidas em quatro
grupos experimentais (n=10 por grupo): Controle (C) e Tumor (W), alimentados com dieta
controle; Leucina (L) e Tumor Leucina (LW), alimentados com dieta rica em leucina (3% L-
leucina). Ambos os grupos W e LW receberam implante tumoral no 2° dia de prenhez. Para
obtencdo dos tecidos, foram feitas eutandsias em 4 momentos diferentes da prenhez, no 12°,
16°, 19° e 21° dias de prenhez. Resultados: Alguns parametros morfométricos materno do grupo
W estavam reduzidos ao final na prenhez e a dieta rica em leucina foi capaz de manter os
parametros de LW semelhantes ao C. O padrao de crescimento dos fetos e da placenta de W
estavam alterados em relacao ao C, sendo que ao final da prenhez, estavam menores que C.
Apesar do padrio de crescimento de LW também estar alterado, os fetos e as placentas de LW
estavam maiores que os de W com 21 dias de prenhez. Em relacdo as analises do perfil
metabolomico da placenta e dos fetos, foram identificadas alteragdes principalmente nas vias
metabolicas relacionadas a sintese e degradagdo e ao metabolismo energético. O
desenvolvimento do tumor durante a prenhez foi responséavel por trazer prejuizo ao organismo
materno, placenta e feto, principalmente ao final da prenhez e a dieta rica em leucina foi capaz

de modular alguns desses prejuizos induzidos pela evolugdo tumoral.
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3.2. Introducao

A delicada coexisténcia de cancer durante a gravidez impde desafios éticos e profissio-
nais a paciente e toda a equipe médica, pois além dos cuidados maternos, a presenca do tumor
pode trazer consequéncias ao desenvolvimento do feto, como a restri¢do de crescimento intrau-
terino (RCIU), parto prematuro ou morte perinatal (ZAGOURI et al., 2016). A gestagdo em si
envolve complexa sequéncia de alteragdes fisiologicas para adaptar o organismo materno a ges-
tacdo (TAL; TAYLOR, 2000). No entanto, devido a presenga do tumor, mudancas no perfil
sérico materno podem acarretar prejuizos na funcdo da placenta e no desenvolvimento do feto

(VIANA; GOMES-MARCONDES, 2013)

Esta bem estabelecido que o crescimento tumoral acarreta mudangas no perfil sérico
dos pacientes (BI; HENRY, 2017; GU et al., 2015; VISSERS et al., 2005). Por exemplo, as
células tumorais precisam de grandes quantidades de glutamina, glicina, &cido aspartico e serina
para manter a intensa proliferagdo celular (HUANG; PLASS; GERHAUSER, 2011). Isso pode
levar a diminui¢ao desses aminoacidos disponiveis na circulagdo materna (VIANA et al., 2016).
Além da intensa utilizagdo dos aminoacidos para o seu proprio desenvolvimento, as células
tumorais podem liberar citocinas pro-inflamatérias, como interleucina-6 (IL-6), interferon-
gamma (IFN- y) e fator de necrose tumoral (TNF-a), que sdo responsaveis por alterar o

equilibrio entre as vias de apoptose e regeneracio celular (ARGILES et al., 2014).

Estudo realizado com camundongas, prenhes portadoras de tumor MAC16, mostrou que
fetos apresentaram restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) e aumento de reabsor¢ao fetal,
devido aos danos na placenta causados pela presenca de fatores tumorais, como citocinas pro-
inflamatérias, como IL-6, IFN-y e TNF-a (VIANA; GOMES-MARCONDES, 2013). Além
disso, o crescimento tumoral durante a gestacao prejudicou o transporte de nutrientes pela pla-
centa, assim como as vias de sintese de proteinas placentarias, devido a regulagao negativa das
vias de sinalizagdo da MAPK/ERK e PI3K/Akt/mTOR (CRUZ; GOMES-MARCONDES,
2014; ROOS; POWELL; JANSSON, 2009; VIANA; GOMES-MARCONDES, 2015). Os mes-
mos estudos também mostraram que ratas Wistar prenhes alimentadas com dieta rica em leucina
obtiveram melhora na ativacao da sinaliza¢do da via da mTOR no tecido placentério e aumento
na sintese de proteinas placentarias (CRUZ; GOMES-MARCONDES, 2014; CRUZ et al., 2016;
VIANA; GOMES-MARCONDES, 2013).

Leucina ¢ um aminodcido essencial de cadeia ramificada (BCAA — Branched-Chain
Amino Acids), que desempenha importante fun¢do na sinalizagdo de sintese de proteinas no

musculo esquelético e também nas células placentarias (CRUZ et al., 2016; LI et al., 2011;
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VIANA; GOMES-MARCONDES, 2013). Logo, a dieta rica em leucina foi capaz de melhorar
o balango entre sintese e degradacdo de proteinas placentérias; além de induzir o aumento de
sintese de proteinas da musculatura esquelética dos fetos, recuperando o peso do feto e das maes
portadoras de tumor (CRUZ; GOMES-MARCONDES, 2014; CRUZ et al., 2016; VIANA; GO-
MES-MARCONDES, 2013)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido bastante utilizada
para determinar o estado metabdlico de um organismo. O estudo de pequenas moléculas (<1500
Da) em sistemas vivos, fornece informacgdes com alto potencial para descrever com precisao o
estado fisiologico do organismo (SHAH et al., 2006). As imagens produzidas com RMN sao
resultados da interacao entre nucleos atdmicos dos compostos quimicos que entram em resso-
nancia diferente da dgua, gerando uma representagdo quimica em imagens a qual permite a
identificagdao desses compostos (MARKLEY et al., 2017; SHAH et al., 2006). Assim, devido
as alteragdes promovidas pelo tumor em metabolitos energéticos (como glicose, lactato, succi-
nato) e em aminoacidos (como BCAAs, glutamina, creatina, alanina), a metabolomica tem sido
utilizada em estudos sobre cancer para tragar os perfis dos metabolitos e identificar possiveis

biomarcadores.
3.3. Objetivo

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo investigar, em time-course, como a
dieta rica em leucina modulou o perfil metabolico placentario e como essas alteragdes refletiram

sobre o perfil metabdlico fetal.
3.4. Materiais e métodos
Animais e Procedimentos experimentais

Ratas Wistar adultas (90 dias de idade) foram obtidas do Centro Multidisciplinar para
Investigagdo Biologica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratorio da UNICAMP (CEMIB-
UNICAMP) e mantidas em nossas condigdes de Biotério, com dieta e a 4gua ad libitum e
condigdes de luz e temperatura controladas. As ratas foram submetidas a cruza com machos
adultos, com mesma linhagem e idade. Foi seguida a propor¢do de quatro fémeas para um
macho segundo método de harém durante 4 dias subsequentes (BAKER, 1991). O dia zero da
prenhez foi considerado a partir da presenca de espermatozoides por andlise de esfregaco

vaginal ou plug vaginal.

O preparo das dietas foi realizado no nosso laboratorio, seguindo os padrdes

estabelecidos pelo Instituto Americano de Nutrigdo para dieta de roedores (AIN-93) (REEVES;
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NIELSEN; FAHEY, 1993). A dieta controle ¢ composta de 18% proteina e a dieta rica em
leucina, por 18% de proteina com adi¢do de 3% L-leucina. Componentes das dietas: amido de
milho (~39,2%), caseina (20%)(Contém 85% de proteina), dextrina (13,2%), acucar (~9,5%),
fibra de celulose (5%), mistura de sais (1%), cisteina (0,3%), colina (0,3%), gordura (7%) e
leucina (controle: 1,6%; rica em leucina: +3% totalizando 4,6%) (Gentilmente doado pela
empresa Ajinomoto Interamericana Ind. & Com. Ltda). As dietas sdo compostas de quantidades
similares de nitrogénio (aproximadamente 13,2 mg N2/100 g dieta). O ajuste calorico da dieta
leucina foi feito com redu¢do da quantidade equivalente de carboidrato, correspondendo assim
a dieta isocaldrica. Os demais ingredientes da dieta leucina equivalem a mesma quantidade de
gordura, fibra, mistura de sais e vitaminas, colina e cisteina, quando comparada com a dieta

controle.

As fémeas foram randomizadas aleatoriamente em 4 diferentes grupos experimentais,
sendo dois grupos receberam dieta controle e dois receberam dieta rica em leucina. As ratas

prenhes foram distribuidas nos dois seguintes grupos:

Controle (C): alimentadas com dieta controle; (com 12 dias n = 8; com 16 dias n = 6,

com 19 dias n = 8; com 21 dias n = 6)

Walker (W): alimentadas com dieta controle e implantadas com células tumorais; (com

12 dias n =10; com 16 dias n =7, com 19 dias n = 8; com 21 dias n = 6)

Leucina (L): alimentadas com dieta rica em leucina; (com 12 dias n = 6; com 16 dias n

=6, com 19 dias n = 8; com 21 dias n =5)

Leucina Walker (LW): alimentadas com dieta rica em leucina e implantadas com células

tumorais (com 12 dias n = 10; com 16 dias n= 7, com 19 dias n=5; com 21 dias n = 5).

As ratas foram mantidas em gaiolas, com 2 animais cada, durante todo o periodo
experimental, e aferido o peso corpéreo 3 vezes por semana. Para todos os grupos descritos
acima, as ratas foram eutanasiadas em 4 momentos diferentes de prenhez: 12°, 16°, 19° e 21°
dias, a fim de obter-se as andlises em time-course. Foram coletados soro materno (apos
centrifugacdo do sangue materno coletado por decapitacdo), tecidos placentérios (placenta com
a decidua materna) e fetos para analises bioquimicas ¢ moleculares. Também foram coletados

baco, musculo esquerdo e tumor para analises morfométricas.

O desenho experimental com uso animal deste estudo foi submetido e aprovado pela Co-

missdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/Unicamp sob niimero 5316-1/2019 (Anexo 6.2)
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Implante tumoral

Conforme descrito em Materiais e métodos do Capitulo 1, o implante de células
tumorais nos grupos W e LW foi feito em inoculag¢do unica de suspensao de células do tumor
de Walker 256, com de 5 milhdes de células neoplésicas vidveis, em aproximadamente 0,3mL
de indculo (soro fisiologico), implantado no subcutaneo da regido do flanco direito (GOMES-
MARCONDES et al., 1998). Os animais injetados com células de tumor de Walker 256 t€ém
sobrevida de cerca de 21 dias, que coincide com o periodo de prenhez. Assim, para que as
fémeas conseguissem chegar ao final da prenhez, as células tumorais foram implantadas no 2°
dia de prenhez. Além disso, aos 10 dias de implante tumoral, o tumor torna-se palpavel, com
massa solida de aproximadamente 1,00 cm3, sendo que nesse periodo ja libera os fatores
tumorais. Esse momento corresponde ao primeiro periodo de eutandsia das fémeas, no 12° dia

de prenhez.
Metabolomica

A analise de metabolomica foi realizada com técnica de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). Os tecidos placentario e fetal foram pesados em cerca de 0,3g ¢ homogeneizados em
250ul de solugdo contendo metanol e cloroféormio, na propor¢do de 2:1, respectivamente,
conforme protocolo proposto por J. E. Le Belle (LE BELLE et al., 2002). Apés homogeneizagao,
acrescentou-se as amostras 250ulL de solugdo de cloroféormio com agua Milli-Q na proporg¢ao
de 1:1. Em seguida, foram centrifugadas a 3700 rpm por 20 minutos, para separa¢do em duas
fases. A fase do metanol contém os metabdlitos polares e a fase do cloroférmio, os metabolicos
apolares. Ambas as fases foram coletadas separadamente, armazenadas em eppendorfs e
liofilizadas na speedvac (a Eppendorf Concentration). Apo6s liofilizadas, a por¢do contendo os
metabolitos polares foi ressuspendida em 600ul de agua deuterada (D20), tampao fosfato (10
X) com 2,8 x 10-1 mol/L de NaH2PO4 ¢ 7,2 x 10-1 mol/L de Na2HPO4. As amostras atingiram
valores de pH proximos a 7,40-7,45, ¢ 50mM de TSP (&cido 3-(trimetilsilil)-2,2',3,3'-

tetradeuteropropionico).

