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RESUMO

Atualmente sabe-se que obesidade e o consumo de dieta rica em
gordura estao relacionados a falha reprodutiva e ao evento de programacéao
fetal e acredita-se que as células imunoldgicas presentes no utero gravidico
possam estar relacionadas a estes eventos. Dentre as células imunes uterinas
destaca-se a atividade das Células Linféides Inatas (ulLC), em especial as
células uNK DBA®. Essas células sdo como sentinelas da interface materno-
fetal, pois sdo capazes de reconhecer e responder as mais variadas alteragdes
do organismo materno, além de terem papel importante nos processos de
decidualizagao, implantagao e formacgéao da placenta.

A hipétese deste trabalho € que o consumo de dieta hiperlipidica (HL)
durante a gestacao possa afetar o ambiente uterino e a biologia das células
uNK, além de promover o evento de programacao fetal resultando na alteragao
do ambiente uterino e das células uNK da geracéo F1 prenhe.

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas 90 fémeas de
camundongos Swiss, as quais acasalaram com machos da mesma linhagem.
Na manha apds acasalamento, as fémeas que apresentaram tampéao vaginal
foram divididas em 2 grandes grupos os quais consumiram as dietas do 1° dia
de gestacado (ddg) ao momento da eutanasia: MRC (maes com ragéo controle)
e MHL (m&es com ragdo HL). 45 fémeas MRC e 45 fémeas MHL foram
eutanasiadas no 6°, 10° e 14° ddg. Foram realizadas analises de ganho de
peso, area de tecido adiposo perigonadal, viabilidade gestacional, morfologia e
estereologia das células uNK, imunofluorescéncia para perforina e caspase-3
clivada, analise de expresséo génica de perforina, granzima B, Ly49A, Ly49B,
interferon gama (IFNy), Fator de crescimento endotelial vascular a (VEGFa),
Fator de necrose tumoral a (TNFa), Toll Like receptor 4 (TLR4), Interleucina- 1B
(IL-1B), Fator transformador de crescimento (TGF-1), Interleucina-17a (IL-17a)
e Supressor da sinalizagao de citocina 3 (SOCS 3) na decidua basal uterina e
analise das ulLC por citometria de fluxo. Foram também utilizadas 12 fémeas
MRC e 12 MHL que consumiram a dieta durante toda a gestacao para dar
origem as proles controle (FIRC) e HL (F1HL). No 2° dia pds-natal (DPN) as
proles foram padronizadas em 8 a 10 filhotes, sendo o numero de fémeas

sempre igual ao numero de machos, e foi realizado também o procedimento de



fostering (adogao). Foi analisado o ganho de peso e comprimento naso-anal
das fémeas F1 do 2° ao 60°DPN em dias alternados. A partir dos 60°DPN as
fémeas foram acasaladas com machos nao parentais e eutanasiadas no
10°ddg. As fémeas F1 prenhes foram avaliadas quanto ao ganho de peso
durante a gestacdo, viabilidade gestacional, morfologia e estereologia das
células uNK, imunofluorescéncia para perforina e caspase 3-clivada e analise
de expressao de perforina na decidua materna.

Os resultados mostraram que o grupo MHL teve ganho de peso e
aumento da area do tecido adiposo significativos, foram encontradas na
decidua dessas fémeas células uNK DBA°* nas 3 regides dos Sl no 10° e
14°ddg, bem como, granulos nao reativos ao anti-perforina e aumento na
incidéncia de células positivas para caspase 3-clivada. Foi observado também
aumento na expressao de perforina e granzima e redugdo na expressao de
Ly49A, IFNy, IL-18 e IL-17a no 6°ddg. No 14°ddg houve diminuicdo na
expressao de VEGFa, TNFa, TGF -1 e SOCS 3.

No grupo F1HL ocorreu redugéo do crescimento pds-natal e aumento do
indice de Lee no 60°DPN. Foi observado também aumento significativo do
peso e da area média do tecido adiposo e do indice de Lee no 10°ddg. No
mesmo dia foi constatada grande quantidade de células uNK DBA®Y, redugéo
na marcagao para perforina e aumento da incidéncia de células positivas para
caspase 3-clivada na decidua, bem como redugéo significativa na expressao
de perforina.

Sendo assim, pode-se concluir que o consumo de dieta rica em gordura
durante a gestagdo desencadeia, ndo sé alteragbes no ambiente uterino
materno, mas também promove o evento de programacédo fetal gerando na
prole alteragbes muito semelhantes as observadas nas maes que consumiram

a dieta.

Palavras-chave: Dieta Hiperlipidica. Desenvolvimento Fetal. Células Matadoras

Naturais. Linfocitos.



ABSTRACT

It is known that obesity and the consumption of a high fat diet are related
to reproductive failure and to the fetal programming event and that the immune
cells present in the pregnant uterus may be involved in these events. Among
the uterine immune cells, the activity of the uterine Innate Lymphoid Cells (ulLC)
is highlighted, especially the uNK DBA* cells. These cells are like sentinels of
the maternal-fetal interface, since they are able to recognize and respond to the
most varied alterations of the maternal organism, besides having an important
role in the processes of decidualization, implantation and formation of the
placenta.

The hypothesis of this study is that the consumption of high-fat diet (HF)
during gestation can affect the uterine environment, the uNK cells biologyand
promoted event of fetal programming, resulting in the alteration of uNK cells of
F1 generation pregnant.

Ninety females of Swiss mice mated with males of the same lineage. On
the morning when the vaginal plug was detected the females were divided into
2 groups which consumed the diets from the 15! day of gestation (gd) up to the
moment of euthanasia: MCD (mothers fed with control diet) and MHF (mothers
fed with high-fat diet). 45 MCD and 45 MHF females were euthanized at 6™, 10t
and 14" gd. It was analyzed the weight gain, adipose tissue area, gestational
viability, uNK cells morphology and stereology, perforin and caspase-3 cleaved
immunofluorescence, gene expression of perforin, granzyme B, Ly49A, Ly49B,
interferon gamma (IFNy), vascular endothelial growth factor a (VEGFa), tumor
necrosis factor a (TNFa), Toll Like receptor 4 (TLR4), Interleukin-138 (IL-1B)
Growth factor (TGF-B1), Interleukin-17a (IL-17a) and Cytokine 3 signaling
suppressor (SOCS 3) in the basal decidua and analysis of ulLC by flow
cytometry. It was also used 12 MCD and 12 MHF animals that were fed with the
diets during the whole gestation to obtain the control (F1CD) and HF (F1HL)
offspring. On the 2" postnatal day (PND) the offspring were standardized in 8
to 10 pups, the number of females always equal the number of males, and the
fostering procedure was also performed. The weight gain and naso-anal length
of the offspring were analyzed. After the 60" PND the females were mated with

non-parental males and were euthanized at 10t gd. Pregnant females were



evaluated for gestational weight gain, gestational viability, uNK cells morphology
and stereology, immunofluorescence for perforin and 3-cleaved caspase, and
analysis of perforin expression in the maternal decidua.

The results showed that the MHF group had significant weight gain and
increase of the adipose tissue area, in the decidua of these females were found
a large number of uNK DBA®¥ cells and non-reactive perforin cells in the 3
regions of Sl at 10" and 14" gd and increase in the number of 3-cleaved
caspase positive cells. The gene expression showed an increase of perforin
and granzyme mRNA levels and low expression of Ly49A, IFN-y, IL-1B and IL-
17a at the 61" gd. At 14" gd there was a decrease in the expression of VEGFaq,
TNFa, TGF-B1 and SOCS3.

In the F1HF group there was a reduction in postnatal growth and an
increase in the Lee index in the 60" PND. Significant increase in weight and
mean area of adipose tissue and the Lee index at 10" gd were also observed.
On the same day a large number of DBA¥ uNK cells, a decrease in perforin
positive cells and an increase in the incidence of 3-cleaved caspase positive
cells in the decidua were observed as well as a significant reduction in perforin
expression.

Thus, it can be concluded that consumption of a high-fat diet during
pregnancy triggers not only changes in the maternal uterine environment, but
also promotes the fetal programming event, generating in the offspring changes

very similar to those observed in the mothers who consumed the diet.

Key words: Diet, High-Fat. Fetal Development. Killer, Cells Natural.
Lymphocytes.



AT-

DB-
Ddg-
En-
F1HL-
F1RC-
GAPDH-
HL-

IDO-

IFN-y-

ILC-

KIR-

Ly49A-
Ly49B-
MHC-
MHL-
Mi-
MRC-
NK-
PAMPK-

PL-

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Area teste

decidua basal

Dias de gestagao
Endométrio

Prole hiperlipidica

Prole controle

Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
Hiperlipidica

Indoleamina 2,3-dioxigenase
Interferon gama

Interleucina

Células linfoides inatas

Receptor do tipo imunoglobulina das células Natural Killer

luz uterina

receptor Ly49A

receptor Ly49B

Complexo principal de histocompatibilidade
Maes racao hiperlipidica

Miométrio

Maes racao controle

Células Natural Killer

Proteina quinase ativada por adenosina monofosfato fosforilada

Placenta



R1- regiao 1

R2- regiao 2

R3- regiao 3

Sl- subtipo | de célula uNK DBA*
SlI- subtipo Il de célula uNK DBA*
SlllI- subtipo Ill de célula uNK DBA*
SIV- subtipo IV de célula uNK DBA*

SOCS3- Supressor da sinalizagao de citocinas 3
TGF-B1- Fator de crescimento transformador beta 1
TLR4- Toll like receptor 4

TNFa- Fator de necroes tumoral a

ulLC- Uterine Innate Lymphoid Cells

uNK- Células Natural Killer uterinas

Vegfa- Factor de crescimento endothelial vascular a



Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

Figura 10-

Figura 11-

Figura 12-

Figura 13-

Figura 14-

Figura 15-

LISTA DE FIGURAS

Divisdo das 3 regides de analise das células

Analises de ganho de peso e morfométrica do tecido adiposo
perigonadal MaternO...........oooiiiiiiiiiiee e
Anadlise macroscopica dos cornos uterinos e sitios de

implantagdgo dos grupos MHL e MRC no 6° 10° e

Analise microscépica dos sitios de implantagdo dos grupos MHL
e MRC no 6°, 10° e

Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 6°ddg do
grupo MRC ... ..o
Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 6°ddg do
GrupO MHL ...
Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 10°ddg do
grupo MRC ... ..
Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 10°ddg do
GrupO MHL ...
Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 14°ddg do
grupo MRC ... ..
Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 14°ddg do
GrupO MHL ...
Analise estereoldgica dos subtipos de células uNK DBA* nos
grupos MRC e MHL no 6°, 10° € 14°ddg......ccccvvvvveiiiiiiieeeeeeeeee,

Imunofluorescéncia para perforina do grupo MRC no

Analise imuno-histoquimica para caspase-3 clivada no sitio de

50

59

61

64

66

67

68

69

70

71

72

74

76

77
78



Figura 16-

Figura 17-

Figura 18-
Figura 19-

Figura 20-

Figura 21-

Figura 22-

Figura 23-

Figura 24-

Figura 25-

Figura 26-

implantagao de fémeas MRC e MHL no

Analise da expressao génica da decidua de MRC e MHL no 6°,
10° € 14°AAG. . uueiiiieii e
Analise por citometria de fluxo das células ulLC no sitio de
implantacédo de fémeas ICR MRC e MHL no 6°, 10° e 14°ddg......

