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RESUMO

Introducdo: Apesar de oferecer um ambiente ideal para que ocorra o desenvolvimento fetal, o
meio intrauterino pode estar vulnerivel a fatores externos como alteragbes maternas,
placentarias ou fetais. Como consequéncia, ocorre o comprometimento do crescimento
embrionario sistémico, levando a desfechos manifestados no recém-nascido. O baixo peso ao
nascer representa uma porcentagem alta de neonatos, sendo a restricdo de crescimento
intrauterino a principal responséavel por esse evento. Quando o recém-nascido tem seu peso
abaixo do 10° percentil da curva de crescimento infantil, ele é classificado como pequeno para
a idade gestacional. Esse grupo desenvolve um catch up precoce como carateristica de
compensacdo fisiologica, além de apresentar baixa concentragdo de leptina no leite de suas
progenitoras. Esse horménio desempenha diversas fungdes bioldgicas, com o destaque para a
regulacdo na resposta de saciedade através de sua ligacdo em receptores no hipotalamo,
alterando diretamente a homeostase energética. Existem diferentes modelos animais para o
estudo da restricdo de crescimento intrauterino, porém pouco se sabe sobre as alteracdes
metabolicas do catch up precoce e da contribuicdo da baixa concentracdo de leptina no leite
materno para esse fendmeno. Objetivo: Com isso, 0 objetivo desse trabalho € avaliar o melhor
modelo animal indutor de restricdo de crescimento intrauterino através de diferentes dietas
gestacionais e avaliar o perfil da leptina nas mées e nos filhotes. Metodologia: Para isso fémeas
Wistar foram acasaladas e quando confirmada a prenhez divididas em 4 grupos dietéticos:
controle (348,5Kcal/100g), hipoproteica (isocalérica, 8% de proteina), hiperlipidica
(459Kcal/100g) e restricdo alimentar (restricdo de 30% do consumo). A dieta permaneceu até
o final da gestacdo. O peso corporal foi aferido nos dias 0, 7, 14 e 21. Os filhotes foram pesados
e medidos o seu comprimento no dia do nascimento e parte da ninhada foi eutanasiada para
disseccdo do hipotalamo e coleta do sangue. O restante dos animais permaneceu com suas
respectivas maes até o segundo dia de vida, quando foi realizado o procedimento de coleta de
leite materno. Apos esse processo elas foram eutanasiadas, dissecado o hipotdlamo e coletada
a gordura corporal total. Resultados: O consumo alimentar ocorreu dentro do esperado, sem a
sobreposicdo do efeito da reducdo proteica no grupo com restricdo alimentar. A dieta de
restricdo alimentar apresentou peso menor que o controle nos dias 7, 14 e 21, e quanto as demais
dietas apenas no dia 21. O grupo de restri¢do alimentar apresentou menor peso de tecido adiposo
branco que o controle. Esse grupo também apresentou uma menor concentracdo de leptina no
leite e juntamente com a dieta hipoproteica, apresentou um aumento na expressado dos seus

receptores no hipotalamo. Essa dieta induziu um menor peso e comprimento nos filhotes, sendo



uma tendéncia a reducdo nos demais grupos. A leptina do sangue dos filhotes foi reduzida em
todos os grupos dietéticos, quando comparados com o controle. A dieta hipoproteica apresentou
uma reducdo na expressdo dos receptores de leptina apenas nos filhotes machos. Os demais
resultados ndo apresentaram diferencas entre machos e fémeas. Concluséo: A dieta de restricdo
alimentar moderada durante a gestagéo se mostrou 0 melhor modelo para estudos translacionais

relacionados aos fendmenos em filhotes pequenos para a idade gestacional.



ABSTRACT

Introduction: Despite offering an ideal environment for fetal development to occur, the
intrauterine environment may be vulnerable to external factors such as maternal, placental or
fetal changes. As a consequence, systemic embryonic growth is compromised, leading to
outcomes manifested in the newborn. Low birth weight represents a very significant percentage
of neonates, with intrauterine growth restriction being the main responsible for this event. When
the newborn's weight is below the 10th percentile of the infant growth curve, it is classified as
small for gestational age. This group develops an early catch up as a characteristic of
physiological compensation, in addition to having low leptin concentration in the milk of their
mothers. This hormone performs several biological functions, with emphasis on its role in
regulating the satiety response through its binding to receptors in the hypothalamus, directly
altering energy homeostasis. There are different animal models for the study of intrauterine
growth restriction, but little is known about the metabolic changes of early catch up and the
contribution of low leptin concentration in breast milk to this phenomenon. Aim: Thus, the aim
of this study is to evaluate the best animal model to induce intrauterine growth restriction
through different gestational diets and to measure the leptin profile in mothers and offspring.
Methodology: For this, Wistar females were mated and when pregnancy was confirmed
divided into 4 dietary groups: control (348.5Kcal/100g), low protein (isocaloric, 8% protein),
high fat (459Kcal/100g) and food restriction (30% of consumption restriction). The diet
remained until the end of pregnancy. Body weight was measured on days 0, 7, 14 and 21. The
offspring were weighed and their length was measured on the day of birth and part of the litter
was euthanized for dissection of the hypothalamus and blood collection. The rest of the animals
remained with their respective mothers until the second day of life, when the breast milk
collection procedure was performed. After this process they were euthanized, the hypothalamus
was dissected and the total body fat was collected. Results: Food consumption occurred as
expected, without overlapping the effect of protein reduction in the group with food restriction.
The food restriction diet had a lower weight than the control on days 7, 14 and 21, and the other
diets only on day 21. The food restriction group had lower weight of white adipose tissue than
the control. This group also had a lower concentration of leptin in the milk and, together with
the hypoprotein diet, showed an increase in the expression of its receptors in the hypothalamus.
This diet induced less weight and length in the pups, with a tendency to decrease in the other
groups. Offspring leptin blood was reduced in all dietary groups when compared to control. The

hypoprotein diet showed a reduction in leptin receptor expression only in male pups. The other



results showed no differences between males and females. Conclusion: The moderate food
restriction diet during pregnancy proved to be the best model for translational studies related to
the phenomena in small for gestational age offspring who suffered early catch up.
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1 INTRODUCAO

O ambiente intrauterino é extremamente importante para o desenvolvimento
embrionario e fetal, uma vez que proporciona as condic@es fisioldgicas necessarias para que
seu crescimento ocorra de maneira adequada (SEDAGHAT et al., 2015). Durante o periodo
gestacional, este meio esta suscetivel a fatores externos relacionados a mée como estresse
(RASHID et al., 2020), baixa ingestdo nutricional (GETE et al., 2020), ganho de peso
(HINKLE et al., 2015), modificacdes epigenéticas e alteracdes na programacdo metabolica
intrauterina (LESSEUR; CHEN, 2018; GOYAL et al., 2019), comprometendo o crescimento

sistémico do feto.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que 0 baixo peso ao nascer
(< 2.500 g) corresponde a uma prevaléncia de 20% de todos os partos no mundo, sendo esta a
causa da morte de aproximadamente 80% dos recem-nascidos (WHO, 2019). Quando o neonato
apresenta um peso inferior ao percentil 10 da curva de peso ao nascimento pela idade
gestacional, € classificado como pequeno para a idade gestacional (PIG) (LEE et al., 2013),
com a prevaléncia de uma a cada cinco criangas com 0 nascimento dentro do periodo
gestacional adequado (BLACK, 2015; LEE et al., 2017). Este fendBmeno pode ocorrer devido a
restricdo de crescimento que ocorre dentro do Utero, como consequéncia tanto de fatores
maternos, fetais, como fatores genéticos e placentarios (SHARMA et al., 2017; HUANG et al.,

2018; EATON et al., 2020).

Uma das principais programacdes metabolicas sofridas por recém-nascidos PIG € o
crescimento antropométrico em um curto periodo de tempo, se equiparando aos mesmos
parametros de criancas adequadas para a idade gestacional (AIG) (PEPE et al., 2020). Este
efeito denomina-se catch up e, quando ocorre de maneira precoce, pode proporcionar a

manifestacdo de doencas na fase adulta (MERICQ et al., 2005). Esse mesmo fenémeno é
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encontrado em recém-nascidos PIG, juntamente com baixa concentracdo de leptina no leite

maduro (NUNES et al., 2017).

