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RESUMO

A gestacdo € um momento marcado por intensas alteracdes no organismo materno. Com o
intuito de amenizar essas mudangas e diminuir o ganho de peso, algumas mulheres utilizam de
dietas nutricionalmente desbalanceadas, sendo frequente a maior ingestdo de determinadas
substancias e a diminuicdo de outras. Porém, o uso desse artificio para controle de peso durante
a gestacdo culmina em problemas ndo bem elucidados pela comunidade académica, visto que
0 estado nutricional adequado da mde é essencial para uma gestacdo saudavel. Objetivando
verificar uma possivel influéncia da ingestdo de uma dieta hiperproteica (HP) na prenhez de
camundongos swiss e no desenvolvimento inicial da prole, o regime alimentar das fémeas
prenhes foi alterado para uma dieta contendo 42% de proteina, sem perda dos demais nutrientes.
A dieta foi alterada por todo o periodo de prenhez, sendo a ingestao alimentar e o ganho de peso
das fémeas acompanhados diariamente. Os animais foram organizados em quatro grupos
experimentais, sendo que em dois deles a prenhez foi interrompida no 19°. dia de gestacéo (ddg),
para coleta de rim fetal e placentas (Controle-19 e HP-19). Nos demais grupos (controle e HP), a
gestacdo chegou a termo e foi analisado o desenvolvimento fisico e neuroldgico inicial dos filhotes
durante o primeiro més de vida, bem como seu crescimento e ganho de peso. No 32° dia pds-nascimento,
os filhotes foram eutanasiados, via deslocamento cervical, juntamente com as mées, para avaliagdo
morfol6gica e morfométrica do tecido adiposo marrom, tecido adiposo branco e rim. Analises de
peroxidacao lipidica renal e hepatica foram realizadas em tecidos maternos, fetais e dos filhotes. Todos
os dados foram analisados quanto a normalidade e seguidos para testes especificos, dentre eles Teste T,
Mann Whitney e ANOVA Two-Way seguido de pds-teste Bonferroni. A ingestdo e o ganho de peso
materno durante a gestacao foi menor/// em maes alimentadas com dieta HP, assim como a area média
dos adipdcitos brancos, nimero de glomérulos renais e quantidade de proteina nos rins. Filhotes fémeas
e machos de mées HP tiveram a abertura de olho tardia, o que ocorreu também com a abertura da vagina
em filhotes fémeas. A proporcao rim/tibia dos filhotes foi alterada de maneira contraria em filhotes
machos e fémeas. O ganho de peso em filhotes fémeas e o crescimento naso-caudal de filhotes machos
também sofreram alteracdes. A area média de adipdcitos marrons apresentou-se menor em filhotes do
sexo masculino, concomitantemente com um aumento da area em adipdcitos brancos. A dieta ndo
alterou a quantidade de proteina no tecido renal e hepético de fetos e neonatos, porém evidenciou uma
diminuicdo da peroxidacéo lipidica renal e em placentas de 19°. ddg. O tratamento materno com a dieta
HP ndo provocou alteragbes na placentacdo ou na morfologia deste 6rgdo. Em conclusdo, os dados

apontam que a dieta HP pode afetar o organismo materno, a homeostase gestacional e o desenvolvimento



inicial dos filhotes, podendo, possivelmente, acarretar maiores problemas a longo prazo na vida destes

animais.

Palavras-chave: Dieta hiperproteica. Prenhez de camundongos. Desenvolvimento inicial da prole.

Tecido adiposo. Rim.



ABSTRACT

Pregnancy is a period of intense changes in the mother's body. In order to minimize these
changes and decrease weight gain pregnant women can use nutritionally unbalanced diets.
However, this kind of diet during pregnancy can generate several problems to the mother and
fetus, as an appropriate nutritional status of the mother is essential to maintaining the
homeostasis during pregnancy. Here we aim to evaluate the influence of the high-protein diet
intake (HP) on Swiss mice pregnancy, as well in the initial development of the puppies. Thus
we have used a diet containing 42% protein, without loss of other nutrients, throughout the
gestational period, measuring the food intake and maternal weight gain. The animals were
randomized in four experimental groups and in two of them the gestation was interrupted on
the 19", gestational day (gd) to fetus, kidney and placenta dissection (Control-19 and HP-19).
On further goups (Control and HP) gestational period was concluded and during first month
of life of the puppies, their physical and neurological development were analyzed, as well as,
their growth rate and weight gain. At 32 days post-birth, the puppies and mothers were
euthanized, through cervical dislocation, for morphological and morphometric evaluations of
brown adipose tissue, white adipose tissue and kidney. Analyses of renal and hepatic lipid
peroxidation were conducted on mothers, fetal and puppies tissues. All data were analyzed for
normality and by specific tests, including t-test, Mann Whitney and ANOVA Two-Way
followed by Bonferroni post-test. The intake and body weight gain during pregnancy was lower
in mothers fed with HP diet, as well as the white adipocytes average size, number of glomeruli
and protein amount in the kidneys. Females and males puppies of HP mothers had the eye
opening later than the controls, which also occurred with the vagina opening on females. The
kidney/tibia proportion was altered in an opposite way between male and female puppies. The
weight gain on female puppies and the nose/tail growth in male puppies have also changed.
Brown adipocytes average area was also lower in male puppies, differently to the area increased
of white adipocytes. The diet did not alter the amount of protein in renal and hepatic tissues of
pups and fetuses, but showed a decrease of the lipid peroxidation in female kidney and 19". gd
placenta. Maternal treatment with HP diet did not alter the placenta morphology. In conclusion,
these data indicate that the HP diet has effect on mother's organism, gestational homeostasis
and initial development of puppies can possibly leading to greater long-term problems in the

lives of these animals.



Keywords: High-protein diet. Mice pregnancy. Offspring early development. Adipose tissue.
Kidney.
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1 INTRODUCAO

A gestacdo € um fendmeno Unico, sendo responsavel por diversas modificacOes
metabdlicas, fisicas e psicoldgicas no organismo da gestante. Como consequéncia a essas tantas
modificacOes, a gestacdo é referenciada por alguns autores como um momento facilitador do
ganho excessivo de peso corporal materno (VITOLO, 2008). Sabe-se que uma gestante com
peso ideal deve ter um ganho de, em média, de 12 a 15 quilogramas durante a gestacao,
mantendo um estoque energético no segundo semestre gestacional, constituido principalmente
de lipidio, o qual devera ser destinado a nutricdo fetal (VITOLO, 2008; PARIZZI; FONSECA,
2010). No entanto, Guelinckx e colaboradores (2008), mostraram que cerca de 20% das
mulheres gravidas de sua pesquisa estavam acima do peso e que apenas 27% delas
encontravam-se j& obesas quando engravidaram, sendo assim, 73% das mulheres obesas
desenvolveram esse quadro durante o periodo gestacional. Desta maneira, fica evidente que o
estado gravidico, para muitas mulheres, passa a ser preocupante devido a possibilidade de
ganho de massa. Fato este que culmina na necessidade de controle alimentar para evitar o ganho
excessivo de peso corporal durante a gestacdo. Neste cenario aparecem diferentes dietas
nutricionalmente desbalanceadas, baseadas em aumento da ingestdo de alguma substancia e
restricOes parciais ou totais de outros componentes alimentares., podendo assim, tornarem-se
prejudiciais ao individuo, principalmente se tratando de uma gestante.

Existem diversas dietas conhecidas com alteracdes de algum macronutriente, tais como
dietas hipo e hiperlipidicas, hipo e hipercal6ricas, diversos tipos de restricdes alimentares,
dietas de cafeteria, entre outras. Dentro deste contexto, associada ao foco deste trabalho,
destaca-se a Dieta Dukan, muito utilizada atualmente, a qual é baseada na diminuicao drastica
da ingestdo de carboidratos e lipidios concomitante a um aumento excessivo da ingestdo de
proteinas (DUKAN, 2012). Como aspecto positivo desta dieta pode-se ressaltar que a ingestdo
de altos niveis de proteinas esta relacionada com a perda de peso corporal, pois induz a
saciedade, aumenta a termogénese, diminuindo a necessidade de recorrer a novos alimentos
(KUCIA et al., 2010). No entanto, dietas com alto indice proteico podem estar associadas a
diversos problemas metabolicos (QUIAN SHEN; et al., 2011; MAREDSOUS, 2016;
ANDREASYAN,; et al., 2007) e provavelmente estes indices representam um complicador a
mais, muitas vezes nao computado, principalmente no caso de gestantes.

Sabe-se que a qualidade da alimentacdo materna exerce grande influéncia no periodo
gestacional e no desenvolvimento embrio/fetal (GODFREY; BARKER, 2000; FOWLES,
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2006). Uma dieta materna inadequada, particularmente durante o primeiro trimestre
gestacional, exerce grande influéncia ndo apenas no desenvolvimento do embrido como
também no desenvolvimento placentario. Vale salientar que, nesta fase, ocorre intensa
proliferacdo e diferenciacdo celular, processos estes que sdo sensiveis tanto ao excesso quanto
a falta de alguns macronutrientes (FOWLES, 2006). Segundo Robinson e colaboradores (1994),
0 excesso de ingestdo de nutriente na fase inicial da gestagdo humana pode suprimir o
crescimento placentéario, resultando em uma placenta com tamanho deficiente, o que pode ser
prejudicial ao desenvolvimento fetal devido a dificuldade de aporte metabolico para o feto,
principalmente nas etapas finais de seu desenvolvimento.

Com relacdo a dietas contendo alta dosagem de proteinas na prenhez e na lactacao de
roedores, é importante salientar que alguns dados experimentais encontrados na literatura
apontam alteracbes na funcdo renal da progenitora, retardo do crescimento intrauterino,
diminuicdo da viabilidade gestacional e alteragdo na constitui¢do do leite materno, deixando-o
menos efetivo para a nutri¢do do filhote (QUIAN SHEN; et al., 2011).

No entanto, a literatura é rica em dados acerca das consequéncias do aumento da
ingestdo de proteinas para um adulto, seja ele roedor ou humano, porém, fica clara a escassez
de dados sobre esta conduta durante o periodo gestacional. Além da intercorréncia de poucos
dados, existe incoeréncia entre as pesquisas que averiguaram a influéncia do excesso de
proteina na formacdo dos sistemas do embrido/feto e também no desenvolvimento inicial dos
filhotes. Frente a essa lacuna na literatura, este trabalho buscou investigar possiveis efeitos da
dieta hiperproteica no organismo materno e no desenvolvimento fisico e neurolégico de filhotes
de camundongos contribuindo assim com novos conhecimentos para area de pesquisa de
interacdo materno fetal e possibilitando direcionar novos estudos sobre programacéo fetal e

epigenética.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta secdo, serdo abordados os temas centrais necessarios para melhor entendimento

deste trabalho.

2.1 DIETA HIPERPROTEICA NA GESTACAO

Durante a gestacdo humana é comum e necessario haver um ganho de peso corporal,
que permeia 0s 12 a 15 quilogramas (VITOLO, 2008). Porém, em grande parte das gestacdes o
ganho de peso ultrapassa a normalidade, culminando assim em um ganho excessivo de peso
corporal pelas gestantes. Segundo Guelinckx e colaboradores (2008), cerca de 21% das
mulheres gravidas apontadas neste estudo mostravam-se acima do peso sendo que apenas 27%
delas ja encontravam-se obesas quando engravidaram, reiterando ainda mais a influéncia da
gestacdo como indutora do ganho de peso.

Dentro deste contexto, frente a continuas e acentuadas modificacBes corporais na
gestacéo, algumas maes, tentando controlar o ganho de peso, optam por dietas nutricionalmente
desbalanceadas, com excesso de algum macronutriente e diminui¢do de outros. Esta pratica, no
entanto, pode vir causar danos a gestante e ao concepto, pois, tanto 0 excesso quanto a caréncia
de nutrientes podem acarretar algum prejuizo ao bem-estar gestacional (FELICIONI, 2014;
QUIAN SHENet al., 2011)

Em outro contexto, ainda associado ao padrdo nutricional da gestante, mulheres atletas
que utilizam suplementacdo proteica afim de ganhar massa muscular, quando se véem frente a
uma gestacao, também podem optar pela continuacdo da ingestdo proteica em excesso, muitas
vezes por falta de informacgéo sobre as possiveis consequéncias para sua propria saude e do
filho.

De acordo com uma pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Opinido Publica e
Estatistica (IBOPE) em associac¢do a Federacédo das Industrias do Estado de Sdo Paulo (FIESP),
para manter o peso ideal, a maioria dos individuos ndo se preocupam em procurar uma
orientacdo médica adequada e optam por diversos métodos populares ou empiricos de dieta,
sendo que muitos deles mostram-se prejudiciais a saude. Com este enfoque, uma das dietas

atualmente considerada como um dos métodos mais eficazes para perda de peso no mundo € a
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Dieta Dukan, alicercada no aumento expressivo da ingestao proteica e a diminuigdo drastica da
ingestdo de lipideos e carboidratos. Este método de emagrecimento é estruturado em quatro
diferentes etapas conhecidas como fase de ataque, fase cruzeiro, fase de consolidacéo e fase de
estabilizacdo, onde as duas primeiras fases objetivam a perda de peso relativamente rapida e,
as duas Gltimas, a estabilizacdo dos valores. Em todas as fases o aumento da proteina na
alimentacdo € evidente, principalmente na primeira onde o individuo se alimenta praticamente
somente de proteinas (DUKAN, 2012). No entanto, para Soenen e colaboradores (2012), a
manutencdo de peso corporal através da alimentacao parece ser dependente somente dos niveis
de proteina ingeridos, sem estar relacionado com niveis de carboidratos, visto que dietas
hiperproteicas, porém isocaloricas e isolipidicas vem sendo utilizadas com sucesso para
melhorar parametros metabdlicos.

Em uma dieta hiperproteica, um dos mecanismos chaves para a perda de peso é a
manutencdo da saciedade, pois a taxa metabdlica basal é mantida, assim como os niveis dos
hormdnios insulina e glucagon, porém, um balanco energético negativo é gerado, sendo o0 gasto
entdo maior que a ingestdo calorica, culminando em perda de peso corporal (PESTA;
SAMUEL, 2014). A partir dessas informac6es, € importante salientar que o macronutriente
mais saciante é a proteina, seguidos de carboidratos e gorduras (SOENEN; WESTERTERP-
PLATENGA, 2008). A mesma hierarquia acontece quando trata-se da capacidade termogénica,
onde as proteinas também sdo consideradas como o macronutriente mais termogeénico, ou seja,
com capacidade de acelerar o metabolismo, culminando em maior producao de calor (PESTA;
SAMUEL, 2014).

A homeostase da gestacao é dependente de um estado nutricional materno adequado e
0 aporte nutricional deve ser suficiente para suprir adequadamente as necessidades da mae e do
concepto que aumentam exponencialmente suas exigéncias nutricionais de acordo com a
progressdo da gravidez (FOWLES, 2006; PARIZZI; PARISI; LAORETI; CETIN, 2014,
FONSECA, 2010;). Além disso, em mamiferos, os Unicos suprimentos nutricionais destinados
ao embrido/feto séo advindos da alimentacdo e das reservas maternas, 0 que novamente
confirma a importancia do padrdo alimentar materno para o desenvolvimento, crescimento e
diferenciacéo celular e tecidual do embrido/feto em formacéo (RIFAS-SHIMAN et al., 2006).
Frente a tal cenario, € muito importante ressaltar que durante toda a prenhez a mae sofre
mudancas de apetite e de absorgéo intestinal aumentando e/ou modificando as exigéncias
nutricionais para manutencdo equilibrada da gestacdo (PARIZZI; FONSECA, 2010).

Uma frente relativamente nova da literatura, denominada origens desenvolvimentistas

da saude e da doenga (DOHaD), pontua que fatores ambientais podem agir como possiveis
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influenciadores da expressdo genética, durante o desenvolvimento embrio/fetal e o periodo
neonatal, o que pode culminar em padrGes diferenciados de satde/doenga na vida posterior do
individuo (SILVEIRA, 2007). Ainda segundo Silveira (2007), podem ser considerados como
fatores ambientais variacdes de temperatura, humidade, pressdo, estresse, alimentacdo materna
a exposicdo a diferentes agentes quimicos, poluentes entre outros parametros.

E importante ressaltar ainda que o desenvolvimento embrio/fetal, a infancia e a
adolescéncia séo periodos de desenvolvimento fisico e metabdlicos criticos e, uma alteracédo de
carater ambiental significativa pode gerar consequéncias, produzindo alteracdes persistentes no
funcionamento do organismo. Em animais, tais influéncias ambientais conseguem atingir o
embrido/feto pela placenta, sendo capaz também de influenciar na vida do neonato através do
leite materno, promovendo alteracdes fisioldgicas que podem alterar a vida do individuo ainda
jovem ou adulto. (SILVEIRA, 2007).