Analise do ganho de peso da geracao F1 virgem e prenhe...........
Analise dos cornos uterinos e sitios de implantagdo dos grupos
FAHL € FARC N0 10°ddg....cceeeieieeee et
Analise histoquimica de lectina DBA no sitio de implantagao do
grupo FIRC N0 10°ddg....ueeceeieeeie e

Analise histoquimica de lectina DBA no sitio de implantagao do
grupO FAIHL N0 10°ddg...ccee et

Analise estereoldgica dos subtipos de células uNK DBA* e do
SUDLPO DBAOY. ...t
Imunofluorescéncia para perforina no sitio de implantagdo de
fémeas FIHL N0 10°ddg.......coooeiiiiiieeeeeee e

Imunofluorescéncia para perforina no sitio de implantagdo de
fémeas FIHL N0 10°ddg......cvvveuiiiiiieeeieeeeeeeeeeeee e
Analise da expressdo génica para perfroina em fémeas F1RC e
FAHL NO 10°ddQ. iiiiiiiiiieeee et e
Imunofluorescéncia para caspase-3 clivada no sitio de

implantacado de fémeas FIRC e F1HL no 10°ddg...........ccceeeenneee.

83

87
90

93

95

96

97

99

100

101



2.1
2.2
2.3
24

3.1
3.2

4.1
411
41.2
4.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.4
4.5

4.6

4.6.1
4.6.2
4.6.3
4.6.4
4.6.5

4.6.6

4.7

4.71
4.7.2

SUMARIO

INTRODUGAO . ...t 20
REVISAO DE LITERATURA ..o 23
DIETA HIPERLIPIDICAE GESTACAO.......c.ccooeeeeeeeeeeeeee, 23
PROGRAMACAO FETAL......ovieeie e 26
CELULAS LINFOIDES INATAS......ooviiieeeeieeeeeeeeeeeee e 29
CELULAS NATURAL KILLER......coviteeeeeee e, 32
OBUETIVOS.......cooe e 42
OBUJETIVO GERAL.....ccei oottt 42
OBJETIVOS ESPECIFICOS........cooeieeeeeeeeeeeeeeeee e 42
MATERIAIS E METODOS ..ot 44
ANIMALIS . ...t earaee e e 44
Universidade Federal de Alfenas-Brasil......................ccccoee 44
Universidade de Augusta- estados Unidos............................. 44
DIETAS . ..o 45
ORGANIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS................... 45
Obtencgao das maes hiperlipidicas e controle........................ 45
Obtencao da prole hiperlipidica e controle............................. 46
ANALISE DO GANHO DE PESO DAS FEMEAS PRENHES...... 47
ANALISE MICROSCOPICA DOS SITIOS DE IMPLANTACAO E

DA VIABILIDADE GESTACIONAL.......cccoiiiiiiiiee e 47
ANALISE MORFOLOGICA.........coooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 48
Processamento para embebicdao em parafina........................ 48
Quantificagado da adiposidade abdominal............................... 48

Citoquimica com lectina DBA (Dolichos biflorus agglutinin) 49
Estudo Estereolégico em Microscopia Fotonica.................... 50

Imunofluorescéncia para Perforina e marcagao com lectina

DB A e 51
Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada e marcacgao

comlectina DBA............ooo i 52
ESTUDO MOLECULAR.......oii it 53
Extragdo do RNAtotal.................ooi 53

Obtencao dOCDNA. ..., 53



4.7.3
4.8

4.9

4.10
4.1

5.1
5.2

5.3

5.4
5.4.1
5.4.2
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9

5.10

5.10.1

5.10.2

GRT-PCR.... ..o 53
ANALISE DAS CELULAS LINFOIDES INATAS POR
CITOMETRIA DE FLUXO (EUA)......cetiiiieeeeceeeee e 56
AVALIACAO DO COMPRIMENTO NASO-ANAL DAS FEMEAS

DAS NINHADAS DE FIRC e F1HL.......ccooccieeeeeeeeeeee 56
INDICE DE LEE DA GERAGCAO F1....coovieieeeeeeeeee e 56
ANALISE ESTATISTICA. ..ot 58
RESULTADOS. ... 58
ANALISE DO GANHO DE PESO MATERNO........c.ccccovvvveennnn. 60
ANALISE DA VIABILIDADE GESTACIONAL DOS GRUPOS

MRC E MHL....ooiiiiiieee e 60
ANALISE HISTOQUIMICA E ESTEREOLOGICA DAS
CELULAS UNK ...ttt 65
ANALISE DE IMUNOFLUORESCENCIA........c.coovieeeieeeeeeen, 75
Analise de imunofluorescéncia para perforina....................... 75
Imunofluorescéncia para caspase-3 clivada........................... 77
ANALISE DA EXPRESSAO GENICA.......ccoooieeeeeeeieeeeeeeen, 80
ANALISE DAS CELULAS ILCs POR CITOMETRIA DE FLUXO. 84
ANALISE DO GANHO DE PESO DAPROLE.........ccccccevveveennn. 88
ANALISE DA VIABILIDADE GESTACIONAL DE F1................... 91
ANALISE HISTOQUIMICA E ESTEREOLOGICA DAS
CELULAS UNK DE F1...oooiieceeceee e, 94
ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA  NO SITIO DE
IMPLANTACAO DE FEMEAS F1 ..ot 98
Analise de imunofluorescéncia e de PCR quantitativo para
Perforina..............ooiiii e 98
Analise Imuno-histoquimica para caspase-3 clivada............. 101
DISCUSSAO........co oottt 103
CONCLUSOES..... oottt 119
REFERENCIAS.........c.cocooviiiiieeeieeeeeeeeeee e 121

ANEXOS ... 139



20

1 INTRODUGAO

As Células Linféides Inatas uterinas, incluindo as células Natural Killer
uterinas, sdo uma populagao de células linféide que tem grande importancia
durante a gestacdo de camundongos e humanos. Elas auxiliam desde o
processo de implantagdo, no inicio da gestacdo, bem como na manutencéo da
decidua, desenvolvimento da placenta e homeostase do ambiente uterino.

Em 2003, Paffaro e colaboradores estabeleceram a técnica de
citoquimica de lectina DBA (dolichos biflorus agulitinina) como principal
ferramenta de estudo das células uNK em camundongos. Posteriormente,
Zhang e colaboradores (2011), utilizando também a técnica de coloragédo com o
acido periddico de Schiff (PAS) identificaram duas subpopulacdes de células
uNK no utero de camundongos prenhes, as células uNK PAS'DBA* e as
células uNK PAS*DBA", sendo as células DBA* as mais abundantes no meio da
gestacao.

Estudos realizados a cerca da biologia das células uNK DBA* tém
mostrado que estas células possuem papel importante na interface-materno
fetal, ndo sé auxiliando nos eventos recorrentes de uma gestagdo normal,
como também respondendo a estimulos que podem ser entendidos como
insultos a gestacédo. Foi verificado que as células uNK DBA* alteram sua
morfologia e funcdo frente a eutanasia embrionaria cirlrgica, injecao
intraperitoneal de LPS, administracdo de quimioterapicos e medicamentos,
alteragdes nutricionais durante a gestagéo, entre outros eventos e promovem
alteracdao do ambiente uterino buscando promover a manutencao da gestagao.

Foi constatado, por exemplo, que o consumo de dieta hiperlipidica (HL) e
hipercaldrica (HC) durante a gestagao promove diminuigdo na quantidade dos
subtipos de células uNK DBA* e leva ao aparecimento de elevado numero de
células uNK alteradas, pouco reativas a lectina DBA e com granulos de aspecto
vazios, as quais sdo denominadas uNK DBA!®Y. Além da baixa reatividade a
lectina DBA, essas células perderam a marcacdo para perforina em seus
granulos e a sua reatividade a marcagao para a-actina também foi alterada.

Devido a sensibilidade desta populacdo linfocitaria a tdo variados
estimulos, pode-se dizer que as células uNK sdo como sentinelas da interface

materno-fetal, prontas para identificar as mais variadas alteragdes no
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organismo materno e responder prontamente a estas.

Nos ultimos anos estudos vem demonstrando que fatores externos ao
ambiente uterino como estado emocional materno, poluicdo ambiental,
consumo de alcool, drogas e alteragdes nutricionais tem forte relagdo com o
desenvolvimento de doencas na vida adulta como obesidade, diabetes,
doencgas cardiovasculares, depressao, ansiedade, etc. Ao mecanismo em que
fatores externos influenciam o desenvolvimento da prole propiciando a
manifestagcbes de doengas na vida adulta, foi dado o nome de “programacao
fetal” e ao evento em que isto € observado foi dado o nome de “Origem do
Desenvolvimento da Saude e da Doengas” (DOHAD- Developmental Origins of
Health and Disease).

Por meio da investigagdo dos componentes uterinos vem sendo
comprovado que tais efeitos externos tém influéncia sobre a interface materno-
fetal e que as células imunoldgicas presentes no utero podem ter um papel
muito maior do que se havia previsto.

As citocinas liberadas pelas células imunes no utero gravidico medeiam
um dialogo entre o embrido e os tecidos maternos e, assim, influenciam
profundamente o desenvolvimento do feto. Por meio da interferéncia na
expressao génica e promogao de estresse celular, as citocinas liberadas
provocam um impacto no desenvolvimento placentario e no crescimento fetal
que, consequentemente, afetam o fen6tipo metabdlico e a saude a longo prazo
da prole.

Devido ao aumento exponencial de mulheres em idade reprodutiva com
sobrepeso ou obesidade, bem como a influéncia que uma dieta hiperlipidica e o
ganho de peso podem ter sobre o ambiente uterino e o desenvolvimento da
prole, é trivial a investigacdo dos mecanismos relacionados a essas variaveis,
mesmo que mecanismos basicos. E fundamental compreender, por exemplo,
como elas se relacionam, como podemos interferir para evitar seus efeitos e
até que ponto podem comprometer a qualidade de vida da mae e suas futuras
geracgoes.

Para entender melhor a resposta de células imunes do ambiente uterino
ao excesso de lipideo no organismo materno, parte deste trabalho foi
desenvolvido na Universidade de Augusta, nos Estados Unidos, em

colaboracdo com o Prof. Dr. Babak Baban.
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Por meio de bolsa de Estagio no Exterior, concedida pela CAPES
(processo: 88881.135944/2016-01), a discente Evila Salles passou 7 meses de
seu doutorado no laboratério do Dr. Baban para investigar os efeitos do
consumo de dieta HL por fémeas Swiss (ICR) durante a gestagdo sobre as
Células Linfoides Inatas uterina (ulLC) por meio da técnica de citometria de
fluxo.