Para a identificagdo e quantificacdo dos metabolitos polares, foi utilizado o software
Chenomx RMN (Suite 7.6 Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada). que utiliza a metodologia
de “targeted profiling” (Chenomx NMR Suite, Canada; KnowlItAll, Bio-Rad, EUA) para a
analise dos espectros de RMN, os quais sdo decompostos em concentracdes dos diversos
metabdlitos a partir de biblioteca de dados espectrais dos metabolitos isolados (CHONG;
YAMAMOTO, 2019; PANG et al., 2020).
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A identificagdo e quantificagdo dos metabolitos para os ensaios de perfil metabolémico
de placenta foram realizadas pelo software Chenomx (Suite 7.6 Chenomx Inc., Edmonton, AB,

Canada).
Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como médias e desvio padrdo. Os resultados
morfométricos foram normalizados dividindo-se o peso do tecido pelo peso corpdreo materno
no dia 0 de prenhez. O delta do peso corpdreo materno foi calculado como delta = peso corporeo
materno no dia da eutanasia(g) — [peso corpéreo materno no dia 0 de prenhez(g) + peso dos
fetos + peso das placentas + peso do tumor (g)]. As analises de comparacao morfométricas entre
os grupos foram realizadas utilizando-se ANOVA two-way seguido de teste de comparagao de
multiplos grupos utilizando-se o teste de Fisher LSD, para probabilidade igual e inferior a 5%

Gad & Weil (1994), utilizando-se software Prism 7.0 (Version 7.00, marco 31,2016).

Para analise de discrepancias entre os metabolitos identificados e suas concentragdes,
foi utilizada a plataforma online MetaboAnalyst 4.0 (a statistical, functional, and integrative

analysis of metabolomic data) (Chong and Xia 2018).
3.5. Resultados e Discussao

3.5.1. A suplementacdo nutricional com leucina minimizou as alteragoes dos

pardmetros morfométricos maternos, induzidas pela evolugdo do tumor.

Durante a gestacdo, as adaptacdes fisioldgicas materna garantem o suporte nutricional
ao feto (BURTON; JAUNIAUX, 2015). Essas adaptacdes sdo mediadas pela placenta que
promove alteragdes da composi¢do corpérea materna, além do milieu hormonal
especificamente direcionado a essas adaptagdes. No inicio da gestagdo, a musculatura
esquelética e tecido adiposo tém maior sensibilidade a insulina que promove maior estoque de
glicogénio e reserva de lipidio nos tecidos, respectivamente. Ao final da gestagdo, a musculatura
esquelética e tecido adiposo apresentam resisténcia a insulina, com isso menor captacdo de
glicose pelos tecidos periféricos e maior lipdlise para liberacao de lipidio. Assim, os nutrientes
ficam disponiveis ao feto em intenso crescimento (NAPSO et al., 2018). Como observado ao
longo de toda a prenhez, houve aumento no peso materno devido tanto ao crescimento dos fetos,
quanto ao proprio ganho de peso materno (Figura 10). O aumento de peso materno e do delta
do peso corpdreo materno, no grupo C, indicam que o ganho de peso materno ocorreu de forma
crescente até o final da prenhez (Figura 11 B). No entanto, ndo houve diferenga no ganho de

peso da carcaca e do musculo gastrocnémio dos 12 aos 19 dias de prenhez, porém ocorreu
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diminuigdo significativa no peso da carcaca e do gastrocnémio aos 21 dias no grupo C,
mostrando que o suprimento energético para os tecidos maternos estavam diminuidos no final
da prenhez em relagdo ao inicio do periodo gestacional, indicando, assim, que os nutrientes
ficaram direcionados aos fetos (Figura 11 A e C). No entanto, o aumento do delta de peso
corpéreo mostrou que o organismo materno ainda conseguiu garantir reserva energeética
necessaria, que favorece a disponibilidade de nutrientes ao feto e, posteriormente para a

amamentag¢do (Figura 11 B).
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Figura 10. Evolucdo do peso corporeo materno dos diferentes grupos portadores ou ndo de tumor e submetidos
ou ndo a dieta rica em leucina. Resultados expressos como média normatizada + desvio padrao (DP). Legenda:
C, controle (12 dias de prenhez, n= 21; 16 dias de prenhez, n=17; 19 dias de prenhez, n= 8; 21 dias de prenhez,
n=6); W, prenhe portadora de tumor (12 dias de prenhez, n=30; 16 dias de prenhez, n=19; 19 dias de prenhez,
n=10; 21 dias de prenhez, n=6); L, prenhe com dieta rica em lucina (12 dias de prenhez, n=18; 16 dias de prenhez,
n=14; 19 dias de prenhez, n=9; 21 dias de prenhez, n=11); LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina
(12 dias de prenhez, n=23; 16 dias de prenhez, n=15; 19 dias de prenhez, n=5; 21 dias de prenhez, n=5); * p <
0,05 quando comparados com o grupo C. : p < 0,05 quando comparado com o grupo W.

Contudo, o crescimento tumoral promove alteracdes metabolicas caracterizadas pela
perda involuntaria do peso, principalmente pela perda da massa muscular esquelética, que leva
a debilidade da qualidade de vida do paciente (ARGILES; LOPEZ-SORIANO; BUSQUETS,
2013; EVANS etal., 2008). Assim, condizente com os dados da literatura, no presente trabalho,
a presenca do tumor induziu a redugdo significativa de peso corpéreo materno, no final da
prenhez do grupo W quando comparado com o grupo C (Figura 10). O tecido muscular
esquelético ¢ um dos mais espoliados durante a evolugdo do tumor (ARGILES et al., 2014).
Corroborando esse fato, a evolugdo do peso da carcaca, do musculo gastrocnémio e do delta do
peso corpdreo no grupo W apresentaram-se menores em relagdo ao grupo C desde o inicio da

prenhez (Figura 11 A, B e C). Porém, aos 21 dias de prenhez, ndo houve diferenga entre a perda
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do musculo gastrocnémio entre os grupos experimentais — C, W, L e LW. A presenca do tumor
também promoveu a esplenomegalia no grupo W, ao longo de toda prenhez, indicando

sobrecarga na func¢do do baco, e consequentemente na ativagao do sistema imunologico, desde

o inicio da prenhez, nessas fémeas portadoras de tumor (Figura 11 D).
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Figura 11. Evolugdo dos parametros morfométricos maternos em time-course, nos diferentes grupos experimentais,
suplementados ou ndo com dieta rica em leucina. A, Evolugao do peso relativo da carcaga (g). B, Evolucdo do peso relativo
de delta corporeo materno (g). C, Evolugdo do peso relativo do musculo gastrocnémio; D, Evolugdo do peso relativo do
bago (g). D, Evolugéo do peso relativo do tumor (g). Resultados expressos como média relativa + desvio padrao. Legenda:
C, controle (12 dias de prenhez, n= 8; 16 dias de prenhez, n=5; 19 dias de prenhez, n= 8; 21 dias de prenhez, n=10); W,
prenhe portadora de tumor (12 dias de prenhez, n= 12; 16 dias de prenhez, n=7; 19 dias de prenhez, n= 8; 21 dias de prenhez,
n=8); L, prenhe com dieta rica em leucina (12 dias de prenhez, n= 6; 16 dias de prenhez, n= 6; 19 dias de prenhez, n=9; 21
dias de prenhez, n=11); LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina(12 dias de prenhez, n=11; 16 dias de prenhez,
n=7; 19 dias de prenhez, n= 5; 21 dias de prenhez, n=7). *: P < 0,05 comparado com o grupo C; *: P < 0,05 comparado com
o grupo L; °: P < 0,05 comparado com o grupo W; *: P < 0,05 comparado com 12 dia de prenhez para o mesmo grupo;*: P
< 0,05 comparado com 16 dias de prenhez para o mesmo grupo; * P < 0,05 comparado com 19 dias de prenhez para o
mesmo grupo.

Leucina ¢ o aminoacido essencial de cadeia ramificada (BCAA) com maior efeito sobre

a sinalizagdo celular de sintese de proteinas e regulador do balango energético, em relagdo aos
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outros dois BCAAs (valina e isoleucina) (LI et al., 2011). Para uma gestacdo dentro dos
parametros normais, observamos que, nesse modelo com ratas, a dieta rica em leucina ndo
alterou o parametro de evolugdo da prenhez. Entre os dias 19 e 21, houve queda do peso da
carcaca em L, comparado ao C, indicando a adaptacdo materna a gestagdo com resisténcia
periférica a insulina, aumentando a disponibilidade de glicose circulante, € maior mobilizagao
do tecido adiposo no final da gestacdo para direcionar maior provimento desses nutrientes aos
fetos. Ja o delta de peso corporeo de L, apresentou-se aumentado aos 12 dias e manteve-se
praticamente constante ao longo da prenhez, ndo apresentando diferenca em relagdo a C. Apesar
do peso do gastrocnémio de L ser menor que C aos 12 dias de prenhez, a partir do 16° dia passou
a apresentar peso semelhante ao C (Figura 11 A, B e C). Em relagdo a evolugdo do peso da
carcaca, a dieta rica em leucina também manteve o ganho de peso corpdreo do grupo L,
aumentando em comparagdo ao C ao longo de toda a prenhez. Por outro lado, quando a gravidez
esta associada a evolucao do cancer, observamos efeitos deletérios induzidos pelo tumor, sendo
que alguns parametros foram modulados pela suplementacdo nutricional com leucina. Assim,
confirmando os nossos achados, estudos realizados em ratas Wistar prenhes portadoras de
tumor Walker 256 mostraram que a dieta rica em leucina foi capaz de estimular a via da mTOR,
preservar a sintese proteica da musculatura esquelética e evitar a perda de peso corpdreo
materno com tumor e dos seus respectivos fetos (CRUZ et al., 2016; VIANA; GOMES-
MARCONDES, 2015). No presente trabalho, observamos que o peso corpdéreo do grupo
alimentado com dieta rica em leucina (LW) estava aumentado entre os dias 4 ¢ 12 de prenhez;
sendo que a partir do 12° dia, o grupo LW manteve-se com o peso corporeo semelhante ao peso
corpdreo do grupo C. Assim, a leucina foi capaz de evitar a perda de peso corporeo do grupo
LW, mostrando melhor pardmetro em relagdo ao grupo W (Figura 10). Mesmo na presenga do
crescimento do tumor, a dieta rica em leucina preservou a evolugdo do peso da carcaca e do
peso do musculo gastrocnémio do grupo LW, que estavam aumentados aos 12 dias de prenhez
e mantiveram-se semelhantes ao C, entre os 16° até 21° dias. (Figura 11 A e C). No entanto, a
dieta rica em leucina preservou a evolucdo do delta do peso corporeo materno apenas até 16
dias de prenhez, que estava semelhante ao C. Apds esse periodo, o delta do peso corporeo em
LW reduziu em comparacao com C. Contudo, o delta de peso corpdreo no grupo LW, com 21

dias, estava maior que o delta de peso corpéreo de W com 21 dias (Figura 11 B).

A reducdo de peso corporeo materno do grupo W esta associada a espoliagdo muscular
esquelética induzida pelo crescimento tumoral. Os resultados do grupo LW mostraram que a

leucina foi capaz de preservar a musculatura esquelética materna da espoliagdo. Porém, os pesos



62

dos bacos foram aumentados nos grupos W e LW, indicando que houve sobrecarga nesse 6rgao
desde o 12° dia de prenhez e que a dieta rica em leucina ndo foi capaz de minimizar essa

sobrecarga ao sistema imunologico.

Apesar da leucina atuar como molécula sinalizadora celular de sintese proteica e o tumor
estar em constante divisdo celular, a leucina ndo aumentou o peso do tumor do grupo LW. A
evolucdo do peso do tumor aumentou, de forma crescente e exponencial, significativamente
entre os dias 19 e 21 para ambos os grupos, W e LW. No entanto, o peso do tumor do grupo LW
manteve-se menor que o tumor de W ao longo de toda prenhez. Assim, a dieta rica em leucina
foi capaz de modular negativamente o crescimento celular no tumor e com isso reduzir a

evolucdo do peso do tumor no grupo LW em comparacao com W (Figura 11 E).