O hormonio leptina é produzido nos adipdcitos e atua em células neuronais do
hipotallamo no sistema nervoso central (SNC). A sua concentracdo €, portanto,
proporcionalmente influenciada pela quantidade de tecido adiposo (SAVINO et al., 2013).
Alem disso, pode ser encontrada na placenta, no corddo umbilical e em células mamarias
(WEYERMANN et al., 2006; DUNDAR et al., 2010). Estudos em humanos demonstraram que
quantidades insuficientes de leptina durante o periodo da lactacdo induzem menor protecao
contra a obesidade e desordens metabolicas quando essas criangas atingem a fase adulta
(DONERAY et al., 2009; D'SOUZa et al., 2014), mas ainda ndo se sabem os efeitos desse

hormonio na expresséo dos receptores e no leite em modelos animais indutores de filhotes PIG.

O leite materno (LM) é a principal fonte de nutrientes do recem-nascido, uma vez que
ird suprir as funcbes placentarias importantes para o seu desenvolvimento. Ele apresenta
concentragdes adequadas de proteinas, lipidios, carboidratos e diversos componentes
biologicamente ativos (WITKOWSKA-ZIMNY; KAMINSKA-EL-HASSAN, 2017). Sua
composicdo pode mudar em resposta a determinados fatores, correspondendo as necessidades
do neonato de acordo com suas caracteristicas (ANDREAS et al., 2015). Alem do efeito
protetor contra a manifestacdo de sintomas de obesidade e diabetes na fase adulta dos recém-
nascidos, a leptina do leite apresenta uma relacdo indireta com uma regulacédo na plasticidade
neural hipotalamica (PICO et al., 2007), juntamente com alteracdes no padrdo de metilacdo do

DNA em resposta a alterac6es nas condicdes dietéticas durante a sua vida (PALOU et al., 2018).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AMBIENTE INTRAUTERINO

A gestacdo é um periodo no qual ocorre o desenvolvimento e amadurecimento fetal,
com seu crescimento tecidual e sistémico ocorrendo de maneira gradual, desde a formacao
embrionaria at¢ o momento do nascimento. Nas primeiras semanas gestacionais ocorre o
crescimento embrionario, junto com a implantacdo e desenvolvimento placentario, que sera
responsavel pela producdo hormonal importante para a gestacdo e nutricdo fetal durante todo
esse periodo (KNOFLER et al., 2019). A partir da terceira semana comega o inicio da formagéo
dos principais sistemas como do SNC e sistema circulatério, prolongando seu desenvolvimento
durante toda segunda metade da gestacdo (SCHNEIDER et al., 2018). Do segundo trimestre
em diante ocorre o crescimento dos demais sistemas biolégicos importantes, dando
continuidade apo6s o parto, como algumas regides do encéfalo permanecendo em

amadurecimento até o final da adolescéncia (DAYAN et al., 2010).

O estagio inicial da gravidez, mais especificamente o primeiro trimestre, apresenta um
periodo no qual o feto pode ser extremamente suscetivel a influéncia de fatores de exposicéo
materna, podendo comprometer o desenvolvimento neonatal (POON et al., 2018; PARISI et
al., 2019). A partir do segundo e terceiro trimestre da gravidez ocorre um aumento nas conexdes
cerebrais funcionais, sugerindo a presenca de redes motoras e sensoriais primarias, bem como
0s primeiros sinais de redes de ordem superior de cognicdo (TURK et al., 2019), salientando a
relevancia dos estagios de desenvolvimento fetal e sua vulnerabilidade a fatores externos

durante essas gtapas.

2.2 ORIGENS DESENVOLVIMENTISTAS DA SAUDE E DA DOENCA
Estudos epidemioldgicos evidenciam as relacBes entre fatores ambientas influenciando
alteracdes metabolicas e epigenéticas do feto, ocasionando a expressao fenotipica de doencas

na fase adulta desse individuo (GOYAL et al., 2019). Trabalhos voltados para as origens
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desenvolvimentistas da saude e da doenca (DOHaD) contribuem para a investigacdo de
possiveis alteragdes no crescimento e desenvolvimento infantil (FLEMING et al., 2015). Eles
exploram o periodo gestacional e a a¢do de varidveis ambientais no qual a mée esta inserida,
como fatores sociodemograficos (OLIVEIRA et al., 2016), estresse perinatal (CAO-LEI et al.,
2017), status nutricional materno (BJERREGAARD et al., 2019), como responsaveis pela
alteracdo na programacao metabolica intrauterina, atuando diretamente em desfechos do recém-
nascido. Um dos mecanismos mais relacionados com o cross-talk entre o ambiente e as
alteracOes bioldgicas da crianca é a epigenética, através de modulagcdes em nivel de metilacdo
do acido desoxirribonucleico (DNA) e histonas, ocasionadas, por exemplo, pela dieta materna

durante a gestacdo (FUKUOKA; KUBOTA, 2018).

Um dos estudos pioneiros desta area foi realizado por Barker e colaboradores (1989),
correlacionando o baixo peso ao nascer com doengas cardiovasculares na fase adulta dessas
criancas. Adultos nascidos com o peso inferior ao esperado para a idade gestacional, podem
apresentar uma maior predisposicdo a diabetes e obesidade concomitante a maiores niveis de
leptina em relacdo a gordura corporal (JORNAYVAZ et al., 2016). Os modelos animais sao de
extrema importancia para explorando os mecanismos envolvidos nestes achados clinicos.
Modelos indutores de baixo peso ao nascer demostraram uma alteracéo da fisiologia muscular
através da alteracdo nas funcGes mitocondriais oxidativas (BEAUCHAMP et al., 2015),
alteracdo na expressdo de genes relacionados a adipogénese (ISGANAITIS et al., 2009),
podendo contribuir para um aumento da adiposidade na fase adulta desses animais, como

observado em humanos.

2.3 RESTRICAO DE CRESCIMENTO INTRAUTERINO
Uma das causadoras do nascimento de criangas com baixo peso € a restricdo de
crescimento intrauterino (RCIU). Essa comorbidade pode também ser definida como a falha do

feto de atingir o seu potencial genético de crescimento, podendo ser devido a fatores maternos,
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fetais, placentéarios ou a nivel de DNA (SHARMA et al., 2017). A influéncia da gestante no
desfecho antropométrico e metabo6lico da crianga pode se dar através de uma alteracdo no status
dietético (WU et al., 2012), estresse perinatal (AE-NGIBISE et al., 2019), baixo peso pré-
gestacional (JAVADI et al., 2019), entre outras caracteristicas. Apesar dos mecanismos
envolvidos nas alteragdes placentéarias ocorridas em maes que sofreram RCIU ainda néo
estarem bem descritos na literatura, sabe-se que existe uma alteracdo na angiogénese
placentaria, levando a uma perfuséo uteroplacentéria inadequada (BARUT et al., 2010) bem

como a alteracéo da expressdo de alguns genes importantes (AWAMLEH et al., 2019).

Entre os nascimentos de um ambiente intrauterino com restricdo de crescimento, pode-
se destacar os classificados como PIG. Eles apresentam uma prevaléncia estimada de 27% dos
partos ocorridos em paises de renda baixa e média (BLACK, 2015). Segundo a OMS, ¢é
considerado como pequeno para a idade gestacional o recém-nascido nascido com o peso
inferior ao percentil 10 da curva de crescimento infantil, de acordo com a idade gestacional
(LEE et al., 2013). Acredita-se que os principais fatores que influenciam este baixo peso ao
nascer correspondem a aproximadamente 40% genético e 60% a estimulos ambientais externos
ao intrautero (DEVASKAR AND CHU, 2016), como idade materna, distarbios hipertensivos,
diabetes pré-gestacional, entre outros (VAYSSIERE et al., 2015). Além do déficit cognitivo,
essas criancas podem apresentar riscos de doencas cardiovasculares (FRANCO et al., 2008),
aumento na sensibilidade a insulina em relacéo a glicose sanguinea no inicio da vida pos-natal

(BAZAES et al., 2003), podendo se expressar em doencas na fase adulta.