Desde o surgimento da DOHaD, varias hip6teses surgiram acerca da influéncia da
nutricdo durante a vida fetal e o risco de doencas adultas (MOORE, 2016). Assim, existem
teorias que defendem que a nutricdo é capaz de modificar a estrutura da cromatina,
principalmente em periodos criticos, alterando assim a expressao génica (MATHERS, 2007).

Complementando os dados expostos acima, estudos em humanos demonstram que a
ingestdo de niveis inadequados de nutrientes durante o desenvolvimento fetal pode estar
associada inclusive a um processo de reprogramacéo génica acarretando no feto um quadro de
predisposicdo a algumas doencas crénicas que surgem na infancia ou até mesmo na vida adulta
(GODFREY; BARKER, 2000). Em suma, de acordo com Parisi e colaboradores (2014),
alteracdes nutricionais na gestacdo podem levar a diversas falhas gestacionais, como parto
prematuro, alteracdo no processo de placentagdo, falhas no crescimento e desenvolvimento
fetal, diminuicdo do peso dos filhotes e complicacdes de curto ou longo prazo no
desenvolvimento da prole.

Sabe-se que a necessidade de ingestdo de proteina ao longo de diferentes fases da vida
de mulheres sofre variacdo, sendo que durante a lactacdo existe uma maior demanda,
decrescendo durante a gestacdo e diminuindo significativamente na fase adulta ndo gravidica,
respectivamente (BROW, 2010). A recomendacdo diéria de ingestdo de proteinas para uma
mulher adulta saudavel, ndo gravida, é de 0,89 proteina/kg e, em contrapartida, uma gestante
necessita de, em média, 1,19/Kg de proteinas por dia (OLIVEIRA; MARCHINI, 1998; SHILS;
OLSON; SHIKE, 2006; STEPHENS et al., 2014).

No entanto, mesmo sendo descrita uma maior necessidade de proteina durante a

gestacdo, existem evidéncias de que o0 consumo proteico em excesso pode causar parto
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prematuro em mulheres (ROSSO; CRAMOY, 1979). Porém, é importante salientar que
alteracOes dietéticas ou suplementacdo proteica podem ser necessarias em situacbes em que
ocorram deficiéncias especificas (PARISI; LAORETI; CETIN, 2014).

De acordo com a literatura, uma dieta rica em proteinas pode influenciar diretamente no
peso da prole. Andreasyan e colaboradores (2007), mostraram que o consumo diario de 10
gramas de proteinas na fase final da gestagdo humana esta diretamente relacionado com uma
reducdo de 18,8 gramas no peso de recém-nascidos. Essa influéncia também é descrita por
Maredesous e colaboradores (2016) no ganho de peso em camundongos onde filhotes de maes
tratadas com dieta hiperproteica (55%) durante a prenhez apresentaram menor ganho de peso.
Estes mesmos pesquisadores, descrevem que o0 ganho de peso da prole também reduziu quando
a dieta hiperproteica foi administrada apenas no periodo de lactacdo. Visto a influéncia direta
da dieta altamente proteica sobre o peso do neonato, estudos que relacionam a alimentagédo
materna com o tecido adiposo da prole devem ser considerados e o metabolismo deste tecido
melhor compreendido.

Em mamiferos sao descritos dois tipos de tecido adiposo: o tecido adiposo branco (TAB)
e o tecido adiposo marrom (TAM) (MINAMINO; NAGASAWA; OTHSURU, 2008). Os
adipdcitos constituintes do TAB estocam energia na forma de trigliceridios, advindos da
alimentacdo; ja as células adiposas do TAM sdo responsaveis por utilizar a energia acumulada
no TAB, afim de gerar calor e manter a termogénese corporal em situacfes ambientais adversas,
tais como, o frio e algumas alteracdes alimentares, dentre elas 0 aumento da ingestéo lipidica
(BARTELT et al., 2011; HARMS; SEALE, 2013; KROTT et al., 2016). O processo de
termogénese executada pelo TAM é dependente de uma proteina localizada no interior da
membrana mitocondrial, chamada Uncoupling Protein 1 ou Termogenina (UCP-1), a qual
transporta os elétrons para producédo energética com consequente producao de calor. Esse calor
produzido € de extrema importancia para grandes mamiferos em momentos de hibernacdo e
para filhotes pequenos que nascem sem cobertura de pelos (KROTT et al., 2016). A habilidade
de queimar triglicerideos altamente energéticos como combustivel para geracdo de calor,
permite que o TAM diminua a hipertrofia do TAB, a partir do aumento do gasto energético
acumulado, culminando na diminuicao de peso, e se tornando assim um alvo em potencial para
a diminuicéo da obesidade e de outras doencgas metabdlicas, como diabetes tipo Il e hipertenséo
(ARIAS et al., 2015; KROTT et al., 2016).

Além da associacdo da alimentacgdo rica em proteinas com o tecido adiposo, comumente
0 aumento de consumo proteico também é relacionado com uma sobrecarga e problemas renais.

Menalich e colaboradores (2000) correlacionam o peso corporal ao nimero de glomérulos
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renais em humanos onde quanto menor o peso, menos glomérulos existem no rim do recém-
nascido. Em adultos, Abdel-Hakeem e colaboradores (2008), associaram o numero glomerular
como um fator de grande importancia e influéncia frente a hipertensao, sendo que segundo 0s
pesquisadores, pacientes hipertensos apresentaram uma reducao de 46% do numero glomerular.
Confrontando os dados descritos, Zimanyi em associacdo com outros pesquisadores (2002),
ndo observaram diferenga no numero de glomérulos na estrutura renal de ratos filhotes
provenientes de mées alimentadas durante a gestacdo e em um periodo da lactacdo com racéo
hiperproteica (52%). Sabe-se portanto, que o efeito negativo exercido pelo aumento de proteina
no rim parece estar relacionado com a necessidade de trabalho exacerbado na filtragéo
glomerular frente ao excesso proteico (APARICIO et al., 2013).

E sabido que uma ma formacao renal pode estar associada a casos de insuficiéncia deste
orgdo, sendo a insuficiéncia renal conceituada como a auséncia ou diminuicdo das funcdes
renais, tais como a manutencéo do equilibrio eletrolitico e acido-base, a excrecdo de catabélitos
e as funcGes de regulagdo hormonal. Diversas patologias podem ser decorrentes de insuficiéncia
renal onde pode-se salientar a deficiéncia imunoldgica, quadros de hipertensdo, anemia,
hemorragias, desordens no metabolismo de lipidios, carboidratos e proteinas e até mesmo, a
intolerancia a glicose (BERGSTROM, 1997; MAFRA; ABDALLA; COZZOLINO,
1999MCGRATH et al.,1995).

Além dos efeitos j& mencionados, a alimentacdo hiperproteica também pode acarretar
um aumento das espécies reativas ao oxigénio (EROS) (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006). As EROS alteram as estruturas dos acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios das
membranas celulares, através da captura de seus elétrons, rompendo-a e ultrapassando 0s
limites membranares, possibilitando assim a oxidacdo de estruturas intracelulares, como o
nacleo. Este processo pelo qual as EROS danificam a membrana celular é denominado
peroxidacdo lipidica (HALLIWEL, 2007). Como consequéncia deste processo, a membrana
plasmaética pode perder sua seletividade i6nica e sua estrutura pode ser alterada, culminando na
liberacdo do conteudo das organelas (como enzimas hidroliticas), além da formacdo de
hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, como o Malondialdeido (MDA, CsH402), sugerindo um
possivel estresse oxidativo celular (ANTUNES et al.,2008; LIMA; ABDALLA, 2001). E
importante frisar que a peroxidagdo lipidica € um fendmeno natural que acontece
constantemente no organismo, em baixos niveis. Porém, o estresse oxidativo se da quando a
producdo de EROS se sobressai a defesa antioxidante do corpo (HALLIWEL, 2007). A
presenca do MDA tecidual pode ser utilizada como um indicador da ac¢do de radicais livres no

organismo, portanto sua mensuracdo € considerada na literatura como um indicativo de
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peroxidacao lipidica (ANTUNES; et al, 2008; JANERO, 1990). A peroxidacéo lipidica por sua
vez, pode ser considerada como um importante indicador para mensuracéo do nivel do estrese
oxidativo celular (LUZ et al., 2011).

Alteracdes nutricionais maternas durante a gestacao sao diretamente relacionadas com
0 crescimento e desenvolvimento dos seus descendentes (BUCKLEY; JAQUIERY;
HARDING, 2005). Ja se sabe que gestacdo e lactacdo sdo momentos importantes nos quais
ocorrem intenso crescimento e desenvolvimento do sistema nervoso central, onde alteracdes
nutricionais mostram-se como o primeiro fator ndo genético capaz de afetar o desenvolvimento
deste sistema, possibilitando, inclusive, uma diminuicdo do desenvolvimento cognitivo,
alterando sua normalidade (BELLUSCIO et al., 2014; MORGANE; MOCKLER; GALLER,
2002). Fica entdo explicito a influéncia da dieta materna no desenvolvimento cerebral da prole.
Além deste fato, existem estudos demonstrando que padrdes fisicos como crescimento e ganho
de peso do encéfalo podem também sofrer alteracdes frente a diferentes formas de alimentagéo
da progenitora (MAREDSOULS et al., 2016). Kanitz e colaboradores (2012), demonstraram
gue uma dieta rica em proteinas contendo 30% de proteina e com baixo teor de carboidratos
administrada a fémeas de suino prenhes desencadeia um aumento do tamanho cerebral dos
filhotes. Porém, muito pouco se sabe a respeito do que estas alteracdes poderiam acarretar no
crescimento e desenvolvimento destes animais. Segundo Castro (2004), avaliagdes acerca do
desenvolvimento fetal, que incluem observacdes de aparecimento de sinais fisicos e
neurocomportamentais sdo importantes ferramentas para analisar o efeito de algum agente que
possivelmente influencie a formacéo e funcionamento do sistema nervoso nas fases pré e pos-
natal. A interacdo materno/fetal por si s6 ja& € muito importante para o desenvolvimento
somatico e comportamental do filhote, pois pode alterar o comportamento emocional e resposta
a estresses na vida adulta (HUOT et al., 2004).

Atualmente a comunidade académica ndo observa mais a alimentacdo somente como
a forma de manter o metabolismo, pelo contrério, o padrdo alimentar vem sendo relacionado
com o controle da expressao de determinados genes, tanto a niveis transcricionais quanto pos-
transcricionais, influenciando no desenvolvimento ao longo de toda a vida (REMELY etal.,
2015). Este conhecimento culminou com a criacdo de uma area especifica de estudo que enfoca
a relacdo entre a alimentacdo e os nutrientes com o genoma, conhecida como Nutrigenémica
(KAPUT, 2006; VIRGILLI; PEROZZI, 2008). Este ramo tem auxiliado no reconhecimento de
nutrientes epigeneticamente ativos ou dietas especificas que podem alterar a heranca

transgeracional e predisposicdes pré e pos natais relacionadas com o risco e a manifestacédo de
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diversas doengas, tais como o aumento do céncer, sindromes metabolicas e doengas
neurodegenerativas (REMELY'etal., 2015).

Frente a tantos dados, observa-se entdo a importancia de uma analise detalhada acerca
da alimentacdo suplementada de proteina sobre a gestacdo e o desenvolvimento fisico e

neuropsicomotor do filhote.

2.2 CAMUNDONGOS COMO MODELO DE PESQUISA EM REPRODUCAO

Para realizacdo deste trabalho foi utilizado como modelo de pesquisa a gestacdo de
camundongos, devido a semelhanca de interacdes realizadas entre o organismo materno e fetal
durante todo o periodo gestacional com a espécie humana. Este fato se deve principalmente a
primatas e roedores possuem a placenta do tipo hemocorial onde as células trofoblasticas
interpdem-se entre as células maternas e as células do embrido/feto, regendo suas
intermediacdes durante toda a gestacdo (AMARANTE, 1997; AMARANTE-PAFFARO, 2011;
ENDERS; WELSH, 1993; GEORGIADES; FERGUSON-SMITH; BURTON, 2002; WANG;
DEY, 2006).

Outros fatores importantes que também corroboram com a escolha deste modelo de
pesquisa é a facilidade de manipulacdo e manutencdo destes animais em biotérios experimentais
(LAPICHIK; MATTARAIA; KO, 2009). Além do fato da prenhez de camundongos poder ser
dividida em trés periodos distintos, sendo eles: Periodo pré-embrionario (1° ao 6° dia de
gestacdo - ddg), Periodo Embrionario (7° ao 14° ddg) e Periodo fetal (15° ao 21° ddg),
relativamente rapidos, permeando 21 dias no total (DAMASCENO, 2008; ROMAN, 2011).
Este curto periodo de desenvolvimento gestacional, associado ao grande nimero de filhotes
nascidos por prole (em média 12) e o curto intervalo entre as ninhadas vem propiciando a
comunidade cientifica analises mais completas e respostas importantes em um periodo
relativamente curto de tempo (SANTOS, 2002).

Em média, cada um dos filhotes de camundongos da linhagem Swiss nasce com cerca
de 1a1,5gramas (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007), porém, é bem descrito na
literatura que os filhotes de roedores continuam seu desenvolvimento e maturacdo apds o
nascimento (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA; 2002; MORGANE; MOCKLER; GALLER,
2002;), sendo o sistema nervoso, por exemplo, mais imaturo que a espécie humana ao

nascimento. Mas toda a maturacdo e desenvolvimento dos sistemas corpéreos pode ser



26

acompanhada rapidamente pois, com 30 dias temos o adulto jovem ja& na puberdade
(ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA; 2002; CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007).

Acompanhando o desenvolvimento fisico pds natal € possivel observar, no momento do
nascimento, que a genitélia externa ja formada permite a diferenciagdo sexual, realizada atraves
da medida da distancia anus/genital(distancia entre o 6rgdo genital e o &nus) a qual se mostra
maior em machos do que em fémeas. Em relacdo ao desenvolvimento fisico, neonatos de
camundongos nascem com auséncia total de pelos, olhos fechados, pavilhdo auricular preso a
cabeca e desprovidos de dentes. Tais parametros comecam a ser observados ao longo da
primeira infancia destes animais, sendo o descolamento de orelha o primeiro a acontecer, por
volta do 3° dia pés-nascimento (dpn) (CALVINO-NUNEZ, DOMINGUEZ DEL TORO; 2014),
seguido pelo aparecimento de pelos, que se inicia com trés dias de idade, mas se completa em
torno de oito a nove dias; rompimento dos incisivos superiores e inferiores, permeando os 11
dias de vida e, por fim, abertura dos olhos que normalmente ocorre em torno de 12 a 14 dpn
(BELLUSCIO et al., 2014; LAPICHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

A puberdade e o desenvolvimento sexual das fémeas pode ser observado
parcialmente por volta do 24° ao 28° dpn, onde a vagina comeca a se abrir e a partir da
corneificacdo do epitélio, em algumas espécies, ja pode ser detectado o estro (fase do ciclo
estral onde as fémeas se tornam receptivas a copula). Porém, a idade da puberdade em si varia,
sendo que o estro completo inicia apenas alguns dias mais tarde, acompanhado da abertura
completa da vagina. No macho, a maturacdo sexual também pode ser observada,
acompanhando-se a descida dos testiculos para a bolsa escrotal, que ocorre em torno de 25 a 30
dias de vida. Em geral, a idade da puberdade é variavel tanto em machos quanto em fémeas,
sendo que em machos € descrita por volta dos 35 dias de idade, com maturidade completa com
50 dias, e em fémeas com 60 dias (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007,
LAPICHIK; MATTARAIA; KO, 2009). No entanto, é importante destacar que a maturacdo
sexual se mostra muito variavel entre diferentes linhagens e col6nias de camundongos devido
ao fato de ser influenciada por variagdes ambientais, como temperatura, estacdes e iluminacao
(LAPICHIK, MATTARAIA, KO; 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

Sendo a gestacdo um momento propiciador do ganho excessivo de peso, observa-se,
geralmente, a busca por dietas para controlar o ganho de massa corpdrea. Uma das dietas
utilizadas, com este intuito, atualmente € a Dieta Dukan, baseada na ingestdo de proteinas e
eliminacdo de outros macronutrientes. Em um outro contexto, o uso de suplementos alimentares
de base proteica objetivando o aumento da massa muscular em mulheres atletas ou busca por
um corpo modelo também pode exercer influéncia frente a gravidez. Porém, ainda pouco se
sabe a respeito da possivel influéncia de uma alimentacdo HP na gestacdo, tanto para a
progenitora, quanto para o neonato.

Sabe-se, porém que a nutricdo durante a gestacdo € um fator que ndo apenas influencia
no desenvolvimento intrauterino mas também pode ser considerado determinante para o bom
desenvolvimento da prole da primeira infancia a vida adulta. Trabalhos com esta tematica tém
surgido no meio cientifico, principalmente na Gltima década, no entanto, existem ainda muitas
lacunas a serem desvendadas. Elucidar os possiveis efeitos da dieta hiperproteica ministrada
durante a gestacéo sobre os sistemas urinario, no ganho de peso, no desenvolvimento fisico e
de reflexo dos filhotes, parece ser de grande importancia para compreensédo da ocorréncia de
disturbios posteriores no desenvolvimento da prole, assim como alertar para os riscos maternos

frente a esta conduta alimentar.
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4 OBJETIVOS

Seguem, detalhados abaixo, o objetivo geral e especificos do presente trabalho.