3.5.2. A suplementagdo nutricional com leucina minimizou as alteragoes dos
parametros morfométricos das placentas e do desenvolvimento fetal alterados

devido aos efeitos do tumor

Os resultados de morfologia das placentas analisadas nos diferentes momentos da
prenhez no grupo C, mostraram que a area e o peso placentdrio aumentaram até 19° dia; e entre
19 e 21 dias, mantiveram-se constantes (Figuras 11 A e B). O grupo W teve aumento do peso
das placentas até 19 dias de prenhez, semelhante ao grupo C. No entanto, o peso placentario no
grupo W com 21 dias estava menor que as placentas do grupo C do mesmo periodo (Figura 13
B). A placenta possui caracteristica de crescimento mais acelerado no inicio do
desenvolvimento da gestacdo até estabilizar-se na metade para o final do desenvolvimento fetal
(TAL; TAYLOR, 2000). No grupo W, a area das placentas aumentou até o 21° dia de prenhez.
No entanto, ao longo de toda prenhez, o tumor promoveu redugdo da area das placentas (Figura
13 A). Além disso, as placentas do grupo W apresentaram coloragdo mais clara (parametro
qualitativo) em relagao do grupo C (Figura 12). Essa caracteristica pode ser indicativa de
necrose, porém, mais analises precisam ser feitas para maiores elucidagdes. O crescimento
tumoral durante a gestacdo pode promover deficiéncias no desenvolvimento da placenta que
levam a prejuizos ao desenvolvimento fetal (OLIVEIRA etal., 2021; TOLEDO; VENTRUCCI;
GOMES-MARCONDES, 2011; TOLEDO; VENTRUCCI; GOMES MARCONDES, 2006). A
habilidade da placenta em manter a disponibilidade de nutrientes para os fetos ¢ determinada
por varios fatores, entre eles, a drea de células do sinciciotrofoblasto disponivel para as trocas
materno/fetal (DESFORGES; SIBLEY, 2010). Assim, a presenca do tumor alterou a area e o
peso das placentas do grupo W, possivelmente comprometendo a disponibilidade de nutrientes

para os fetos, prejudicando o desenvolvimento fetal.
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Figura 12. Imagens representativas das placentas (face materna) de cada um dos grupos e imagem dos fetos para
cada um dos periodos de prenhez. As barras de escala correspondem a 1 cm. Os dados numéricos sdo parametros
dos pesos fetais ou placentarios referentes a placenta da imagem mostrada, ¢ a dados de peso do tumor da rata
correspondente. Legenda: C, controle; W, prenhe portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em lucina; LW, prenhe

portadora de tumor e dieta rica em leucina.

O peso fetal aumentou, de forma crescente e constante, ao longo de toda a prenhez no
grupo C. No grupo W, o peso fetal aumentou significativamente somente a partir de 16° dia,
mostrando, assim, padrdo de crescimento diferente do grupo C. Além disso, com 19 e 21 dias,
os pesos dos fetos do grupo W foram menores que os fetos do grupo C (Figura 14 A). Quando
a placenta estd estabelecida, as velocidades de crescimento da placenta e do feto sdo previsiveis
(HAYWARD et al.,, 2016). Assim, a razdo entre o peso do feto e o peso da placenta (F/P) ¢
comumente usada como critério para avaliar o crescimento fetal (HAYWARD et al., 2016;
MOLTENI, 1984). A razao F/P do grupo C aumentou do 12° até 19° dias de prenhez e manteve-
se constante do 19° para 21° dias. Como esperado, o tumor durante a prenhez alterou o padrao
de evolu¢ao da razao F/P do grupo W, ndo havendo diferencas dessa razao entre 12 e 16 dias,
aumentando nos periodos finais da prenhez, de 19 até 21 dias. Além disso, a razdo F/P do grupo
W foi menor em 19 dias quando comparada ao grupo C, no mesmo periodo. Uma vez que o
crescimento da placenta ndo esteja dentro do padrdo esperado, sugere-se que possivelmente
houve comprometimento da transferéncia de nutrientes para o feto e, consequentemente, limi-
tando o crescimento fetal (Figura 14 B). O peso do bebé ao nascer ¢ um fator determinante na
expectativa de vida da crianga (SFERRUZZI-PERRI; CAMM, 2016). Quando o feto ndo atinge
seu potencial de crescimento, aumenta o risco de mortalidade perinatal e de complicagdes a
saude futura da crianga como obesidade, diabetes, bem como doencas cardiovasculares, endo-
crinas e distirbios no desenvolvimento neural (BURTON; JAUNIAUX, 2018; RANZIL et al.,
2019). Acredita-se que a insuficiéncia placentaria seja determinante na restricao de crescimento

fetal (BURTON; JAUNIAUX, 2018; SFERRUZZI-PERRI; CAMM, 2016).
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Figura 13. Evolug@o do crescimento placentario dos diferentes grupos experimentais, implantados ou ndo com tumor
e submetidos ou ndo a suplementagdo nutricional. A, Evolucao do crescimento da area da face materna das placentas.
B, Evolugdo do ganho de peso placentério relativo, para os diferentes grupos experimentais. Resultados expressos
como média + desvio padrdo. Legenda: C, controle (12 dias de prenhez, n= 8; 16 dias de prenhez, n=15; 19 dias de
prenhez, n= 8; 21 dias de prenhez, n=9); W, prenhe portadora de tumor (12 dias de prenhez, n= 12; 16 dias de
prenhez, n=7; 19 dias de prenhez, n=8; 21 dias de prenhez, n=12); L, prenhe com dieta rica em lucina (12 dias de
prenhez, n= 6; 16 dias de prenhez, n= 6; 19 dias de prenhez, n=9; 21 dias de prenhez, n=11); LW, prenhe portadora
de tumor e dieta rica em leucina (12 dias de prenhez, n=11; 16 dias de prenhez, n=7; 19 dias de prenhez, n=5; 21
dias de prenhez, n=7); P < 0,05 quando comparado com: grupo C (a), grupo L (b), grupo W (c), correspondente ao
mesmo grupo com 12° dia de prenhez (x), o 16° dia de prenhez (y); 19° dia de prenhez (z).

Quando comparamos o padrdo de evolu¢do da prenhez associado a suplementagdo
nutricional, observamos que grupo L também apresentou o mesmo padrdo de crescimento
placentéario que o grupo C, no entanto, as placentas estavam com menor peso com 16 e 21 dias
quando comparadas com C. Além disso, o grupo L apresentou crescimento fetal significativo
entre todos os periodos de prenhez, similar ao grupo C, mostrando maior taxa de crescimento
fetal entre os periodos de 19° a 21° dia. O periodo de 19° a 21° dia corresponde ao terceiro
trimestre de gestacdo, onde o feto estd em crescimento mais acelerado (Figura 14 A). O grupo
L, apesar de ter apresentado padrido de crescimento fetal diferente de C, com aumento

significativo de peso apenas do 16° para 19° dias e na sequéncia para 21 dias, também
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apresentou maior ganho de peso de feto nos periodos finais, porém ainda semelhantes ao do
grupo C. Entretanto, o padrdo de aumento da razdo F/P do grupo L foi diferente de C, pois o
grupo L ndo apresentou aumento expressivo da razdo F/P do 12° para 16° dias, como observado
no grupo C, porém teve aumento significativo do 16° para 19° dias, mantendo-se constante até
21 dias. No entanto, como mencionado, o curso da prenhez foi similar em todos os parametros
do grupo controle, mostrando do grupo controle, mostrando que a suplementagdo nutricional

ndo interferiu, aparentemente, no curso normal da prenhez.

A Evolugao do ganho de peso relativo dos fetos
2,59 mm 12 dias
2 0 , z = 16 dias
1 l = 19 dias
1,5 z,a,b
' z,a — 21 dias
R
1,01 !
y.a
0,5+ i ﬂ
0,0 i| o i| — i| — i|
c w L Lw
B Evolucao da razao entre peso fetal e placentario
0,034
i £ re L
1 il y |
0,024
o y.a
E X
0,014
Wl M| wll ]

c w L Lw

Figura 14. A, Evolugdo do crescimento fetal e B, Evolugao do crescimento placentario normatizado. Resultados
expressos como média normatizada + desvio padrio (DP). A média foi normatizados dividindo-se o peso dos tecidos
pelo peso da rata no dia 0 de prenhes. Legenda: C, controle (12 dias de prenhez, n= 8; 16 dias de prenhez, n=5; 19
dias de prenhez, n= 8; 21 dias de prenhez, n=9); W, prenhe portadora de tumor (12 dias de prenhez, n= 12; 16 dias
de prenhez, n=7; 19 dias de prenhez, n= 8; 21 dias de prenhez, n=12); L, prenhe com dieta rica em lucina (12 dias
de prenhez, n=6; 16 dias de prenhez, n= 6; 19 dias de prenhez, n=9; 21 dias de prenhez, n=11); LW, prenhe portadora
de tumor e dieta rica em leucina (12 dias de prenhez, n= 11; 16 dias de prenhez, n= 7; 19 dias de prenhez, n=5; 21
dias de prenhez, n=7). % P < 0,05 comparado com o grupo C; °, P < 0,05 comparado com o grupo L; ¢, P < 0,05
comparado com o grupo W; *: P < 0,05 comparado com o 12° dia de gestacdo correspondente ao mesmo grupo; ¥: P
< 0,05 comparado com o 16° dia de gestacdo correspondente a0 mesmo grupo; “: P < 0,05 comparado com o 19° dia
de gestagdo correspondente a0 mesmo grupo

Ja o grupo LW apresentou aumento significativo do peso da placenta entre o 12° para

16° dias e do 19° para 21° dias, porém esses valores do peso da placenta no grupo LW estavam
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menores que a placenta do grupo C no 19° dia. Quando comparado o grupo LW ao L, o peso da
placenta de LW estava reduzido entre 16 e 19 dias. Quando se comparou os grupos LW com o
W, o peso placentério estava reduzido com 12 e 19 dias (Figura 13 B). Experimentos prévios
do laboratério mostraram que ratas Wistar prenhes portadoras de tumor apresentaram menor
numero de fetos por ninhada e fetos com menor peso, maior degradacao de proteina e regulacao
negativa MAPK / ERK e PI3K / Akt / mTOR no tecido placentario (VIANA; GOMES-
MARCONDES, 2015). Por outro lado, a dieta rica em leucina foi capaz modular esses
parametros, demonstrando ser uma importante molécula para preservar a placenta e fetos dos
efeitos nocivos no tumor (CRUZ; GOMES-MARCONDES, 2014; TOLEDO; GOMES
MARCONDES, 2004; VIANA; GOMES-MARCONDES, 2015). Observamos também que o
LW apresentou padrdo de crescimento fetal diferente de C, com aumento de peso dos fetos
apenas do 16° para 19° dias e na sequéncia para o 21° dia. No entanto, o padrao de crescimento
fetal estava semelhante ao do grupo L. O grupo LW estava com peso de fetos menor que os

grupos C e L com 21 dias, porém maior que W com 21 dias (Figura 14 A).

O grupo LW apresentou o mesmo padrdo de crescimento fetal que o do grupo L, com
aumento significativo do peso fetal apenas com 19 dias e nesse periodo, a razao de F/P, no grupo
LW, estava aumentada em relacdo ao grupo W (Figura 14 B). Assim, esses resultados mostraram
que embora o crescimento do tumor tenha induzido alteragdes quanto aos parametros
morfométricos da placenta e fetal do grupo LW, a suplementagdo nutricional com leucina
proporcionou resultados similares ao do grupo L, sugerindo que a suplementa¢do nutricional

pode modular, aparentemente, os efeitos deletérios induzidos pelo tumor.

3.5.3. 4 suplementagdo nutricional com leucina modulou o perfil metabolomico do

tecido placentario alterado em fun¢do da evolugdo tumoral.

O crescimento tumoral durante a prenhez pode promover a restricao de crescimento fetal
devido a danos causados a placenta e a dieta rica em leucina pode modular alguns dos efeitos
prejudiciais do tumor e, dessa forma, preservar o peso dos fetos e aumentar a sintese proteica
placentaria (CRUZ et al., 2016; DE MORAES SALGADO etal., 2021; OLIVEIRA et al., 2021;
VIANA; GOMES-MARCONDES, 2013). Esclarecer quais sdo os mecanismos placentarios
que estdo alterados devido ao crescimento tumoral, bem como descobrir quais seriam os
possiveis tratamentos para mitigar esses efeitos nocivos, ¢ de extrema importancia, uma vez
que a placenta ¢ o principal 6rgdo responsdvel pela manuten¢do da gestacio (BURTON;

FOWDEN, 2015). Dentro desse contexto, esse estudo avaliou em time-course quais foram os
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metabolitos placentarios alterados em fungdo do crescimento tumoral e como a dieta rica em

leucina foi capaz de preservar a funcionalidade da placenta.

Dentre os 49 metabodlitos identificados no tecido placentario, 20 metabolitos
apresentaram diferencas significativas entre os quatro grupos experimentais. Os metabolitos
alterados foram agrupados em trés categorias — relacionados ao metabolismo energético (Figura
15), aminoacidos e derivados (Figuras 16 € 17) e aminoacidos essenciais de cadeia ramificada

(Figuras 18).

A presenca do tumor promoveu alteracoes em 9 metabdlitos relacionados ao
metabolismo energético da placenta somente a partir do 16° dia de prenhez. Assim, nas analises
do perfil metabolomico do tecido placentario, observou-se que lactato e succinato estavam
aumentados no grupo W com 16 ¢ 19 dias de prenhez em comparagdo ao grupo C; os
metabolitos AMP, GTP, NAD+ e ADP estavam aumentados em W apenas no 16° dia de prenhez
em compara¢do ao grupo C. Assim como, os metabolitos ADP, ATP e fumarato estavam

aumentados em W aos 19 dias de prenhez em comparagdo ao C (Figura 15).