Uma das principais programacdes metabolicas sofridas por recém-nascidos PIG € o
ganho de peso em um periodo muito curto, denominado de catch up, sendo comum ocorrer nos
primeiros 24 meses de vida (MARTIN et al., 2017). Este fenébmeno pode ser definido como
uma velocidade de crescimento acima dos limites estatisticos de normalidade, baseado na idade

ou maturidade do individuo, seguido de um periodo transitério de inibicdo do crescimento
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(WIT; BOERSMA, 2002). Quando este mecanismo de compensac¢do fisiologica ocorre de
maneira precoce, a crianga pode apresentar alguns distirbios durante o seu desenvolvimento,
transitando até a fase adulta como obesidade (ONG et al., 2000), resisténcia a leptina e insulina
(DULLOO, 2008; MORRISON et al., 2010), problemas cardiovasculares (CHO; SUH, 2016),

entre outros sintomas crénicos.

2.4 LEITE MATERNO

O principal recurso do recém-nascido para 0 seu crescimento e desenvolvimento no
periodo pds-natal é o leite materno. De acordo com a OMS e o Fundo das Na¢des Unidas para
Infancia (UNICEF), o aleitamento materno (AM) deve ocorrer de maneira exclusiva até o sexto
més de vida da crianga, e complementando com outros alimentos até os dois anos de idade ou
mais (LOPEZ-FERNANDEZ et al., 2017). A presenca de elementos bioativos contribui para
diversas alteracfes metabolicas importantes como a regulacéo do balanco energético (GROTE
et al., 2016), compensam as deficiéncias do sistema imune do recém-nascido (PALMEIRA;
CARNEIRO-SAMPAIQ, 2016), auxiliando na composicdo e desenvolvimento corporal do

individuo.

Alguns trabalhos mostram a importancia de macromoléculas como a leptina na
prevencdo de doencas como obesidade (PALOU et al., 2018), acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa como protetores contra hipertensdo, resisténcia a insulina e riscos de doencas
coronarianas (DAS, 2003), entre outros beneficios. Uma maior concentracdo de proteinas totais
no LM apds uma dieta rica em proteinas durante a lactacdo estd relacionada com o rapido
crescimento poés-natal (LIND et al., 2017), assim como um aumento na diversidade de
macronutrientes como oligossacarideos esta relacionado as mesmas alteragdes do recem-
nascido (ALDERETE et al., 2015), podendo levar a obesidade durante o seu desenvolvimento.

Esses carboidratos sdo encontrados em baixa concentracdo no leite de mées que tiveram
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criangas PIG, quando comparadas aos grupos com o peso adequado ou até mesmo grandes para

a idade gestacional (Phattraprayoon et al., 2018).

Figura 1- Delta do escore z de peso (A) e altura (B) de criancas pequenas para a idade

gestacional (P1G) ajustados pela idade comparadas com o controle, nos dias gestacionais 7,

15, 30, 90 e 180.

Figura adaptada de Nunes et al. (2017).
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O perfil do LM de genitoras de criancas pequenas para a idade gestacional mostra
alteracdo de alguns componentes, embora ainda ndo se tenha um perfil completo dessas
modificacbes. O conteldo total de gordura ndo tem uma alteracdo aparente entre esse grupo e
0 de recém-nascidos com o peso adequado, tanto no colostro quando no leite transi¢do e maduro
(DOMANY et al., 2015). As mées de criancas PIG e que apresentaram um quadro de diabetes
gestacional, apresentaram uma baixa concentracdo de proteinas totais, 0 que juntamente com
as concentracdes de gordura e de lactose, diminuindo o AM desses neonatos (GEORGE et al.,
2019). Recentemente, nosso grupo observou um catch up precoce em recém-nascidos PIG,
quando comparado ao grupo controle, nos primeiros meses de vida (Figura 1), juntamente com
uma menor concentracdo de leptina no leite maduro (NUNES et al., 2017). Apesar desses
achados, ainda ndo se sabe ao certo quais 0s principais mecanismos metabolicos envolvidos

nesse efeito.
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2.5 LEPTINA E SEU RECEPTOR

Um dos horménios mais importantes para a regulacdo de saciedade do recém-nascido
que esta presente no leite materno € a leptina. Ele € uma proteina composta por 167 aminoacidos
e tem um peso aproximado de 16kDa. E produzido pelo gene Lep localizado no cromossomo
7, contendo 3 exons e 2 introns (VAN DER LENDE et al., 2005). Foi descoberto em 1994 apds
a clonagem e estudo de um gene presente em um modelo de camundongo para obesidade,
descrevendo sua homologia em humanos (ZHANG et al., 1994). Sua produgdo ocorre em
grande parte no tecido adiposo branco, sendo produzida também na placenta, cordao umbilical

e em células mamarias (WEYERMANN et al., 2006).

Apols a sua liberacdo para a corrente sanguinea, a leptina atravessa a barreira
hematoencefalica e interage com seus receptores localizados em neurbnios orexigenos e
anorexigenos de primeira ordem no hipotdlamo. Eles enviam sinais para os neur6nios de
segunda ordem, 0s quais enviam uma resposta para outras regides do encéfalo que produzem o
comportamento de saciedade, juntamente com sinais para 0 sistema nervoso simpatico
responsaveis pelo gasto energético (TRIANTAFYLLOU et al., 2016) (Figura 2). Sua acao
enddcrina também ocorre através do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), influenciando
0s niveis dos horménios tireoidianos, dos hormdnios de crescimento, cortisol e esteroides
sexuais (MALENDOWICZ et al., 2007). Essas duas acBes podem influenciar também
alteracdes na conformacdo do esqueleto, com acéo direta nos osteoblastos, aumentando assim

a densidade 6ssea (REID et al., 2018) e contribuindo para o crescimento do individuo.



26

Figura 2 — Modelo esquematico da atuacdo da leptina nas distintas regides do hipotalamo,
atuando diretamente na diminuigdo da ingestdo de alimentos e ativagcdo do sistema nervoso
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Durante a gravidez, a concentracdo de leptina no sangue tem se mostrado aumentada,
mais especificamente durante o segundo trimestre, mantendo um nivel estavel no terceiro,
diminuindo drasticamente os niveis apés o parto (BRIFFA et al., 2015). Esse hormdnio parece
ter um papel importante na implantacdo embrionaria, uma vez que o endométrio e o embrido
expressam receptores de leptina (SCHANTON et al., 2018). A producdo de leptina pela
placenta auxilia na regulacdo imunoldgica durante o processo de crescimento embrionario, com
a expressao de citocinas e outros genes relacionados a resposta inflamatoria (LAPPAS et al.,
2005). Existe um possivel papel da leptina no desenvolvimento intrauterino fetal, uma vez que
trabalhos com neonatos provenientes de uma restricdo de crescimento intrauterino
apresentaram menor concentracdo dessa proteina no sangue (CATOV et al., 2007),
apresentando um aumento durante a infancia até a fase adulta deste individuo (PEREZ-PEREZ

et al., 2018).
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2.6 MODELO ANIMAL DE RCIU

Existem diferentes modelos animais que exploram os mecanismos relacionados a RCIU.
Os dois principais que buscam mimetizar os efeitos encontrados na pesquisa clinica sdo: 1)
ligacdo da artéria uterina e 2) alteracdo dietética durante a gestacdo (DEVASKAR; CHU, 2016).
Gracas a esses delineamentos experimentais, se faz possivel analisar os impactos desta
comorbidade intrauterina nos filhotes em nivel metabdlico e genético (GONZALEZ-
RODRIGUEZ et al., 2016), acompanhando o desfecho dessas alteracfes na fase adulta
(FRANCIS et al., 2020), com um tempo consideravelmente menor que em uma pesquisa
clinica. A descricdo de mecanismos subjacentes aos efeitos estudados é outro beneficio da

utilizagdo deste modelo, uma vez auxilia na melhoria das intervengdes clinicas.