As ulLC sdo uma populagdo de células imunes recém descritas e
possuem grande importancia para a fisiologia e manutencdo da gestacao.
Essas células podem ser divididas em 3 diferentes subtipos: ILC1, ILC2 e ILC3.
Cada subtipo de ILC esta relacionado a um tipo de resposta do sistema imune
€ pouco se sabe sobre os mecanismos dessas células ao responder a insultos
durante a gestacdo e nao ha trabalhos na literatura que relacionem a
obesidade e dieta HL a atividade dessas células no utero.

Em seu tempo no laboratorio do Dr. Baban, a senhorita Evila teve, ndo
s6 a oportunidade de aprofundar seus conhecimentos a respeitos da
imunologia da gestagdo, mas também pdde colaborar com diversos outros
trabalhos. Além dos resultados apresentados neste trabalho, a senhorita Evila
ja publicou um artigo de revisao em colaboragao com o Dr. Baban a respeito do
papel das ILCs na imunidade inata de neonatos (anexo b). Também auxiliou o
Dr. Baban no desenvolvimento de projetos em relagdo a investigacdo de
componentes imunes no leite materno e contribuiu em projetos nos quais Dr,
Baban fazia parte, como o estudo do ciclo estral de fémeas de camundongos
com Dr. Krishnan Michael Dhandapani e Dr. Kumar Vaibhav, e a respeito dos
mecanismos envolvendo células imunoldgicas uterinas e o desenvolvimento do
espectro autista na prole em parceria com Dr. Ali Pillai (trabalhos ainda néo
publicados).

Durante seu doutorado a senhorita Salles, juntamente com seu
orientador Dr. Valdemar Paffaro Junior, ainda escreveu 2 artigos cientificos
sendo um ja submetido (anexo c) e publicou um artigo em colaboragédo com a
Dr. Roseli Soncini (anexo d). Todos estes trabalhos relacionados a obesidade

e/ou consumo de dieta hiperlipidica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Seguem os dados encontrados na literatura acerca de dieta hiperlipidica
durante a gestacgéo, programacao fetal, células linfoides inatas e células

Natural Killer uterinas.

2.1 DIETA HIPERLIPIDICA E GESTACAO

De acordo com dados da Organizagdo Mundial da Saude (WHO- World
Health Organization) em 2016 cerca de 39% das mulheres e 39% dos homens,
em todo o mundo, com idade acima de 18 anos encontravam-se com
sobrepeso. No Brasil, neste mesmo ano, foi observado que 28% da populagao
de criangas e jovens, com idade entre 5 a 19 anos, encontrava-se acima do
peso. Ja a porcentagem de mulheres obesas com idade acima de 18 anos era
de cerca de 25,4% da populagao.

Diversas pesquisas tém relacionado a obesidade a baixa fertilidade ou a
infertiidade de mulheres em idade reprodutiva. A literatura aponta que a
obesidade esta relacionada com casos de anovulagdo, oocitos de baixa
qualidade, mau desenvolvimento de embrides, abortos, entre outros eventos
ligados a infertilidade e falha gestacional (TALMOR et al, 2015; BUTLER,
MCGUIRE; MANZARDO, 2015; BEST, BHATTACHARYA, 2015; SCHULTE;
TSAI; MOLEY, 2015; MESSINIS et al, 2015; PASQUALI; PATTON;
GAMBINERI, 2007).

Devido ao exposto acima, em especial o aumento do numero de
mulheres obesas em idade reprodutiva e obesidade materna em todo o mundo
(WHO, 2016), diversos pesquisadores tém buscado investigar os efeitos da
“overnutrition” (supernutricao) e seus potenciais prejuizos a gestagao e a prole,
mediante o consumo de dietas ricas em gordura por modelos animais
(AFARADHI; OZANNE, 2011).

Estudos realizados, principalmente, com roedores demonstram que o
consumo de dietas ricas em gordura, antes e durante a prenhez, promove
alteragcdo da expressao génica em células endometriais e da placenta, bem
como alteragdes morfolégicas e nos vasos sanguineos nas mesmas (LIANG et
al., 2010; MAO et al., 2010; NITERT et al., 2013; QIAO et al., 2015; RHEE et al,
2016)
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King e colaboradores (2013), por exemplo, demonstraram que o
consumo de dieta indutora de obesidade (Obesogenic Diet — DIO) por fémeas
C57BL/6 pode aumentar a expressao de receptores de glicocorticoides e
consequentemente de transportadores de aminoacidos na placenta, uma vez
que o aumento na sinalizagdo de glicocorticoides estaria relacionado a
expressao dos transportadores de aminoacidos. Ainda em fémeas C57BL/6 foi
relatado, também, que o consumo de dieta hiperlipidica (HL ou high-fat- HF)
pode promover estresse oxidativo e prejuizos ao sistema vascular da placenta
(LIANG et al., 2010).

Outros trabalhos tém relacionado o consumo de dieta hiperlipidica e a
alteracdo na expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatéria na
placenta (ZHU; DU; FORD, 2010; KIM et al., 2014). Frias e colaboradores
(2011) demonstraram que a dieta rica em gordura promove aumento da
expressdo de diversas citocinas pro-inflamatérias e de Toll-like receptor 4
(TLR4) no ambiente uterino de fémeas de macaco japoneses prenhes,
independente das fémeas estarem ou ndo obesas. Os mesmos autores
observaram ainda que o consumo da dieta pdde promover redugao de 38 a
56% do fluxo sanguineo volumétrico na placenta e que esta modificagdo no
fluxo sanguineo era acompanhada de alteragcbes morfologicas e isquemia,
além de ter contribuido para o parto prematuro.

Resultados obtidos com o estudo de fémeas de ratos Sprague—Dawley
prenhes vao de encontro com os apresentados por Frias e colaboradores
(2011) uma vez que foi relatado aumento na expressao de genes envolvidos
com o crescimento placentario, suprimento sanguineo, sinalizagdo de citocinas
e quimiocinas no final da gestagéo destes animais (NITERT et al., 2013).

Para Nitert e colaboradores (2013) o fato de dieta hiperlipidica causar
alteracbes da expressao de genes envolvidos nas vias que modulam a
angiogénese, circulagdo sanguinea, crescimento e desenvolvimento
placentario e, principalmente, de genes envolvidos no metabolismo do acido
araquidénico e prostaglandinas (PG), como Ptgs2 (fatty acid cyclo-oxidase;
COX2) e Pla2g2a (phospholipase A2), sugere uma resposta placentaria a
alteracdo do metabolismo materno induzida pelo consumo da ragado rica em
gordura.

Quanto ao aumento na expressdo de citocinas pro-inflamatérias, este
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evento ja havia sido descrito anteriormente em placentas humanas a termo,
entretanto, ndo se sabia ao certo como este processo poderia ser induzido
(CHARLLIER et al., 2008). Posteriormente, por meio de estudos utilizando
modelos animais, foi proposto que este processo ocorra devido ao aumento de
acidos graxos livres, os quais ativariam os receptores TLR4 presentes em
células do ambiente uterino prenhe promovendo assim, aumento na expressao
destas citocinas (ZHU; DU; FORD, 2010).

Acredita-se que esta resposta da placenta a presenga de acidos graxos
livres seja dependente do sexo do embri&o em desenvolvimento, pois Tarrade e
colaboradores (2013) demonstraram que o acumulo de lipideos na placenta de
coelhos pode variar entre a placenta de fémeas e machos em
desenvolvimento. De acordo com estes pesquisadores, as placentas de
embrides de fémeas apresentaram maior acumulo de acidos graxos, enquanto
os embrides machos tiveram maior quantidade de acidos graxos e colesterol no
plasma ao invés da placenta. Curiosamente, Mao e colaboradores (2010)
haviam observado que a expressao de citocinas pro-inflamatérias é diferente
na placenta de fémeas camundongos quando comparada a placenta de
machos, apés o consumo de dieta rica em gordura pelas maes. As fémeas
apresentaram maior diferenga quando comparadas ao grupo controle do que
0s machos.

Devido ao grande impacto na alteragcdo da expressdo de genes
envolvidos nas mais variadas vias- metabdlica, fisiolégica e imunolégica- no
ambiente uterino, é esperado que o consumo de dieta hiperlipidica, bem como
a obesidade, promovam altera¢gdes na morfologia do endométrio materno e na
placenta durante a gestacéo.

Estudo desenvolvido em nosso laboratério, por exemplo, demonstrou
que o consumo de dieta hiperlipidica por apenas 10 dias foi capaz de modificar
células presentes no endométrio materno. As fémeas eutanasiadas no 10° dia
de gestacdo apresentaram reducdo na marcagao para a-actina nos vasos e
células presentes na decidua e foi observado ainda, reducido na reatividade
das células uNK a lectina DBA e modificagdo da aparéncia de seus granulos
citoplasmaticos (SALLES, 2014).

Além de promover as alteragcbes morfolégicas relatadas por Salles

(2014) a literatura descreve que o excesso de gordura no organismo materno
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pode alterar até mesmo a invasividade das células trofoblasticas (HAYES et al.,
2014). Foi demonstrado que ratas que consumiram dieta HL semanas antes de
ficarem prenhas apresentaram invasao inicial de células trofoblasticas no
endométrio 2 vezes maior quando comparada ao controle e uma explicacao
seria 0 aumento na expressao de metalopoteinase 9 (MMP 9). Apesar dessa
maior invasividade, os autores relatam que a invasao de células trofoblasticas
nas artérias espiraldas uterinas possa ter sido comprometida, ja que nestas foi
observado aumento na marcagdo para a-actina, o que sugere falha na
remodelagdo dessas artérias (HAYES et al., 2014).

Liang e colaboradores (2010), na busca de investigar as alteragoes
decorrentes da diabetes durante a gestacao, ofereceram dieta rica em gordura
(41%) para fémeas de camundongo por um més antes da concepgao e
também durante a gestagao. Os resultados mostraram que o consumo da dieta
promoveu morte de células trofoblasticas e danos as células do endotélio na
regiao de labirinto da placenta, o que comprometeu a gestacéao.

Além das complicagbes observadas na gestagdo decorrente da
obesidade ou do alto consumo de gorduras e agucares ha também os efeitos
na prole, a qual pode desenvolver as chamadas sindromes metabdlicas
(hipertensao, diabetes, obesidade e doencas cardiovasculares) na vida adulta
(AVIRAM et al., 2011; ALFARADHI; OZANNE, 2011), através do mecanismo de
programacao fetal (BARKER et al, 1997; GODFREY; BARKER, 2000).