A glicolise ¢ fonte principal de energia pela placenta, com a participagao do piruvato no
ciclo do 4cido citrico, através da formacao de acetil-CoA, para que seja produzido ATP via
fosforilagdao oxidativa (AYE et al., 2020). Além disso, a conversdo de piruvato a lactato no
metabolismo energético da placenta também estd presente como fonte de energia tanto para a
placenta quanto para o feto (KAY; ZHU; TSOI, 2007). No entanto, em situacao de hipdxia, a
glicolise placentéria encontra-se aumentada para a formacao de lactato, através da atividade da
lactato desidrogenase, que favorece a conversdo do piruvato a lactato. Assim, na auséncia de
oxigénio, a placenta consegue adaptar seu metabolismo para garantir a demanda energética para
o feto. No entanto, ndo se sabe quais sdao as consequéncias da alta concentragdo de lactato para
a placenta por longo periodo (AYE et al., 2020). Em condigdes fisioldgicas, as reagdes do ciclo
do acido citrico levam ao equilibrio entre as concentragdes de a-cetoglutarato, succinato e
fumarato. Dentro desse contexto, o aumento do succinato € fumarato, bem como aumento da
hipdxia e, assim formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), promovem a inibi¢ao de
proteinas de dominio prolil hidroxilase (PHD), consequentemente estabilizam a atividade da
HIF, que ¢ translocada ao nucleo e promove a transcri¢ao de seus respectivos genes para suprir
a falta de oxigénio (BURTON; JAUNIAUX; MURRAY, 2017). Assim, o aumento de lactato e
succinato placentario no grupo W, a partir do 16° dia de prenhez (Figura 15), sugere que,
possivelmente, essas placentas possam adaptar seu metabolismo energético para atender a

demanda do feto, que por sua vez, foi aquém, ja que houve redu¢do do crescimento fetal.



68

Metabolismo energético
ADP AMP
154 60 .
- - C
o 1 9» — W
3 i
£ 101 S 304 =L
b 3 Lw
o
g £ 2]
E yd
§ 2
Q o
o o
0 v u U
2 1€ 19 Dias de pronhez
Dias de prenhez
ATP Fumarato
LR 104
@ ]
3. ; z o
E ab E
o -ty o 64
g.- | S
3 = < l 'E ]
@ e
o 24 o
€ € 24
o =3
o Q
: 1'2 1'5 1'9 : 1'2 1'8 1‘9
Dias do prenhex Dias de pranhez
GTP Lactato
8+ 6000+
g = 4000+
3 6 E .

— - a ‘a
.§ % 30004 — ’ = ~ab
4 = - l
- 2000+ — @b et
§ M 1000 l

o . Q
N 12 1€ 19 ) 12 16 19
Dias de prenhez Dias de prenhez
NAD+ Succinato
zc.
: -
15+ =
i a £ a 1
o 10 - e 2 -t — A:g‘b
'§ g e 1 MR i
[ I /—-""1 £ & g a
I s 1§ bee et
g o ) g i
o Q
5 T T T 0 v T T
172 18 19 12 16 19

Dias de prenhaez

Dias de prenhez

Figura 15. Metabolitos relacionados ao metabolismo energético de placenta em time-course dos diferentes grupos
experimentais, portadores ou nao do tumor de Walker e submetidos ou ndo a suplementacao nutricional com leucina.
Resultados apresentados como média (mM/g) e desvio padrao. Legenda: C, controle; W, prenhe portadora de tumor;
L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina. *: P < 0,05 comparado
com o grupo C; ®: P < 0,05 comparado com o grupo L; ©: P < 0,05 comparado com o grupo W.

Apesar da conversao de piruvato a lactato formar NADH, fornecendo elétrons para ca-
deia transportadora e, assim, formar ATP, essa fonte de energia € menos eficiente que as reagdes

de oxirreducao do ciclo do acido citrico. Portanto, diminuindo essas reacdes, 0 NAD+ fica mais
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disponivel e as concentragdes de ADP e AMP aumentam, pois ndo estdo recebendo o grupa-
mento fosfato para formag¢ao de ATP (BURTON; JAUNIAUX; MURRAY, 2017). Conforme
foi observado em nossos resultados, o aumento de ADP, AMP e NAD+ placentarios, bem como
o aumento do lactato e succinato, sugerem que o ciclo do acido citrico placentario aos 16 dias
de prenhez, no grupo W, possivelmente foi desviado para a formagdo do lactato (sempre au-
mentado, em relacdo ao C) (Figura 15) e o rendimento energético dessas placentas provavel-
mente foi comprometido com esse processo. Desse modo, esse processo de déficit de energia
possivelmente comprometeu o desenvolvimento dessas placentas e consequentemente diminui-
cdo da area da placenta do grupo W com 16 dias, comparados ao C, alterando o padrao de
crescimento dos fetos do grupo W entre 12 e 16 dias, que foi menor do que do grupo C, no

mesmo periodo (Figuras 13)

A presenga do tumor proporcionou também alteragdo na concentracao de 12
aminoacidos placentarios a partir do 16° dia de prenhez. Alteracdes nas concentragdes de
aminoacidos placentarios pode indicar deficiéncia na atividade placentaria em relagdo ao
transporte de aminoacidos, a sintese de proteinas e a diversas vias metabdlicas associadas a
esses aminoacidos, que por sua vez favorecem o crescimento e atividade da proliferacdo celular
placentaria (BAHADO-SINGH et al., 2020). A presenga do tumor no grupo W induziu o
aumento da glicina e da alanina no 16° e 19° dias de prenhez; aumentou o glutamato aos 16 dias
de prenhez; e aumentou a creatina, a taurina, a fenilalanina, o triptofano, a leucina e a valina
aos 19 dias de prenhez, quando comparados ao grupo C nos respectivos periodos (Figura 16).
Dessa forma, o tumor possivelmente induziu essas alteragdes placentarias que podem ter
impactado as vias metabolicas relacionadas a esses aminodcidos, como biossintese de
aminoAcil-tRNA, biossintese e degradacdo de leucina, isoleucina e valina, metabolismo de
glicina, serina e treonina, metabolismo de alanina, aspartato e glutamato e biossintese

fenilalanina, tirosina e triptofano.

Aminoacil-tRNA sdo responsaveis pela tradu¢cdo dos tRNAs para formagao de proteinas
especificas, logo, sdo essenciais para a viabilidade celular. Assim, alteragdes na biossintese de
aminoacil-tRNA podem levar a prejuizos especificos a atividade celular (IBBA; DIETER,
2000). Nossos resultados sugerem que a atividade placentéria, no grupo W, entre 16° ¢ 19° dia
de prenhez, possivelmente foi prejudicada devido as alteragdes na biossintese de aminoacil-

tRNA

Da mesma forma, os prejuizos placentdrios proporcionados pela evolucdo tumoral

puderam ser observados pelo aumento da concentracao de glicina placentdria, sugerindo-se que
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esse aminoacido possivelmente ndo foi metabolizado pela placenta devido a deficiéncia no
metabolismo de glicina, serina e treonina. Assim, o metabolismo de glicina, serina e treonina,
que ¢ importante para biossintese de nucleotideos e fosfolipidios, imprescindiveis para
proliferagdo celular e, nesse caso, para placenta, quando deficiente possivelmente proporcionou
o comprometimento de vias que foram responsaveis pela menor area placentaria e consequente

e consequente prejuizo fetal (BAHADO-SINGH et al., 2020).
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Figura 16. Aminoacidos de placenta em time course. Resultados apresentados como média (mM/g) e desvio padréo.
Legenda: C, controle; W, prenhe portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de
tumor e dieta rica em leucina. % P < 0,05 comparado com o grupo C; °: P < 0,05 comparado com o grupo L; ©: P <
0,05 comparado com o grupo W.

O triptofano ¢ metabolizado na placenta para formar a serotonina, aminoacido essencial
para o neurodesenvolvimento e programacdo fetal (KARAHODA et al.,, 2020; STAUD;
KARAHODA, 2018). Em condigdes maternas adversas, como inflamagao, estresse, depressao,
polimorfismos e xenobidticos, a atividade enzimdtica da indoleamina 2,3-dioxigenase pode
afetar o metabolismo e levar ao aumento do triptofano (SEDLMAYR; BLASCHITZ;

STOCKER, 2014). Assim, o triptofano placentdrio aumentado sugere que a metabolizagdo



71

desse aminodcido pela placenta foi direcionada para menor produg¢do de serotonina e,
consequentemente, afetou o desenvolvimento e a programagdo do cérebro fetal, que

possivelmente pode refletir no menor peso e desenvolvimento fetal.

Também foi observado que o tumor proporcionou aumento de leucina e valina no tecido
placentdrio a partir do 16° dia de prenhez e aumentou a isoleucina aos 19 dias de prenhez. Por
outro lado, a dieta rica em leucina modulou a leucina e valina apenas no 16° dia de prenhez,
que estavam reduzidas em relagdo ao grupo W, porém semelhantes ao grupo C. A dieta rica em
leucina também modulou a isoleucina do grupo LW aos 19 dias de prenhez, que estava aumen-
tada em relagdo ao grupo C (Figura 17). Os aminoacidos placentarios podem ser utilizados no
processo de sintese proteica, com direcionamento para prolifera¢do celular placentaria, ou se-
rem direcionados para o ciclo do acido citrico, para fornecimento de energia. Além do processo
de transaminacao, o grupamento amina sera utilizado por atividade celular, para sintese de ou-
tros aminoacidos necessarios a atividade celular placentaria. Assim, possivelmente a evolucao
tumoral proporcionou redirecionamento dos aminoacidos de cadeia ramificada (leucina, valina
e isoleucina) para o fornecimento de energia placentaria no caso das fémeas com tumor (Figura

17).

O efeito da dieta rica em leucina sobre a associacdo da evolugdo tumoral durante a pre-
nhez ndo modulou os metabolitos relacionados ao metabolismo energético placentario. Lactato
e succinato no grupo LW estavam semelhantes ao grupo W e aumentados em comparagdo ao
grupo C nos 16° e 19° dias de prenhez. Da mesma forma, AMP, GTP, NAD+ e UDP-glicose do
grupo LW estavam semelhantes ao do grupo W e aumentados em relagdo ao grupo C em 16
dias de prenhez. Os metabolitos ATP e fumarato do grupo LW também estavam semelhantes ao
do grupo W e aumentados em relagdo ao grupo C em 19 dias de prenhez (Figura 15). Dessa
forma, sugere-se que as placentas do grupo LW também estavam adaptando seu metabolismo
energético para atender a demanda do feto, e que a suplementacdao de aminoécidos, em especial
a leucina, pdde por sua vez também favorecer o fornecimento de energia, ja que pdde ter sido
convertida em cetoacido, o qual favoreceria a demanda do ciclo do 4cido citrico placentario
nesse grupo LW. Desse modo, como observado no grupo W que teve reducdo da area da pla-
centa com 16 dias (Figura 13) e do crescimento fetal entre 12 ¢ 16 dias em relagdo ao cresci-
mento dos fetos do grupo C (Figura 14), mostrando que os efeitos deletérios da evolugao tumo-
ral comegaram ainda no primeiro e segundo terco da prenhez. Por outro lado, apesar da dieta
rica em leucina ndo ter modulado o metabolismo energético placentario, a suplementacdo com

leucina favoreceu a area das placentas do grupo LW, ja que com 16 dias estava semelhante ao
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grupo C e maior que o grupo W. No entanto, aos 19° e 21° dias de prenhez, a area da placenta
do grupo LW estava menor que o grupo C e semelhante ao grupo W (Figura 14). Logo, a leucina
ndo conseguiu preservar a area da placenta de LW até o final da prenhez. O tamanho da placenta
esta diretamente relacionado ao bom e normal desenvolvimento fetal (DESFORGES; SIBLEY,
2010), assim no grupo LW provavelmente o favorecimento da suplementagao com leucina pode
direcionar para a manutencao da atividade placentaria como demonstrada pelas proteinas rela-
cionadas a via da Nodal e damTOR (Salgado et al, 2021 — Capitulo 1), assim como manutencao
do nimero de células, razdo entre peso fetal e placentario e peso dos fetos, pelo menos quando

comparadas ao grupo L.
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Leucina Isoleucina

$

-
o
<
1
-
=
i
=

Concentragao [mM/g)
5 8
Concentragio [mM/g]
g 8 8
D W
|

-
n
A

Cl

T
16 il
Dias de prenhez

o
~

T T T
12 16 19
Dias de prenhez

Valina

-

=3

-
A

$

Concentragao [mM/g)

=
1

T
12 16 19
Dias de prenhez

Figura 17. Aminoacidos essenciais de cadeia ramificada de placenta em time course. Resultados apresentados como
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leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina. * P < 0,05 comparado com o grupo C; °: P < 0,05
comparado com o grupo L; ¢: P < 0,05 comparado com o grupo W.