Por se tratar de um protocolo menos invasivo, a intervencao dietética durante diferentes
etapas da gestacdo do animal tem se mostrado um bom modelo indutor de RCIU, observado
principalmente através do peso dos filhotes apds o nascimento (HAUGAARD; BAUER, 2001).
Uma das alteracdes alimentares bastante utilizada € a restricdo proteica, mais especificamente
com a disponibilizacdo de apenas 8% de proteina para a gestante. Nesse modelo € possivel
observar uma hiperglicemia no 14° dia gestacional, aumentando os niveis de insulina e leptina
circulante no 21° dia (FERNANDEZ-TWINN et al., 2003). A restricdo alimentar também induz
0 baixo peso nos filhotes, variando a severidade da reducéo nutricional, sendo aplicada em
diferentes momentos da gestacdo. Quando analisado o comportamento dos filhotes que
sofreram RCIU por este modelo, pode ser observado, entre outras alteragdes, um
comprometimento na consolidacdo da memoria de aprendizagem e espacial durante o periodo
de catch up pés-natal (DURAN FERNANDEZ-FEIJOO et al., 2017), expandindo as analises
para 0 SNC. Além de sua utilidade nos estudo referentes a obesidade materna, o modelo de

dietas ricas em gordura tem se mostrado indutor de baixo peso nos filhotes, juntamente com a
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reducdo da eficiéncia placentaria e alteracGes na expressdo génica no figado do feto

(PANCHENKO et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

Existem muitos estudos na literatura abordando as altera¢cbes no ambiente intrauterino
nos desfechos referentes ao desenvolvimento e amadurecimento do recém-nascido. A restricao
de crescimento intrauterino apresenta diversos comprometimentos no desenvolvimento do feto,
como retardo no desenvolvimento cognitivo, motor e um catch up precoce em criangas

pequenas para a idade gestacional.

Pouco se sabe sobre as alteracfes metabdlicas envolvidas nesse fenémeno, bem como
qual o papel da baixa concentracdo de leptina no leite encontrada nessas maes, e como ele
impacta nos parametros metabdlicos e génicos da mae e dos filhotes. Com isso, um modelo
animal experimental translacional se faz de extrema importancia para estudar essas possiveis

alteracdes metabdlicas.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo animal translacional que mimetize a baixa concentracdo de
leptina no leite materno, verificando as alteracbes em suas concentragdes séricas em maes e
filhotes e suas repercussdes na expressdo génica.
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Verificar a alteragcdo no comportamento alimentar e no peso das ratas gestantes nos diferentes
perfis dietéticos.
- Aferir se ocorreu reducao de peso nos filhotes de ambos o0s sexos.
- Avaliar as concentragdes de leptina e glicose no sangue dos filhotes de ambos 0s sexos no dia
de seus nascimentos e das mées no dia pos natal 2.
- Coletar leite e verificar as concentracdes de leptina no mesmo.
- Medir os niveis de expressao de leptina na gordura das ratas, dois dias apos o nascimento de
seus filhotes.
- Mensurar a expressao dos receptores de leptina no hipotalamo de filhotes no dia pds-natal 0 e

nas maes no dia 2.
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5 HIPOTESES
As dietas utilizadas nesse trabalho iro induzir restricdo de crescimento intrauterino,
verificado através do baixo peso ao nascer nos filhotes, reduzindo as concentracdes de leptina

no leite materno e irdo influenciar as concentracGes de seus receptores nos filhotes.
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6 METODOLOGIA
6.1 MODELO ANIMAL

Foram utilizadas 28 fémeas e 3 machos progenitores de ratos Wistar, com 45 dias de
vida (peso 180-200g) obtidas pelo Centro de Reprodugédo e Experimentacdo de Animais de
Laboratério (CREAL), localizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, na cidade de
Porto Alegre/Brasil. Os animais foram alocados na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA)
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com o controle de temperatura (22+2°C),
umidade (40-60%), ciclo claro/escuro de 12 horas, agua disponivel ad libitum e alocados em
caixa-moradia confeccionada em plexiglas medindo 41x34x16cm, com assoalho coberto de
serragem. Para as analises moleculares foi utilizado filhote de cada sexo por ninhada, nos
diferentes perfis dietéticos. O processo de habituagdo dos progenitores provenientes do CREAL
teve a duracdo de 14 dias sem a manipulagéo dos pesquisadores, para que o animal se acostumar
a rotina do biotério. Todos os procedimentos seguiram as Diretrizes para o Cuidado e Utilizacdo
de animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA/ Resolucdo Normativa n°30, 2016

CONCEA) e aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais do HCPA (n°20160399).

6.2 GRUPOS DIETETICOS

Todas as dietas utilizadas foram adquiridas na empresa PragSolucdes® (Sao Paulo,
Brasil) e acondicionadas no freezer -20°C ate o inicio dos experimentos. Ocorreu a distribuicéo
aleatéria em quatro grupos dietéticos, conforme os seguintes padrbes caldricos e de
macronutrientes: Controle (CTL): dieta padrdo ad libitum durante toda a gestacdo:
348,5Kcal/100g (11,6% de lipidios, 25,3% de proteinas e 63,1% de carboidratos); Dieta
hipoproteica (HP): adaptada de Fanca-Berthon e colaboradores (2009), ad libitum durante toda
a gestacdo: 348,5Kcal/100g (11,6% de lipidios, 8% de proteinas e 80,4% de carboidratos); Dieta
hiperlipidica (HL): adaptado de Cunha e colaboradores (2015), ad libitum durante todo a

gestacdo: 459Kcal/100g (23% de lipidios, 25,3% de proteinas e 51,7% de carboidratos); Dieta
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de restricdo alimentar (RA): adaptado de Akitake e colaboradores (2015), com a restri¢do de
30% do total de ragdo consumida pelo grupo controle: 348,5Kcal/100g (11,6% de lipidios,

25,3% de proteinas e 63,1% de carboidratos).

6.3 DESENHO EXPERIMENTAL

Apo6s o periodo de ambientacdo ocorre o protocolo de esfregaco vaginal para a
verificacdo do periodo fértil dessas progenitoras. Quando confirmada a fase proestro, ocorreu
0 pareamento de um macho e uma fémea em uma caixa-moradia para o acasalamento. No dia
seguinte realizou-se a verificacdo de prenhez, com o isolamento das ratas confirmadas gravidas
e inicio do grupo dietético até o 2° dia pos-natal (DPN). A pesagem da racdo consumida,

juntamente com o peso corporal materna foram realizados nos DG 0, 7, 14 e 21.

No DNPO, foi avaliado o comprimento do focinho até a ponta da cauda dos filhotes
machos e fémeas e o0 peso de total da ninhada. Oito horas ap6s 0 nascimento, ocorreu a eutanasia
de parte da ninhada, dissecado o hipotdlamo, coletado o sangue do tronco, medido o nivel de
glicemia atraves de um glicosimetro e quantificada as concentracfes de leptina no sangue.
Quatro filhotes (dois machos e duas fémeas) permaneceram com suas maes até 0 momento da

coleta do leite, mantendo o perfil dietético dos grupos durante este periodo.

No DPN2 as fémeas progenitoras foram pesadas, o leite coletado e eutanasiadas para a
dissecacdo do tecido adiposo branco total, retirado o encéfalo e separacdo do hipotalamo,
seguida do seu congelamento imediato por nitrogénio liquido. Todas as amostras bioldgicas

foram armazenadas no freezer -80°C até 0 momento das analises moleculares (Figura 3).