2.2 PROGRAMAGCAO FETAL

O termo “Programacao fetal” é utilizado para descrever a interferéncia
que fatores externos podem exercer sobre o desenvolvimento da prole durante
a gestacdo resultando em efeitos tardios (SCHLOTZ; PHILLIPS, 2009).
Condi¢cdes manifestadas durante periodos criticos do desenvolvimento podem
levar a programacgado de alteragbes permanentes no sistema fisiolégico e
metabolismo (ALFARADHI; OZANNE, 2011). Segundo a hipdétese da
“programacao fetal”, alteracbes em periodos criticos do desenvolvimento fazem
com que o feto tenha que se adaptar a essas condigcbes, o que promove
modificacdes permanentes no metabolismo e na fisiologia da prole (BARKER,

1997), levando assim, ao aumento do risco de desenvolvimento de doencas
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cronicas (SEKI, et al 2012) como doengas cardiacas (BARKER et al, 2007) e
obesidade, bem como desordens metabdlicas relacionadas a ultima (BREIER
et al, 2001), entre outras alteragdes, até mesmo no comportamento da prole na
vida adulta.

Segundo pesquisas, a programacao fetal age através de modificagbes
epigenéticas. Alteragcdes na metilagdo e na adenilagdo de histonas e porgdes
de DNA podem impedir ou induzir a expressao de genes que s&o, ou nao,
normalmente expressos (SEKI, et al 2012).

Em um estudo Suzuki e colaboradores (2012) analisaram o habito de
fumar e o relacionaram a programacao fetal. Em seu estudo Suzuki e seus
colegas, acompanharam maes que fumaram no inicio da gestagdao e
constataram um maior ganho de peso dos filhos durante a infancia, sendo este
ganho foi mais acentuado em criangas do sexo masculino do que do sexo
feminino, relatando, assim, um efeito de dimorfismo sexual relacionado aos
efeitos de programacao fetal. A relagdo entre programacao fetal e dimorfismo
sexual também foi descrita por NG e colaboradores (2010), os quais
demonstraram que a submissdo de machos a dieta hipercalérica gera
disfungdes das células B-pancreaticas de suas filhas na geragdo F1. Tais
disfungdes provocaram anormalidades metabdlicas nestas fémeas, como a
diabetes.

Ponder e colaboradores (2011) demonstraram que disturbios de humor
da mae, como a depressao e a ansiedade, durante a gestagdo, produzem
efeitos de programacao fetal/neonatal no neurodesenvolvimento da prole. Isso
ocorre devido ao aumento da expressdo do gene SLC6A4 (transportador de
serotonina da placenta humana). Ja Olivier e colaboradores (2011)
demonstraram que administracdo de fluoxetina, droga comumente prescrita
para o tratamento da depressdo, em ratas prenhes, leva a resultados
prejudiciais do comportamento da prole na vida adulta. A administragdo pré-
natal de fluoxetina causa uma redug¢ao no tempo de interacéo social e aumenta
o comportamento de ansiedade. Isso pode ocorrer devido a alteragcbes no
receptor de sinalizagao de 5-HT1a (receptor de serotonina).

Na programacgao fetal, a nutricdo € um importante fator relacionado ao
ambiente intrauterino que altera a expressdo do genoma do feto, podendo

trazer consequéncias para toda a vida. A alteragdo da nutricdo pode provocar
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modificagdes estruturais, fisiolégicas e no metabolismo da prole (BREIER et al.,
2001; WU et al, 2004).

Os estudos de programacédo fetal em humanos geralmente estdo
associados a nutricdo. Um dos primeiros registros de programacéo fetal
relacionado a nutricdo, em humanos, foi a chamada Dutch famine (Fome de
Dutch- cidade da Alemanha), a qual mulheres que estavam gravidas entre 1944
e 1945, Il Guerra Mundial, passaram fome. Essas maes deram a luz a criangas
de baixo peso, e foi observada que, entre essas criangcas, a maioria dos
homens se tornaram obesos ao atingirem idade entorno de 19 anos
(LEANDRO et al., 2009).

De acordo com a Food and Agriculture Organization (2003), atualmente
cerca de 925 milhdes de pessoas no mundo ndo consomem alimento em uma
quantidade suficiente para serem consideradas saudaveis. Um estudo
realizado na india revelou que maes subnutridas ddo a luz a bebes magros,
porém, com maior propensdo a obesidade. Foi descoberto um disturbio no
metabolismo do carbono 1C dessas mulheres devido a subnutricdo, este
disturbio acaba trazendo consequéncias para a sintese de acido nucléico,
estabilidade do genoma e a regulacdo de genes pela epigenética afetando o
desenvolvimento do feto (YANJNIK; DESHMUKH, 2012).

Modelos animais como camundongos C57BL-6, Balb/c, Swiss, ratos
Wistar, ovelhas, entre outros, tém sido utilizados na busca de um melhor
entendimento acerca dos eventos nutricdo/epigenética/programacao fetal
(SEKI et al.,, 2012). Estudos mostraram que a restricio do crescimento
intrauterino (IURG- intrauterin restriction growth) causado, por exemplo, pela
insuficiéncia de nutrientes durante a gestagao, pode afetar o desenvolvimento
do feto o qual ira tentar se adaptar as novas condicbes. Uma das
consequéncias do IUGR seria a diminuicdo da expressao de genes
relacionados a nefrogénese o que acaba elevando o risco de desenvolvimento
da hipertensado na vida adulta (JONES et al, 2012).

Dados epidemioldgicos apresentam uma relagao significativa entre méaes
obesas, nutricdo durante a gestagdo e prole obesa (ALFARADHI; OZANNE,
2011). Diversos estudos demonstram que a supernutrigdo (consumo exagerado
de alimentos caléricos) durante a gestagao retarda o crescimento da placenta,

o crescimento fetal e aumenta a mortalidade fetal e neonatal em diversos
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modelos animais (WU, 2004). Outros estudos demonstram que a obesidade na
gestacdo aumenta o risco de hipertensdo e diabetes, além das doengas
cardiovasculares, na prole (AVIRAM et al., 2011).

Fan e colaboradores (2012) realizaram um estudo com primatas onde
as fémeas prenhes receberam ragdo de alta caloria (36% de caloria a mais)
durante a gestacao da prole. Os resultados da pesquisa de Fan e seus colegas
revelaram que o consumo de uma dieta hipercal6rica durante este periodo
aumenta o risco de obesidade e de doencgas cardiovascular relacionadas em
fases tardias da vida da prole, independente da mae estar ou ndo obesa
durante a gestacao.

Segundo Douglas (2010) alteragdes na nutricdo durante a gestacao,
como restricao de proteinas ou aumento de carboidratos, por exemplo, podem
afetar a prole. Entretanto, esta autora menciona que ainda ndo € conhecido se
a alteragao dos nutrientes durante a gestacdo, ou o estresse provocado por
esta alteracdo, € que leva a modificagdo do ambiente intrauterino e as
consequéncias na prole. Douglas sugere que haja uma melhor investigagcéo
dos componentes uterinos, de maes submetidas a alteragdes nutricionais,
durante o periodo gestacional para o melhor entendimento dos mecanismos

envolvidos e dos efeitos na prole.

2. 3 CELULAS LINFOIDES INATAS

As Células Linfoides Inatas ou ILCs (Innate Lynphoid Cells) representam
uma populagdo heterogénea de células do sistema imunoldgico inato. Essa
classe de células imunolégicas foi caracterizada recentemente, entretanto,
alguns tipos celulares especificos, os quais foram incluidos a ela, veem sendo
estudados por décadas, como é o caso das células Natural Killer (NK)
(BANDO; COLONNA, 2016).

De acordo com a literatura as Células Linféides Inatas podem ser
dividias em trés diferentes subtipos de acordo com suas fungdes, perfil de
expressao de citocinas e fatores de transcricdo, sendo que estes subtipos se
espelham nos subtipos de células T helper CD4+, Th1, Th2 e Th17 (BANDO;
COLONNA, 2016; SIMONI; NEWELL, 2017).

O grupo 1 de ILCs (ILC1) seria analogo ao grupo Th1 de células TCD4+
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e produziria citocinas como Interferon gama (IFNg), Fator de Necrose tumoral
(TNFa) e expressa T-bet e Eomesodermin (Eomes) como fatores de
transcricdo, além de caracterizado pela presenca de CD127. E neste grupo, por
exemplo, que se encontram inseridas as células Natural Killer, importantes na
defesa contra células infectadas e tumorais. As células inseridas no grupo 2 de
ILCs (ILC2) é caracterizado pela produgdo de citocinas semelhantes as
apresentadas pelo grupo Th2, como interleucina 5 (IL-5) e IL-13 e apresenta
grande expresséo do fator de transcricdo proteina de ligacdo GATA 3 (GATA 3).
Ja o grupo 3 de ILCs (ILC3) seria analogo ao grupo Th17 e produgéo citocinas
semelhantes as produzidas por este grupo como IL-17, além de expressar o
fator de transcricdo ROR-yt. (SIMONI; NEWELL, 2017).

As ILC sao normalmente localizadas nas mucosas e préoximos a tecidos
epiteliais, sendo importantes na protegdo contra patégenos e na manutengéo
da homeostase do tecido (DIEFENBACH; COLONNA; KOYASU, 2014). A
ativacao dessas células pode ocorre devido a sinais de estresse, presenga de
componentes microbianos e pelas citocinas diluidas no tecido, isso faz com
que estas células sejam altamente reativas e sejam as primeiras efetoras da
resposta imune (EBERL et al 2015). A ativagao inapropriada das ILCs tem sido
relacionada a patogénese de disturbios inflamatérios e auto-imunes
(DIEFENBACH; COLONNA; KOYASU, 2014).

Estudos recentes com humanos e camundongos mostraram a presenca
de Células Linféides Inatas no utero durante a gestacdo, sendo estas
denominadas ILC uterinas (ulLC) (DOISNE et al.,, 2015). De acordo com a
literatura as ulLCs sdo importantes para o adequado remodelamento das
artérias uterinas e desenvolvimento da placenta promovendo uma gestagéo
normal € um adequado desenvolvimento do embrido (BOULENOUAR et al.,
2016).

Doisne e colaboradores (2015) demonstraram que os trés subtipos de
ILCs também estdo presentes no utero prenhe de camundongos e sao
encontrados em diferentes areas dos sitios de implantacdo embrionaria durante
a gestagdo. Segundo o estudo apresentado, as ulLC2s e ulLC3s estao
presentes na regido do “Agregado Linfocitario Mesometrial da Prenhez” (MLAp)
do sitio de implantacado, enquanto o subtipo 1 de ulLCs encontra-se distribuido

por toda a Decidua Basal (DB) no utero prenhe.
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Em humanos, um estudo recente mostrou que as ILC2s foram o subtipo
de ILC mais abundante na interface materno-fetal humana durante as
gestacdes pré-termo e a termo. Entretanto, o estudo mostrou que durante o
trabalho de parto prematuro, houve aumento nos subtipos 2 e 3 de ILCs na
decidua basal e decidua parietal, respectivamente. Tal resultado sugere que as
ILCs podem desempenhar um papel no interface materno-fetal durante a
processo de aborto espontaneo (XU et al., 2017).