A dieta rica em leucina modulou a creatina placentaria nos grupos L e LW, em relacao
ao grupo C no 12° dia de prenhez. No entanto, a creatina estava aumentada no grupo LW aos
19 dias de prenhez em comparagdo ao grupo C. Logo, a leucina ndo manteve a concentracao de
creatina placentaria mais baixa até o final da prenhez. De forma semelhante, a dieta rica em
leucina também ndo modulou a concentragdo de glicina, alanina, fenilalanina, taurina e tripto-
fano no grupo LW com 19 dias, os quais estavam aumentados em relacdo aos grupos Ce L e
semelhantes ao grupo W no mesmo periodo. Por outro lado, a suplementacao nutricional com

leucina exerceu efeito modulatdrio para os aminoacidos prolina, etanolamina, treonina, serina
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e isoleucina, que estavam aumentados no grupo LW com 19 dias de prenhez em relagdo ao
grupo C no mesmo periodo. Esses aminoacidos estdo relacionados as vias de biossintese de
valina, leucina e isoleucina e biossintese de aminoacil-tRNA, vias essas diretamente relaciona-
das aos processos de proliferagdo celular e/ou ao provimento de substrato para direcionamento

das vias relacionadas ao fornecimento de energia para essas placentas.

Apesar da dieta rica em leucina nao ter modulado muitos dos metabdlitos placentarios,
as areas das placentas do grupo LW apresentaram reducdo apenas com 19 e 21 dias de prenhez,
contrapondo-se ao padrdo observado nas fémeas do grupo W, onde a area das placentas estavam
menores que a das placentas do grupo C desde o inicio do primeiro ter¢o até o 21° dias de
prenhez. O mesmo foi observado com os fetos do grupo W, que estavam menores que o grupo
C a partir de 19 dias de prenhez, e os fetos do grupo LW estavam menores que o grupo C
somente aos 21 dias de prenhez (Figura 15). Assim, novamente pdde-se sugerir que a
suplementac¢ao nutricional possivelmente modulou alguns pardmetros, direcionando a atividade

placentéria para que o curso da prenhez fosse de certo modo preservado.

3.5.4. A suplementagdo nutricional com leucina modulou o perfil metabolomico do

tecido fetal alterado devido aos efeitos deletérios do crescimento tumoral

A avaliagdo do tecido fetal, assim como o seu desenvolvimento quanto ao perfil
metabolomico, podera trazer aumento do conhecimento quanto a situagdo de associagdo entre
cancer durante a gestacdo. Assim, dentre os 51 metabolitos identificados no tecido fetal, 24
apresentaram diferencga significativa entre os grupos experimentais — C, W, L e LW — ao longo
da prenhez. Da mesma forma que o tecido placentario, os metabolitos dos tecidos fetais foram
categorizados em grupos: relacionados ao metabolismo energético (Figura 18), aminoacidos de

cadeia ramificada (Figura 19) e aminodacidos e seus derivados (Figura 20).

O crescimento fetal demanda de alto aporte energético, ao longo da gestagdo e
principalmente no ultimo ter¢o da prenhez (TAL; TAYLOR, 2000), proporcionando assim o
processo de maturacdo das fungdes fisiologicas que dardo suporte para sobrevivéncia pos-parto.
Desse modo, no presente trabalho, a analise do perfil metaboldmico fetal, ¢ em especial
relacionado ao metabolismo energético, 9 metabolitos apresentaram diferenca entre os quatro
grupos experimentais. Apesar das placentas ndo terem apresentado diferengas significativas aos
12 dias de prenhez no grupo W, o crescimento tumoral proporcionou aumento do lactato e
NADP+ fetal em comparagdo ao C no mesmo periodo. Aos 16 dias de prenhez, a presenca do
tumor induziu elevagdo do AMP, succinato, acetato, UDP-glicose e pantotenato no grupo W,

em comparagdo ao grupo C, no mesmo periodo. Aos 19 dias de prenhez, os efeitos do
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crescimento tumoral acarretaram elevada concentragdo do lactato, NADP+, AMP ¢ ADP no
grupo W em comparagdo ao grupo C no mesmo periodo (Figura 18). Assim, pode-se observar
que durante o desenvolvimento da prenhez do grupo W, os fetos apresentaram elevagdo dos
metabolitos que direcionam a menor produ¢do de ATP, através do aumento e direcionamento
do processo glicolitico para formagao de lactato que, por sua vez, pode elevar o processo de
neoglicogénese fetal, hepatica, como também renal, com grande sobrecarga a esses tecidos
fetais (Figura 18). Adicionalmente, sugere-se que houve aumento do transporte desses
metabolitos pela placenta, possivelmente refletindo os efeitos deletérios do crescimento tumoral
sobre os fetos. Por outro lado, a dieta rica em leucina modulou o lactato fetal no grupo LW, que
estava semelhante ao grupo C e reduzido em relagdo ao grupo W em 12 e 19 dias de prenhez.
Também modulou o pantotenato do grupo LW, que estava semelhante ao grupo C e reduzido
em relagdo do grupo W em 16 dias de prenhez (Figura 18). Como ja mencionado, o crescimento
e desenvolvimento fetal depende de intenso aporte energético. Para atender a essa demanda, a
glicose, através do processo de glicolise, fornece grande quantidade de ATP para os processos
de proliferacao, diferenciacdo e crescimento do feto. A manutengdo do peso dos fetos e da razao
F/P do grupo LW (Figura 14 B), sugere melhor aproveitamento de energia, através do
provimento placentério, possivelmente fornecido pela suplementacao nutricional com leucina.
Logo, a dieta rica em leucina poderia modular os processos de obtenc¢ao e utilizacdo de energia
dos tecidos fetais, assim como melhorar da atividade mitocondrial, como apontada por alguns

estudos da literatura (LIANG et al., 2014).
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Figura 18. Metabdlitos relacionados ao metabolismo energético de fetos em time-course dos diferentes grupos
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Figura 19. Aminoacidos de fetos em time-course dos diferentes grupos experimentais, portadores ou nao do tumor
de Walker e submetidos ou nio a suplementagdo nutricional com leucina. Resultados apresentados como média
(mM/g) e desvio padrdo. Legenda: C, controle; W, prenhe portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina;
LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina. *: P < 0,05 comparado com o grupo C; °: P < 0,05 comparado
com o grupo L; °: P < 0,05 comparado com o grupo W.

No inicio do curso da prenhez, ou seja, com 12 dias, as placentas ndo apresentaram
alteragdes na concentragcdo de aminodcidos devido a presenca do tumor. Porém, os tecidos fetais
do grupo W apresentaram aumento da fenilalanina, tirosina, uracila, triptofano, isoleucina e
valina, em relagdo ao grupo C. Ja no segundo ter¢o da prenhez, no 16° dia, o crescimento
tumoral também induziu alteragdes nos aminodcidos fetais com elevagdo do triptofano, alanina,
o-fosfoetanolamina, mio-inositol, treonina, glutamato, glicina, uridina, adenosina e leucina no
grupo W em relag@o ao grupo C; entretanto, ndo houve alteracdes nos aminodcidos fetais nesse
grupo W com 19 dias de prenhez (Figura 19 e Figura 20). O crescimento e desenvolvimento
fetal demanda grande suprimento de aminodcidos principalmente para os tecidos nervoso,

hepatico e muscular, bem como para maturagao das fungdes de cada tecido e 6rgdo. Essa

demanda estd diretamente relacionada ao adequado provimento desses aminoacidos pela
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placenta. Por outro lado, no caso das prenhes com tumor — grupo W — verificou-se que a
evolucao tumoral proporcionou alteracdes nas placentas que podem ter refletido diretamente
nos suprimentos aos fetos. Embora a concentragdo de alguns aminoacidos estivesse elevada nos

tecidos fetais do grupo W, ndo significa que estd associada ao melhor desenvolvimento desses

fetos.
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Figura 20. Aminoacidos essenciais de cadeira ramificada de fetos em time-course dos diferentes grupos
experimentais, portadores ou ndo do tumor de Walker e submetidos ou ndo a suplementagdo nutricional com leucina.
Resultados apresentados como média (mM/g) e desvio padrao. Legenda: C, controle; W, prenhe portadora de tumor;
L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina. *: P < 0,05 comparado
com o grupo C; *: P < 0,05 comparado com o grupo L; ©: P < 0,05 comparado com o grupo W.

Por outro lado, no inicio da prenhez (primeiro terco — 12 dias) das fémeas alimentadas
com a dieta rica em leucina, observamos que houve modulacdo dos aminoéacidos dos tecidos
fetais quanto as concentragoes de fenilalanina, tirosina, uracila, triptofano, isoleucina e valina
no grupo LW, as quais estavam semelhantes ao grupo C e reduzidas em rela¢do ao grupo W. Ja
no segundo ter¢o, aos 16 dias de prenhez, a dieta rica em leucina modulou somente a uridina
do grupo LW, que estava semelhante ao grupo C, porém reduzida em relagdo ao grupo W. Os
aminoacidos triptofano, alanina, o-fosfoetanolamina, mio-inositol, treonina, glutamato, glicina
e adenosina no grupo LW com 16 dias de prenhez também estavam aumentados quando com-
parados ao grupo C (Figura 19 e Figura 20). Assim, avaliando-se sob a perspectiva da evolucao
da prenhez associada ao crescimento neoplésico, a suplementacdo com leucina proporcionou

modulagdo da maioria dos aminodacidos, sendo que os valores teciduais foram na maioria dos

casos similares aos grupos C e L. As principais modulacdes dos metabdlitos fetais foram no
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inicio da prenhez para o grupo LW, levando-nos a sugerir que a suplementac¢ao nutricional po-
deria proporcionar minimizacdo dos processos deletérios aos fetos precocemente em relagdo ao

grupo W.

O crescimento do tumor durante a prenhez trouxe severas alteragdes para o organismo
materno, como espoliacdo da musculatura esquelética, observadas pela reducdo do peso
corporeo e reducao do peso do musculo gastrocnémio ao longo de toda prenhez (como descrito
acima no Capitulo 1 e inicio deste Capitulo 2). Da mesma forma, a placenta apresentou redugao
da area ao longo de toda prenhez. Apesar da placenta com 12 dias ndo apresentar alteragdes
metabolicas devido a presenca do tumor, os fetos com 12 dias tiveram alteragdes nos
aminodcidos fenilalanina, tirosina, uracila e triptofano. Esse resultado sugere que a diminuigao
da area da placenta pode ter impactado no transporte e na transferéncia desses aminoacidos pela
placenta para o feto, e assim diminuindo peso fetal, e razao feto/placenta assim como indugao
de reabsorcao fetal, corroborando com outros estudos (CRUZ et al., 2016; DESFORGES;
SIBLEY, 2010; TOLEDO; VENTRUCCI; GOMES-MARCONDES, 2011; VIANA; GOMES-
MARCONDES, 2013).

Com o curso da prenhez, aos 16 dias, a placenta apresentou alteracdes nos metabolitos
relacionados ao metabolismo energético e associado as alteragdes em relagdo aos aminoacidos
placentérios. Esse resultado sugere que o metabolismo energético placentario foi o primeiro a
sofrer alteracdo devido aos efeitos deletérios do tumor e possivelmente houve tentativa de
ajustes e adaptacao do metabolismo energético placentario. Como observado nos fetos com 16
dias, em funcdo dos efeitos induzidos pelo tumor, também ocorreram alteracdes no
metabolismo energético dos fetos. No entanto, na sequéncia do curso da prenhez, aos 19 dias,
o aumento dos aminoacidos placentarios sugere que ocorreu comprometimento de importantes
vias metabolicas placentarias relacionadas a sintese e proliferacdo celular, somadas as
alteragdes do metabolismo energético placentario. Entretanto, nos fetos com 19 dias, poucas
alteracdes do ponto de vista do perfil metaboldémico foram encontradas, mesmo diante as
alteragdes placentdrias, porém prejuizos morfométricos mostraram os efeitos danosos

produzidos pela evolugdo tumoral.