Figura 3 — Desenho experimental do modelo de diferentes perfis dietéticos durante o periodo gestacional das ratas Wistar
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6.4 COLETA DE LEITE

Para a obtencéo do leite materno, foi realizado o protocolo de Muranish e colaboradores
(2016), adaptado para ratos. Os filhotes foram isolados da mé&e por 6 horas através de uma
diviséria de acrilico transparente, contendo furos para proporcionar os estimulos sensoriais
responsaveis pelo acimulo do leite nas ratas (olfatério, visual e auditivo). A caixa moradia
permaneceu em uma incubadora a temperatura de 30°C e fluxo continuo de O2, em local isolado
e monitorada a distancia pelo pesquisador. Transcorrido o tempo de isolamento, a diviséria era
retirada, permitindo o cuidado materno por 10 min, a fim de realizar o estimulo mecénico de
liberacdo do leite pelos filhotes. Apds o fim deste periodo a rata foi anestesiada por isoflurano
e mantida em fluxo continuo de O e anestésico durante todo o processo. Neste momento foi
realizada a ordenha manual, coletando através de capilares de vidro, desprezando seu conteido
em eppendorfs de 1,5 mL e armazenando em -80°C até 0 momento das analises bioquimicas.
Todo o processo foi realizado sem a utilizacdo de ocitocina, proporcionando a possiblidade de

dosagem desse horménio nas pesquisas futuras do grupo.

6.5 DOSAGEM DE LEPTINA NO LEITE E SANGUE

As amostras do leite materno foram centrifugadas a 1.000g por 15 minutos em uma
temperatura de 4°C para a separacdo do soro. As amostras de sangue foram centrifugadas a
1.500g por 10 minutos na mesma temperatura, separando 0 soro sanguineo. Foi utilizado o kit
comercial imunoenzimatico para técnica de ELISA (Millipore®), para a realizacdo da dosagem

de concentracdo de leptina, seguindo o protocolo conforme as instrugdes dos fabricantes.

6.6 EXPRESSAO GENICA DE LEPTINA E SEUS RECEPTORES

Os tecidos hipotalamicos materno e dos filhotes foram homogeneizados e utilizados
para a analise de expressao do receptor de leptina, por meio da técnica de Real-Time PCR (RT-
PCR), utilizando sistemas de sondas TagMan® (Life Technologies) especificas para os alvos.

O mesmo processo de extracdo foi utilizado para a expresséo de leptina na gordura corporal
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total. Para estas analises, foi extraido o acido ribonucleico (RNA) total, utilizando o protocolo
do tampdo de Trizol (Invitrogen), com posterior conversdo para acidos desoxirribonucleicos
complementares (cDNA), através do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific), para transcricdo reversa, de acordo com instrucdes do fabricante. A
expressao foi analisada pela quantificacdo de amplificagcdes do produto utilizando o método 2-

AACt (LIVAK AND SCHMITTGEN, 2001).

6.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado um teste de normalidade de kolmogorov-smirnov para verificar a
distribuicdo amostral. Para a comparacdo das médias de expressdo génica entre 0s grupos de
diferentes perfis dietéticos foi utilizada uma analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida
de um post hoc de Tukey, quando apropriado. Em todas as analises, o nivel de significancia
utilizado foi estabelecido em 5%, com intervalo de confianca de 95%. Os dados foram

analisados no programa GraphPad Prism, versao 6.0.

7 RESULTADOS
7.1 DADOS MATERNOS

7.1.1.Consumo alimentar

O consumo dietético foi calculado pela diferenca entre o que foi ofertado de ragédo
subtraido do que foi pesado de sobra. A média de consumo (gramas) dos 21 dias gestacionais
no grupo HP (21,30£2,34) foi semelhante a do grupo CTL (21,29+2,12), apresentando uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0,001) entre os grupos HL (16,07+1,98) e RA
(14,36+0,23). Referente ao consumo energeético (kcal/100g), o grupo RA apresentou uma
menor média (50,05+0,79) quando comparada aos demais grupos dietéticos (p<0,001). O grupo
HP (1,70+0,19) teve uma menor consumo proteico, em comparacao as demais dietas (p<0,001)

(Tabela 1).
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7.1.2.Peso corporal e do tecido adiposo branco

Referente ao peso corporal materno durante a gestacdo, foi observado uma diferencga
estatisticamente significativa do grupo RA em relacdo ao CT nos dias gestacionais 7
(p=0,0275), 14 (p<0,001) e 21 (p<0,001) (Figura 4A). Todos o0s grupos dietéticos apresentaram
um peso menor que o grupo CT no dltimo dia do periodo gestacional (p<0,001). Em relacdo ao
peso do tecido adiposo branco, a razéo entre o peso da gordura total e o peso corporal da rata
se mostrou estatisticamente menor no grupo RA em relacdo aos demais grupos (p=0,0037)

(Figura 4B).

7.1.3. Leptina no leite

Quanto a média de concentracdo (ng/mL) de leptina no leite, as ratas pertencentes ao
grupo RA (3,05+0,55), apresentaram uma menor concentragdo do hormonio quando
comparadas ao grupo CT (4,35+0,44), com uma diferenca estatisticamente significativa
(p=0,009) (Figura 5). Os demais grupos dietéticos ndo se mostraram diferentes do grupo

controle.

7.1.4.Expressao de leptina e seus receptores

Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre 0s grupos em
relagio a expressdo de leptina do tecido adiposo total materno. E observada apenas uma
tendéncia de um aumento no 2-AACt das ratas do grupo HL (2,00£0,97) em relacdo ao CT
(1,04+0,20; p=0,0950). Em relacdo aos receptores de leptina no hipotdlamo, é observada um
maior nivel de expressdo nos grupos HL (1,49+0,30) e RA (1,53+0,31), em relacdo ao CT

(1,02+0,22; p=0,0021) (Figura 6).



Tabela 1 — Tabela da média de consumo alimentar, energético e proteico de cada grupo dietético durante o periodo gestacional

Grupos Dietéticos

Variaveis i i erlinidi P
Confrole Hlpop_rotelca Hlperllpldlca _ Restrlgao_ Valor de P
(n=8) (n=7) (n=7) Alimentar (n=7)
Média de consumo (g) 21,29 + 2,122 21,30 + 2,342 16,07 + 1,98° 14,36 + 0,23° <0,001
Media do consumo energetico 751 . 7383 74244814°  7376+9,09° 50,05+ 0,79" <0,001
(Kcal/100g)
Média de consumo proteico (g) 5,39 £ 0,54% 1,70 £ 0,19° 4,07 £ 0,50° 3,63 £ 0,06° <0,001

aeDiferentes letras representam diferencas estatisticamente significativas proporcionadas pelo teste de ANOVA de uma via seguido de um post hoc de
Tukey. Valores representados por média + desvio padrao. Nivel de significancia com p<0,05.
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Figura 4 — Comparacdo dos diferentes perfis dietéticos em relacdo ao peso (A) corporal durante os dias gestacionais 0, 7, 14 e 21 e (B) tecido
adiposo branco (TBA) como a razédo entre peso da gordura total em fungéo do peso corporal
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O peso corporal e de gordura total foi representado em média + desvio padrdo. A diferenca entre os grupos foi analisada através do teste de ANOVA de uma via, em cada
periodo separadamente, seguido de um post hoc de Tukey. Nivel de significancia *p<0,05 e **p<0,001 e ***p<0,0001, e n= 7-6 por grupo
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Figura 5 — Dosagem de leptina no leite materno, dois dias apds o nascimento dos filhotes em
mées com diferentes perfis dietéticos durante o periodo gestacional
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A concentragdo de leptina foi representada por média + desvio padréo, as diferencas entre os grupos foi através
de ANOVA de uma via seguida de post hoc de Tukey. Nivel de significancia **p<0,01, n=7 por grupo
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Figura 6 — Comparacdo da expressdo génica dos diferentes perfis dietéticos durante o periodo gestacional de (A) leptina no tecido adiposo total e
(B) dos seus receptores no hipotdlamo
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A expressdo génica foi representada por média + desvio padréo de 2-AACt. A diferenga entre os grupos foi analisada através do teste de ANOVA de uma via, em cada periodo
separadamente, seguido de um post hoc de Tukey. Nivel de significancia **p<0,01 e n= 6-5 na leptina da gordura e n=7-6 nos receptores de hipotdlamo
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7.2 DADOS DOS FILHOTES

7.2.1.Peso e comprimento

Em relacdo aos filhotes machos, foi observado uma menor média de peso (gramas) no
grupo RA (5,71+0,34), quando comparada ao grupo CTL (6,62+0,27), com uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0,0007) (Figura 7A). O mesmo efeito foi observado no
comprimento (centimetros) desses filhotes, com o grupo RA (4,50+0,06) sendo menor que 0
grupo CTL (4,78+0,10, p<0,0001) (Figura 7C). Nos filhotes fémeas o perfil foi similar, com o
grupo RA (5,30+0,16) e o grupo HP (5,30+1,01) apresentando um menor peso em relacdo ao
CTL (6,32+0,20, p=0,0006) (Figura 7B). Elas também apresentaram um comprimento no grupo

RA (4,36%0,30) menor que o grupo CT (4,78+0,08, p=0,0001) (Figura 7D).