Recentemente a literatura tém demonstrado que a funcédo das ILCs vai
além da protecdo imunoldgica dos tecidos. As ILCs sdo muito importantes
também fisiologicamente atuando, por exemplo, na regulacdo do metabolismo
da gordura (QIU et al., 2014). Apds expor camundongos a temperaturas de 4 a
5°C, Qiu e colaboradores (2014) verificaram que ILC2s podem auxiliar o
remodelamento do tecido adiposo branco subcutdneo em gordura bege e
regular a termogénese destas.

Ja com relacado a resposta imunolégica no tecido adiposo, as ILCs do
tipo 2 sdo importantes para promover a resposta imune evitando que haja uma
resposta imunolégica do tipo 3, caracterizada por desencadear sindromes
metabdlicas, resisténcia a insulina, diabetes e asma associada a obesidade
(KIM et al., 2014).

Embora as ILCs tenham grande importédncia na atividade do sistema
imunoldgico, no bom desenvolvimento da gestagéo e na fisiologia dos tecidos,
incluindo o tecido adiposo, pouco se sabe acerca da atividade das ILCs em
resposta a alteragdes durante a gestagao, incluindo o excesso de gordura no

organismo materno devido ao consumo de dieta hiperlipidica.

2.4. CELULAS NATURAL KILLER UTERINAS

O utero gestante contém grande quantidade de células imunoldgicas, as
quais desempenham papeis muito importantes auxiliando os eventos de
implantacao, invasao trofoblastica, desenvolvimento da placenta e protecao
imunolégica. Porém, ao mesmo tempo em que dao suporte a tais eventos

essas células devem apresentar uma resposta imune diferenciada, uma vez
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que tém de ser tolerantes a presenga do feto semi-alogénico em
desenvolvimento.

Estudos imuno-histoquimicos demonstraram que entre as células
imunes presentes no utero ja no inicio da gestagdo de humanos cerca de 30-
40% sao leucécitos (BULMER et al., 1991). Dentre esta populagéo leucocitaria,
as células Natural Killer uterinas (UNK) sédo o tipo celular mais abundante,
representando cerca de 70% dos leucdcitos deciduais (KOGA; MOR 2010;
BULMER et al. 2010; LOKE; KING 2000) n&do s6 em humanos, mas também
em outras espécies de mamiferos como primatas e roedores (PEEL, 1989;
MOFFETT-KING, 2002).

Em humanos as células uNK s&o caracterizadas como células
CD56**/CD16°, perfil semelhante ao apresentado por cerca de 10% da
populacdo de células NK circulantes (cNK), as quais sdo consideradas um
subtipo regulatorio de células NKc devido a sua maior expressao de citocinas
(TRUNDLEY; MOFFETT, 2004; VIVIER et al., 2008). Apesar da semelhanga na
expressdo de CD56 e CD16 esses dois grupos celulares se diferenciam na
expressao de alguns marcadores e na presencga de granulos citoplasmaticos,
enquanto as ceélulas uNK apresentam granulos muito evidentes em seu
citoplasma, esses nao observados em células cNK CD56*/CD16
(TRUNDLEY; MOFFETT, 2004).

Com relagéo a identificagdo das células uNK em camundongos, estas
podem ser diferenciadas das células NK do sangue periférico pela expressao
do acucar N-acetil-D-Galactosamina nos granulos e membrana plasmatica,
detectado pelo método de marcagao histoquimico com lectina DBA (Dolichos
biflorus agglutinina) (PAFFARO Jr et al., 2003). O uso da técnica de lectina
DBA possibilitou a caracterizacdo de quatro subtipos morfolégicos de células
uNK DBA reativos. O subtipo | de células uNK DBA™* é considerado um subtipo
imaturo com cerca de 9um de diametro, pouca area citoplasmatica e sem
granulos. O subtipo Il é ligeiramente maior, apresenta cerca de 13um de
didmetro com alguns granulos em seu citoplasma. O subtipo Il € considerado o
subtipo mais diferenciado, com cerca de 26um de didmetro apresenta grande
area de citoplasma onde se localizam varios granulos. O |V e ultimo subtipo é
considerado o subtipo morfologicamente senescente de células uNK DBA

reativo, € o maior subtipo apresentando cerca de 30um de didmetro, seu
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citoplasma apresenta-se extraido, o conteudo granular é variavel, porém
fortemente reativo a lectina DBA e sua membrana apresenta marcacgao
descontinua para a mesma (PAFFARO et al., 2003).

Além da utilizagdo da lectina DBA, em camundongos, essas células
também podem ser diferenciadas por meio da marcagdo com acido perioédico
de Schiff's (PAS), reagente histolégico que marca glicoproteinas e
especialmente mucinas. No entanto, a marcagdo com este reagente apresenta
algumas limitagbes de analise (CROY et al., 2010a) principalmente pela
degradagdo de RNA, o que ja ndo ocorre no isolamento de células uNK
utilizando-se a lectina DBA (CROY et al., 2010b).

A origem das células uNK na interface materno-fetal ainda € muito
discutida na literatura. Durante a gestagdo de camundongos €& possivel
observar que ha um influxo de células uNK por volta do 5°dia de gestagéo,
momento de implantagdo do blastocisto (KRUSE et al., 2002). As células ali
presentes possuem morfologia de células indiferenciadas/imaturas com poucos
granulos citoplasmaticos, entretanto, com o decorrer da gestagéo, elas se
multiplicam e se diferenciam em célula maduras e apresentam grande
quantidade de granulos em seu citoplasma (PAFFARO Jr et al., 2003).

Chantakru e colaboradores (2001) sugerem que o acumulo de células
uUNK no utero de camundongos ocorre devido ao recrutamento de células
precursoras (pré-uNK) provenientes de 6érgaos linfoides como o bacgo.
Corroborando com o que foi descrito por estes autores, Zavan e colaboradores
(2012) demonstraram que fémeas de camundongos esplenectomizadas antes
da prenhez apresentaram atraso na chegada, maturagédo e senescéncia das
células uNK, bem como atraso no desenvolvimento da decidua materna, da
placenta, e do parto.

Em contrapartida, outros autores levantam ainda a possibilidade de que,
em humanos, precursores hematopoiéticos CD34* presentes no utero possam
se diferenciar em células uNK (KESKIN et al., 2007; MALE et al., 2010; VACCA
et al.,, 2011). Em camundongos, a observagdo que células NK precursoras
(NKP) imaturas NK1.1*DX5" poderiam migrar para o utero e sofrer
diferenciacao originando células uNK indica a existéncia de um mecanismo
semelhante ao observado em humanos (CHIOSSONE et al, 2014).

O fato de nao ter sido constatada a presenca de células positivas para a
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marcagdo com lectina DBA, tanto na superficie como em granulos
citoplasmaticos, em tecidos extrauterinos de camundongos virgens ou prenhes
entre 0,5 a 7,5 dia de gestagao indica que nao existem fontes periféricas de
células uNK maduras (BIANCO et al., 2008). Ja com relagcdo aos seus
precursores, estudos demonstraram que estes s&o originados da medula 6ssea
(PEEL et al., 1983; LYSIAK; LALA 1992) e estao presentes também no bago
(MOORE et al., 1996; ZAVAN et al., 2012), o que pode ser corroborado pelo
fato das células uNK expressarem CD9 assim como células NK da medula
O0ssea e bacgo (Yadi et al., 2008). Yadi e colaboradores (2008) afirmam que as
células uNK apresentam fendtipo semelhante aos seus precursores
extrauterinos pela expressdao de CD3-CD122*NK1.1'-DX5 e que, uma vez no
utero essas células passam a expressar receptores da familia Ly49.

Outra importante observagdo para explicar a origem das células uNK
seria o fato de o fendmeno da gestacdo promover a diminuicdo de linfécitos em
orgaos linfoides primarios (MEDINA; KINCADE 1994; CLARKE; KENDALL
1994; TIBBETTS et al. 1999) e levar a hipertrofia de orgéos linfoides
secundarios como linfonodo e bago (SASAKI; ITO, 1980; ANSELL et al., 1978;
HETHERINGTON; HUMBER, 1977). A mobilizagdo linfocitaria observada
durante a gestacdo, associada a estudos que demonstram a presenga de
células uNK em sitios de desenvolvimento embrionario de camundongos
deficientes em NK (TgE-26) apds transplante de linfocitos provenientes do bago
de camundongos normais (CHANTAKRU et al., 2002), nos leva a crer que o
grande aumento dessas células observado no inicio da gestacdo se deve,
principalmente, a precursores oriundos de tecidos extrauterinos.

Uma analise da literatura, portanto, indica que atualmente existem cerca
de trés mecanismos propostos para explicar a origem das células uNK na
interface materno-fetal, sendo o primeiro o recrutamento de células NK
CD56%*/CD16" do sangue periférico que, uma vez no utero, se diferenciam em
células uNK (CARLINO et al., 2008; KESKIN et al., 2007). O fato de células
deciduais e trofoblasticas serem capaz de produzir e liberar fatores
quimiotaticos de células NK vai de encontro com o que esta proposto neste
mecanismo (CARLINO et al., 2008). O segundo mecanismo propde que células
NK endometriais (eNK) se diferenciam em resposta a fatores associados a

gestacdo na interface materno-fetal, como progesterona e outros horménios e
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interleucinas, como interleucina-15 (IL-15) (MANASTER et al., 2008). O terceiro
mecanismo proposto pela literatura sugere que as células uNK se
diferenciariam de precursores hematopoiético presentes na decidua em
resposta a fatores do estroma decidual (CARLINO et al., 2008; VACCA et al.,
2011). Nao se pode descartar também a hipotese de que estes trés
mecanismos estariam ocorrendo em paralelo (FAAS; DE VOUS, 2017).

Além desses mecanismos propostos, recentemente Sojka e
colaboradores (2018) sugeriram a ocorréncia de duas ondas de acumulo de
células NK no sitio de implantagdo de camundongos. De acordo com esses
autores a primeira onda ocorreria devido a diferenciagcdo de células NK
residentes do tecido durante o processo de decidualizagdo — no inicio da
gestacdo. A segunda onde ocorreria a partir da migracdo de células NK
provenientes da circulagdo sanguinea para os sitios de implantagéo por volta
do 11°dia de gestacgao.

Os resultados quanto a origem das células uNK mostram que ainda sao
necessarios mais estudos para determinar como se da o acumulo destas
células na interface materno-fetal. O estudo fenotipico das células uNK em
humanos e roedores, por exemplo, mostrou que em ambas as especies essas
células podem ser divididas em subpopulagdes, o que poderia ser um dos
motivos para sua origem inconclusiva.