Como objetivo principal do presente trabalho, a dieta rica em leucina apresentou efeito
positivo ao organismo materno, contra os efeitos danosos do tumor, evitando a perda de peso
corpdreo materno, bem como preservando o peso corpéreo fetal, além de reduzir o tamanho do
tumor. Para a placenta, dieta rica em leucina teve efeito modulatdrio, reduzindo a creatina aos

12 dias de prenhez, reduzindo a glicina, leucina e valina aos 16 dias de prenhez e aumentando
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a prolina, treonina, serina, etanolamina e isoleucina aos 19 dias de prenhez. Essas modulagdes
ao tecido placentario, possivelmente refletiram para o feto, onde a dieta rica em leucina teve
importante efeito modulatdrio aos 12 dias de prenhez, diminuindo o lactato, fenilalanina, tiro-
sina, uracila, triptofano, isoleucina e valina dos fetos, restabelecendo aos valores proximos dos
grupos controles, ou seja, dentro dos padrdes normais. No entanto, aos 16 dias, a dieta rica em
leucina ndo foi capaz de modular as variagdes dos metabdlitos fetais, possivelmente, porque o
metabolismo energético placentario estava comprometido. Porém, de alguma forma, poucas
alteracdes nos metabdlitos fetais foram encontradas com 19 dias de prenhez, apenas NADP+,
AMP e ADP estavam aumentados devido a presenga do tumor, sendo que a dieta rica em leucina
nao modulou esses metabolitos. De certa forma, como mencionado, as alteracdes decorrentes
da evolucdo tumoral sobre a placenta e o feto, mostraram que esses prejuizos conduzem para
perda de peso fetal e déficit na atividade placentaria. Porém, diante da suplementac¢do com leu-
cina, embora ainda tivéssemos alteracdes em alguns parametros, de um modo geral, houve di-
recionamento para modulagdo dos prejuizos causados, os quais refletiram no final do curso da

prenhez.
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3.6. Conclusao
O desenvolvimento do tumor durante a prenhez foi responsavel por trazer prejuizos ao
organismo materno, alteragdes ao metabolismo da placenta e do feto. A suplementagdo com
dieta rica em leucina preservou o peso corporeo materno e fetal, modulou alguns aminoacidos
placentarios principalmente no 16° dia de prenhez e modulou aminoacidos fetais principalmente
com 12 dias de prenhez que, ao final da gestagdo, manteve o peso placentario e minimizou a

perda de peso fetal.
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Tabela 7. Perfil metabolomico de soro materno no momento final da prenhez.

C W L LW

Meédia £+ DP Meédia = DP Meédia = DP Média = DP
2-Aminobutyrate 32341734 4201+16,72 200£16.76 53022+2312
2-Hydroxvbutyrate 36,78 £ 1006 0053 £45901 1267711 22013+122 80
Acetate 19535+£11134 21323 £15163 3433 £2706 12172 £41.47
Acetone 3350+£1342 3468 15+ 641852 17.00+6_30 1597 53 +£3130,08
Alanine 1181 54 £208 07 1497 74 £ 777 49 82333+ 168 48 15462772810
Allantoin 10895 £7731 688 84 £035.10 05,83 £83 51 37952 +234 40
Afrginine 33305 +£8445 I35 8611820 2251701723 206 28+ 13003
Aszparagine 11134 +32 123 0331 +£2020 6083 +£701 0025 +4583
Aszpartate 60332707 66,19+ 10,60 5267+£22135 3815=+16,18
Betaine 17893 £82 74 34041 +387 48 8483 +2628 31732+ 187 83
Choline FEE0=x1320 6324 £26,00 3333+ 1008 63,35 £000
Citrate 67840+ 23660 67651 +24709 34567 £3802 67408 £ 23006
Creatine 3837413100 61584 £427 46 200 17+3803 834 48 £347.17
Creatinine 53, 70£9.41 6353 +£37.70 3350 +£1455 5792 +062
Dimethvlamine 621=+2357 1233812 467176 10,18 +£4 33
Formate 10851 £8022 11346 £ 1602 3733+539 183 85+8162
Fumarate 1218+519 646440 E67T =T 65 710136
Glucose 350120+ 1203 08 3708,73 £ 2543 65 329933 + 354775 4493535+ 3102 90
Glutamate 37395+£11417 34248 £71.77 25717+33.13 34218 +00 48
Glutamine 1107 81 £241.11 72358 +£263 74 820,17+ 188 16 656,03 £ 246 70
Glycerol 1747351 £71123 2003 50+ 1238 41 141833 £31752 173767351868
Glycine 23254 +4808 36084+ 16504 12100+17.02 45043 + 8553
Histidine E300=+11.15 114,74 £50 83 103,30 = 66,30 11202 £33 33
Izolencine 152533 £40 88 163,14 £44 73 69 30 £17 54 10825 +4136
Lactate Z1BTTO0 612838 18823 50 +£53263 38 16244 50+ 4301390 2850202 + BE37 77
Lencine 22258 +£42 47 24624 +£ 46 60 27017 £36.75 251,77 +£5330
Lvzine 1411 78 £40308 11781832121 1024 30 +£318 26 155507 =408 32
Methionine 12106 £5045 137,78 £43 64 606721 83 10620 £20.08
Pantothenate 13,13+10,10 18 38+842 200180 1738+532
Phenylalanine 106,39 £ 10,06 14335+ 1416 8100+£1172 141530 £3990
Proline 41065134 4% 32503 +£202035 204 00 £30.00 45445+ 178 46
Pyyruvate 28068 +175352 30454 +15720 20633 +143 58 39212+11540
Serine 42705 6478 356,60+ 107 44 25017 +£10540 27827+ 10852
Succinate 22851 + 8403 20115+128 59 12867 +£40.57 3578820811
Taurine 03530+ 18756 633 38+ 181 44 7170017624 68, 13+£15445
Threonine 77369+21313 370,36 £306.03 40983+7271 350,80+ 20805
Tryptophan 11,10+934 4128 +£1070 467404 4468 £ 1787
Tyrozine 10776 £17.79 16475 +61 44 8433+1401 16520 +£6232
Uracil 2436827 IE66 885 0001887 3620+1761
Urea 214581 +420 16 512394 +5620.26 106567136870 270762101377
Valine 32624+11342 31213 £7796 172332086 205,72 £66,70
myo-Ihozitol 23214 +7793 47343+ 38327 12867 +2194 43435+ 13861
n-Methylhistidine 1095+11 80 38.16£32.05 0.00+0.00 37435+3830

Resultados apresentados como média (uUM/mL) e desvio padrao (DP). Legenda: C, controle; W,
prenhe portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta

rica em leucina.
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C W L LW

Media = DP Meédia + DP Media = DP Meédia + DP
ADFP 0,021 +£0,020 0,033 +£0,042 0,045 £0,037 0,048 0,036
AMNP 0,099 £0.150 0.075+0,109 0,120+0,118 0,084 £0,104
ATP 0.015+0,014 00190026 0,018 £0,010 00310028
Acetate 0.235+0.,080 0261+0112 02050076 0366 0,180
Adenine 0,579 +£0,.242 0,499 £0,135 0347 £0,092 0,481 +£0,100
Adenozine 02960121 0226 +0,162 0311 +£0,137 0296 £0.202
Alanine 16760347 2.301+£1.347 1,380 £0,491 24261173
Aszparagine 04040111 0386+0,139 0,291 £0.057 0438+0117
Aszpartate 1,091 £0358 1,085 £0,901 1016 £0.240 1,070 +£0,893
Betaine 46012012 4280+3718 5,973 £3.460 5,113+£4.123
Camitine 03130128 0,385+£0,195 0354 +£0,182 0,399 +£0282
Choline 0651+0278 0,526 £0,168 0,583 £ 0,135 0,593 £ 0,240
Creatine 06730297 1,212 £0,987 0387 +0,132 0978 +£0,826
Formate 0,139 £ 0,097 0207+0,149 0,190 £0,151 0.238+£0,139
Fumarate 0,027 £0,010 00370016 0,025 £0,008 0,043 £0,026
GTP 0,019 +£0.027 0,011 £0,010 0,017 £0.,008 0,019+ 0,015
Glucosze 1,227+£0913 06930286 0499 +£0328 0,686 £0.362
Glucoze-6-phozphate 0314+0,170 0,166 0,068 0,159 £0.058 0221 +£0,094
Glutamate 2686 £0,687 23701641 2357+£0.851 20471934
Glutamine 1,431 +£0.362 1,443 £0,556 1,141 £0318 1,653 £1,086
Glycine 1,196 £0,397 1,401 £0,549 0,858 £0,166 1,475 £0,583
Guanidoacetate 0305+0.115 02380202 0290+0,109 0227+0,145
Guanozine 0,037 £0,031 0,032 0,041 0,053 £0,029 0,061 £0,066
Hiztidine 00590019 0,071 +£0,033 0,041 £0,013 0,063 £0,026
iy 0,035 +£0,022 0,021+£0,015 0,032 £0,013 00230016
Inozine 03010135 0271 £0207 03390149 0363 0275
[zoleucine 0,199+ 0.061 0,231 0,093 0,137 00351 02180088
Lactate 12,108 = 1,869 17,587 £ 10,695 12,880+ 5,584 19,307 £ 12906
Leucine 04660177 04860202 05490151 07130274
Lysine 0.811+0,199 0,846 £ 0,342 0,800 £0.290 1,266 £0,597
Mlethionine 0,176 £0,049 0,136 £0,040 0,140 £0,043 0,184 £0.057
NADP+ 0,051 0,036 0,030 =0.043 0,043 0,031 0,045 0,041
Micotinurate 0,117 +£0,036 0,123 £0,045 0,093 £0,015 0,116 £0,053
O-Phozphocholine 03890174 0415+0359 0,504 £0277 0423+£0331
O-Phosphoethanolamine 14270536 1,528 £0,993 14620710 1,826 1348
Pantothenate 0,060 £0,031 0,048 £ 0,042 0,021 £0.,008 0,027+£0,014
Phenvylalanine 0264 0,085 0,207+£0,125 0,198 £0,040 0,340 +£0,133
Proline 0623 +0.155 06600244 0560 +0216 0,756 £0.394
Pyruvate 0,040 £0,019 0038 +£0,019 0,030 £0,007 0,041 £0,015
Serine 0,949 £ 0,323 0922+0314 0827 +£0,195 1,208 £0.423
Succinate 02150071 02670285 0272 0,168 04190381
Tavrine 3.251+£0.836 3321+£1.299 3,072 £0,803 3.664+13824
Threonine 0.850+£0.210 0,783 £0,337 0,726 £0,196 0.910+£0,390
Tryptophan 0,078 +0.024 0,088 0,036 0,065 0,020 0,101 £0.043
Tyrozine 0246 £0,073 0,291+0,132 0,191 £0.,035 03570201
UDP-glucoze 0,086 £ 0,083 0,101 +£0,132 0,115 £ 0075 0,133 +£0,137
UNEP 0,030 0,041 0027 0,038 0,046 =0,036 0,038 0,049
Uracil 0266+0,144 0,291 £ 0,063 0,185 £0.086 0,249 £ 0,066
Uridine 0,142 0,076 0,123 £0,058 0,135 £0,030 0,134 0,071
Valine 0420+0.110 0.504+£0219 0335 £ 0,086 0,486 £0.200
myo-Inositol 0,796 £0,302 1,090 £0,849 0,559 £0.245 1,078 £0,696
Methylhistidine 0,024 £ 0,015 0,039 +£0,034 0,013 £0.,007 0,026 £0.013