7.2.2.Glicemia do sangue no dia do nascimento
Quanto a concentracao de glicose aferida no sangue dos filhotes ao zero dia de vida, ndo
foi encontrada diferenca estaticamente significativa em nenhum dos grupos, tanto nos filhotes

machos quanto nas fémeas, com valores similares entre os dois sexos (Figura 8).

7.2.3.Concentracéo de leptina do sangue no dia do nascimento

Na analise das concentracGes de leptina dos filhotes machos, foi encontrada uma
diferenca estatisticamente significativa em todos o0s grupos dietéticos, com uma menor
concentracdo (ng/mL) comparados ao grupo CT (p=0,0274) (Figura 9A). O mesmo efeito foi
observado nas fémeas, média menor nos grupos HP e HL quando comparadas ao grupo CT

(p=0,0198) (Figura 9B).

7.2.4.Receptores de leptina
Em relacdo expressdo dos receptores de leptina no hipotalamo dos filhotes machos, foi
observado uma menor expressao no grupo HP (0,52+0,22) quando comparado ao grupo CT

(1,01+0,35; p=0,0246) (Figura 10A). As fémeas apresentaram um perfil de expressdo génica
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similar aos machos, mas sem uma diferenca estatisticamente significativa (p=0,415) (Figura

10B).



Figura 7 — Diferenca entre as diferentes dietas maternas nos seus filhotes com zero dias de
vida, através da anélise antropomeétrica do peso de machos (A) e fémeas (B), juntamente com

0 comprimento também de machos (C) e fémeas (D)
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Eles foram representados em média + desvio padrdo. A diferenca entre as médias dos grupos foi analisada
através do teste de ANOVA de uma via, seguido de um post hoc de Tukey. Nivel de significancia ***p<0,001, e
n= 7-6 filhotes por grupo
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Figura 8 — Dosagem de glicose no sangue de filhotes machos (A) e fémeas (B) com zero dias de vida, cujas mées foram submetidas a diferentes
dietas durante a gestacéo
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Os resultados foram representados em média + desvio padrdo. A diferenca entre as médias foi analisada através do teste de ANOVA de uma via, seguida do post hoc de
Tukey. O nivel de significancia foi de p<0,05 e o n = 6-5 filhotes por grupo
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Figura 9 — Dosagem de leptina no sangue de filhotes machos e fémeas no dia zero de vida, cujas maes foram submetidas a diferentes dietas
durante a gestagéo
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As concentracdes de leptina foram representadas por média + desvio padrdo. A diferenca entre as medias foi analisada atraves do teste de ANOVA de uma via, seguido do
post hoc de Tukey. Nivel de significancia *p<0,05, n=5 filhotes por grupo



Figura 10 — Expressdo do mRNA de receptores de leptina no hipotadlamo de filhotes macho e fémeas com zero dias de vida, cujas maes foram

submetidas a diferentes dietas durante a gestacao
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O nivel de expressdo génica foi expresso em média + desvio padrdo do 2-AACt. A diferenca entre as médias foi analisada através do teste de ANOVA de uma via, seguido do

post hoc de Tukey. Nivel de significancia *p<0,05, n=6-5 filhotes por grupo
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8 DISCUSSAO

Este é o primeiro trabalho que mensura a concentracdo de leptina no leite de ratas
submetidas a diferentes perfis indutores de RCIU, sem a injecdo de ocitocina para a ejecéo do
leite. Isso possibilita a dosagem desse hormdénio no futuro nessas amostras coletadas,
amplificando o conhecimento dos principais mecanismos envolvidos no crescimento pds-natal
do recém-nascido. Este trabalho também foi pioneiro na questdo comparativa entre os modelos
animais indutores de nascimentos PIG, aferindo as alteracdes de leptina tanto em nivel proteico

quanto genético nas mées e na sua prole de ambos os sexos, durante o periodo perinatal.

A media de consumo alimentar dos grupos CTL e HP foi parecida, o que era de se
esperar uma vez que a quantidade calérica de ambas era a mesma. A media de ingestdo
energética da dieta HL ficou parecida com o controle, porém com um menor consumo,
demonstrando uma alteracdo no comportamento alimentar desses animais devido a densidade
caldrica, corroborando com a literatura (RAMALHO et al., 2017) (Tabela 1). Conforme o
esperado, 0 grupo HP apresentou uma menor ingestdo proteica que as demais dietas,
comprovando que o mesmo efeito ndo foi encontrado no grupo RA, sendo este apresentando

apenas o efeito da reducédo de todos os nutrientes.

O ganho de peso durante a gestacdo € um processo fisiologico que ocorre devido a
formacdo e desenvolvimento do liquido amni6tico e da placenta, aumento do tecido adiposo e
pelo crescimento do feto (NATIONAL RESEARCH, 2010). Ele é influenciado, ndo apenas
pelo status nutricional materno, mas também por outros fatores metabdlicos fisioldgicos
placentarios (CAMPOS et al., 2019). Quando esse evento ocorre de maneira fraca ou nédo
suficiente pode influenciar o desenvolvimento fetal, se manifestando através do baixo peso do
recém-nascido (MASTELLA et al., 2018), com uma associacdo a um aumento no risco de
nascimentos de prematuros (GOU et al., 2019), o que seria um possivel preditor de RCIU,

explicando o mesmo efeito encontrado nos grupos submetidos as diferentes dietas gestacionais
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(Figura 4A). O tempo de exposicdo a dieta durante a gestacdo pode influenciar tanto em
parametros maternos quanto dos filhotes. Griggio e colaboradores (1997) observaram que 0
impacto do ganho de peso nas ratas € muito mais severo ap0s a segunda metade da gestacéo,
com uma baixa perda desses parametros nos primeiros meses, comprovando também que uma
dieta restritiva durante todo o periodo gestacional tem um efeito mais significativo na restricdo
de crescimento sofrida pelos filhotes, corroborando com nossos achados referentes ao peso e
ao comprimento ao nascer desse grupo (Figura 7). Esse mesmo efeito é encontrado em humanos
em maes que tiveram baixa ingestdo nutricional durante a gestacdo, apresentando uma
correlagéo entre o baixo ganho de peso e um escore z inferior de peso e comprimento nos recém-

nascidos (ASHORN et al., 2018).