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os possiveis efeitos da ingestao de dieta hiperproteica (42%), durante a prenhez

no organismo materno e no desenvolvimento da prole de camundongos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar possiveis alteracdes devido a ingestdo da dieta HP durante a prenhez de

camundongos:

a) No ganho de massa corporea assim como no total da ingestdo alimentar das fémeas
prenhes;

b) No numero de filhotes nascidos vivos;

c) No tamanho e peso da ninhada;

d) Naocorréncia de alteragdes morfoldgicas nos tecidos adiposos marrom e branco da méae
e da prole;

e) Na morfologia renal materna, em fetos e nos filhotes jovens;

f) No desenvolvimento de parametros fisicos e de reflexos da prole durante o primeiro
més de vida;

g) Nas taxas de peroxidacdo lipidica das placentas, rins e figados das maes e dos
filhotes.
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5 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos experimentais deste trabalho foram realizados no Instituto de
Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), mais
especificamente no Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento nas dependéncias
do Laboratdrio de Biologia Animal Integrativa (LABAInNt). Apenas as leituras da peroxidagéo
lipidica e a quantificacdo proteica foram efetuadas no Laboratorio de Bioquimica e no

Laboratorio de Microbiologia do mesmo Instituto.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 20 fémeas prenhes, 60 filhotes e 5 machos adultos, da linhagem Swiss,
para a obtencdo dos dados apresentados neste trabalho. Os animais utilizados foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), e mantidos no
Biotério de Experimentacdo Animal do LABAInt durante todo o periodo de experimentacao.

As fémeas foram acasaladas com machos da mesma linhagem, a partir do método de
harém, na proporcao fémea:macho de 3:1. O dia que se constatou a presenca do tampéo vaginal
(Figura 1A), foi considerado como 1° dia de gestacdo (ddg).

Durante todo o periodo experimental os animais foram acondicionados em caixas de
polietileno forradas com cama de maravalha, guardadas em estantes ventiladas com
temperatura de 23 £ 2° C e ciclo claro/escuro de 12/12 horas (Figura 1B-C). O acesso a dgua e
alimentacdo foi ad libitum para todos os animais, porém, as fémeas prenhes do grupo
experimental tiveram a rag&o rotineira trocada pela hiperproteica, a partir do 1° (ddg) (ver item
5.3). Todos os procedimentos experimentais foram avaliados e aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal (CEUA) da UNIFAL-MG, sob protocolo 668/2015 (Anexo ).
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Figura 1- Observacdo de rolha vaginal e armazenamento dos

animais em biotério.
Fonte: Da autora
Nota: A. Deteccdo da rolha vaginal, considerando assim o 1°

ddg; B. Armazenamento individual das fémeas prenhes;
C. Estantes ventiladas para armazenamento das gaiolas
dos camundongos

5.2 DIETAS

A racdo hiperproteica utilizada neste trabalho, foi constituida de aproximadamente 42%
de proteina (sendo o conteldo proteico a base de caseina), 7% de lipideos e 41% de
carboidratos, sendo adquirida na empresa PRAG Solugbes — biociéncia©. Vale salientar que
nesta dieta, apesar da porcentagem menor de carboidratos, os valores de carboidratos e lipideos

permaneceram nos niveis de normalidade (Tabela 1).
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Tabela 1- Composicdo centesimal (g/100g de racdo) das racdes utilizadas para execucdo deste trabalho
PROTEINAS CARBOIDRATOS LIPIDEOS

RACAO CONTROLE
(NUV-LAB
~ 22 gramas ~ 46 gramas ~ 4 gramas
COMERCIAL)
RACAO ~ 42 gramas ~ 41 gramas ~ 7gramas
HIPERPROTEICA (HP)

Fonte: Da autora

A racdo controle utilizada foi uma ragdo comercial utilizada como padréo no laboratério
de pesquisa onde este trabalho foi desenvolvido (NUV-Lab CR-1 AUTOCLAVAVEL). Ambas
as racOGes foram disponibilizadas aos animais no formato de pellets, na propor¢cdo de 50
gramas/dia por animal, facilitando assim o0 acesso dos mesmos e a quantificacdo da alimentacéo.

Para selecionar a dieta utilizada os valores caldricos das dietas selecionadas foram
avaliados e comparados com os valores da dieta base para camundongos gravidos — AIN 93G,
previamente estabelecida pelo AIN, American Institute of Nutrition (NEVES et al., 2013).
(Tabela 2).

Tabela 2 — Andlise calérica da dieta base AIN 93G

AIN 93G Valor Caldrico Distribuicao Densidade Calodrica
(Kcal/100g9) calorica (%) (Kcal/g) da dieta
PROTEINA 80 22,79
CARBOIDRATO 208 59,25 3,51
LIPIDEO 63 17,94

Fonte: Da autora
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Tabela 3 — Anélise calorica da dieta controle utilizada nos experimentos

CONTROLE Valor Caldrico Distribuicdo Densidade Caldrica
(Kcal/100g) calorica (%) (Kcal/g) da dieta
PROTEINA 88 28,57
CARBOIDRATO 184 59,7 3,08
LIPIDEO 36 11,68

Fonte: Da autora

Tabela 4 — Andlise cal6rica da dieta HP utilizada nos experimentos

HP Valor Caldrico Distribuicao Densidade Calorica
(Kcal/100g) caldrica (%) (Kcal/g) da dieta
PROTEINA 168 42,5
CARBOIDRATO 163,8 41,5 3,95
LIPIDEO 63 15,94

Fonte: Da autora

E importante salientar que estd presente nas duas racdes disponibilizadas o
antioxidante Butil-Hidroxi-Tolueno (BHT), em concentracdes semelhantes, o que descarta
uma possivel influéncia deste nos resultados referentes a peroxidacdo lipidica descritos

posteriormente (Figura 2 e Tabela 5).



Manipulador

PRAG SOLUGOES Formula Dieta Hiperproteica HP
o ey Dose (g ouml) 2200
Dose (Kgoul) 220 Vezes 1X
Cod Produto Quantidade Fonecedor Fator Lote Validade Quantidade Pesados Verif
prescrita coregao prod. (g/mi) Eroﬂ(_gfml}_ OK
B e
AMIDO DE MILHO 17,75000% Ingredion 1 990522 131016 390,500 390,500
CASEINA 42,00000% Msl 1 191307100 210316 924000 924,000
AMIDO DEXTRINIZADO 13,20000% Ingredion 1 909110 2902116 290,400 290,400
SACAROSE 10,00000% GA 1 0407 0400716 220000 220,000
OLEO DE SOJA 7,00000% Cocamar 1 811502 050032016 154,000 154,000
CELULOSE MICROCRISTALINA  5,00000% Farmos 1 023279 3007/2017 110,000 110,000

MIX MINERAL AIN 93 G 350000%  PragSolucdes 1 180515 18/05/16 77000 77,000
MIX VITAMINICO AIN 93 1,00000%  PragSolucoes 1 240415 24104116 2,000 22,000

L CISTINA 0,30000% Farmos 1 104604  03/06/2018 6,600 6,600
BITARTARATO DE COLINA 0,25000% Farmos 1 3006290 300719 5,500 9,900
BHT 0,0014% Oficilnallis 1 0,031 0,031
100,00140% 2.200 2,200

dilucicoes: 1/0000 em sacarose

Figura 2 - Rétulo detalhado da racéo hiperproteica

Fonte: Cedido pela empresa PRAG SOLUCOES



Tabela 5 - Rotulo detalhado da ragdo controle

COMPOSICAO DA RACAO QUANTIDADE
PROTEINA BRUTA 220 g/kg
EXTRATO ESTEREO 50 g/kg
MATERIAL MINERAL 90 g/kg
FIBRA BRUTA 70 g/kg
CALCIO 10-14g/kg
FOSFORO 6.000 mg/kg
VITAMINA A 13.000 pl/kg
VITAMINA D3 2.000 pl/kg
VITAMINAE 34 pl/kg
VITAMINA K3 3mg/kg
VITAMINA B1 5 mg/kg
VITAMINA B2 6 mg/kg
VITAMINA B6 7 mg/kg
VITAMINA B12 22 mcg/kg
NIACINA 60 mg/kg
PANTOTENATO DE CALCIO 21 mg/kg
ACIDO FOLICO 1 mg/kg
BIOTINA 0,05 mg/kg
COLINA 1.900 mg/kg
sODIO 2.700 mg/kg
FERRO 50 mg/kg
MANGANES 60 mg/kg
ZINCO 60 mg/kg
COBRE 10 mg/kg
I0DO 2 mg/kg
SELENIO 0,05 mg/kg
COBALTO 1,5 mg/kg
FLUOR 60 mg/kg
LISINA 12 g/kg
METIONINA 4.000 mg/kg
BHT 100 mg/kg (0,01%)

Fonte: Da autora

5.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As fémeas prenhes foram distribuidas em quatro grupos experimentais sendo: (1) Grupo
Controle - constituido pelas fémeas alimentadas com ragdo comumente utilizada no biotério
(ver item 5.2), em regime ad libitum até o nascimento da prole (n=5); (2) Grupo HP - composto
por fémeas alimentadas com a racdo hiperproteica (42%) durante toda a prenhez, até o

nascimento dos filhotes (n=5); (3) Grupo HP 19 (n=5), constituido de fémeas alimentadas com
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racao hiperproteica até o 19° ddg quando a gestagdo foi interrompida; e (4) Grupo Controle 19
(n=5), no qual as fémeas foram alimentadas com racdo controle até o 19° ddg, sendo a prenhez
também interrompida no 19° ddg. Nos grupos onde houve o nascimento da prole (Controle e
HP), as fémeas foram alimentadas com a racdo controle durante toda a fase de lactacdo. Em
todos os grupos os filhotes e fetos foram avaliados macroscopicamente em busca de ma-
formag0es externas.

O planejamento estatistico para determinacdo do numero de animais (N) utilizado em
cada experimento foi realizado como demonstrado pelo CEUA da Universidade Federal do
ABC (CEUA-UNB, 2011) adaptado de Eng (2003).

5.4 ANALISE DA INGESTAO ALIMENTAR E GANHO DE PESO MATERNO

A ingestdo de racdo das fémeas prenhes do grupo Controle e HP foi quantificada
diariamente. Uma vez que o consumo médio diario de racdo por camundongo adulto é em torno
de cinco gramas (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007), foram pesadas e distribuidas
porcOes didrias de aproximadamente 50gramas (+1g) de racdo por gaiola o que permitiu as
fémeas dispostas individualmente em cada gaiola, ter livre acesso a alimentacdo. Toda manha
a sobra da racdo foi pesada e o resto ingesta calculado, subtraindo a sobra das 50 gramas
oferecidas inicialmente. Depois de calculado o montante do consumo diario (ingestao alimentar
diaria), a racdo disponibilizada era completada para 50 gramas novamente. O ganho de peso
das fémeas foi averiguado diariamente a partir do 2° ddg até o final da prenhez, visando a

comparacao direta entre os grupos Controle e HP.

5.5 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

As mdes do grupo Controle e HP foram eutanasiadas, através da técnica de
deslocamento cervical, 32 dias apds o nascimento da prole (32° dia pds-nascimento — dpn),
através da técnica de deslocamento cervical e laparatomizadas para coleta do tecido adiposo
branco perigonadal (TAB), rins e figado, sendo na sequéncia posicionada dorsalmente para

retirada do Tecido adiposo marrom intra-escapular (TAM). Os rins esquerdos e parte do l6bulo
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central do figado foram destinados as analises bioquimicas enquanto os rins direitos foram
destinados a estudos morfoldgicos e morfométricos, assim como todo o tecido adiposo. A tibia
esquerda tambeém foi coletada e medida atraves de paquimetro digital (MARBERG 200 mm),
apenas com o fito de normalizacdo do tamanho do animal, sendo descartada na sequéncia.

Todo o material bioldgico coletado destinado as analises morfoldgicas e morfométricas
foram fixados por imersdo em paraformaldeido 4% por 3 horas, lavados em PBS 0,05M e
mantidos em alcool 70% para posterior inclusdo rotineira em parafina.

Os orgaos separados para analises bioquimicas foram coletados a fresco e transferidos
uma solugédo de congelamento (13 mL) contendo 10 mLTampaoTris-HCI,pH 7,2, 1,5 mL de
anti-oxidante (Butil-hidroxi-tolueno — BHT 0,4%) e 15 mL de anti-protease
(Fenilmetilsulfonil- PMSF 5%) e congelados em biofreezer (-80° C), para posterior analise.

As proles nascidas dos grupos Controle e HP, foram analisadas macroscopicamente em
busca de més-formacdes externas e submetidos aos testes de analise de desenvolvimento fisico
e neuroldgico (ver item 5.12), foram também sacrificados no 32° dpn para coleta de rins (direito
e esquerdo), tecido adiposo (TAM e TAB), tibia esquerda e figado, todos acompanhando os
mesmos procedimentos descritos anteriormente para as maes. Para a coleta destes 6rgaos, foram
utilizados 3 filhotes fémeas e 3 machos de cada prole, possibilitando um n=15 de filhotes de
cada sexo.

Em relagdo ao grupo Controle 19 e HP 19, as mées foram eutanasiadas no 19° ddg,
visando a retirada dos cornos uterinos para coleta das placentas e fetos. Os fetos foram
observados macroscopicamente em busca de ma formacdes externas e foram coletadas duas
placentas de cada mée sendo destinadas uma para analise morfoldgica e morfométrica e a
segunda para a analise bioquimica. Um feto de cada ninhada foi dissecado para retirada do
rim esquerdo, destinado a analise histoldgica e morfométrica. E importante ressaltar aqui, que
a tibia ndo foi coletada pela impossibilidade fisica, decorrente do tamanho dos fetos nesse dia
de gestacdo. Assim como descrito acima, 0s 6rgaos destinados a morfologia foram fixados e
processados para parafina para futura analise microscopica e as placentas destinadas as analises
bioquimicas foram armazenadas como ja explicitado anteriormente.

Todos os 6rgdos coletados foram avaliados no momento da eutanasia em busca de
alteracdes macroscopicas, lavados em PBS 0,05M e pesados antes de serem destinados aos

procedimentos especificos.

5.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO
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Para andlise morfoldgica, depois de fixados por imersdo em paraformaldeido 4% por 3
horas, os rins, tecidos adiposos marrom e branco (maternos e dos filhotes) e placentas, foram
lavados trés vezes (10 minutos cada) em PBS 0,05M, desidratados em bateria crescente de
etanol (70%, 95%, Absoluto I e Il — 30 minutos em cada), diafanizados em Xilol (dois banhos
— 20 minutos cada) e embebidos em parafina (PARAPLAST - Sigma) 1:1 com xilol ao longo
de 40 minutos na estufa a 60° C. Apds dois banhos em parafina pura, de 30 minutos cada, 0s
cortes foram entdo incluidos em parafina histoldgica (Paraplast — Sigma). Os blocos obtidos
foram identificados e acoplados a uma base de madeira para posterior corte em microtomo. Os
cortes histologicos de placenta, TAM e TAB foram obtidos de maneira semi-seriada com 7 um
e 0s rins com 5 pm de espessura em micr6tomo rotativo (Leica RM 2135). Todos 0s cortes
foram coletados em laminas histoldgicas previamente tratadas com poli-L-lisina (Sigma) a 1%
(Sigma-St.Louis/EUA).

5.7 COLORACAO COM HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

As laminas contendo as secg¢des teciduais foram desparafinizadas em xilol (dois banhos
de 20 min), desidratadas em bateria de etanol (Absoluto I e 1, 95% e 70% - 5 min cada), coradas
com Hematoxilina por 30 a 40 segundos, lavadas em &gua corrente e dgua destilada para a
retirada do excesso de corante e coradas com Eosina por 10 segundos. As laminas foram entéo
desidratadas por uma bateria crescente de etanol: 70%, 90%, 95%, absoluto I, 1l e 11 (5 min
cada), banhadas em Xilol (2 vezes - 2 minutos) e montadas com balsamo do Canada.

5.8 ANALISE MORFOMETRICA DO TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo marrom e o branco das maes foram analisados em microscépio de luz
associado a um sistema de captura de imagens NIKON- Zeiss. A area dos adipdcitos foi medida
com auxilio do programa NIS-Elements, onde foram fotografados cinco campos aleatorios, de
um corte de tecido adiposo branco ou marrom, de cada animal, no aumento de 40x. Em cada
campo fotografado, foram medidos 15 adipdcitos aleatoriamente e coletados os valores das suas

areas em micrémetros quadrados (um?). Para esta analise foram utilizadas todas as maes HP e
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Controle (n=5), além de 14 filhotes, sendo 4 machos e 3 fémeas, de cada um dos grupos
analisados.