Resultados apresentados como média (mM/mL) e desvio padrdo (DP). Legenda: C, controle; W,
prenhe portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta

rica em leucina.
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C W L LW

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
ADFP 442 £ 094 6,04 £5.01 439154 5,718 £247
AMP 7.58+£2.71 20,33 +£19.01 902631 25,12+18.74
ATF 2,19 0,62 342106 1,58 =060 3,702,809
Acetate 5120 +1697 45391 2045 40,73 £2290 6238 +38.76
Adenine 47301170 4243480 2481372 33,19 1847
Adenozine 242 +105 1,51 +0,32 5.57+852 165+1.05
Alanine 209353944 62 3123537+121.83 133912413 2612413476
Aszparagine 4114+£5.17 42021181 21941176 3290+1645
Aszpartate 183 44 46,02 2082011344 138253647 2216412684
Betaine 66508 18226 84276 +274 81 33706+12844 54210 + 362 87
Carmitine 4306 =10.54 40011130 2250326 23351405
Choline 6931 =400 THO0 1233 6403 10,89 77462 +£3620
Creatine 315,19 =146.15 29705 =08 87 60602563 11840 +73.83
Ethanolamine 57.03+1358 3400+ 2695 $383+4224 5745 +£2337
Formate 2705+1424 34145274 27112226 36,00 2657
Fumarate 637277 5.72+£133 360051 621253
GTP 250126 2,14 =162 363324 1,60 =000
Glucoze 4208 +1887 44 68 £35.55 61,10+25.10 27902283
Glutamate 302,13 =5025 44681 = 164 46 21445 +24 41 3381117188
Glutamine 101,52 £30.76 111,67 £40.77 8604 £57 66 05,77 £45 56
Glyeine 14045 = 16,44 210,536 130,29 80402042 12121 +£5022
Guanidoacetate 12320 £ 66,57 73861212 24881490 45462 £ 24 58
Guanozine 384125 306232 6,18 =451 447+227
Hiztidine 21212295 2238+0725 3,54 £0.53 16,85 +8.57
P 3090104 271039 234074 300146
Inozine 5533+£3.71 6065+ 16,64 3521+356 30,60 2730
Izolencine 2728511 33081420 1148 £5.00 2426 £12.03
Lactate 154020 +31085 | 299528+ 165541 | 115094+30525 | 216896125220
Leucine 38,16 =006 68383214 43281504 7294 £36.65
Lyzine 8701=+354 111,79 =41 66 01624266 11802 +6125
Methionine 2212198 18,15 =448 1554+£7.15 12,19 +7 .38
NADH+ 226 046 633670 417+427 6.73+£352
Micotinurate 1313120 1433207 855+137 1325+8.74
(O-Phozphocholine 6460755 10587 £52.85 35,16 £ 10,65 0247 + 5007
O-Phozphoethanolamine 213,33 £36.01 254,34 =84 61 08,18 +=35723 20782+12240
Phenvylalanine 2710417 41 871909 1722 £6.46 31691671
Proline 0081317 01383063 4906 13,04 28673 +£4084
Pyvruvate 765+£207 622139 363 =063 431+156
Serine 61171267 80502502 63,31 £26.63 6007 £3426
Succinate 3275+7490 60864120 2200353 33,56 £33.73
Taurine 31448 £36.01 383,17+£145.09 261,72 +£17.72 32463 £ 20050
Threonine JoO03+£1199 0833+£2505 4038+ 1620 7480 +£34 47
Tryptophan 10,76+ 168 1480 £500 6£27+£271 035+£473
Tvyrozine 2776+ 851 38322080 17,50 +£4 41 32061728
UDP-glucose 20T L2262 24381252 1152 +£4.08 2105 +£1435
UMP 825+280 663200 231+4.13 805471
Uracil 23,13 £6.03 3597 £557 1198 £502 26,31 +£14.80
Uridine 34181137 1795+£790 1480 +4.13 1200+£506
Valine 60,14 £ 13,06 72363468 32421097 63,53 £30.31

Resultados apresentados como média (mM/mL) e desvio padrdo (DP). Legenda: C, controle; W,
prenhe portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta

rica em leucina.
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C W L LW

Meédia =DP Meédia =DP Meédia =DP Media=DP
ADP 471262 10465 0,183 30681070 10,802 85
AMP 706568 207739261 17,000 =2 566 2444 +£454
ATP 228+128 3,334+0325 1373x0,131 303033
Acetate 37952385 53905 £0.600 22655+2 581 5347+13381
Adenine 41071130 404367720 15245+1354 33,10 450
Adenosine 213080 0817+0.261 14130479 280123
Alanine 18569+2332 300,795 £11452 120,723 £32 515 2880045902
Asparagine 37921079 38,740 £ 8 647 17618 +4258 3306746
Aspartate 138133073 280606 £8 168 113,737 +x31.787 17036 = 100,68
Betaine 7018531297 787046222 816 378,902 904350 64056 £ 290 46
Camitine 42041278 47354 £5187 199048 +3.154 47471713
Choline 6164938 66300+ 8738 41912+10292 6192+1371
Creatine 156,88 £ 128 46 178933 £4 467 38258 +£20,149 12535+£5181
Ethanclamine 6285+2503 44 600+ 13091 34033+12622 72313270
Formate 21.15£1449 388310314 16,249+ 1044 3234+£701
Fumarate 460+£273 3.870+£0.285 2,122 +1300 419+137
GIP 168+074 3,701 +0.493 1900£0319 3822061
Glucose 5271 +£4206 36,288 £0.810 24037 +£5.100 2508 +£1255
Gluotamate 31204 £70.86 338,466 £68.503 222582 +72 242 39523 £ 8840
Glutamine 11239+2545 159144 +27 622 74 839 +£13 506 150,05 +£40.91
Glycine 118032761 184 800 £13302 72244 £14 097 142 42 £40.64
Guanidoacetate 40,84 £19.15 64278+ 10226 12038 £16.609 4174 +£2237
Guanosine 7.82+430 64311374 3,200 £0.335 743336
Histidine 1506302 17424 £2 406 4551 +12863 1167+542
Il 362178 33360287 1,801 £0.354 3762073
Inoszine 6541 +2197 79439+ 12003 31965+3038 64 60+ 1058
Izolencine 2121+372 30316 £4 855 11480+4671 1912 +5.60
Lactate 151337 +£364 93 301698791409 1192 166411 634 225904 £374 47
Lencine 4705932 7042711773 30,897 +£0.134 61241299
Lysine 8652 +2018 120 819+11 468 76,193 £22 551 150,51 £3155
Methionine 18384725 20897 35002 109312611 1822+174
NATH 480227 13,125 +£3 008 4 589 +0883 1027+275
Micotinurate 11.85+233 12,308 £2 078 3684£13517 1123+129
O-Phosphocholine 4622 +1347 T0065+12474 32055+2 855 3310+ 16,86
O-Phosphoethanolamine 19401+ 1833 2320757400 109925+28017 26143 £4043
Phenylalanine 2590+562 33,133 +4 843 16414 +2 810 2914 +7 80
Proline 6032+692 75808 +£7457 34066 £16436 00041482
Pyruvate 527+225 3,586 £0.033 2,198 + 0680 395+137
Serine 7004 £38778 113262 £20,183 4904712020 072241473
Soccinate 2758+1368 68,878 £0.105 26,158 +10330 5727+12 44
Taurine 33534 +£4643 405940+ 47 258 220825 +£42955 42491 +£3394
Threonine 6552 +2818 90 776 +£7 250 45921+17999 97,83 +£2899
Tryptophan 288278 11,991 £0,663 6.301+£1142 10,642 48
Tyroszine 2190+435 31,168 £3 606 14922 + 2 290 35662458
UDP-glucose 1250+ 837 285362 £0.674 10,8690 +4 473 21 69+705
UMP 571+280 12,708 +£4 884 7067 +£1 647 10,75+431
Uracil 21234620 34,6090 £ 35 687 12082 +5258 24 A7 467
Undine 2547+952 12,344 £0.311 6.521+0727 1363 +£695
Valine 4767 £8.60 609,176 £0 847 20745+ 8 722 44 79+ 8 88

Resultados apresentados como média (mM/mL) e desvio padrao (DP). Legenda: C, controle; W,
prenhe portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta

rica em leucina.
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C W L LW

Meédia = DP Média = DP Meédia = DP Media = DP
ADP 374152 821142 1038287 032 =456
ANEP 1036 998 1507676 25335£606 1323778
ATP 226124 480115 224045 303+1.19
Acetate 25881093 30,74+£1192 30.82+£1.355 4879+£1232
Adenine A6 47+3237 4860710 3308222 34121105
Adenozine 210195 1,106=025 216091 208+148
Alanine 173333304 2198 70£32.83 20704 £819 3353,55+62.08
Asparagine 3145+4.43 4763 +452 30,13 £3.67 401715382
Aszpartate 130651683 1810877412 11831043 1646910411
Beataine 62020+12330 236,78 +5224 10021424017 856,14 £363.60
Carnitine 4062 =13 280 6241+2 380 38361248 63982535
Choline 6018 +33.76 6643 £6.06 7237520 77892+23092
Creatine 0432521954 228823076 44351044 14702 63,84
Ethanolamine 52483245 50,11 +£200 5021+£531 121,79 +4397
Formate 10801208 3263£875 40,70 £0.04 3523+£535
Fuomarate 307103 307127 245003 645227
GTP 1.80=0,70 185+051 2092077 3.01 140
Glucoze 79.75+61.380 3907 +0387 978058 40,88 +15490
Glutamate 301622394 477 35+£42.17 303,70 £ 2462 41541 £172.09
Glutamine 11048+ 16,01 16331024 11319277 21802 +01 68
Glycine 104 88 3037 170222455 02,14 £137 187003270
Guanidoacetate 3850+11382 403530£837 2006+11.78 3382=x1651
Guanozine 640177 200£2356 751096 12084287
Hiztidine 937204 1765406 485020 1348747
P 488173 336015 206108 2.72+1.06
Inozine 60.74+£1135 72,55+ 1069 6506 £207 3541 £2397
lzoleucine 1831 =366 3150+154 1698 =047 2536757
Lactate 133419+ 186.61 2944 76 £ 256,15 202861 668 299036 £ 60455
Leucine 40361504 70162242 6374001 §727+2858
Lyzine 20851101 120,773 20,76 113,79 +552 188664174
Methionine 1716 603 14840312 1660073 2193730
NADH 434 +347 245+£1350 705059 782257
Micotinurate 1108403 1327054 1032 =036 1536390
O-Phozphocholine 51221412 22 74+1230 2281+1428 86732776
(O-Phozphoethanolamine 170153210 243816504 216,79 +22 08 276, 75+0004
Phenvylalanine 2283706 3971+£127 2229+£0.388 3906 =969
Proline 32,18 £ 862 6356705 21731824 Q720+28.45
Pyruvate 422085 304061 193115 302+178
Serine 0582605 04532+1354 25.87+236 13837+2036
Succinate 2701204 6042+497 47869119 65382156
Taurine 311963421 490 48 £36.36 406,638 6048 323631839
Threonine 70162375 8785+150 66,637 =004 11028 = 26,68
Tryptophan 7262385 1204004 3895011 1303173
Tyrozine 18627358 34520359 22117+£1.11 30531406
UDP-glucosze 12387095 2373£745 18,140£3.73 253,15+9.06
UMP 5.06+4322 7172329 7,181 £1 677 TH8£5387
Uracil 22021345 30,14+1285 223811575 2056002
Uridine 1700838 14 60165 14420+ 2010 1958 5,86
Valine 40,19 10,65 T039+£437 42166 £0.720 38421714

Resultados apresentados como média (mM/mL) e desvio padrao (DP). Legenda: C, controle; W, prenhe
portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina.
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Tabela 12. Perfil metabolomico de feto com 12 dias de prenhez
C W L LW

Média = DP Meédia = DP Meédia = DP Meédia = DP
Acetate 036017 0,716 =0_280 04620100 052024
Adenine 028 +001 03740071 0,137 £0075 019000
Adenozine 016002 0.147=0,136 0,090 0,093 005002
ADFP 0,14 =001 0,172 0086 02600038 021+008
Alanine 3.72=0.10 596126352 3.772 £ 0,660 443134
AMP 045005 05800212 0478 £0,054 043014
Ascorbate 037019 04230302 0,173 0,132 0,08 £0.03
Aszpartate 120023 1,591 £ 0,796 1,045 £ 0,160 073£022
ATP 012005 00740029 0.163=0.119 0,09 =006
Betaine 082046 3,720 +5.443 0341 0,155 0,55 +0.61
Carnitine 0,10+0,03 0,263 0247 0,104 =0.015 012008
Choline 050010 06070219 02600147 039017
Creatine 134006 24601096 1,426 £0.201 1,11 029
Ethanolamine 050002 0436 £0035 0324 £0,039 029006
Ethylene glycol 0,06 =004 0080 0,031 00470018 007002
Formate 049+0.13 0,643 +£0,173 0,354 £0,058 057021
Fumarate 005 =003 0,063 =0,012 0,044 =0,000 005002
Glucosze 0,19 =000 0,155 0,080 0476 £0,092 017015
Glutamate 361002 668012806 63850711 422110
Glutamine 1.80£020 2412 +£0.783 2215+0279 167 £045
Glycine 166012 21840562 1,574 £ 0,465 137050
GTP 0,04 £0,03 0,044 £0017 0,074 £0,015 0,04 £0,01
Guanosine 002002 0,028 =0,019 00320021 0,01 =000
Histidine 023001 02380171 0,069 =0,033 020005
P 0,180,035 00300047 0,182 0,140 0.04+0.01
Inosine 018004 0,186+0,179 0,111+£0.111 008002
Izolencine 022000 0,399 0,060 0128 0,017 0,21 £0.06
Lactate 1525+£021 20871 +23881 14076+1,191 1948 +£3539
Leucine 047008 0.832=0,134 0,544 =0,090 073014
Lyzine 117013 1,632 +0,169 1208 +£0,104 142+£022
Maltosze 015007 0,114 0,053 01690118 008004
Methionine 021+003 0,172 £0045 01500027 011004
Methylsuccinate 007001 01110025 0,096 £0.023 0,100,002
myo-Inositol 1,89+0,16 2,100 0490 1,832 £0.,563 123 +£0.56
NADP+ 0.00=0.00 0,093 0,040 0,034 =0,008 007002
Micotinurate 0,13 £0,03 01300072 00950031 007001
O-Phosphocholine 1,70 =008 20330792 16850830 1. 70061
O-Phosphoethanclamine 160051 2134 £0.143 1,532 £0.436 152063
Pantothenate 009002 0,126 =0,066 0,054 0,027 005 =003
Phenylalanine 032+002 0,318 £0,096 02352 +0,038 0,20 £0.05
Serine 087002 1,188 0,350 0,986 £0.256 082021
Succinate 048004 1,002 +£0315 0375 0,044 058026
Taurine 300 £0.536 32791472 52361427 4301409
Threonine 102014 1,400 +0.330 12450220 1.00£0,19
Tryptophan 010002 01520013 00920017 006 =001
Tyrosine 037007 03700086 0277+0,068 033004
UDP-glucoze 020001 0288 = 0,060 0,162 0,073 021005
UNMP 043002 0,123 +0018 0425 0,036 0,13 +£0.02
Uracil 000002 02680027 00220023 015007
Urndine 0,14 £0,00 0,187 0010 00750048 0,13 £0.05
Valine 064008 1.050+0,196 0,463 =0.080 069015
m-Methyihistidine 001001 0,125 +£0,166 0,019 £0,005 0,02+£0,01

Resultados apresentados como média (mM/mL) e desvio padrdo (DP). Legenda: C, controle; W, prenhe
portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina.