Entre as alteracbes metabolicas sofridas na gestacdo, o metabolismo de lipidios
apresenta uma importancia significativa, bem como as alteracfes dos niveis de glicose e
insulina. Durante esse periodo ocorre um aumento no deposito de tecido adiposo, sendo este a
principal fonte de calorias para a mée e para o feto em desenvolvimento, até o inicio da lactagédo
(LAIN; CATALANO, 2007). A dieta hipoproteica durante a gestacdo pode resultar em um
aumento da expressdo de genes no figado responsaveis por elevar os niveis de triglicerideos e
colesterol no sangue (SOSA-LARIOS et al., 2017), o que indicaria a propensao a maior
depdsito de tecido adiposo branco encontrado nesse grupo (Figura 4B). J& o grupo RA, além de
apresentarem RCIU resultando em filhotes com baixo peso e comprimento, tiveram uma menor
quantidade de tecido adiposo branco total comparado com o CTL (Figura 4B). Estudos em
humanos mostram que o suplemento adequado de &cidos graxos ao feto em formacdo é
fundamental para evitar o risco de induzir o baixo peso ao nascer (BOBINSKI; MIKULSKA,
2015), reforcando a correlacdo entre baixa quantidade de tecido adiposo materno e 0 nascimento

de filhotes PIG.
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Durante o periodo gestacional a leptina apresenta uma ac¢do importante no controle da
homeostase energética materna, contribuindo para o crescimento e desenvolvimento do feto
(SZCZEPANKIEWICZ et al., 2006). Esse horménio apresenta em alta concentracdo em
gestantes, quando comparadas com status de ndo gravidas, com uma contribuicdo tanto do
tecido adiposo branco quanto da placenta, apresentando uma comunicacdo importante com o
sistema imune (PEREZ-PEREZ et al., 2017). Chung e colaboradores (2019) encontraram uma
maior expressdo de leptina no soro sanguineo de ratas que realizaram uma dieta com alta
concentragdo de gordura durante a gestacdo, o que poderia corroborar com a tendéncia
encontrada do grupo HL encontrada neste trabalho (Figura 6A). O mesmo efeito ocorre em
modelo com ratas Wistar submetidas a dieta rica em calorias durante a gestacao, apresentando
uma maior concentracdo de leptina no sangue (NEMATI et al., 2017), como possivel

consequéncia do aumento da expressdo no tecido adiposo branco.

Embora tenha apresentado uma leve propensdo a maior expressao desse hormoénio no
tecido adiposo das progenitoras, os filhotes provenientes dos diferentes perfis dietéticos
apresentaram uma baixa concentracao sérica dele no dia do nascimento (Figura 9). Esse mesmo
efeito foi encontrado em estudos com humanos, onde é observado em recém-nascidos de um
ambiente onde ocorreu RCIU, uma correlacao entre horménios e fatores de crescimento com
as baixas concentracfes de leptina no sangue (LINNEMANN et al., 2001; CHIESA et al.,
2008). Foi observado em filhotes machos de ratas com restricdo alimentar durante a gestacéo,
alteracdes na plasticidade neural nas regies do hipotdlamo, através da supressdo das vias de
sinalizacdo regulatorias dos neurdnios anorexigenos responsaveis pela regulacéo do apetite que

resultam em hiperfagia na fase adulta (DESAI et al., 2007).

A amamentacdo é um periodo que aumenta a demanda energética diaria materna, uma
vez que visa proporcionar 0s nutrientes necessarios para o recém-nascido (BUTTE; KING,

2005). O leite materno pode ser influenciado diretamente por fatores maternos, genéticos ou
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por caracteristicas da crianca, 0 que compromete tanto micro quanto macronutriente
(KOCAADAM et al., 2018). Maes que tiveram criangas pequenas para a idade gestacional
apresentam diferencas na composicdo do leite materno, incluindo alteracdes em alguns
micronutrientes (MATALOUN; LEONE, 2000) e macronutrientes como a baixa concentracdo
de carboidratos (PHATTRAPRAYOON et al., 2018). Em um modelo animal onde foi realizado
uma restricdo a producéo de prolactina como uma resposta ao status de baixa nutricdo materna
foi observado uma baixa concentragdo de leptina no leite desses animais, mostrando a
correlagéo entre esses dois hormdnios e a ingestdo alimentar da gestante (BONOMO et al.,
2005). Essa interacdo poderia explicar os achados encontrados no grupo RA deste trabalho
(Figura 5). Utilizando modelo com reducéo de 50% do consumo alimentar durante metade da
gestacdo e toda lactacdo, foi encontrado o mesmo efeito no leite coletado dois dias apds o
nascimento dos filhotes (WATTEZ et al., 2014), podendo levar a alteracbes metabdlicas

posteriores nesses animais.

Transferéncia de leptina da circulacdo materna para o neonato através do LM apresenta
uma contribuicdo para a programacdo metabolica durante o desenvolvimento infantil
(CASABIELL et al., 1997). Em modelos animais é possivel observar, durante a lactacéo, a
existéncia de um pico transitorio na concentracdo desse hormdnio nos filhotes, com um
aumento na sua concentracédo a partir do DPN10, e um declinio apds o desmame (NOZHENKO
et al., 2015). Essa modulacdo hormonal contribui para a maturacéao e desenvolvimento do SNC,
principalmente na regido do hipotalamo com um aumento na plasticidade neural e na expressao
nos receptores de leptina (COTTRELL et al., 2009). As alteracGes metabdlicas que controlam
a homeostase energética através do controle de ingestao alimentar, podem apresentar um efeito
duradouro e irreversivel no metabolismo do individuo (GRANADO et al., 2012). Estudos

correlacionando o sincronismo hormonal da diade mae-crianca, principalmente nos primeiros



52

estagios do aleitamento sdo fundamentais para a investigacdo da expressdo fenotipica de

doencas durante o crescimento e desenvolvimento infantil.

A grande maioria dos trabalhos da literatura com modelos animais que exploram as
alteracdes no leite materno, ocorre a injecdo ou administragéo de ocitocina para que proporcione
uma maior quantidade de material bioldgico para coleta (DEPETERS; HOVEY, 2009). Este
procedimento pode alterar algumas composicdes do leite como o seu perfil hormonal,
quantidade de microRNAs e expressdo génica nas células presentes (LOLLIVIER et al., 2002;
HASSIOTOU et al., 2013). O periodo de coleta desses trabalhos varia entre 0 DPN 10-20,
devido ao pico de producdo do leite materno concomitante a ingestdo e ganho de peso dos
filhotes (KRINKE, 2000). A coleta realizada nesse trabalho através do protocolo adaptado de
Muranishi e colaboradores (2016) € inédita em ratos Wistar, ndo sé pelo periodo da coleta, mas

pela possibilidade de dosagem da ocitocina nessas amostras no futuro.

Existe uma relacéo significativa entre o comportamento materno e do neonato, durante
pos-parto e periodo de amamentacdo, e as concentracfes sistémicas de ocitocina
(YOSHIHARA et al., 2018). Estudos com modelos animais documentam o papel desse
hormdnio no vinculo entre mée e sua prole, apresentando uma modulacao nos seus receptores
neurais em regides especificas do hipotdlamo (KIM; STRATHEARN, 2016). Os neurbnios
responsaveis pela liberacdo de ocitocina, podem funcionar como alvos principais dos neurénios
anorexigenos responsivos a leptina, contribuindo para modificaces na ingestdo alimentar de
recém-nascidos (LADYMAN et al., 2010; BLEVINS; HO, 2013). O aumento de peso
proporcionado pela comunicacdo entre esses dois neuropeptidios (BLEVINS; HO, 2013), é um
dos principais motivos para se estudar suas concentra¢fes no leite materno, bem como sua
alteracdo em diferentes momentos do periodo de amamentacdo. Essas alteracdes, concomitante

a expressdo de seus respectivos receptores hipotalamicos, podem contribuir para elucidar as
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programacBes metabodlicas envolvidas no catch up precoce de criangas pequenas para idade

gestacional (NUNES et al., 2017).

O receptor de leptina consiste de uma sequéncia de 1165 aminoacidos em humanos e
1162 em ratos (TARTAGLIA et al., 1995). Mutacdo no seu gene leva a falta de sensibilidade a
leptina, hiperfagia, obesidade e algumas anormalidade enddcrinas, comprometendo também o
sistema imune do individuo (DUGGAL et al., 2011). Em modelos com ratos adultos, essa
molécula é altamente expressa em algumas regides especificas do hipotalamo, como o nicleo
arqueado (ARC), hipotalamo ventromedial (VMH), hipotdlamo dorsomedial (DMH),
paraventricular (PVN), e ventral pré-mamilar (PMV) (WADA et al., 2014), apresentando uma
maior quantidade de seu mRNA nessas regides no estado de jejum do animal (SAHU et al.,
2002). O aumento significativo encontrado no grupo HL (Figura 6B), pode ser observado em
estudo com humanos, no qual gestantes que ingeriram uma quantidade caldrica de alimentos
ultraprocessados tiveram um aumento na expressao génica do receptor de leptina (MARTINS
et al., 2018). As dietas indutoras de RCIU apresentaram uma leve tendéncia a uma maior
expressdo de receptores de leptina que o grupo controle, o que poderia ser explicado pelo
aumento da producdo de neurdnios orexigenos e anorexigenos encontrado no hipotalamo de
camundongos mades com a mesma comorbidade produzida por farmacos indutores de

deficiéncia de doadores de metil (SABER CHERIF et al., 2019).