Estudos em humanos revelaram a existéncia de duas subpopulacdes
distintas destas células, as células Natural Killer endometriais (eNK) (PACE et
al. 1989; MANASTER; MANDELBOIM 2008) e células Natural Killer deciduais
(dNK) (HO et al. 1996; HANNA et al. 2006; MANASTER; MANDELBOIM 2010).
As células eNK sao células que estdo presentes no endométrio uterino nao
gravidico, enquanto as dNK seriam aquelas que migram para o utero apenas
no momento da gestagdo (MANASTER e MANDELBOIM 2010), além disso,
essas duas populagdes se diferenciam na expressdao de moléculas como
CD16, que esta presente em dNK e ausente em eNK (HO et al. 1996;
MANASTER; MANDELBOIM, 2010; HIBY et al., 2008; ERIKSSON et al., 2004).

Assim como em humanos, em camundongos também é notada a
existéncia de subpopulagdes distintas de células uNK. Zhang e colaboradores
(2011) demonstraram a existéncia de uNK PAS'DBA*, que parecem ter

precursores circulantes, e uNK PAS*DBA", com precursores intrauterinos. Ainda
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segundo estes autores, além da diferenga na marcagao para lectina DBA estas
duas populagcbes se diferenciam com a produgdo de citocinas e fatores
angiogénicos, o que sugere acgbes diferenciadas no ambiente uterino. No
entanto, Lima e colaboradores (2012) demonstraram a capacidade
multifuncional das uNK uma vez que dentro da subpopulacido de células
PAS*DBA* existem células com capacidade citotdxica e também com
capacidade de secretar fatores angiogénicos.

Resultados semelhantes obtidos por Chen e colaboradores (2012)
reforcaram a existéncia de expressdo génica diferencial entre células uNK
DBA- e DBA+. Segundo estes autores as células DBA- teriam grande potencial
de producédo de IFN-y, enquanto as células DBA+ possuem maior potencial de
producdo de interleucina-22 e fatores angiogénicos, além disso, reforcam a
existéncia de funcionalidade diferencial entre células uNK DBA®, sendo que
algumas dessas células expressam Vegfa (vascular endothelial growth factor A)
enquanto outras nao.

Apesar das discussdes quanto a origem das células uNK, sabe-se que o
aumento do numero destas células utero com o progresso da gestagdo pode
ocorrer devido proliferagao de células uNK imaturas, uma vez que estas células
expressam antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) (PAFFARO Jr et
al., 2003). Além disso, outros estudos indicam a presenga de fatores mitoticos
(WANG et al., 2003) sugerindo que parte do aumento observado no numero de
células é resultado de proliferagao.

De acordo com a literatura a Interleucina-15 (IL-15) seria a grande
responsavel pela proliferagdo (KITAYA et al., 2000) e diferenciagao celular das
uNK (PUZANOV et al., 1996), uma vez que a presenga de células uNK no utero
coincidem com niveis elevados desta interleucina no endométrio de humanos
(KING, 2000) e camundongos (YE et al., 1996). Além disso, a progesterona
seria a grande responsavel por induzir a expressao e liberagdo de IL-15 por
células deciduais (ACAR et al., 2011), uma vez que a quantidade de células
uNK no utero varia de acordo com os niveis desse hormonio.

A mesma relacdo pode ser observada em humanos ndo s6 durante a
gestacdo, mas também na fase secretora do ciclo menstrual, na qual a
progesterona esta alta e € possivel detectar aumento na expressao de IL-15

(OKADA et al., 2000), momento em que também séo observadas células uNK,
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as quais nao possuem receptores para progesterona (KING et al., 1996).

Estudo com animais Knockout para IL-15 demonstraram que a auséncia
desta interleucina leva a falha do processo de remodelamento das artérias
espiraladas do utero, uma vez que esses animais nao possuem ceélulas uNK
nos sitios de implantagdo (ASHKAR et al., 2003).

Em camundongos as células uNK alcancam seu maior numero na
decidua materna no periodo mediano da gestagdo, entre o 9° e 12°ddg
(ASHKAR; CROY, 1999). Apés este dia a quantidade de células uNK diminui
progressivamente e, concomitante a redugdo das células uNK é observada,
também, reducao nos niveis de IL-15 (YE et al., 1996). Esta mesma dinamica
na variagado da quantidade das células uNK & observada em ratos e humanos
(ZHANG et al., 2011). Assim sendo, a IL-15 pode ser indicada como a citocina,
produzida pelas células estromais, imprescindivel para o estabelecimento e
diferenciagao das células uNK (VAN DEN HEUVEL et al., 2005).

Ao final da gestacdo de camundongos, proximo ao parto (dias de
gestacdo: 19-20) as células uNK se encontram numericamente reduzidas ou
ausentes (CHEN et al., 2012; DELGADO et al., 1996). Alguns estudos apontam
que o declinio das células uNK no periodo gestacional final se deve tanto a
processos de apoptose como também de necrose (PEEL, 1989; KUSAKABE et
al., 1999), no entanto os mecanismos envolvidos permanecem desconhecidos.

Estudo realizado por Zavan e colaboradores (2010) sugere que a
fibronectina tenha um papel importante na manutencdo da viabilidade e
inducao da senescéncia das células uNK na decidua. Segundo estes autores, a
maioria das células senescentes podem ser observadas no periodo gestacional
em que a matriz extracelular apresenta redugao na quantidade de fibronectina
devido ao processo de decidualizagao, o que sugere que o contato das células
uNK com a fibronectina da matriz seja importante para a manutencdo da
viabilidade destas células.

A proximidade das células uNK ao trofoblasto extraviloso na interface
materno-fetal, no momento da implantagdo, sugere que as uNK possam
reconhecer as células trofoblasticas como sendo oriundas do feto e regular sua
invasdo (LOKE; KING, 1995) sem apresentar atividade citotoxica contra elas
(KING et al.,, 2000). As uNK possuem granulos citoplasmaticos bastante

evidentes, os quais armazenam enzimas, como a perforina, indicando um
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potencial citolitico. Kopcow e colaboradores (2005) demonstraram que, apesar
das células uNK apresentarem esse potencial, elas também mostram uma
redugdo da sua capacidade citotoxica pela auséncia de expressao de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) I.

A invasao do trofoblasto extraviloso na decidua e artérias espiraladas é
essencial para o estabelecimento do suporte sanguineo materno ao feto. Tal
processo deve ser cuidadosamente controlado, uma vez que uma invasao
exacerbada ou reduzida pode causar consequéncias indesejadas para a
gestacdo, como por exemplo: pré-eclampsia, déficit de crescimento
intrauterino, parto prematuro, aborto e até mesmo complicagbes como placenta
acreta (PIUNENBORG et al., 1983).

O mecanismo mais aceito da regulagdo da invasividade trofoblastica
pelas células uNK é com relacédo a producgao de citocinas. Elas secretam uma
grande quantidade de fatores de crescimento e outros sinalizadores, tais como:
Ang-2 (Angiopoietina-2) (DUNK et al., 2000), Fator de Necrose Tumoral — a
(TNF-a) (BAUER et al., 2004), Interferon-y (IFN-y) e Fator de Crescimento
Tumoral — 1 (TGF-B1) (GRAHAM et al., 1994) que parecem exercer influéncia
inibitéria na capacidade de invasao do trofoblasto; além dessas, a interleucina-
8 (IL-8) e proteina induzida por interferon 10 (IP10), também secretadas pelas
células uNK, se ligam a receptores das células trofoblasticas induzindo sua
migracao (HANNA et al., 2006).

Outro evento crucial para o sucesso gestacional € o remodelamento
adequado das artérias espiraladas mesometriais durante o processo de
placentacdo. Este processo €& importante tanto em humanos quanto em
camundongos, embora cada qual tenha suas particularidades. Em humanos as
células uNK seriam responsaveis por promover um afrouxamento das artérias
(ROBSON et al, 2012). Ap6s a implantacdo, as células do trofoblasto
extraviloso destroem a musculatura lisa das artérias e ha a substituicdo das
células endoteliais por células trofoblasticas endovasculares (KAM et al., 1999;
PIUNENBORG; VERCRUYSSE; HANSSENS, 2006). J4 em camundongos, ha
uma menor migragao de células trofoblasticas endovasculares e a modificagao
das artérias € resultado, principalmente, da infiltracdo de células uNK
(TILBURGS et al., 2009).

Tal processo é influenciado por moléculas vasoativas como o VEGEF,
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angiotensina I/ll, Interferon-y (IFNy) e oxido nitrico (NO), todas elas s&o
produzidas pelas células uNK (ZHANG et al., 2011; BLOIS et al., 2010; LIMA et
al., 2012; ASHKAR et al., 2003; LEONARD et al., 2006; HATTA et al., 2011).

Dentre as moléculas sinalizadoras produzidas pelas células uNK o IFN-y
tem se mostrado de grande importancia para a modificacdo das artérias
uterinas. Estudos realizados por Ashkar e Croy (1999) mensuraram a
concentracdo de IFN-y em homogeinados da regidao mesometrial de sitios de
implantagdo embrionarias e identificaram o aumento significativo dessa citocina
pro-inflamatdria no inicio da gestagao (entre 5° e 6° ddg), periodo este que
coincide com o aumento em numero das células uNK. O pico de concentragéo
de IFN-y ocorre de maneira concomitante ao pico do numero de células uNK
(10° ddg). Apdés esse periodo, tanto a concentracdo de IFN-y quanto a
quantidade de uNK decaem até o final da gestacéo. A produgéo de IFN-y pelas
células uNK parece ocorrer por estimulo de citocinas pré-inflamatéria como IL-
12, IL-15 e IL-18 (YU et al., 2006). Segundo esses mesmos autores, nos sitios
de implantacdo de camundongos Knockout para IFN-y ou para receptores
dessa citocina (IFN-yR1), eram encontradas muitas uNK, no entanto, estas
possuiam tamanho reduzido (indiferenciadas), e a modificacdo das artérias
espiraladas n&o pode ser constatada.

Além do INF-y, as uNK de camundongos também secretam fator
estimulador de colonias-1 (CSF-1) que contribui para a diferenciacdo de
macrofagos no utero (POLLARD et al., 1991), IL-1, fator inibitério de leucemia
(LIF) (CROY et al., 1991), fator de necrose tumoral (TNF- a) e VEGF (LASH et
al., 2006; LASH et al, 2011).

Existem vias de sinalizagdo as quais o IFNy pode atuar para promover a
expressao de varios genes. Uma importante via relacionada a esta citocina é a
JAK/STAT-1 (Janus tyrosine kinases/signal transducer and activator of
transcription), onde, apés a ligagdo de uma molécula de IFNy ao seu receptor
(IFNyR), uma enzima JAK é ativada para fosforilar um STAT-1 o qual é capaz
de promover a transcrigdo de diferentes genes, como o gene para IRF-1 (fator
receptor de interferon-1) (LIU et al., 2008; MURPHY et al., 2009) que possui
uma acéo indireta na diferenciacao final das uNK (ASHKAR et al., 2003).