5.9 ANALISE MORFOMETRICA RENAL

As laminas histoldgicas dos rins das maes, filhotes e fetos, foram analisadas e
fotografadas no mesmo microscépio Optico com sistema de captura de imagens descrito no item
anterior. O numero total de glomérulos renais foi quantificado no aumento de 10x, para cada
animal. Para a contagem do numero de células glomerulares e as medidas das areas foram
usados 15 néfrons selecionados aleatoriamente, no aumento de 40x. Foram medidas as areas
(em pum?) dos corpusculos renais (néfrons), capsula de Bowman e glomérulos (Figura 3). Para
esta analise foram utilizadas todas as maes do grupo Controle e HP (n=5), 14 filhotes de 32
dpn, sendo n= 4 machos e n=3 fémeas, para cada grupo de tratamento (Controle e HP), e 8 fetos
de 19° ddg, Controle 19 (n=4) e HP 19 (n=4).
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Figura 3— Metodologia utilizada para as analises morfométricas renais.
Fonte: Da autora
Nota: MarcagOes em preto: medida da area do corpusculo glomerular ou

renal; Marcacdes em vermelho: medida da area do glomérulo; (*)
algumas células glomerulares. Para a mensuracao da area da Capsula
de Bowman (&rea branca entre as duas marcacdes), foi subtraida a
area do glomérulo do corpusculo renal. Coloracdo: Hematoxilina e
Eosina (40x).

5.10 ANALISE MORFOMETRICA DA PLACENTA

As placentas das mées do grupo Controle 19 e HP 19 foram analisadas morfologica e
morfometricamente. As anélises morfométricas foram executadas, como descrito anteriormente
para os demais tecidos, através do sistema de captura de imagens acoplado ao microscopio
Optico, com o auxilio do Programa Nis Elements e do Programa Am Scope MU1000 — Still and
Live Image Microscop Digital Camera (Editing and Measuring Software). Para esta analise
foram utilizadas 4 placentas do grupo Controle 19, sendo uma de cada fémea prenhe e 5
placentas do grupo HP 19. As placentas foram fotografadas panoramicamente, no aumento de
4x e, a partir das imagens obtidas, foram medidos os seguintes parametros: area total, espessura,

comprimento, nimero de ilhas de espongiotrofoblasto e area de labirinto e espongiotrofoblasto,
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como explicitado na Figura 4. E importante ressaltar que as placentas foram incluidas divididas
ao meio em seu maior eixo, visto que os cortes das placentas foram obtidos de forma semi-
seriada e dispostos em laminas numeradas, onde os cortes selecionados para as analises
morfomeétricas foram sempre os coletados na ldmina cinco, sendo medidos os 3 cortes da lamina

e realizada uma média dos valores obtidos.

Figura 4 - Morfometria placentéria
Fonte: Da autora
Nota: Anélise da &rea total (em vermelho), comprimento, espessura central,

lateral direita e lateral esquerda (em preto), medida da area de
espongiotrofoblasto (em amarelo), medida da area do prato coriénico
(em verde), medida, quantificacdo e diferenciacdo das ilhas de
espongiotrofoblasto  (em laranja). llhas de espongiotrofoblasto
compostas por células de glicogénio (*). As ilhas circundadas em laranja
e ndo marcadas com o asterisco sdo ilhas de espongiotrofoblastos
compostas por células produtoras de hormdnios. A medida da area de
labirintotrofoblasto foi feita através da subtracdo das areas das ilhas de
espongiotrofoblasto, da &rea total de espongiotrofoblasto e do prato
coribnico da area total da placenta.

5.11 ANALISE BIOQUIMICA

5.11.1 Determinacdo da peroxidacao lipidica
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A peroxidag&o lipidica foi analisada atraves da mensuracéo das substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) em comparagdo & massa proteica do material bioldgico analisado
(figado e rim materno e de filhotes e placenta).

As amostras previamente coletadas como descrito anteriormente, foram descongeladas
a temperatura ambiente e maceradas, com o fito de obter uma solu¢do homogénea dos tecidos.
Ap0s a maceracao, as amostras foram centrifugadas a 2000 rotagGes por minuto (rpm) durante
10 minutos a 4° C. Ap0s centrifugacdo, o liquido sobrenadante foi separado do solido
depositado no fundo de cada tubo, onde somente o sobrenadante foi utilizado. De cada tubo
centrifugado foi aliquotado 400 pL do sobrenadante para analise de TBARS e reservados 20

uL para quantificagdo da massa proteica. Todas as anélises foram executadas em triplicata.

5.11.1.1 Mensuracdo da concentracdo das Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitdrico

(TBARS) e mensuracdo da massa proteica.

A mensuracao da concentracdo de TBARS foi executada baseada na técnica ja descrita
anteriormente por Janero (1990). Para isso, em cada um dos tubos destinados a reacdo de

TBARS foram acrescentadas as substancias abaixo na mesma sequéncia descrita:

a) 1000 pL de Acido Tiobarbitarico (TBA) 0,8 %;

b) 1000 pl de tampao acido acético (pH 3.4);

c) 400 pL de Duodecil Sulfato de Sédio (SDS) 8,1% (m/v; agua destilada);
d) 400 pL de homogeneizado tecidual;

e) 200 pL de agua destilada.

Apdbs homogeneizados em vértex, os tubos foram incubados por 2 horas em estufa a 95°
C e resfriados por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotdmetro a 532 nm, sendo o branco padronizado por uma solugéo
contendo as mesmas substancias e quantidades dos grupos avaliados, porém na auséncia do

homogeneizado tecidual.

Para o célculo da concentragdo das TBARS foi utilizada a seguinte formula:
C (uM) = 0,153 X A532
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Onde, 0,153 corresponde a constante de multiplicacdo estabelecida pelo £532nm = 153 mM -

1cm -1 e A532 corresponde ao valor de absorbancia da amostra a 532 nm.

Para quantificacdo da massa proteica das amostras, utilizou-se uma técnica descrita por
Smith e colaboradores (1985), realizada através do kit Pierce TM BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific, n. 23225).

Inicialmente foi realizada uma curva de calibracdo das solucdes utilizadas durante o
método e apenas valores R? > 0,98 foram utilizados na quantificagdo da massa proteica. Para
curva de calibragéo foi utilizada uma solucdo de soro fetal bovino (BSA) nas concentracdes de
0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000 ¢ 2000 pg/mL diluida em Tampé&o Tris-HCI pH 7,4. As dosagens
foram realizadas em triplicatas e mensuradas a 562 nm. Foi realizada média aritmética de cada
triplicata para plotagem do gréafico (massa de BSA (ug/mL) X Abs562nm), obtengdo de R? e
equacéo da reta de regressao linear.

Para mensuracdo da massa proteica foi preparada a solucdo do Pierce TM BCA Protein
Assay Kit na propor¢do 50:1 (reagente “A”: reagente “B”) como descrito pelo fabricante. As
amostras foram distribuidas em microplaca sempre em triplicata, adicionando em cada po¢o 15
uL de tampéo Tris-HCI pH 7.2, 20 puL de amostra e 200 pl de solucdo AB. A placa foi
homogeneizada por 2 minutos e incubada por 30 minutos & temperatura de 37° C. A leitura foi
realizada a 562 nm em espectrofotdmetro. A massa proteica do analito foi entdo calculada
através da equacdo da reta de regresséo linear obtida anteriormente e a concentracdo de TBARS
foi calculada para 1 pug de massa proteica.

Tanto a quantificacdo da massa proteica quando as analises de TBARS foram realizadas
para as mdes alimentadas com dieta HP e controle (n=5 para cada grupo) e para 14 filhotes,
sendo n=4 para machos, em ambos 0s grupos, e n=3 para filhotes fémeas, também nos dois

grupos estudados.

5.12 ANALISE DA PROLE

Ao 1° dia p6s-nascimento (dpn) a prole foi contada, padronizada em seis filhotes - sendo
prioritariamente trés fémeas e trés machos. Apos observacdo dos filhotes em busca de alteragdes

morfologicas visiveis a normalizacdo da prole foi realizada considerado apenas como critério



43

de selecdo a visualizacdo de leite no estdmago dos animais pela mancha branca existente no
abddmen. De acordo com Chorilli e colaboradores (2007), tal aspecto deve ser considerado se
houver necessidade de selecdo de animais, pois, animais que mamam demonstram maior
habilidade para sobreviver.

As andlises de desenvolvimento fisico e neuroldgico foram realizadas no decorrer do

primeiro més de vida dos neonatos, até que todos os parametros fossem avaliados.

5.12.1 Testes de desenvolvimento fisico

Para os testes de desenvolvimento fisico foram utilizados seis filhotes por prole (trés
machos e trés fémeas). Os filhotes foram numerados e marcados diariamente com caneta
permanente, de forma padronizada, para possibilitar o reconhecimento de cada um durante o
periodo de experimento (Figura 5).

Todas as observaces fisicas dos filhotes foram realizadas no mesmo horario do dia
(entre 16 e 17 horas), até o 32° dpn. A presenca ou auséncia dos pardmetros observados foram
relacionados a idade do animal, sendo cada parametro avaliado até todos os filhotes
apresentaram resposta para 0 mesmo (Figura 6).

A metodologia utilizada para realizacdo destes testes foi baseada no trabalho de Castro
e colaboradores (2000), no entanto, tais autores utilizavam ratos como modelo de pesquisa,
dessa forma, os aparatos e analises foram adaptados para testes em camundongos. Os testes de

desenvolvimento fisico executados neste trabalho foram:

a) Analise do descolamento de orelha;

b) Aparecimento de pelo;

c) Abertura do olho;

d) Rompimento do dente incisivo superior e inferior;
e) Descida dos testiculos;

f) Abertura da vagina.
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Figura5 - Marcag&o padronizada dos filhotes para os testes de
desenvolvimento fisico e de reflexos neuroldgicos.

Fonte: Da autora

Nota: A, B, C: Padronizag&o feita em fémeas (azul), sendo
respectivamente, Fémea 1, Fémea 2 e Fémea 3; D,
E, F: Padronizacdo de marcacdo para machos
(preto), Macho 1, Macho2 e Macho 3,
respectivamente.

O ganho de peso dos filhotes ao longo do primeiro més de vida também foi monitorado,
sendo que os filhotes foram pesados de dois em dois dias, a partir do 2° dpn. Além desses
parametros, o crescimento naso/caudal, naso/anal e anus/genital foram aferidos (Figura 6 H-J),
também respeitando dois dias entre as medidas, utilizando-se um paquimetro digital
(MARBEG) de 200 mm de extenséo.



Figura 6 -

Fonte:

Nota:

Parametros fisicos analisados neste trabalho.
da autora

A. Animal no dia do nascimento. Observar os olhos fechados, orelhas
coladas a cabeca e auséncia de pelos. B. Descolamento de orelha. C.
Aparecimento de pelos. D. Rompimento dos incisivos. E. Abertura de olhos.
F. Descida dos testiculos. G. Abertura de vagina. H. Medida da distancia
ano/genital. I. Posicionamento do animal para marcacao no papel para futura
medida naso/caudal e naso/anal com paquimetro digital MARBEG,
explicitado em J.
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5.12.2 Testes de reflexos neurologicos

Para os testes de desenvolvimento de reflexos também foram utilizados trés filhotes do
sexo masculino e trés do sexo feminino de cada prole. Os testes de desenvolvimento
neuroldgico, foram realizados nas mesmas condigdes citadas acima para os testes de
desenvolvimento fisico. Os parametros para os testes de desenvolvimento neuroldgico foram
baseados e adaptados dos trabalhos de Castro (2006) e Davydov e colaboradores (2015), sendo

realizados como descritos a seguir:

a) Reflexo de endireitamento: o filhote foi colocado deitado em uma superficie plana
em decubito dorsal. Observa-se se em 30 segundos totais se 0 animal consegue
retornar ao decubito ventral, com as quatro patas apoiadas na superficie (Figura 7
A-C);

b) Geotaxia negativa: O animal foi colocado em uma rampa de superficie
antiderrapante com um angulo de 30° de inclinagcdo, com a cabeca voltada para a
parte mais baixa. Observou-se o filhote por 60 segundos para verificar se ele
conseguia virar-se 180°, de forma a estar com a cabeca voltada para a parte mais
alta da rampa (Figura 7 D-F);

c) Sobressalto auditivo: O filhote foi exposto a um som alto e estridente e observou-
se se ele percebeu 0 som, causando um sobressalto no animal. O sobressalto indica

inicio da atividade auditiva do individuo.
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Figura 7- Testes de reflexo da prole

Fonte: Da autora

Nota: A, B, C. Filhote executando teste de geotaxia negativa, iniciando com a
cabeca voltada para parte baixa da rampa e, finalizando depois de uma
volta de 180° com a cabeca para a parte alta da rampa, sendo assim
positivo para o teste. D, E, F: Animal desempenhando o teste de reflexo
de endireitamento, sendo colocado em decubito dorsal, com habilidade
para se endireitar em decubito ventral, no tempo estipulado para o teste,
sendo assim positivo para o parametro analisado.

5.13 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico Graph Pad
Prism 6. Todos os pardmetros deste trabalho foram analisados primeiramente quanto a
normalidade dos seus valores, sendo utilizado Shapiro-Wilk normality-test. Quando
comprovada normalidade, os valores seguiam para testes especificos para a distribui¢cdo normal,
e o contrario também foi feito.
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Em relacdo as anélises de ingestdo alimentar materna, ganho de peso e 0s crescimentos
(naso/anal, naso/caudal e anus/genital) da prole, foi utilizado Anélise de Variancia Two-way
(ANOVA Two-way), visto haver dois fatores atuando na variavel resposta (sendo eles dieta e
tempo), seguido do Pos-teste de comparac6es multiplas Bonferroni.

Para todo o restante das analises aqui apresentadas, onde apenas um fator (Dieta) afetava
a variavel resposta, foi utilizado teste t ndo pareado, para dados com comportamento
paramétrico e teste de comparacdo Mann-Withney, para valores que ndo se adequavam ao
padrdo normal. Para todos os testes e parametros, os dados foram considerados estatisticos
quando p<0,05 e os valores s3o apresentados no padrdo de média + desvio padrdo da média

(SEM).
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6 RESULTADOS

Os resultados obtidos nos experimentos detalhados no item anterior estdo descritos

abaixo.

6.1 ANALISES DA INGESTAO E GANHO DE PESO DAS FEMEAS PRENHES

Este trabalho evidenciou que os habitos alimentares referente a0 consumo da ragdo e o
ganho de peso das fémeas prenhes foi alterado entre a dieta HP e o Controle. De maneira a
quantificar tais alteragcdes, foi realizada uma andlise de varidncia (ANOVA) Two-Way,
seguidos de pos-teste Bonferronie confeccionado um grafico comparativo referente ao consumo
diario alimentar das fémeas HP e das fémeas Controle. Observou-se um menor consumo da
dieta HP, uma vez que o fator dieta (F 1, 152=228.6; p<0,0001) e o fator tempo (F 18, 152 =
4.829; p<0,0001) influenciaram significativamente a ingestao alimentar das fémeas HP a partir
do 4°dia de gestagdo (ddg) (Figura 8A).

De maneira a confirmar que esta redugdo da ingestao didria de racao HP corresponde
ainda a um maior consumo proteico, foi calculada a quantidade de proteina ingerida pelas
fémeas (Figura 9B). E importante ressaltar que, quando analisados os dois graficos de ingestdo
juntos, mesmo o grupo HP tendo ingerido menor quantidade de racdo, a ingestdo proteica ainda
foi maior quando comparada com a ingestdo proteica do grupo Controle, comfirmando assim,
a capacidade excessiva de proteina da dieta ofertada (Figura 8 A-B). A partir dos gréficos, nota-
se também que as fémeas prenhes tendem a aumentar a ingestdo de ra¢do com o passar do
tempo, visto que ambos os grupos demonstram um aumento de ingestao conforme a progressao
da prenhez.

Independente do padrao alimentar, devido a prenhez, esperava-se que as fémeas dos
dois grupos ganhariam massa ao longo do tempo, porém, de acordo com a mesma andlise
estatistica descrita acima (ANOV A/Bonferroni), os resultados demonstram que o tempo (F 17,
144 =97.92; p<0,0001), a dieta (F 1, 144 = 46.60; p<0,0001) e a interagao entre os dois fatores
(F 17, 144 = 1.954; p<0,01) foram significativos para fémeas HP. Apesar do ganho de peso das
fémeas HP mostrar-se levemente menor desde o 9° ddg, somente a partir do 16° ddg os valores

mostram-se alterados estatisticamente em relagdo ao controle, padrao este que foi mantido até
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o final da prenhez (Figura 8C). Dessa forma, os resultados aqui apresentados evidenciaram que

as fémeas alimentadas com a dieta HP possuem um ganho de peso significativamente menor ao

final da gestagao.