Tabela 13. Perfil metabolomico de feto com 16 dias de prenhez
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Média = DP Média = DP Média = DP Média = DP
Acetate 0,220 0,166 0,590 0,001 0,272 =0.160 0,600 0,108
Adenine 0.123 £0,036 0.265 =0.051 0,007 = 0,062 0.183=0.116
Adenosine 0,008 0,029 0.077 0,020 0,040 = 0,016 0,066 = 0,024
ADP 0,080 0,070 0402 =0,010 0227 +0.234 03310213
Alanine 23500343 4002 =0.188 2463 = 1430 1067 +0270
AMP 0201 =0.102 0.704 = 0,006 0260=0111 0564 =0.130
Ascorbate 05700365 10020112 02270076 0.171 =0,046
Aspartate 0572 =0.144 1256 £0,124 0.626=0475 1.067 +0484
ATP 0.140 = 0,081 0.183 =0,016 0.136=0.175 0.171=0,100
Betaine 0.203 = 0,086 0357 = 0,008 0.205=0.127 0302 =0.100
Camnitine 01540111 0.130 =0,047 0.075 = 0,006 0.144 =0,030
Choline 0302 =0,080 03550010 0.104 = 0,000 0.262=0.125
Creatine 68446410 1.060 =0,086 0001=0271 17710425
Ethanolamine 0.136=0.110 02050016 0211=0.005 03860038
Ethylene glycol 0350+0252 0.052 0,003 0026=0014 0.058 0,002
Formate 0.175=0,171 0434 =0.030 0258=0.108 03860024
Fomarate 0,046 0,031 0.073 =0.005 0025=0013 0048 0013
Glucosze 0.730 = 0,404 0507 £0.127 02730175 04170175
Glutamate 3461 =1.036 %600 = 0,030 3742 +2.147 6456 = 1084
Glutamine 22100632 3.600 =0.166 1717 £0.825 2760 =1.150
Glycine 11850176 3.458 = 0,008 13270814 2243 £ 0625
GTP 0031 0,022 0.060 = 0,006 0.042 = 0,042 0.063 £0.032
Guanosine 0.006 = 0,005 0.017 0,006 0025 <0032 0.010 0005
Histidine 02620142 0.177 0,008 0.065 = 0.050 0.120 = 0,043
VP 1258 +1.284 0.089 = 0008 0004 <0102 01300057
Inosine 0,092 £ 0,027 0005 £0.025 0.050=0.020 00900018
Tsoleucine 0206 + 0,092 0363 0013 0.139 = 0068 0206 = 0065
Lactate 19744 7164 | 260471373 | 11220+4791 | 22450+4447
Leucine 0368 0,100 0.739 0,030 0327=0129 07370231
Lysine 1,094 0441 1457 0,026 0.057 = 0383 1486 = 0393
Maltose 01520051 0.072 0,005 0067 0032 02490071
Methionine 0.170 = 0,040 0.206 = 0,004 0.147=0.102 0226 =0.050
Methylsuccinate 0,037 0,033 0084 = 0,008 0,062 = 0,039 0,122 0,082
myo-Inositol 1.006 0,461 3,017 0,204 1086 =0616 23170300
NADP+ 0.040 =0,038 0.078 =0,005 0.033=0016 0.071=0,004
Nicotinurate 0,141 0,090 0,128 0,012 0,045 = 0,029 0,100 0,025
O_Phosphocholine 0.782 0,004 1,664 0,164 1073=0.720 1403 £0330
O-Phosphoethanolamine 1,106 £0407 2.754 0,112 1063 0,647 2200 =0.262
Pantothenate 0.107 0,040 02450016 00470015 0.141 0,020
Phenylalanine 0.244 0,066 0.303 = 0,007 0227=0.110 0340 =0.100
Serine 0.648+0.134 1,383 =0.,040 0.741 = 0400 1,124 £0.343
Succinate 0301 0,052 0.872=0,023 0357=0.159 0.700 0107
Tavrine 6070+3 718 6.625 0,145 3401 =2 000 5.726 £0,827
Threonine 0.748 0,074 1.736 0,120 0.773 = 0,403 12150515
Tryptophan 0060 0,005 0.100 0,003 0074=0027 01160017
Tyrosine 02150080 03860015 0223 +0.138 03020445
UDP-glucose 0.116 £0,050 03200013 0163 =0,001 0255 =0.063
UMP 0223 0,046 0.235 = 0,040 0.156=0.102 02680171
Uracil 0037 0,024 0.142 = 0,004 0.048 = 0,043 00000071
Uridine 0,074 0,023 02100013 0.076 = 0,040 0.126 =0.040
Valine 05260330 0.824 = 0,040 0413=0227 0406 =0.103
m-Methylhistidine 13111460 00310012 0.021=0.008 0.057 =0.040

Resultados apresentados como média (mM/mL) e desvio padrdo (DP). Legenda: C, controle; W, prenhe
portadora de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina.




Tabela 14. Perfil metabolomico de feto com 19 dias de prenhez

C W L LW
Meédia = DP Média =DP Meédia =+ DP Meédia = DP
Acetate 0461 0138 03200114 03720075 03250001
Adenine 04410186 02570006 0.160+0.052 0,183 +0,082
Adenosine 02220062 01010047 00870026 0,103 £ 0,043
ADP 0,064 £0.030 0,162 +0027 0,176 +0058 0,236 0071
Alanine 3,191 £1 058 33720410 4112+1214 44571204
AMNP 0,127 +£0,100 04520109 0459+0025 0414+0.101
Ascorbate 01800164 02670083 0404 £0.043 03780172
Aspartate 0,999 =0 360 11220109 0,998 +0.297 0,940+ 0244
ATP 0,077 £0.054 01060022 00470010 0,132 0057
Betaine 0276 £0.055 0.290+0074 0338+0,135 0,410+0402
Camnitine 01170010 01270010 0,006 +0015 0,125 +0.034
Choline 0311 £0.064 03110042 0,291 +0,056 0,218+0,100
Creatine 2607 +1330 18300420 21180642 23500672
Ethanolamine 0422 £0. 166 0,280 +0.007 0.212+0.080 0,379 +0,043
Ethylene glycol 0,267 =0.360 0,034 £0.001 00180018 00370027
Formate 0307x0,116 03910031 0491 +0.023 0,297 0,068
Fumarate 00300023 0,060 0002 00440018 0,062 0008
Glucoze 0622 £0448 0453 0073 0.267+0011 0,454 +0.104
Glutamate 6,304 £1 600 70080738 7.160+1 643 6,213 0230
Glutamine 2584 £0.630 2.779+0335 2472+0618 23880460
Glyeine 16420440 1,706 = 0.000 14550197 21300395
GTP 0,040 £0.017 0,035 +0,004 0,045+0.021 0,040+0,010
Guanosine 00340017 0,016 0004 00100004 0,016 0,006
Histidine 0,133 £0,036 0,186 0,052 0,060 +0,008 0,119 +0,050
IMVEP 0661 0360 03200285 06120285 02740156
Inoszine 0,263 0076 0,128 +0.061 0,107 +0.037 0,146 0,059
Isolencine 02730142 03120010 0,182 0,043 0,176 0,086
Lactate 15395+4 524 265351 £0.953 214367 134 21507 £6,682
Leucine 0633 0346 06500048 0,826 +£0.233 06020133
Lysine 1146 0444 1,264 £0340 1,157+0.304 1,263 +0.200
MMaltoze 00820362 02020138 02000079 0,212+0.103
Methionine 0,257 £0,008 01380010 0,157 £0,056 02470076
Methvlzuccinate 0036 £0.030 01030010 00750015 0,075+ 0,048
myo-Inosital 18660724 2,168 +0.037 1,532 +£0.200 20880370
NADP+ 0002 0,003 00640013 0,038 0,003 0,054 0,023
MNicotinurate 0,141 £0.036 0,112+0024 0,080 +0,020 0,080 +0,013
O-Phosphocholine 0006 0225 1,273 £0.349 1,123 £0.233 1,154 +0.400
O-Phosphoethanolamine 142503350 1,783 £0.003 1334+0.137 1,824 +0.601
Pantothenate 03360132 02680108 0,158 0020 0,132 0,069
Phenylalanine 03860108 0,433 0,066 0,302 +0,092 0,343 +0,155
Serine 0,204 0484 00820035 1019 0366 1,174 +0.145
Succinate 0346 £0,106 0,726 £0.131 0,671+0,190 0,650 +0.284
Taurine 34131300 50700176 42861025 5.261+1254
Threonine 11700349 11740019 1,256 0377 1,149+ 0362
Tryptophan 0,124 £0.036 0,140 +£0.041 0,116 0037 0,110 = 0,063
Tyrozine 0476 02329 04150046 0.331+0,100 03700265
UDP-glucose 0200 0057 0,268 0000 02660072 02680019
UMP 02820072 0,202 0,001 0,346 +0,131 0,299 +0,001
Uracil 00340027 0,143 0062 00680014 0,060 + 0,049
Urnidine 0,251 £0,005 0,182+0019 0,138 +0,048 0,128 +£0,045
Waline 0,710 0286 07500016 0,544 +0,121 0,460=+0.184
m-Methylhistidine 0,017+0012 0,026 0,006 0,027+0,011 0,046 =0,033
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Resultados apresentados como média (mM/mL) e desvio padrao (DP) Legenda: C, controle; W, prenhe portadora
de tumor; L, prenhe com dieta rica em leucina; LW, prenhe portadora de tumor e dieta rica em leucina.
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6. Anexos
6.1. Anexo 1: Declaracdo de que a dissertagdo nao infringe os dispositivos

da lei n® 9610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Declaragao

As copias de artigos de minha autoria, ou de minha coautoria, ja publicados ou submetidos
para publicacdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a arbitragem, que cons-
tam na minha Dissertagdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada AVALIACAO DOS EFEI-

TOS DA SUPLEMENTACAO NUTRICIONAL COM LEUCINA SOBRE A ATIVIDADE
PLACENTARIA DE RATAS PORTADORAS DE TUMOR DE WALKER 256 AO LONGO

DA PRENHEZ, ndo infringem os dispositivos da Lei n.® 9.610/98, nem o direito autoral de

qualquer editora.

Campinas, 20 de setembro de 2021

Assinatura: C@r\e & \‘»\&orees Sotaol:

Nome do(a) autor(a): Carla de Moraes Salgado
RG n.° 29 752 944-4 — SSP/SP

Assinatura: . L (/>\&,‘_>_—f)
Nome do(a) orientador(a): Matid Cristina Cintra Gomes-Marcondes
RGn.° 10 153 517 — SSP/SP
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6.2.  Anexo 2: Termo de aprovagdo da pesquisa pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais CEUA/Unicamp/Folha 1
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Termo de aprovagdo da pesquisa pela Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp/Folha 2
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