A expressdo dos receptores de leptina no hipotalamo dos filhotes de camundongos tem
inicio entre os dias gestacionais 18 e 21 nas regides do nucleo ARC e PMV, sendo identificada
no ARC, PMV e DMH a partir do pés-natal 3 (UDAGAWA et al., 2000; CARLO et al., 2007).
Embora exista uma producdo basal de leptina durante a vida fetal e neonatal, a resposta
anorexigénica induzida artificialmente por esse horménio ndo é evocada em ratos recém-
nascidos (ABDENNEBI-NAJAR et al., 2011), provavelmente pelo fato da imaturidade da

regido ARC. Em ratos machos adultos, cujas maes sofreram restricdo alimentar durante a
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gestacdo, além de nascerem PIG, ndo apresentaram sintomas de obesidade na fase adulta
quando administrado leptina no periodo perinatal comparados com os controles que receberam
o mesmo tratamento (VICKERS et al., 2008). Esse efeito pode ser devido a tendéncia de baixa
expressdo dos receptores desse hormonio no hipotalamo dos filhotes conforme os dados desse
trabalho (Figura 10), tanto em machos quanto em fémeas. Filhotes de ratas que tiveram uma
restricdo alimentar durante a gestacédo, apresentaram um aumento na expressao dos receptores
no periodo perinatal e fase adulta (VICENTE et al., 2004; MANUEL-APOLINAR et al., 2010).
Um efeito similar, mas ndo t&o expressivo devido ao tamanho amostral, pode ser visto no grupo
RA tanto em macho quanto em fémeas. Embora a dieta HL néo tenha induzido baixo peso nos
filhotes conforme mostra a literatura, ela promoveu uma reducdo nos receptores de leptina, o
que poderia levar a resisténcia a leptina encontrada na literatura, levando ao ganho de peso na

fase adulta desses animais (FEREZOU-VIALA et al., 2007; HOWIE et al., 2009).

A busca por marcadores envolvidos no sincronismo metabolico entre mée e crianca
auxilia na compreensao dos principais causadores da manifestagdo fenotipica de doencas na
fase adulta desses neonatos (SMILEY et al., 2019). Existe uma corregulacdo da producéo de
cortisol pelo eixo HPA entre essa diade, com uma associacao forte ao ambiente compartilhado
e as experiéncias diarias em comum (PRATT et al., 2017), o que reforca também a necessidade
de inclusdo de variaveis ambientais no modelo animal. Em estudo com humanos, foi observado
um aumento na expressdo de genes responsaveis pela producao de citocina e quimiocinas no
colostro de maes que tiveram criangas com baixo peso ao nascer (ZAMBRUNI et al., 2017).
Esse delineamento de pesquisa, auxilia na identificacdo das rotas metabodlicas responsaveis

pelos desfechos neonatais desprovidos de uma analise empirica causal.

O comportamento materno pode ser classificado em dois tipos: a resposta direcionada
ao recém-nascido e a resposta relacionada a ele (BRIDGES, 2015). Em modelos animais as

respostas direcionadas aos filhotes podem incluir a construcdo de ninhos, lambidas e higiene
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urogenital, e melhor posicdo materna para ejecao de leite para os filhotes (ORSO et al., 2018).
As respostas relacionadas aos filhotes incluem o aumento na agressividade materna para
proteger a prole, aumento na ingestdo de alimentos para anteder a demanda metabolica durante
0 periodo de lactagdo e reducdo da ansiedade (SMILEY et al., 2019). Existe uma modulacao
neuroenddcrina de comportamentos relacionados aos filhotes e adaptaces fisioldgicas de apoio
a gravidez e ao aleitamento (EINION, 2017). Em humanos ocorrem mudancas no sistema
cardiovascular, sistema respiratério, masculos esqueléticos, padrdes de sono, homeostase da
glicose e fisiologia intestinal (GONZALEZ-MARISCAL et al., 2017). A inclusdo dessas
analises dentro do modelo animal indutor de RCIU proposto por neste estudo, traria um

enriquecimento para os estudos de DOHaD em modelos translacionais.

O periodo gestacional no qual ocorre a restricdo nutricional materna pode ser
fundamental para explicar os desfechos nos filhotes. Quando ocorre de maneira moderada
durante toda a gestacdo, ndo provoca alteracdes em alguns parametros metabolicos como
insulina e glicose (HOWIE et al., 2012), semelhante aos achados dos filhotes encontrados
(figura 8). O processo de formacdo e amadurecimento do hipotdlamo depende de funcbes
fisioldgicas basais importantes, como neurogénese, migracéo neural, morte celular, crescimento
axonal e sinaptogénese (BOURET, 2012). Cada processo ocorre em momentos distintos da
gestacdo e no periodo pds natal, marcando assim janelas de desenvolvimento importantes de
serem estudadas para possiveis intervences. Modelos animais de RCIU induzida por restricdo
alimentar durante a gestacdo, mostraram que a leptina altera a regulacdo energética,
manifestando obesidade no amadurecimento dos filhotes, quando associada a uma dieta rica em
gordura (PROULX et al., 2002; YURA et al., 2008). Esses achados reforcam a importancia dos
estudos em modelos animais, principalmente abordando diferentes momentos do

desenvolvimento dos filhotes.
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Padronizar um modelo que mimetize os achados clinicos encontrados no nosso grupo
de pesquisa € um dos principais pontos positivos desse trabalho, uma vez que ir& contribuir para
elucidar as alteracGes proporcionadas pela programacdo metabdlica intrauterina. A coleta de
leite sem injecdo de ocitocina é a principal conquista deste estudo, uma vez que possibilita a
dosagem inédita desse horménio, bem como a expressao dos seus receptores no hipotalamo dos
filhotes que sofreram restricdo de crescimento intrauterino. Ao mesmo tempo, ele foi uma das
principais deficiéncias, uma vez que recrutou grande parte do tempo de realizagdo do projeto
devido a falta de um protocolo para ratos na literatura. Outra fragilidade do trabalho esta no
tamanho amostral de algumas técnicas, principalmente referente aos filhotes, devido a baixa

expressdo basal dos genes analisados no dia pds-natal da coleta.
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9 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Embora todas as dietas tenham induzido um baixo peso e comprimento nos filhotes,
tanto em machos quanto em fémeas, apenas a dieta de restricdo alimentar durante a gestacao
apresentou essa diferenca estatisticamente significativa. Esse perfil dietético indutor de
restricdo de crescimento intrauterino apresentou uma maior alteragdo metabolica a nivel de
expressao dos receptores de leptina no hipotdlamo e suas concentracdes séricas tanto maternas
quanto na sua prole. Os niveis desse hormdnio se mostraram menor que o controle no leite
materno, indicando que esse modelo seria 0 mais indicado para o estudo translacional dos
mecanismos moleculares responsaveis pelo catch up precoce de criancas nascidas pequenas
para a idade gestacional encontrado por Nunes e colaboradores (2017). Esse € o primeiro estudo
a utilizar um modelo de coleta de leite sem a injecdo de ocitocina em ratas Wistar no segundo
dia pds-natal dos filhotes. 1sso permite ndo so a dosagem futura desse horménio, mas também
avaliar sua concentracdo no leite materno durante o periodo neonatal, comparando com o perfil

do leite maduro nos estagios finais da amamentacao.
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