Analises morfolégicas no utero de camundongos diabéticos (NOD)

revelaram que a ocorréncia de hiperglicemia antes do acasalamento limita a
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modificagcdo das artérias espiraladas devido a uma redugdo no numero de
células uNK na decidua (SEAWARD et al., 2010). Ainda segundo Seaward e
colaboradores (2010), em camundongos NOD nocautes em IFNy (d-NOD./FNy
~) hd uma ma formacdo da decidua basal e do agregado mesometrial
linfocitario da prenhez (MLAp), este apresenta tamanho semelhante ao da
placenta e possui células uNK grandes e hipogranulares, resultando em
anormalidades morfoldgicas dos sitios de implantagéo

As células uNK de camundongos expressam o gene para a oxido nitrico
sintase induzida INOS (HUNT et al.,, 1997), e o 6xido nitrico (NO) derivado
dessas células também ¢é importante para o desenvolvimento da
vascularizacado uterina durante a gestagao (GUIMOND et al., 1997), uma vez
que camundongos deficientes em INOS apresentaram anormalidades no
desenvolvimento dos vasos, sugerindo que a produgdo de NO pelas uNK
estaria relacionada com o relaxamento das artérias espiraladas uterinas
(BURNETT; HUNT, 2000).

Dessa forma, a fung¢do principal das células uNK em camundongos
parecer contribuir para o desenvolvimento normal da placenta e decidua
(CROY; KISO, 1993; GUIMOND et al., 1997; ASHKAR et al., 2000; CROY et
al., 2003a; CROY et al., 2003b). Estudos utilizando camundongos prenhes
transgénicos tge26 (NK- T- B*), e também ndo apresentam células uNK,
demonstraram alta taxa de perda gestacional e os fetos que sobreviviam
apresentavam placenta reduzida e remodelamento incompleto das artérias
espiraladas do utero (GUIMOND et al., 1998). As células uNK de humanos
podem exercer papel semelhante as de camundongos, visto que as uNK de
humanos também produzem moléculas angiogénicas (LANGER et al., 1999; LI
et al., 2001; CROY et al., 2003b).

Atualmente a importancia do sistema imune no ambiente uterino durante
a gestacgao € indiscutivel. As células ali presentes sdo de grande importancia
na preparagdo do endométrio para a implantacdo do blastocisto, na
manutengdo da gestagdo e inclusive durante o parto, além de promover
protecao contra infecgdes.

Como apresentado, as Células Linfoides Inatas uterinas, bem como as
células Natural Killer uterinas, sdo células de grande importancia durante a

gestacdo. O entendimento dessas células peculiaridades se faz necessario
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para elucidar os processos gestacionais em que elas estdo envolvidas, tanto
em uma gestacdo normal como em quadros clinicos como obesidade, pré-
eclampsia, diabetes gestacional, entre outros. Apesar de muitos estudos
relacionarem a obesidade e a ma nutrigdo durante a gestagdo com efeitos
prejudiciais ao desenvolvimento da prole ndo existem trabalhos que tenham
investigado os efeitos de uma dieta hiperlipidica sobre as ulLC e uNK na
geracgao F1 (prole) prenhe.

Sendo assim, este trabalho prospectivo e inédito, buscou estudar os
efeitos da dieta hiperlipidica, indutora de obesidade, sobre as populagcbes de
células ulLC e uNK em fémeas de camundongos prenhes, bem como o efeito
do consumo da deita HL sobre a populagdo de células uNK da geracao F1
prenhe. Como demonstrado a seguir, os resultados aqui gerados s&o de
grande importancia para a compreensdo da resposta do sistema imune a dieta

HL e ao evento de programacéo fetal.

3 OBJETIVOS

Segue abaixo os objetivos geral e especificos do trabalho.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica na geragao parental prenhe e nas
fémeas da geracdo F1, também prenhes, por meio de estudo morfologico,

citoquimico, estereoldgico e molecular no 6°, 10° e 14° dias de gestagao.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Segue abaixo os objetivos especificos do presente trabalho:

a) avaliar o ganho de peso de fémeas submetidas a dieta hiperlipidica

(HL) durante a gestagéo;

b) analisar a expressao de N-Acetil-D-Galactosamina nas células uNK
por meio da citoquimica de lectina DBA no utero de méaes HL no 6°,

10° e 14° dias de gestacgao;
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e)

f)

9)

h)

)

k)

42

averiguar a morfologia uterina e das células uNK;

guantificar a incidéncia e distribuicdo dos 4 subtipos de células uNK

DBA reativos;

avaliar o perfil de expresséo citocinas pro-inflamatorias na interface-

materno fetal de maes HL também no 6°, 10° e 14°dias de gestacao;

guantificar a expressdo de Toll-like receptor-4 (TLR4), perforina,
granzima B, Ly49A e Ly49B, relacionados a citotoxicidade das

células uNK;

averiguar a presenca de células positivas para caspase-3 clivada no

sitio de implantacdo de mées no 10°ddg;

avaliar a populacao de ILCs no utero de camundongos submetidos a
dieta HL no 6°, 10° e 14° dias de gestacéo por meio da citometria de

fluxo;

avaliar o numero, peso e tamanho dos filhotes nascidos de maes que

consumiram a dieta hiperlipidica durante toda a gestagao;

avaliar o ganho de peso da geragédo F1 do 2° ao 60° dia pds-natal e
do 1° ao 14° dia de gestagao;
averiguar a morfologia uterina e das células uNK da F1 no 10° dia de

gestacao;

quantificar a incidéncia e distribuicdo dos 4 subtipos de células uNK
DBA* também no 10° dia de gestacado na geracgao F1;

m) quantificar a expressdo de perforina e averiguar a presenca de

células positivas para caspase-3 clivada no 10°ddg da geracao F1.
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4 MATERIAIS E METODOS

A seguir seguem os materiais utilizados e os procedimentos realizados

no desenvolvimento do trabalho.

4.1 ANIMAIS

4.1.1 Universidade Federal de Alfenas - Brasil

Foram utilizados 110 camundongos fémeas e 40 machos da linhagem
Swiss, dos quais 90 (n=5/grupo) fémeas e 30 machos foram adquiridos no
Biotério da UNIFAL-MG para analises das maes e 20 fémeas e 10 machos para
a obtencao das proles da geracao F1.

Todos os procedimentos para a realizagdo deste trabalho foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UNIFAL-MG

(protocolo numero 656/2014).

4.1.2 Universidade de Augusta- Estados Unidos

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo “Institutional
Animal Care and Use Committee” da Universidade de Augusta, Augusta, GA,
EUA. Foram utilizadas 30 fémeas (cerca de 5 fémeas/grupo) e 10 machos de
camundongos suicos (Swiss/ICR), os quais foram obtidos no Jackson
Laboratories, Bar Harbor, ME, EUA.

As fémeas foram acasaladas com os machos e o dia em cuja manha foi
constatada a presenga do tampéo vaginal foi considerado como sendo o 1° dia
de gestacao (ddg). As fémeas prenhes foram submetidas a ragao Hiperlipidica
€ acesso a agua ad libitum ou ragao normal, também com acesso ad libitum a
agua, os animais foram mantidos em ciclo de 12/12 horas claro e escuro no

Biotério da Escola de Odontologia da Universidade de Augusta.
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A ragao Hiperlipidica (HL) contendo 60% de gordura de origem animal

(banha de porco) e de 6leo de soja e a ragéo controle (RC) foram adquiridas

comercialmente das empresas Prag Solugbes- biociéncias © (Brasil) e Bio-Serv

(EUA).
Tabela 1- Proporg&o nutricional das ragdes
Componentes RC Prag HL Prag RC Bio-Serv ® | HF Bio-Serv®
Solugdes- Solugdes-
biociéncias © biociéncias ©
Matéria mineral 8,0% 5,0% 3,5% 3,5%
Proteina bruta 22,0% 26,0% 20,5% 20,5%
Extrato etéreo 4,0% 34,0% 7.2% 36,0%
(gordura)
Fibra bruta 6,0% 8,0% 0,0% 0,0%
Carboidratos 60,0% 26,5% 61,6% 35,7%

Fonte: Do autor

Nota: Tabela mostrando a propor¢gdo dos componentes nutricionais em % das dietas
hiperlipidicas utilizados neste estudo. Prag Solug¢des- biociéncias ©: RC: 3640
cal/lKg; HF: 5254 cal/Kg. Bio-Serv ®: RC: 3930 cal/Kg; HF: 5490 cal/Kg. RC- racéo

controle; HL- racao hiperlipidica.

4.3 ORGANIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Obtengao das maes Hiperlipidicas e Controle

Para obtengdo das maes prenhes 90 fémeas foram colocadas para

acasalar com 30 machos e na manha em que foi detectado o tampao vaginal

estas foram consideradas como estando no 1°dia de gestacado (ddg). As

prenhes eram entdo separadas em 6 grupos, sendo 3 grupos de ragao controle
(MRC) e 3 grupos de ragao hiperlipidica (MHL) (TABELA 2). Os animais

receberam as rag¢des adequadas a cada grupo até o momento da eutanasia no

6°, 10° ou 14° dia de gestagao e tiveram acesso a agua ad libitum.
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Tabela 2- Distribuicdo do numero de animais provenientes do Biotério Central, utilizados para
estudo das mées e obtencao da prole.

Analises de ganho de peso, | Analise da expressao Analises por
Grupo morfolégicas e das células génica citometria de fluxo
uNK (EUA)
MRC 6°ddg 5 5 5
MHL 6°dgg 5 5 5
MRC 10°ddg 5 5 5
MHL 10°dgg 5 5 5
MRC 14°ddg 5 5 5
MHL 14°dgg 5 5 5
Total de méaes 90

Fonte: Do autor

Nota: A tabela mostra as analises que foram realizadas e o nimero de animais utilizados por
grupo experimental para a execugdo das mesmas. MRC- maes ragdo controle; MHL-
maéaes ragao hiperlipidica; ddg- dia de gestagao.

4.3.2 Obtencgao da prole Hiperlipidica e Controle

Para obtengdo da prole de camundongos tratados com ragao
hiperlipidica e controles durante a gestacdo 24 camundongos fémeas foram
acasaladas com 10 machos e, ap6s a confirmacdo da prenhez, as fémeas
foram submetidas a racao hiperlipidica ou controle do 1° ddg até a prenhez a
termo, momento em que a ragao hiperlipidica era removida.