INGESTAO ALIMENTAR MATERNA INGESTAO DE PROTEINA DIARIA
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Figura 8- Gréfico da analise de ingestdo alimentar, proteica e ganho de peso
maternos durante o periodo de prenhez
Fonte: Da autora
Nota: Analise da quantidade média em gramas (g) de ragdo (A) e proteina

(B) consumida pelas fémeas prenhes do 2° ao 20° ddg. Em (C),
analise do ganho de peso das fémeas prenhes dos dois grupos. HP:
grupo tratado com ragdo hiperproteica. * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001, **** p<0,0001. Two-way ANOVA e pos-teste Bonferroni
(média £SEM).
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6.2 ANALISE DA QUANTIDADE E PESO DE FILHOTES

Neste trabalho, fémeas controle e HP néo apresentaram diferenca na quantidade de
filhotes nem no peso dos descendentes ao nascer (Figura 9). Além disso, ap0s observacdo
macroscopica dos filhotes nascidos, ndo houve alteracbes morfoldgicas evidentes sendo que 0s
neonatos de ambos 0s grupos, nasceram saudaveis, com coloracdo rosada e movimentacao

aparentemente normal.

A VIABILIDADE GESTACIONAL B  PESOAO NASCER
.8 PROLE PADRONIZADA
@
o 154
&
>
£ 10-
2 3
- °
«
£
=
z
0- 04
CONTROLE HP CONTROLE
Figura 9- Anadlise da quantidade média e peso médio de prole no 1° dpn
Fonte: Da autora
Nota: A. Quantidade média de filhotes nascidos vivos por prole; B. Peso em gramas

(9) da prole ao nascer, apés padronizacdo no numero de filhotes (6 filhotes).
Teste Mann Whitney p <0,05; média £ SEM.

6.3 TESTES DE DESENVOLVIMENTO FiSICO E DE REFLEXO NEUROLOGICO

Os resultados de desenvolvimento fisico e de reflexo neuroldégico de filhotes de

camundongos fémeas tratadas com dieta controle e HP estdo descritos nos itens abaixo.

6.3.1 Testes de desenvolvimento fisico
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De acordo com o protocolo experimental estabelecido neste trabalho, a maioria dos
parametros fisicos avaliados na prole ndo mostrou sofrer influéncia direta da dieta HP materna.
Porém, abertura dos olhos (AO) aconteceu tardiamente, tanto em filhotes fémeas quanto em
machos comparadas com o controle. Além disso, a abertura da vagina (AV) também apresentou
atraso no grupo HP. Os outros parametros analisados como descolamento de orelha (DO),
aparecimento de pelo (AP), rompimento do incisivo superior (RIS) e inferior (RII) e descida
dos testiculos (DT) ndo apresentaram alteracdes significativas nos testes executados (Figura
10).
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Figura10-  Analise de desenvolvimento fisico de filhotes ao longo do primeiro més de

vida
Fonte: da autora
Nota: A. Analise do desenvolvimento fisico de filhotes do sexo feminino de maes

tratadas com racédo controle e HP. B. Andlise do desenvolvimento fisico de
filhotes do sexo masculino de mées tratadas com racgdo controle e HP. C.
Analise do desenvolvimento fisico de filhotes de ambos os sexos de maes
tratadas com racdo controle e HP. ** p<0,01; ***p<0,001. DO:
descolamento de orelha; AO: abertura de olho; AP: aparecimento de pelo;
RIS: rompimento de incisivo superior; RII: rompimento de incisivo
inferior; AV: abertura de vagina; DT: descida dos testiculos. Média + SEM.

6.3.2 Testes de desenvolvimento de reflexo neurologico
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Os valores provenientes dos testes de desenvolvimento neuroldgico ndo mostraram
nenhuma alteracdo nos filhotes HP quando comparados ao controle em nenhum dos

parametros analisados (Figura 11).
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Figurall-  Analise do desenvolvimento de reflexo neurolégico dos filhotes ao longo
da inféncia e adolescéncia

Fonte: Da autora

Nota: A. Anélise do desenvolvimento de reflexo neuroldgico de filhotes do sexo
feminino de maées tratadas com ragdo controle e HP B. Andlise do
desenvolvimento de reflexo neuroldgico de filhotes do sexo masculino de
maes tratadas com racao controle e HP. C. Analise do desenvolvimento
de reflexo neuroldgico de filhotes de ambos os sexos de mées tratadas com
racdo controle e HP. RE: reflexo de endireitamento; GN: geotaxia
negativa; AP: agarramento palmar; SA: sobressalto auditivo. Teste T ndo
pareado e teste de comparagdo de média Mann Withney; média + SEM.

6.4 ANALISE DO GANHO DE PESO DOS FILHOTES
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Em relacdo ao ganho de peso dos filhotes, ao longo do primeiro més de vida, em fémeas,
o fator dieta (F 9, 250 = 22.92; p< 0,0001) e o fator tempo (F 9, 250 = 2278.31; p<0,001) foram
significativos frente ao ganho de peso, porém a interacéo entre eles nao teve influéncia sobre
tal aspecto. Assim, o ganho de peso se mostrou menor a partir do 20° dpn, sendo significativo
apenas no 26° dpn. (Figura 12A). As analises de filhotes machos ndo revelaram nenhuma
alteracéo (Figuras 12B).

Foram realizadas também analises do ganho de peso total ao longo do primeiro més de
vida e nenhuma modificacdo significativa foi observada, independente do sexo do filhote
(Figuras 12E-F).

6.5 ANALISE DO CRESCIMENTO DA PROLE

As andlises de crescimento naso/caudal, naso/anal e anus/genital encontram-se descritas

abaixo.

6.5.1Crescimento naso/caudal

Os dados de crescimento naso/caudal de filhotes fémeas ndo mostraram nenhuma
diferenca significativa entre os grupos HP e Controle. Entretanto, no sexo masculino, o fator
dieta (F 1, 290 = 29.80; p<0,0001) e o fator tempo (F 9, 290 = 3483; p<0,0001) apresentaram
influéncia sobre o crescimento dos filhotes, sem interacdo entre eles. O crescimento naso/caudal
de filhotes machos mostrou-se significativamente menor nos 11° e 14° dpn. Quando analisados
os valores sem considerar 0 sexo dos filhotes, também o fator tempo (F 9, 559 = 6612, p<
0,0001) e o fator dieta (1, 559 = 68.51, p<0,0001) influenciaram nos resultados, gerando um

menor crescimento nos dias 5, 11, 14, 20 e 23 em animais do grupo HP (Figura 13A-C)

6.5.2 Crescimento naso/anal
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Em relagdo ao crescimento naso/anal dos filhotes durante o primeiro més de vida, as

andlises dos dados ndo mostraram alteracdes de crescimento entre os grupos. (Figura 13 D-F).

6.5.3 Crescimento anus/genital

Os valores referentes a andlise de crescimento anus/genital ndo apresentaram
significancia estatistica quando comparados com o grupo controle. Porém, é importante
ressaltar que no crescimento anus/genital de filhotes fémeas demonstrou uma influéncia
significativa do fator tempo (F 9, 250 = 684.9; p<0,0001) e dieta (F 1, 250 = 4.405; p<0,05)
sobre tal aspecto quando feito o teste de variancia ANOVA Two-Way, entretanto, ao fazer o
pos-teste de comparagBes mdaltiplas de Bonferroni, este ndo detectou nenhum valor
estatisticamente significativo (Figura 13 G-1).
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Figura12 -  Ganho de peso dos filhotes ao longo do primeiro més de vida
Fonte: Da autora
Nota: A. Analise do ganho de peso de filhotes fémeas ao longo do primeiro més de vida;

B. Anélise do ganho de peso de filhotes machos ao longo do primeiro més de
vida; C. Andlise do ganho de peso de filhotes de ambos 0s sexos ao longo do
primeiro més de vida. D, E, F. Média do ganho de peso total ao longo do primeiro
més de vida dos filhotes fémeas, machos e de ambos 0s sexos, respectivamente.
ANOVA Two-Way e Bonferroni e Teste T ndo pareado; média + SEM; **
p<0,01, ***p<0,001.
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Crescimentos naso/caudal, naso/anal e anus/genital de filhotes de maes submetidas a

Figura 13-

dieta controle e HP
Fonte: Da autora
Nota:

A, B e C: Crescimento naso/caudal de filhotes fémeas, machos e de ambos os sexos,
respectivamente, ao longo do primeiro més pds-nascimento; D, E e F. Crescimento
naso/anal de filhotes fémeas, machos e de ambos o0s sexos ao longo do primeiro més
pos-nascimento; G, H e I. Crescimento anus/genital de filhotes fémeas, machos e de
ambos 0s sexos, respectivamente, longo do primeiro més pos-nascimento; ANOVA
Two-Way seguido de Bonferroni ; *p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,0001; média + SEM.
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6.6 ANALISE DO PESO DOS ORGAOS

Abaixo estdo descritos os resultados provenientes da metodologia do peso de rins, tecido

adiposo branco e marrom de mées do grupo controle e HP.

6.6.1 Analise do peso dos drgaos maternos e proporcao rim/tibia

No momento da eutanasia o tecido adiposo branco (TAB) e o tecido adiposo marrom
(TAM) maternos foram coletados e pesados, ndo apresentando qualquer diferenca significativa
entre 0s grupos experimentais (Figura 14A).

Além dos tecidos adiposos, o rim direito também foi coletado e pesado, assim como a
tibia direita, que foi medida (em milimetros), objetivando padronizar o peso dos rins com 0
porte fisico do camundongo, sendo que os dados estatisticos também ndo demonstraram
alteracdes significativas entre os grupos (Figura 14B).

Nos grupos Controle 19 e HP 19, dos quais foram coletadas as placentas, foi detectada
uma diminuig&o no peso daquelas provenientes de mées alimentadas com a dieta hiperproteica
(Figura 14C).
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- P
Figura 14 - Analise do peso de 6rgdos maternos
Fonte: Da autora
Nota: A. Peso médio de Tecido adiposo branco e marrom de maes

alimentadas com dietas diferenciadas; B. Proporcdo
rim/tibia e, C. Peso médio das placentas de camundongos
gravidos sacrificados no 19° ddg. Teste Mann Withney
(utilizado em A e B) e Teste t ndo pareado (em C). *p<0,05,
média SEM
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6.6.2 Andlise do peso dos drgdos dos filhotes e proporgéo rim/tibia

Com relacdo aos filhotes, os pesos de TAB néo apresentaram diferenca estatistica entre
os valores encontrados para os filhotes HP e Controle. Porém, o peso médio do TAM, quando
néo considerado sexo, indicou uma diminui¢do em filhotes descendentes de maes alimentadas

com racao HP (Figura 15).
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Figura 15- Peso médio de tecido adiposo branco e marrom de filhotes com 32 dia pés-
nascimento
Fonte: Da autora
Nota: . T.A.M: Tecido adiposo marrom; T.A.B: tecido adiposo branco. Teste Mann

Whitney; *p<0,05; média £SEM. A; B; C: Peso médio de tecido adiposo
marrom em filhotes do sexo feminino, masculino e em ambos 0s sexos,
respectivamente. D; E; F: Peso médio de tecido adiposo branco em filhotes do
sexo feminino, masculina e em ambos 0s sexos, respectivamente.

As andlises da propor¢do rim/tibia, no entanto, explicitaram uma diminui¢do da
proporgdo em filhotes do sexo feminino e, contrariamente, um aumento da mesma proporcao
em filhotes do sexo masculino. Ao ser avaliado os dois sexos em conjunto, ndo foi observada

diferenca significativa (Figura 16).
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Figura16-  Andlise da proporcao rim/tibia de filhotes com 32 dias pds-nascimento
Fonte: Da autora
Nota: . A; B; C: Proporcao rim/tibia de filhotes fémeas, machos e de ambos o0s sexos,

respectivamente. Teste Mann Withney para as analises de macho e fémea e teste T
ndo pareado para a andlise de ambos o0s sexos;*p<0,05; **p<0,01, dados
apresentados em média +SEM.

Os rins retirados dos fetos aos 19 ddg, apds pesagem, ndo apresentaram diferencas

estatisticas entre os dois grupos analisados (Figura 17).

PESO RENAL FETAL
0.015+

Peso (g)

0.000-

CONTROLE 19 (ddg)  HP 19 (ddg)

Figura 17—  Anélise do peso renal dos
fetos de 19 dias.

Fonte: Da autora

6.7 ANALISE HISTOLOGICA E MORFOMETRICA DE ORGAOS MATERNOS
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A seguir serdo apresentados os resultados de morfologia e morfometria de TAB, TAM

e rins maternos.

6.7.1 Morfologia e morfometria de tecido adiposo

Nas analises morfologicas aqui desenvolvidas, somente o0 TAB apresentou alteracéo
evidente, sendo que os adipocitos brancos das fémeas HP aparentavam ter menor tamanho, o
que foi confirmado com as analises morfoméricas desenvolvidas posteriormente (Figura 18A).
Porém, com exce¢do da alteracdo do tamanho dos adipécitos do TAB, os dois tecidos adiposos
coletados, tanto no grupo Controle como no HP ndo mostraram outras alteracbes. O TAB
apresentava-se constituido por células poliédricas, grandes, contendo nucleos periféricos e um
espaco intracitoplasmatico grande e Unico central, muito evidente devido a extracdo da sua
reserva lipidica durante o processamento histoldgico realizado, sendo por esta caracteristica
conhecido também como tecido adiposo unilocular (Figura 18B-C). O TAM inter-escapular,
coletado das maes, apresentava-se também condizente com o descrito na literatura, contendo
células menores, poligonais, mais intensamente coradas ,com nucleos mais arredondados, ainda
periférico e uma grande quantidade de espagos citoplasmaticos que continham goticulas

lipidicas extraidas durante o processamento histoldgico de rotina (Figura 18D-E).

6.7.2 Histologia e morfometria renal materna

Na analise morfol6gica do tecido renal materno, foi observado um menor nimero de
glomérulos nos animais HP (Figura 19C-D), e esta reducdo foi confirmada atraves da analise
morfométrica (Figura 19A). As demais estruturas renais avaliadas ndo apresentaram alteragdes
de acordo com a descricdo morfologica renal conhecida. Logo ap0s ser coletado e seccionado
longitudinalmente eram observadas a céapsula renal, a zona cortical e a medular. Cada
corpusculo renal apresentou cerca de 200 um de didmetro, sendo constituido por um enovelado
de capilares (glomérulo), envolvidos pela Capsula de Bowman. E importante salientar que o

numero de glomerulos renais € muito variavel. Os glomérulos sdo envoltos pelos numerosos
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tubulos proximais, aqueles que apresentam células altas e bem coradas, e pelos tubulos
contorcidos distais, que sdo constituidos por células baixas e coradas mais fracamente.

AREA DE TAB E TAM
MATERNO

Area média do adipécito (um?) ¥
. 8 8 8 8 B

Figura 18 - Analise da area média de adipdcitos brancos e marrons
Fonte: Da autora
Nota: A. T.A.B: Tecido adiposo branco; T.A.M: tecido adiposo marrom.. B;

C. Lamina histoldgica de tecido adiposo branco de mées controle e HP, respectivamente.
Observar a diminuigdo visivel na area dos adipocitos brancos do grupo HP. Coloragédo
H.E, 40x. D; E. Lamina histoldgica de tecido adiposo marrom de mées alimentadas a dieta
Controle e HP, respectivamente. Coloracdo H.E, 40x.
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A MORFOMETRIA RENAL B MORFOMETRIA RENAL MATERNA
MATERNA
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£
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GLOMERULOS CEL. GLOMERULARES

Figura 19- Morfometria renal de maes
Fonte: Da autora
Nota: A: Contagem do nimero de glomérulos e células glomerulares de maes alimentadas

com ragdo Controle e HP. B: Medida da &reas renais maternas de ambos os padrdes
alimentares. CB: Cépsula de Bowmnan, CR: corpusculo renal; G: glomérulo; A.CR:
Area do corplsculo renal; A.CB: Area da Cépsula de Bowman; A.G: Area do
glomérulo. C; D: Corte histologico renal de maes alimentadas com alimentacédo controle
e HP, respectivamente. Observar a quantidade diminuida de glomérulos (*) no animal
HP. Aumento 10x, Colora¢ao Hematoxilina e Eosina. *p<0,05, média + SEM.

6.8 MORFOMETRIA DE ORGAOS DOS FILHOTES

6.8.1 Tecido adiposo

A analise histologica do TAB da prole apresentou morfologia similar ao materno (ver
item 6.7.1). No entanto, morfometricamente, observou-se diferenga de tamanho nos adipdcitos
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brancos de maneira significativa apenas em filhotes machos provenientes de mées alimentadas
com a dieta HP (Figura 20B). Quando considerados ambos 0s sexos, 0 aumento detectado em

machos também foi observado (Figura 20C).

A AREA MEDIA DE ADIPOCITOS BRANCOS B AREA MEDIA DE ADIPOCITOS BRANCOS
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CONTROLE HP
Figura20-  Morfometria de tecido adiposo branco de filhotes
Fonte: Da autora
Nota: A; B; C. Area média de adipdcitos brancos de filhotes fémeas, machos

e de ambos 0s sexos, respectivamente. Teste Mann Withney e Teste t ndo
pareado, * p<0,05; ** p< 0,01, média = SEM.

Morfologicamente, o0 TAM também foi condizente ao observado para mae, porém,
morfometricamente, foi verificada uma reducdo da area média dos adipocitos marrons nos
filhotes machos de mées HP (Figura 21 A-B). O mesmo foi observado quando foi avaliado o

mesmo parametro no total de filhotes, desconsiderando o sexo (Figura 21 C).
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Morfometria de TAM de filhotes

Da autora

A; B; C Area média de adipécitos de TAM em filhotes fémeas, machos e de ambos os sexos,
respectivamente. D3 E;F: nimero médio de adip6citos marrons encontrados em filhotes fémeas,
machos e de ambos os sexos, respectivamente. G; H. Laminas histologicas de TAM de machos
controle e HP, respectivamente. Observar a area dos adipécitos. Coloragdo: H.E, 40x. Teste t
nao pareado e Teste Mann Whitney. **p<0,01; dados apresentados em média + SEM.
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6.8.2 Morfometria renal de filhote de 32 dias pds-nascimento

A descricdo morfoldgica renal de filhotes também foi semelhante a descricdo materna
(item 6.7.2), mas diferente do ocorrido rim materno, as analises morfométricas renais dos
filhotes ndo apontaram nenhuma diferenga significativa em nenhum dos padrdes analisados

entre 0s grupos experimentais (Figura 22).
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Figura 22 - Morfometria renal de filhotes com 32 dias pds-nascimento.
Fonte: Da autora
Nota: A; B; C: Morfometria renal de filhotes fémeas, machos e ambos 0s sexos,

respectivamente. D; E; F: Analise do nimero glomerular e nimero de células
glomerulares em fémeas, machos e ambos o0s sexos, respectivamente. A.CR:
Area do corpUsculo renal;A.CB: area da Capsula de Bowmnan; A.G: area
glomerular.
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6.8.3 Morfologia e morfometria renal de fetos

Macroscopicamente, os fetos apresentavam-se rosados sem diferencas anatémicas
perceptiveis quando dissecados. Além disso, o rim também ndo demonstrava alteracfes
macroscopicas. Os pardmetros avaliados nos rins fetais ndo diferiram entre os grupos de

tratamento (Figura 23).

MORFOMETRIA RENAL

FETAL
2500 7
B CONTROLE 19 (ddg)
2000 - Il HP 19 (ddg)
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2
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A.G A.CG A.CB
Figura23-  Morfometria renal fetal
Fonte: Da autora
Nota: A.G: Area do glomerular; A.CG: Area do corpusculo glomerular; A.CB: Area

da Cépsula de Bowman. Teste Mann Withney, média + SEM.

6.8.4 Morfologia e morfometria placentaria

Por terem sido dissecadas no momento da coleta as placentas avaliadas praticamente

ndo apresentaram decidua basal, sendo o enfoque dado nas camadas de origem trofoblasticas.
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Nos cortes histologicos de ambos 0s grupos experimentais verificou-se células gigantes
parietais circundando a regido do espongiotrofoblasto que se apresentava bastante amplo
contendo células enddcrinas e de glicogénio facilmente diferenciadas pela coloracdo de HE. A
camada do labirintotrofoblasto ocupava a maior area da placenta em meio as suas trabéculas
contendo sangue materno e fetal, sendo que podiam ser encontrado um ndmeros variavel de
ilhas celulares provenientes da camada do espongiotrofoblasto (Figura 24 A-B). A ilhas
celulares visualizadas na camada do labirinto apresentavam-se de trés tipos. O primeiro
formado basicamente por células poliédricas, com o contorno citoplasmatico definido e ndcleo
central, apresentando &reas claras devido a extracdo dos granulos de glicogénio durante o
processamento (ilhas de glicogénio). O segundo tipo composto por células poliédricas,
justapostas com citoplasma claro, consideradas como células endécrinas (ilhas endocrinas) e o
terceiro tipo, presente em menor quantidade, constituido por ambos os tipos celulares (ilhas
mistas) (Figura 24C).

Observando mais detalhadamente a zona juncional pode-se notar um entremeado de
células enddcrinas e de glicogénio formando a camada do espongiotrofoblasto. Nesta regido as
Células Trofoblasticas Gigantes (CTGs) parietais e de canal podiam ser facilmente encontradas
(Figura 24D-E) fagocitando eritrdcitos ou delimitando a luz de canais vasculares para o
abastecimento sanguineo materno. As CTGs parietais localizadas proxima a decidua basal, no
geral, apresentavam-se mais fusiformes e com atividade fagocitaria normal (Figura 24E). Vale
ressaltar que ndo foram encontradas diferencas morfoldgicas entre as placentas do grupo
Controle-19 e o HP-109.

Quando mensuradas as areas das camadas placentarias também ndo foram detectadas
alteracbes morfométricas entre os grupos avaliados. As areas das camadas placentarias assim
como sua espessura total, ndo apresentaram alteracbes. (Figura 25 A-B). As ilhas celulares
presentes na regido do labirintotrofoblasto, quando quantificadas ndo apresentaram variagdes
significativas entre o nimero total de ilhas ou de cada um dos subtipos devido ao efeito da dieta
HP (Figura 25 C).



Nota:

A. Imagem panoradmica da placenta. Observar as Células trofoblasticas Gigantes
(cabeca de seta), o prato corionico (PC), e as ilhas placentéarias (i). (aumento de 4x);
B. Detalhe das camadas placentérias. Observar as areas de labirintotrofoblasto (Lab)
e espongiotrofoblasto (Esp) e vaso sangineo (VS) (Aumento 4x); C. llhas placentarias,
onde observa-se ilhas mistas (im), ilhas enddcrinas (ie) e ilhas de glicogénio (ig)
(aumento de 10x); D. Detalhe de Célula Trofoblastica Gigante parietal (*) executando
eritrofagocitose (aumento de 20x); E: Detalhe de célula trofoblastica gigante de canal
(setas) e decidua basal (DB) (aumento de 20x). Coloragdo Hematoxilina e Eosina.
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Figura25—-  Morfometria placentaria com 19 dias de gestacdo
Fonte: Da autora
Nota: . A. Média das areas da placenta, onde A. TOTAL.: area total; A.PC: area do

prato coribnico; A.E: éarea de espongiotrofoblasto; A.L: éarea de
labirintotrofoblasto. B. Média da s espessura s esquerda, central e direita da
placenta (E.E, E.C, E.D, respectivamente). C: Média do nimero de ilhas
presentes na placenta. ILHAS: total de ilhas, incluindo todos os subtipos; I.E:
Ilhas compostas por células enddcrinas; 1.M: Ilhas mista, composta pelos dois
tipos celulares; 1.G: ilhas de armazenamento de glicogénio. Teste Mann
Withney, p<0,05, média =SEM

6.9 QUANTIFICACAO PROTEICA

Os dados resultantes do procedimento de quantificagdo proteica estdo apresentados

nos itens a sequir.
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6.9.1 Quantificacdo proteica materna

Os resultados deste experimento indicaram gque no rim de maes tratadas com racdo HP
ocorreu uma diminuicao significativa na quantidade de proteina, entretanto nao foi encontrada
nenhuma alteracéo na quantidade proteica no figado materno entre os dois grupos de tratamento
(Figura 26).
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Figura 26- Quantificacdo proteica em 6rgdos de maes alimentadas com diferentes dietas
Fonte: Da autora
Nota: A e B:Quantificacdo proteica em rim e figado materno, respectivamente. Teste

Mann Withney, * p<0,05, média + SEM.

6.9.2 Quantificacdo proteica em filhotes

Os resultados referentes a quantificacdo proteica hepética e renal dos filhotes ndo
mostraram alteracGes (Figura 27). N&o foram encontrados dados acerca da quantificacdo
proteica em filhotes de camundongos descendentes de maes com alteracdes alimentares, sendo

entdo este dado inédito na literatura.
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Figura 27- Quantificacdo proteica em rim e figado de filhotes com 32 dias pds-

nascimento
Fonte: Da autora
Nota: A; B; C: Anélise da quantificagdo proteica total em rins de filhotes

fémeas, machos e de ambos o0ssexos, respectivamente. D; E; F.
Andlise da quantificacdo proteica de figado em filhotes fémeas,
machos e ambos 0s sexos, respectivamente. Teste Mann Withney,
p<0,05, média £ SEM.
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6.9.3Quantificacdo proteica de placentas

Os dois grupos HP-19 e Controle-19 ndo apresentaram diferencas na quantidade de

proteinas totais presentes no tecido placentério (Figura 28).
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Figura 28 —  Quantificagdo proteica placentaria
Fonte: Da autora

6.10 PEROXIDACAO LIPIDICA

Os dados obtidos com a metodologia de TBARS para a peroxidacdo lipidica materna e

de filhotes estdo descritos a seguir.

6.10.1 Peroxidacdo lipidica materna



74

Frente as andlises de peroxidacdo lipidica no tecido renal e hepatico materno,ndo
houveram alteracGes estatisticas entre os valores apresentados nos dois grupos (Figura 29).
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Figura29 -  Analise da peroxidagdo lipidica em 6rgdos maternos

Fonte: Da autora

Nota: A; B: Andlise da peroxidag&olipidica em rim e figado maternos, respectivamente. Teste Mann

Withney, p< 0,05, dados em média £ SEM.

6.10.2 Peroxidacdo lipidica em filhotes

Assim como os resultados descritos acima para 0s 6rgdos maternos, a peroxidacdo
lipidica hepatica de filhotes provenientes de prole de maes tratadas também ndo apresentou
nenhuma anormalidade em comparagdo ao grupo controle, porém, no tecido renal houve uma
diminuicdo deste pardmetro em filhotes HP, em fémeas e quando desconsiderada a
variabilidade (Figura 30 A e C).
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Anélise da peroxidacéo lipidica renal e hepética de filhotes

A; B; C. Anélise da peroxidacdo lipidica renal em filhotes

fémeas, machos e em ambos 0s sexos, respectivamente. D; E
; F: Andlise da peroxidagdo lipidica hepatica em filhotes
fémeas, machos e em filhotes de ambos o0s sexos,
respectivamente. Teste t ndo pareado e Teste Mann Withney,
* p< 0,05; *** p< 0,0001, dados expressos em média + SEM.
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6.10.3 Peroxidacéo lipidica placentaria

A anélise placentaria também demonstrou uma queda no indice de peroxidacao

lipidica deste 6rgdo (Figura 31).
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Figura3l-  Andlise da peroxidacéo lipidica placentaria

Fonte: Da autora
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7 DISCUSSAO

Para o desenvolvimento deste estudo foi utilizada uma racéo controle constituida de
aproximadamente 22% de proteina, o que confere com a dieta padronizada pelo Instituto
Americano de Nutricdo - American Institute of Nutrition (AIN-93G) considerada ideal para
camundongos prenhes, a qual constituida por em média 20% de proteina, 7% de lipideos e 52%
de carboidratos (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). A racdo hiperproteica utilizada nas
fémeas prenhes neste trabalho apresentou um aumento de, aproximadamente, duas vezes o teor
de proteina ideal sem alterar os demais macronutrientes da dieta de maneira significativa, o que
a torna adequada para os resultados experimentais desejados frente ao efeito do excesso de
consumo proteico na gestacdao de camundongos. Além disso, € importante ressaltar que, mesmo
com maior quantidade de proteina e uma pequena diminuicao de carboidratos, a dieta utilizada
nestes experimentos apresenta densidade calérica muito semelhante, tanto a dieta controle,
também utilizada nos experimentos, quanto a dieta base para camundongos gestantes (AIN-
93G). Dentro deste contexto, a dieta hiperproteica utilizada pode ser classificada também como
isocal6rica, permitindo a associacdo dos resultados encontrados ao aumento proteico,
reiterando assim a influéncia do excesso protéico na gestacdo e desenvolvimento dos
descendentes.

Uma alimentacdo rica em proteinas mostra-se como uma ferramenta muito importante
para o controle de peso através de diversos mecanismos (PESTA; SAMUEL, 2014). Dietas com
altas dosagens de proteinas e valores normais de carboidratos exercem uma melhora no
metabolismo, aumentando, mesmo na presenca do carboidrato, a perda de massa corporal
(SOENEN et al., 2012). Esta alteracdo metabolica pode estar relacionada ao fato das proteinas
serem 0 mais saciante e termogénico de todos 0os macronutrientes, o que significa que ao ingerir
grandes quantidades de proteina, 0 metabolismo é acelerado e o gasto energético é maior,
aumentando assim o consumo de calorias (SOENEN; WESTERTERP-PLANTENGA, 2008).
De acordo com a literatura, 0 mecanismo da saciedade é uma das melhores formas de perder
peso, visto que em um tempo maior de saciedade, a necessidade de uma nova ingestdo é menor
e assim, 0 gasto calorico sobressai a ingestdo, culminando na perda de peso (PESTA,
SAMUEL, 2014). Além disso, com a diminuicdo da frequéncia na ingestdo, os niveis de
Glucagon (hormoénio relacionado com o jejum) aumentam, e 0s de insulina diminuem

(horménio relacionado com os momentos de ingestdo), direcionando a producdo de energia
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prioritariamente atraves da quebra de &cidos graxos (lipdlise), diminuindo assim, ainda mais, a
massa corporal (PESTA; SAMUEL, 2014).

A eficiéncia da dieta rica em proteinas, em promover a saciedade, se deve também ao
fato das proteinas serem moléculas muito grandes e de dificil digestdo, adiando assim o
esvaziamento gastrico e, como consequéncia, gerando uma maior sensacdo de saciedade
(PESTA; SAMUEL, 2014). Segundo Nieuwenhuisen e colaboradores (2009), uma dieta
proteica rica em aminoacido Triptofano mostra-se muito saciante, pois 0 aminoacido em
questdo é precursor do hormonio Serotonina, relacionado com o bem-estar, que, indiretamente,
diminui a necessidade de uma ingestdo alimentar continua. Por fim, a saciedade é um
componente-chave para induzir o balanco energético negativo e promover a perda de peso.

Os resultados relacionados a ingestdo alimentar e proteica, acompanhados do ganho
peso de camundongos prenhes obtidos neste trabalho, complementam a literatura. Estes dados
indicam que frente a uma dieta HP a saciedade é aumentada nos animais, ingerindo uma
quantidade menor de racdo quando comparado com 0s animais controle, e, consequentemente,
ao ingerirem menor quantidade de ragdo, adquirem menos peso ao longo da prenhez. Se faz
importante destacar que, ao analisar o grafico de ingestdo de proteina ao longo da prenhez, vé-
se que, mesmo ingerindo menor quantidade de racdo, o grupo HP ingeriu maior quantidade de
proteina durante toda a prenhez. Além disso, a hip6tese de que os resultados observados, neste
trabalho, sejam decorrentes a uma menor quantidade de racao ingerida pelos animais do grupo
HP deve ser desconsiderada. Um quadro de restricdo alimentar, ndo é pertinente, visto que
segundo Chorilli e colaboradores (2007), o consumo médio de racdo didria por camundongos
adultos é de em média 5 gramas e, desta maneira, mesmo ingerindo menor quantidade de
alimento que os animais do grupo Controle, as fémeas gestantes do grupo HP ingeriram valores
dentro da normalidade.

Ainda dentro da tematica que permeia 0 ganho de peso e, consequentemente, 0 aumento
de estocagem de lipideo, sabe-se que em humanos e em camundongos o tecido adiposo branco
ou unilocular perigonadal ndo compde a unica reserva de TAB do organismo, sendo encontrado
também diferentes reservas, como o TAB subcutaneo e o visceral (OBREGON, 2014). Dessa
forma, apesar de o ganho de peso das fémeas tratadas com dieta HP ter sido significativamente
menor ao final da prenhez, o TAB perigonadal avaliado ndo demonstrou nenhuma redugéo de
peso em relagdo as mées do grupo controle. Possivelmente, a perda de peso demonstrada neste
resultado foi decorrente de perda de TAB de alguma outra reserva corporal. Além disso, a coleta
de TAB perigonadal se deu no 32°dpn, sendo que as maes voltaram a ser alimentadas com

racao controle desde o 1° dpn, podendo ter ocorrido um novo ganho de peso durante o periodo
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de lactacdo. Diferengas entre o peso de reserva de tecido adiposo e o peso total do animal ja
foram descritas anteriormente em um estudo com ratos jovens alimentados também com dieta
HP, onde os animais apresentaram menor adiposidade corporal, ndo sendo detectado efeito no
peso total corporal do animal (TIRAPEGUI et al., 2012).

De acordo com os resultados apresentados nesta pesquisa, a morfologia do TAM e do
TAB conferem com a descri¢do histoldgica de Junqueira e Carneiro (2013), onde o TAB é
denominado tecido adiposo unilocular devido a uma Unica grande area ocupada por lipideos em
sua regido citoplasmatica e o TAM, conhecido é como tecido adiposo multilocular, em
decorréncia de diversas goticulas de gordura intracitoplasmaticas. No entanto, apesar de ambos,
estruturalmente, manterem moléculas de lipideos em seu citoplasma, o TAB e o0 TAM
apresentam-se fisiologicamente bastante distintos, pois, o0 TAB é responsavel por armazenar
triglicerideos sobressalentes a producao de energia, advindos da alimentacdo, e o TAM tem a
funcdo contraria de metabolizar essa energia estocada na forma de gordura pelo tecido adiposo
branco (CANNON; NEDERGAARD, 2004; MINAMINO; NAGASAWA; OHTSURU; 2008).

Nos dados morfomeétricos de tecido adiposo ocorreu uma diminuicdo da area média de
adipdcitos brancos de maes alimentadas com dieta HP, o que pode estar associado a diminui¢édo
de apetite. Segundo Pesta e Samuel (2014), um dos mecanismos mais importantes para a perda
de peso corporal € induzir a saciedade, gerando um balanco negativo de calorias, culminando
em perda de massa lipidica livre. A ingestdo de altas doses de proteina, sendo este
macronutriente o mais saciante conhecido, pode entdo diminuir a necessidade continua de
ingestdo alimentar, culminando em um gasto calérico maior do que a ingestdo, diminuindo
também, dessa forma, o armazenamento de triglicerideos. Complementando esse fato, sendo
também o macronutriente mais termogénico conhecido (PESTA, SAMUEL; 2014), as proteinas
podem propiciar o aumento da metabolizacdo de lipideos, advindos das reservas do TAB, pelo
TAM, contribuindo, mais uma vez, para a diminuicdo da reserva de lipideos nos adipécitos
brancos.

Os efeitos da modificacdo nutricional ao longo da gestacdo dependem do tipo da dieta,
da sua durabilidade, da intensidade da ingestdo alimentar e do periodo da gestagdo, sendo que
dietas diferenciadas podem ou ndo resultar em padrdes corporais diferentes também na prole
(BUCKLEY; JAQUIERY; HARDING, 2005). De acordo com o protocolo experimental
estabelecido neste trabalho, a maioria dos parametros fisicos avaliados nos filhotes néo
demostrou sofrer influéncia direta da dieta materna ao longo da prenhez. Porém, diferentemente

dos outros parametros, a abertura de vagina em filhotes fémeas mostrou um atraso significativo
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em proles de mées alimentadas com altas dosagens proteicas, assim como a abertura de olhos
em filhotes de ambos 0s sexos.

O balanco energético e as fungdes metabolicas ideais sdo necessarias para a regulacéo
das fisiologia reprodutiva. Além disso, durante a gestacdo, onde ha um aumento do
requerimento energético, a formacdo do sistema reprodutor feminino é muito sensivel a
mudangas nutricionais e ambientais. Neste cenario, a baixa ingestao caldrica ou baixa nutricéo,
poderiam gerar baixas quantidades de leptina, podendo desencadear assim um atraso no
desenvolvimento reprodutivo, através de um atraso no inicio da puberdade (BREWER,;
BALEN, 2010; KATZ; VOLLENHOVEN, 2000).

A literatura descreve a leptina como um importante hormonio produzido principalmente
pelos adipdcitos do TAB, que desempenha seu papel como regulador da puberdade e fertilidade,
principalmente do sexo feminino (ARCHANCO et al., 2003; MARGETIC et al., 2002). A via
principal de atuacdo da leptina é pelo eixo hipolatamico-hipofisario-gonadal, mais conhecido
como eixo HPG. A ativacdo da via acontece quando a leptina, produzida pelos adipdcitos
brancos é reconhecida no hipotalamo, mais especificamente no nucleo arqueado, regulando a
liberacdo de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH). O GnRH estimula diretamente a
producdo e liberagdo do horménio luteneizante (LH) e foliculo estimulante (FSH). O FSH e o
LH séo reguladores do ciclo reprodutivo feminino, regulando indiretamente assim os niveis de
estrgeno e progesterona liberados. Enfim, a progesterona executa o papel de iniciadora do
inicio da puberdade (PEREZ-PEREZ, 2015, TEENA-SEMPERE, 2007). Dentro deste
contexto, os resultados aqui apresentados demonstram uma diminuicdo da area de adipdcitos
no TAB em mées tratadas com a dieta HP e, concomitante, um atraso na abertura vaginal de
filhotes descendentes dessas maes, podendo estar correlacionados a uma diminuigéo de leptina
materna disponivel no ambiente uterino no momento do desenvolvimento do sistema reprodutor
feminino da prole, culminando, a longo prazo, em um atraso da maturidade sexual desses
filhotes na adolescéncia. No entanto, experimentos visando mensurar uma possivel variacdo
nos indices de leptina materna durante a prenhez devem ainda ser avaliados.

Corroborando com esta teoria, a morfometria do TAB dos filhotes fémeas e machos
descendentes de maes HP constatou que a area de adipécitos brancos em filhotes machos
aumentou e, em fémeas, nenhuma alteracédo foi detectada. Analisando estes dados, € possivel
supor que, em resposta a diminuicdo de leptina disponivel no desenvolvimento intrauterino, 0s
filhotes machos sofreram uma adaptacéo e apresentaram uma area maior de adipdcitos brancos
na adolescéncia (periodo em que o tecido foi coletado), produzindo assim maior quantidade de

leptina neste momento e, como consequéncia, ndo apresentaram retardo no desenvolvimento
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sexual como os filhotes do sexo feminino, visto que estas, no mesmo momento da puberdade
dos machos, ndo demonstraram alteragdo na &rea dos adipdcitos, ndo apresentando assim uma
adaptacdo frente a falta de leptina intrauterina, culminando em atraso da maturacdo sexual.

Fortalecendo ainda mais a teoria aqui levantada, Connor e colaboradores (2012),
mostraram que a adiposidade de filhotes machos advindos de ratas alimentadas com dieta
altamente gordurosa foi maior e seu desenvolvimento reprodutivo mais avangado, concluindo
gue com uma quantidade energética estocada maior, possivelmente houve um atendimento
melhor da demanda e assim, o desenvolvimento reprodutivo foi acelerado, coincidindo com a
teoria aqui descrita, em que a maior quantidade de lipideos estocado no TAB de machos
impediu um atraso no desenvolvimento reprodutivo, como ocorreu nas fémeas. Em suma, seria
interessante o desenvolvimento de estudos posteriores que possibilitem estudar mais a fundo a
fertilidade destas fémeas geradas durante o regime de alimentacdo HP.

Os efeitos de uma dieta de restricdo proteica nos filhotes de ratos resultam em diversas
mudangas metabdlicas, culminando em obesidade na vida adulta, porém, os efeitos de alta
dosagem proteica no metabolismo de filhotes ainda nao esta muito bem elucidado (BRITTANY
et al., 2009). Maredsouls e colaboradores (2016) observaram menor adiposidade visceral e
subcutanea em filhotes de maes alimentadas com excesso de proteina, ndo sendo esse efeito
sexo-especifico, mas tendendo a ser maior em fémeas. Além disso, Bayol e colaboradores
(2005) mostraram que a dieta materna pode influenciar na adiposidade dos filhotes, sendo que
uma dieta materna rica em acucares e gorduras utilizada por ratos gestantes culminou em uma
maior adiposidade em filhotes.

A morfometria do tecido adiposo marrom em filhotes fémeas nédo foi alterada pela
alimentacdo materna, porém, em machos, a area média de adipdcitos marrons foi diminuida em
filhotes de mée HP. O TAM ¢ especializado em dissipacdo de energia, objetivando manter o
balanco energético e manutencdo da temperatura corporal, expressando assim,
constitutivamente, varios genes termogénicos. Comumente ele é ativado em situacdes de baixa
temperatura e frente a dietas gordurosas. A ativacdo do TAM entdo gera um aumento no gasto
energético, a partir de triglicerideos, armazenados no TAB (ARIAS et al., 2015, HARMS;
SEALE, 2016). Atualmente, o TAM tem sido relacionado com baixo peso corporal, sendo
assim, ele vem sendo estudado e visto como um aspecto em potencial para intervencoes
terapéuticas contra a obesidade (LEE et al., 2010). Frente a isso, a capacidade que o TAM tem
de utilizar os triglicerideos advindos do TAB para a producéo de calor, faz com que as reservas
de gordura nos adipdcitos brancos diminuam, e assim ocorre a diminui¢do da hipertrofia dos
adipdcitos do TAB (KROTT et al., 2016).
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Somando-se a estas pesquisas, segundo Forest e colaboradores (2016), alguns nutrientes
ou componentes podem induzir ou acelerar a expressdo da Proteina desacopladora (Uncoupling
protein - UCP-1) em adip6citos marrons, aumentando assim a producéo de calor. Os dados
deste trabalho mostram um aumento na area média de TAB em filhotes machos HP e
concomitante diminuicdo da &rea de TAM nos mesmos animais sugerindo, que 0 processo de
termogénese desenvolvido pelo TAM nos machos possa estar comprometido, reduzindo o
recrutamento e utilizacdo das reservas de triglicerideos dos adipdcitos brancos para producéo
energética, culminando em uma maior quantidade de lipideos neste tecido. Cabe ressaltar ainda,
uma possivel acdo sexo-dependente também neste aspecto, vista influéncia da alimentacéo
materna somente em filhotes machos e ndo em fémeas. Os dados de Yoneshiro e colaboradores
(2011) corroboram com os descritos neste trabalho, visto que segundo os estes pesquisadores,
a diminuicdo da ativacdo de TAM é relacionada com aumento nos indices de obesidade,
sugerindo uma ligacéo entre falha na funcdo de TAM e ganho de peso. Ainda de acordo com
Harms e Seale (2013), a diminuicdo da ativacdo de TAM ¢ relacionada com o aumento dos
indices de doencas crénicas como obesidade e diabetes tipo II.

Em relacdo ao atraso na abertura de olhos dos filhotes, Belluscio e colaboradores (2014),
demonstraram, também em camundongos, a influéncia da proteina no desenvolvimento fisico
de filhotes, sob o efeito de uma dieta hipoproteica, com 9% de proteina. Neste ensaio, em
encontro com os dados apresentados neste trabalho, os autores supracitados também
encontraram um atraso na abertura de olhos em filhotes (de ambos o0s sexos) provenientes de
mées tratadas com baixo indice proteico, justificando um atraso na maturacdo ocular. Tais
dados descritos enfatizam assim a possibilidade do padrdo nutricional materno durante a
prenhez alterar aspectos fisicos no desenvolvimento de filhotes. No entanto, de que forma a
ingestdo de proteinas pode atrasar a abertura ocular do filhote ainda precisa ser esclarecido
principalmente pelo fato deste parametro ser alterado pelo excesso e pela caréncia deste
macronutriente. O atraso no mesmo parametro de abertura ocular, ainda ocorre, segundo Giriko
e colaboradores (2013), quando uma dieta rica em acidos graxos € ministrada durante a gestacao
de ratos, mas estes autores também n&o encontraram justificativa pertinente para esta alteragéo.

A partir de uma alteracdo nutricional, lesbes microestruturais, bioguimicas e
moleculares podem ser geradas no sistema nervoso central dependendo do tempo e tipo de
insulto nutricional. De acordo com a injuria acarretada por dessas alteracdes, e o local
prejudicado, podem ser desencadeadas diversas patologias (MORGANE; MOCKLER;
GALLER,2002). Ainda segundo Morgane e colaboradores (2002), as alteragdes decorrentes da

nutricdo desbalanceada mais comuns sao alteragdes histologicas, mudancas na estrutura celular
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e modificacdes no balanco de marcadores celulares. De acordo com alguns autores, todos 0s
macronutrientes exercem influéncia na formacgéo cerebral, porém as proteinas parecem exercer
um papel mais critico associado ao desenvolvimento das fungdes neurologicas (MORGANE;
MOCKLER; GALLER, 2002). Tais alteracbes podem gerar entdo, consequéncias estruturais e
fisiologicas negativas no desenvolvimento cerebral (ALAMY; BENGELLOUN, 2012).

O periodo pés-natal também é descrito como de grande importancia na formagéo
cerebral de ratos e camundongos pois, 0 desenvolvimento neuroldgico em ratos ocorre mais
tardiamente do que em humanos, onde os primeiros dez dias pos-natal sdo equivalentes ao 3°
trimestre de gestacdo humana (CLANCY et al., 2007; WORKMAN et al.,, 2013). Em
camundongos, testes de reflexo neonatal podem ser considerados como um indice importante
utilizado como indicador de desenvolvimento cerebral (BELLUSCIO et al., 2014). Os testes de
reflexo de endireitamento e geotaxia negativa sdo importantes ferramentas para avaliar a
capacidade sensorio-motor refletindo a maturacdo da funcdo do cerebelo (SECHER et al.,
2006), 6rgdo importante frente aos ajustes posturais, modulando os comandos para 0s neurénios
motores e buscando compensar as mudancas de posicao do corpo e/ou alteracdes na carga sobre
os musculos, refletindo assim no equilibrio dos filhotes (BERNE E LEVI, 2009; SECHER et
al., 2006).

Impactos ambientais, tais como temperatura extrema, hiper e subnutri¢do, ou impactos
sociais como estresse, durante a fase perinatal, podem interferir no desenvolvimento e na vida
da prole alterando caracteristicas fisicas, fisiologicas, assim como comportamentais
(ALMOND et al., 2012; LOU et al., 2015). Na espécie humana, estudos evidenciam uma
influéncia negativa da nutricdo materna insuficiente e irregular no intelecto e no comportamento
dos filhos (BLACK et al, 2013). Em ratos, a restricdo proteica pré e pos-natal afetou o
desenvolvimento e comportamento de ansiedade em machos (REYES-CASTRO et al., 2012).
No entanto, o fato de ndo haver resultados significativos que alertem para alguma falha no
desenvolvimento neural dos filhotes gerados sob altas taxas de proteina pode demonstrar que a
caréncia proteica na gestacdo pode comprometer o desenvolvimento neurologico, mas o
excesso deste macronutriente talvez ndo gere consequéncias negativas na formag&o neurolégica
dos filhotes.

Seguindo este contexto, grandes proteinas ndo ultrapassam a placenta em valores
significativos, salvo algumas excecdes, porém, os aminoacidos constituintes dessas moléculas
conseguem fazer a travessia, atingindo os tecidos fetais (MORGANE; MOCKLER; GALLER,
2002). Diversas outras moléculas importantes na formacgéo e execugdo do sistema nervoso séo

também constituidas de aminoacidos, como precursores proteicos, enzimas e hormdénios
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peptidicos, além de que varios aminoacidos atuam como neurotransmissores ou s&o formadores
destes. Fica claro assim a participacdo dos aminoacidos na formacdao e funcionamento cerebral,
e ndo apenas como componentes estruturais proteicos (MORGANE; MOCKLER; GALLER,
2002). Assim, na deficiéncia ou auséncia de aminoacidos, pode haver uma necessidade maior
do que a oferta, e o sistema nervoso em formagéo pode sofrer consequéncias.

O presente trabalho, sugere que a quantidade de proteina aumentada para 42% no total
da dieta alimentar das mées, sem que houvesse baixa da oferta de forma significativa dos demais
nutrientes, permitiu uma oferta de aminoacidos além do necessario para o desenvolvimento
neuropsicomotor da prole. Desta maneira é importante ressaltar que o excesso de aminoacidos
ofertados ndo apresentou influéncia negativa no funcionamento e/ou desenvolvimento do
sistema nervoso dos filhotes de maes HP. Vale ressaltar ainda que este é o primeiro trabalho
visando averiguar a influéncia da dieta HP sobre o desenvolvimento neurolégico da prole de
camundongos uma vez que nenhum do pardmetros avaliados nos testes de reflexos
neuroldgicos apresentou variacao entre o grupo Controle e o HP.

A avaliacdo morfoldgica macroscopica inicial dos filhotes logo apds o nascimento
também ndo apresentou anormalidade, pois os filhotes de ambos os grupos nasceram
aparentemente saudaveis, com coloracdo rosada e movimentacdo normal, ndo apresentando
indicios de mal formacdes visiveis ou qualquer outro indicativo de teratogénese. Estes animais
foram observados no primeiro dia pds-nascimento e a aparéncia morfoldgica macroscépica
confere com o descrito por Santos (2002) que relata que ao nascimento, os filhotes sdo
desprovidos de pelos, excetuando as vibrissas, corpo avermelhado, olhos fechados, pavilhdo
auricular também fechado e aderido a cabeca.

Sabe-se que fémeas de camundongo geram em média 10 a 12 filhotes por ninhada
(LAPICHIK; MATTARAIA; KO, 2009; FELICIONI, 2014), o que foi ao encontro com o
observado nos resultados anteriormente descritos. As proles apresentavam individuos que
pesavam em média 1,0 g, independente do sexo, o que confere com trabalhos consultados,
sendo que para o primeiro dia de vida € comum os neonatos pesarem de 1 a 1,5g (FELICIONI,
2014; LAPICHIK; MATTARAIA; KO, 2009). O ganho de peso e o tamanho do filhote, neste
trabalho, parece néo ter sido afetado o que pode estar associado com o fato de que 0s grupos
Controle-19 e HP-19 mantiveram a quantidade de proteina placentaria inalterada, assim como
todos os aspectos morfologicos e morfométricos avaliados em suas placentas. De acordo com
este contexto, aparentemente a dieta HP ndo acarretou nenhuma alteracdo que pudesse interferir

na quantidade de suprimento nutricional recebido pelo embrido e ou feto. Mesmo as placentas
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HP tendo apresentado uma pequena reducdo de peso, possivelmente o suprimento e a
capacidade de trocas metabdlicas ndo foram alterados.

Apesar dos resultados aqui apresentados ndo indicarem nenhuma influéncia da dieta HP
sobre a quantidade e o peso de filhotes, as consequéncias da ingestdo de proteinas durante a
gestacdo nestes parametros ainda sdo controversas na literatura. Segundo Maslova e
colaboradores (2014), a ingestdo de proteina animal, principalmente carnes, pode aumentar o
peso da prole gerando filhos com sobrepeso, sendo essa alteracdo mais aparente em filhotes do
sexo feminino. A ingestdo materna, em ratos submetidos a dieta HP (40%) durante a prenhez,
geraram filhotes com massa corporal menor do que maes que ingeriram dieta controle (KUCIA
etal., 2010). Em controvérsia, Lou e colaboradores (2015), ndo observaram diferenca estatistica
no tamanho e peso da ninhada antes do desmame, de mées HP (36%), em um modelo de roedor
herbivoro, convergindo com os dados aqui apresentados. De maneira semelhante aos resultados
deste trabalho, Zimanyi e seus colegas (2002), ndo descreveram diferencas no nimero de
filhotes por prole e nem no peso de ratos descendentes de maes tratadas com 52% de proteina.
E importante ressaltar que neste Gltimo caso, a proteina adicionada a dieta também foi a caseina.
Por fim, em um estudo mais atualizado, Maredsous e colaboradores (2016), com uma dieta HP
55%, em ratos também ndo observaram diferenca estatistica no peso ao nascer de filhotes.

Segundo Thone-Reineke, e colaboradores (2006), a ingestao de dieta HP (40%) durante
a gestacdo pode culminar no aumento do crescimento da prole feminina no inicio da puberdade
de filhotes de ratos, mesmo nao apresentando diferenca no peso ao nascimento. Além disso, foi
constatada a diminuicdo de proteinas importantes no leite materno de fémeas que ingeriram
dieta HP na gestacdo. Consequentemente, proles que ingeriram o leite com déficit proteico
mostraram um padrdo de peso menor ao longo do primeiro més de vida (KUCIA et al., 2010).

Entretanto, os dados literarios mostram-se muito contrastantes em relacdo ao peso de
filhotes descendentes de mées com alteracdes alimentares durante o primeiro més de vida. Lou
e colaboradores (2015) além de ndo observarem alteracdo de peso e tamanho em proles de
roedores no nascimento, também ndo viram alteracdes de peso durante a lactacdo em filhotes
provenientes de mdes com dieta HP (36%). O mesmo aconteceu no trabalho de Zimanyi e
colaboradores (2002) com ratos, onde filhotes de fémeas tratadas com racdo HP 52% durante a
gestacdo e o inicio da lactagdo também nédo apresentaram nenhuma alteracdo no padréo de
ganho de peso quando comparado ao grupo controle.

Em relacdo aos resultados apresentados nesta dissertacdo, filhotes fémeas obtiveram um
menor ganho de peso pontual no 26° dpn. Outros trabalhos também ja demonstraram que, em

resposta a alta exposi¢cdo proteica (55%), ratos de ambos os sexos, descendentes de maes
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tratadas durante a gestacdo e lactagdo também ganharam menos peso ao longo deste mesmo
periodo de vida pos-natal. (MAREDSOUS, et al.; 2016). Além disso, Thone-Reineke e
colaboradores (2006), observaram que o ganho de peso em filhotes fémeas de mées HP foi
levemente maior no inicio da puberdade, mostrando também um comportamento sexo-
dependente deste pardmetro frente a dietas proteicas.

Desta maneira pode-se afirmar que existe uma correlacdo direta entre padrdes
nutricionais maternos durante a gestacdo com o crescimento e desenvolvimento dos seus
descendentes. Em humanos, frente a uma dieta hiperproteica durante a vida inicial observa-se
uma tendéncia a um crescimento acelerado de criancas de ambos os sexos (SOCHA et al.,
2011). Além disso, dados de Reyes-Castro e colaboradores (2012) mostraram que houve um
crescimento anus/genital maior em filhotes, de ambos 0s sexos, descendentes de maes com
restricdo proteica no periodo pré-natal, ficando claro, desta forma, que existem referéncias
demonstrando que tanto 0 excesso quanto a caréncia de proteina interferem potencialmente
nestes padrbes. Nos resultados descritos no presente trabalho em relacdo a crescimento
naso/caudal de machos convergem com a teoria de que alteracfes proteicas podem atuar no
crescimento dos filhotes de maneira sexo dependente, sendo que a dieta HP (42%), culminou
em uma diminui¢do da taxa de crescimento naso/caudal em machos e quando considerados
filhotes de ambos os sexos, no entanto, ndo alterando as taxas quando analisado 0 mesmo
parametro em filhotes fémeas. Em suma, a diminuicdo do crescimento decorrente de dieta
proteica possivelmente ocorreu pelo fato de que, frente a nutricdo desbalanceada oferecida,
houve alteracdo na composicdo do leite materno, composicao esta necessaria para o crescimento
correto dos filhotes. Segundo Kucia e colaboradores (2011), a composi¢do do leite materno é
comprometida frente a dieta HP durante a gestacdo, lactacdo e quando utilizada em ambos 0s
momentos. Desta forma, com a possivel alteracdo composicional do leite materno, o
crescimento dos filhotes pode vir a ser comprometido.

AlteracOes dietéticas maternas podem alterar outros sistemas especificos, ultrapassando
somente alteracfes no ganho de peso e tecidos adiposos. Dietas com grande quantia de
proteinas parecem estar relacionadas a uma sobrecarga renal materna (MEEK et al., 2013;
MARCKMANN et al., 2015), além da propria gestacdo que por si sO ja exige uma demanda
maior do sistema urinario (QUIAN SHEN, et al., 2011). Dentro deste contexto, 0s rins
maternos, também foram analisados, buscando possiveis alteraces decorrentes da alteracéo
alimentar. Cabe ressaltar que a proporcdo rim/tibia materna ndo apresentou nenhuma alteragéo.
O efeito negativo exercido pelo aumento de proteina no rim parece estar relacionado com a

necessidade de trabalho exacerbado na filtracdo glomerular frente ao excesso deste nutriente e
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ndo com a hipertrofia ou hipotrofia do 6rgdo (APARICIO et al., 2013). Apesar do tamanho e
peso do 6rgdo ndo estar alterado, a analise morfométrica apontou uma diminuigdo do nimero
de glomérulos renais, 0 que associado a diminuicdo da quantidade de proteina renal em méaes
HP o que pode caracterizar um quadro de falha na filtracdo glomerular.

A nefrogénese em humanos é completada em meados das 36 semanas de gestacao,
porém, isso ndo ocorre em ratos, onde ela se finaliza somente ap6s o nascimento, por volta do
8° dia pos-natal (HINCHLIFFE et al., 1991; LARSON; APERIA; WILTON, 1980). Sabe-se
que ao longo da vida ndo ocorre producdo de mais glomérulos, porém, pode haver perda do
namero de glomérulos como consequéncia da idade e de quadros patoldgicos, comprometendo
assim a funcéo renal (GUYTON; HALL, 2006; NYENGAARD; BENDTSEN, 1992).

As fémeas prenhes deste trabalho, além de gestantes , foram alimentadas com dieta HP
sendo que, segundo Bosch e colaboradores (1986), a ingestdo de proteina em excesso gera uma
taxa exacerbada de filtracdo renal. Frente a tais informacGes, o excesso de atividade renal,
provocada pelo aumento de proteina durante a prenhez, pode ter culminado em falha deste
orgdo, diminuindo o namero de glomérulos nos rins dos animais expostos ao tratamento
hiperproteico. De acordo com Bertram e colaboradores (2001), o tamanho dos glomérulos pode
se apresentar aumentado quando o nimero glomerular € menor, visando manter a area de
filtracdo glomerular de maneira compensatoria, porém, este quadro néo fica evidente em alguns
casos (SKOV et al., 1994), corroborando como descrito no presente trabalho, onde o tamanho
do glomérulo, da Capsula de Bowman e do corpusculo renal ndo foram alterados.

Aparicio e colaboradores (2013), em convergéncia com os resultados aqui apresentados,
também observaram piora no perfil morfolégico renal e urinario de ratos ndo gestantes tratados
com dieta HP 45%. Além disso, esta descrito na literatura que a diminui¢cdo no numero de
néfrons gera um aumento da retencdo de sodio, causado pela baixa taxa de filtracdo, o que gera
um quadro patologico de hipertensdo (BRENNER; GARCIA; ANDERSON, 1988).

Frente as alteracfes morfométricas observadas, analises de quantidade de proteina e
peroxidacao lipidica foram realizadas afim de estudar mais profundamente os prejuizos renais
maternos causados pela alimentacdo hiperproteica durante o periodo gestacional, sendo
detectado uma diminui¢do na quantidade de proteina renal frente a uma peroxidacéo lipidica
inalterada. Sabe-se que o rim é responsavel por diversas fungdes metabolicas no organismo,
como funcéo excretdria, regulacdo de liquidos corporais, balango eletrolitico e balango acido-
base. Porém, além de todas as fungdes renais ja amplamente conhecidas, sabe-se que 0s rins
também excretam substancias externas ingeridas e produtos metabolicos (BERNE; LEVI,
2009).
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Em condig¢Ges normais, a formacéo da urina inicia com o movimento do ultrafiltrado
plasmatico dos capilares glomerulares para a capsula de Bowman, movimento este passivo e
desprovido de proteinas. Porém, em uma patologia conhecida como sindrome nefrotica, a qual
pode ser causada por alteracfes alimentares crénicas e bruscas, como a empregada neste
trabalho, ha um aumento da permeabilidade dos capilares glomerulares as proteinas
plasmaéticas, resultando em uma elevada secrecéao urinéria de proteinas, quadro conhecido como
proteindria (BERNE; LEVY, 2009). De acordo com estes autores, a proteinuria € decorrente da
perda da fungdo normal dos poddcitos que compdem a chamada barreira de filtracéo, devido a
reducéo da espessura dos processos podais (BERNE; LEVY, 2009). Bertram e colaboradores
(2001) em seus estudos mostraram que a diminuicdo do nimero de glomérulos esta associada
com o aumento das dimensdes deste e suas estruturas, objetivando compensar a falta de néfrons
funcionais. Porém, os resultados apresentados neste trabalho ndo mostraram aumento na area
da Cépsula de Bowman, na area total do glomérulo e nem na area do néfron. Frente a tais
informacdes, possivelmente a espessura dos poddcitos pode ter diminuido em decorréncia da
hiperfiltracdo causada pelas altas taxas de proteina ingerida e a ndo compensacao que 0 aumento
da area deveria causar.

Em suma, hipotéticamente, frente a uma alta dosagem alimentar de proteina, a qual
resulta em uma carga de trabalho excessiva glomérular, pode ter sido desenvolvido um quadro
semelhante ao supracitado em mées alimentadas com dieta HP, culminando assim na maior
eliminacdo proteica renal pela urina, abaixando os niveis de proteina neste 6rgao.

Além dos rins maternos, foram analisados também os rins dos filhotes jovens aos 32
dpn, descendentes de mdes HP, onde, apesar da proporcdo rim/tibia apresentar alteracGes
inversamente proporcionais entre os sexos, nao foi detectado nenhuma diferenga, em nenhum
padrdo morfoldgico e/ou morfométrico. Esta auséncia de alteracbes morfométricas também foi
observada nos rins retirados de fetos (19° ddg).No entanto, devido ao tamanho muito reduzido
e a falta de ossificacdo adequada, ndo foi possivel a retirada da Tibia com precisdo para
confirmar se ja ocorriam diferencas de proporcao entre os tratamentos.

Como ja descrito anteriormente, 0 uso excessivo de proteina pode causar sobrecarga
renal e alteragcGes morfoldgicas neste 6rgdo. Porém, Zimanyi e colaboradores (2002), em estudo
com dieta HP 54% em ratos, ndo observou aumento de tamanho e nem de peso renal em filhotes
de mées alimentadas com a dieta e, 0 mesmo padrdo foi descrito por esses autores quanto a
namero de glomérulos, volume glomerular e superficie de filtragdo. Além disso, a pressdo
sanguinea dos filhotes também néo foi alterada, indicando assim que a dieta materna durante a

gestacdo e semanas iniciais da lactacdo, neste caso, ndo afetou o desenvolvimento do sistema
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urinério dos filhotes. Desta forma os resultados de Zymanyi e colaboradores (2002), conferem
com os apresentados neste trabalho, excetuando o tamanho alterado do 6rgéo.

No entanto, o impacto do consumo excessivo de proteina na dieta e sua associagdo com
doencas renais tém sido estudado ha muitos anos, mas ainda ndo ha evidéncias suficientes que
comprovem que a alta ingestdo proteica possa causar danos renais em individuos saudaveis
(KNIGHT et al., 2003). Vale salientar ainda que mesmo ndo sendo encontradas alteracdes na
mensuracdo de proteina entre os filhotes HP e controle, este € um dado importante pelo seu
ineditismo, pois, ndo foi encontrado nada na literatura acerca da quantificacdo proteica em
filhotes de camundongos descendentes de mées HP.

Estudos prévios demonstraram que o0 estresse oxidativo perinatal € importante na
programacdo fetal de susceptibilidade a possiveis doencas metabdlicas adultas (AL-
GULBORY; FOWLER; GARREL, 2010). Mudancas no padréo alimentar materno durante a
gestacdo e lactacdo pode alterar negativamente o metabolismo da prole, podendo alterar o
estresse oxidativo tecidual (KIM; KIM; KNOW, 2016).

Os dados aqui apresentados mostraram que houve uma diminuicdo significativa da
peroxidacdo lipidica em rins de filhotes fémeas, e também guando ndo considerado o fator sexo
nos filhotes. Em trabalho recente, Spim e colaboradores (2016) mostraram que, em ratos
machos adultos, alimentados com dieta rica em gorduras (60%) houve um aumento na
peroxidacdo lipidica e, em animais tratados com a mesma dieta em associacdo com
Lentinulaedodes, que é um cogumelo altamente proteico, a peroxidacdo lipidica causada pela
dieta gordurosa foi compensada, sendo 0s numeros entdo comparaveis aos valores do grupo
controle. Neste estudo, os autores atribuem tais efeitos ao possivel potencial antioxidante do
cogumelo, sem saber, porém, qual substancia ou nutriente deste alimento estaria
desempenhando tal papel. Reforcando estes resultados, Ashino e seus colegas (2012), teorizam
que frente a obesidade materna, ha um aumento de citocinas pro-inflamatdrias, e estas parecem
induzir um estresse oxidativo e inflamacao na placenta durante a gestacdao. Porém, as méaes HP
neste trabalho apresentaram menor peso e menor area de adipécitos brancos, contrariando assim
0 quadro descrito acima, podendo entdo, a quantidade de adiposidade diminuida, baixar os
niveis de estresse oxidativo na placenta e assim, influenciar positivamente neste aspecto

bioquimico em filhotes descentes desta gestacéo.
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8 CONCLUSAO

Em camundongos, a dieta materna hiperpoteica (42%), baseada no aumento de caseina
é capaz de alterar o metabolismo materno, diminuindo a necessidade de ingestdo alimentar,
modulando o tecido adiposo branco, diminuindo do nimero de glomérulos e a quantidade total
de proteina renal.

A dieta hiperproteica ministrada durante a prenhez ainda interfere nos padrbes de
desenvolvimento da prole, atrasando a abertura dos olhos de filhotes de ambos os sexos e a
abertura vaginal das fémeas mas ndo foi capaz de alterar os padrdes de reflexo da prole.

A suplementacdo proteica materna, também alterou o metabolismo termogénico em
filhotes machos, e a peroxidacdo lipidica renal de filhotes apesar de nédo ter influenciado na
quantificacdo proteica e na morfologia placentaria.

Sendo assim, conclui-se que a dieta hiperproteica materna pode alterar o organismo
materno e a homeostase da gestacdo e, possivelmente através de programacéo fetal, influenciar
a vida inicial da prole, muitas vezes de forma sexo especifica, gerando consequéncias negativas

para o desenvolvimento dos filhotes.
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