No segundo dia pds-natal (DPN) o peso e o tamanho dos filhotes foram
analisados. Ainda no 2°DPN a prole foi padronizada em 8 filhotes (4 fémeas e 4
machos) ou 10 filhotes (5 machos e 5 fémeas) por mae e foi realizado o
procedimento de fostering, que consiste na adogdo de ninhadas por outras
fémeas. Este procedimento visou eliminar os efeitos que o leite de maes HL
poderia vir a ter na formacao de seus filhotes, sendo assim, as proles de maes
normais (F1RC) foram adotadas por outras maes também normais (MRC), e as
proles de maes HL (F1HL) foram adotadas por mées que consumiram somente
ragao normal (MRC). O peso e o tamanho das fémeas de cada ninhada foram

analisados de dois em dois dias do 2° ao 60°PND.
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Apos o desmame a prole recebeu apenas ragao controle, quando atingiu
a maturidade sexual as fémeas foram acasaladas com machos, nao parentais,
e apos confirmacgédo da prenhez foram analisadas 10° ddg, como mostra a
tabela dos grupos experimentais (Tabela 3). Ressalta-se que, para cada analise
a ser realizada, foram utilizadas no maximo 2 fémeas provenientes de uma

mesma prole, garantindo-se assim a variabilidade dos dados.

Tabela 3- Distribuicdo do nimero de animais das fémeas da geracdo F1 para cada analise

experimental.
Andlises de ganho de peso, | Analises de ganho de peso e
Grupo morfolégicas e das células da expressao génica
uNK
F1RC 10°ddg 5
F1HL 10°dgg 5
Total de F1 prenhe 20

Fonte: Do autor

Nota: A tabela mostra as analises que foram realizadas e o numero de animais utilizados por
grupo experimental para a execugado das mesmas. F1RC- F1 filhas de maes controle;
F1HL- filhas de maes hiperlipidicas; ddg- dia de gestagao.

4.4 ANALISE DO GANHO DE PESO DAS FEMEAS PRENHES

Para a analise do ganho de peso das maes durante a gestacédo o peso
das fémeas prenhes foi analisado no 1°, 2°, 4°, 6°, 8°, 10°, 12°, 14°, 16° e
18°ddg. Ja para averiguar o ganho de peso das fémeas F1 prenhes, este foi

medido no 1° e 10°ddg e foi realizado o delta do ganho de peso.

4.5 ANALISE MACROSCOPICA DOS SiTIOS DE IMPLANTAGCAO E DA
VIABILIDADE GESTACIONAL

Para a analise da viabilidade gestacional, apds a eutanasia dos animais,
os sitios de implantacdo eram contados e analisados macroscopicamente.
Foram observados parametros macroscopicos como presenca ou nao de sitios
de implantagéo, presencga de sitios hemorragicos e sitios em reabsorgao. Para
analise estatistica foi realizada a média do numero de sitios por fémea em cada

dia de gestacao.
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4.6 ANALISE MORFOLOGICA

Imediatamente apds o animal ter sido morto por overdose de anestésico
inalatorio (Isoflurano) foi realizada a laparotomia da regido ventral do animal e
perfusdo com fixador e, em seguida, foram coletados o tecido adiposo
perigonadal e os sitios de implantagdo, os quais foram encaminhados para

processamento histologico.

4.6.1 Processamento para embebi¢cao em parafina

Os animais foram perfundidos com cerca de 20ml de paraformaldeido
4% em Tampéao Fosfato 0,05M pH7,4, e foram coletados o tecido adiposo
perigonadal e os sitios de implantagdo embrionaria. Os tecidos foram
desidratados em gradientes crescentes de etanol e diafanizados em xilol para
embebicdo em parafina (Paraplast, Sigma Chemical Co. USA). Foram obtidos
cortes histolégicos dos blocos de parafina com espessura de 7um os quais
foram montados em laminas previamente revestidas com poli-L-lisina a 10%.
Os cortes histologicos foram submetidos a coloragdo de Hematoxilina e Eosina
(HE) para avaliagdo morfologica e os sitios de implantacdo foram também
submetidos a histoquimica de lectina DBA, imunofluorescéncia para perforina e

para caspase-3 clivada.

4.6.2 Quantificacdo da adposidade abdominal

A analise morfométrica do tecido adiposo branco perigonadal foi
realizada utilizando-se microscopio fotonico (Nikon Eclipse 80i/Japan) com
camera digital acoplada (Digital Sigth-Fi1/Nikon/Japan). A area dos adipdcitos
foi medida com auxilio do programa NIS-Elements (Nikon/Japan), onde foram
fotografados cinco campos aleatérios, de um corte de tecido adiposo com 7um
de espessura, de cada animal, no aumento de 20x. Em cada campo
fotografado, foram medidos 10 adipdcitos aleatoriamente e coletados os
valores das suas areas em micrémetros quadrados (um?) (CONCEICAO et al.,
2011).
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4.6.3 Citoquimica com lectina DBA (Dolichos biflorus agglutinin)

Os cortes histologicos contendo os sitios de implantacdo embrionaria
dos camundongos foram desparafinizados com xilol por duas vezes de 20
minutos, seguido da hidratagdo em gradiente decrescente de etanol absoluto,
95°C, 85°C, 80°C e 70°C e agua destilada, por cinco minutos em cada solucgéo.
Apos hidratacdo os cortes foram submetidos a reacdo de citoquimica para
lectina DBA da seguinte maneira:

a) Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH
7.4 por 3 vezes;

b) Incubagdo com H202 (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30
minutos;

c) Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

d) Incubagdo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30
minutos;

e) Incubagdo com lectina DBA (Dolichos biflorus) biotinada (Sigma
Chemical Co. USA) diluida na propor¢cao de 1:300 em PBS/BSA 1%
pH 6,8, overnight, a 4° C;

f) Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;

g) Incubagdo com o complexo streptoavidina-peroxidase (Sigma
Chemical Co. — USA) em PBS 0.05M na proporgao de 1:300 por 1
hora;

h) Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

i) Incubagédo DAB (3-3 Diaminobenzidina) (Sigma Chemical Co. — USA)
(250uL) + PBS 0,05M pH 7,4 (2250 uL) + H202 30 vols. (20 pL).

j) Lavagem com agua destilada;

k) Contra-coloracdo com Hematoxilina durante 30 segundos;

[) Os cortes foram entdo desidratados em gradientes crescentes de
etanol e diafanizados em xilol, e montados em meio permanente para
observagdo ao microscopio fotdénico (Nikon Eclipse 80i/Japan) com
camera digital acoplada (Digital Sigth-Fi1/Nikon/Japan) e software de
analise de imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan).

O controle negativo foi realizado pela adigdo do glicoconjugado

contendo N-Acetil-Galactosamina apds a incubagao com a Lectina DBA.
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4.6.4 Estudo Estereolégico em Microscopia Fotdnica

Foram analisados, de forma aleatéria, 3 cortes histolégicos de 3 sitios de

by

implantacdo embrionaria distintos submetidos a citoquimica de lectina DBA,
procedentes de 5 animais de cada grupo experimental (mées e F1) para
anadlise estereoldgica. Neste estudo quantitativo, foi obtida a densidade dos
perfis (QA) em uma area teste (AT) 200um?, dos 4 subtipos distintos de uNK
localizados em 3 regides do utero prenhe de camundongos modificado a partir
dos experimentos de Paffaro Jr et al., (2003) (Figura 1). A delimitagcao destas 3
regides obedeceu as variagdes decorrentes do crescimento uterino de acordo
com o dia de gestacado. A area teste foi delimitada através de um sistema de
teste quadratico o qual possui duas linhas de exclusédo e assim, foram contadas
apenas as ceélulas que exibirem o nucleo localizado na area teste nos cortes
observados, exceto aquelas que tocarem as duas linhas de exclusédo do

sistema teste.

Figura 1- Divisdo das 3 regides de andlise das células uNK
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Fonte: Adaptado de Paffaro et al., 2003
Nota: Esquema mostrando a divisdo dos sitios de implantagao. DB- decidua basal; Mi-
miomatrio; R1- regido 1; R2- regido 2; R3- regido 3.

4.6.5 Imunofluorescéncia para Perforina e marcagdao com lectina DBA
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ApOs o processo de desparafinizados em xilol e hidratagdo em gradiente

decrescente de etanol e agua destilada, os cortes foram submetidos a reacéo

de imunofluorescéncia da seguinte maneira:

a)

b)

d)

f)

9)
h)

j)

Recuperagéo antigénica com tampéao citrato de sédio 0,1M pH6,0;

Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH
7.4;

Incubagcdo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30

minutos;

Incubagdo com anti-corpo primario, anti-perforina feito em coelho
(Thermo Fisher Scientific Inc. MA. USA.), na propor¢ao de 1:50, e
com lectina DBA-FITC (1:300) em PBS/BSA 1% pH 7,4, overnight, a

4° C em camara umida;
Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 5 vezes;

Incubagdo com anti-corpo secundario, anti-habbit Texas Red, feito
em cabra (Sigma Chemical Co. USA), diluido na proporcéo de 1:250
em PBS/BSA 1% pH 7,4, por 1 hora em temperatura ambiente;

Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 5 vezes;

Incubagdo com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) a 1:1000 por 5

minutos
Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 5 vezes;

As laminas foram montadas com solugdo de glicerol 10%, foram

cobertas com laminulas e vedadas com esmalte.

Foi realizada a observagdo ao microscépio de fluorescéncia (Nikon

Eclipse 80i/Japan) com camera digital acoplada (Digital Sigth-Fi1/Nikon/Japan)

e software de analise de imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan).

O controle negativo foi realizado pela subtragdo do anticorpo primario

anti-perforina no item 5.6.5d.
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4.6.6 Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada e marcagao com lectina
DBA

Apobs o processo de desparafinizados em xilol e hidratagdo em gradiente

decrescente de etanol e agua destilada, os cortes foram submetidos a reacéo

de imunofluorescéncia da seguinte maneira:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

)

Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH
7.4;

Incubagdo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30

minutos;

Incubacdo com anti-corpo primario, anti-caspase-3 clivada feito em
coelho (Santa Cruz Biotechnology.), diluido na propor¢éo de 1:50, e
com lectina DBA-Rodamina (1:150) em PBS/BSA 1% pH 7,4,

overnight, a 4° C em camara umida;
Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 5 vezes;

Incubagdo com anti-corpo secundario, anti-habbit-FITC, feito em
cabra (Sigma Chemical Co. USA), na proporgdo de 1:100 em
PBS/BSA 1% pH 7,4, por 1 hora em temperatura ambiente;

Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 5 vezes;

Incubagdo com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) a 1:1000 por 5

minutos
Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 5 vezes;

As laminas foram montadas com solugédo de glicerol 10%, cobertas

com laminulas e vedadas com esmalte.

Foi realizada a observacdo ao microscoépio de fluorescéncia (Nikon
Eclipse 80i/Japan) com céamera digital acoplada (Digital Sigth-
Fi1/Nikon/Japan) e software de analise de imagens (NIS-

Elements/Nikon/Japan).

O controle negativo foi realizado pela subtragdo do anticorpo primario

anti-caspase-3 clivada no item 5.6.6d.
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4.7 ESTUDO MOLECULAR

As fémeas prenhes nos diferentes dias de gestagcdo foram sacrificadas
por deslocamento cervical e os uteros contendo os sitios de implantagao
embrionaria (Sl) no 6°, 10° e 14° ddg foram coletados e mantidos em banho de
gelo durante a manipulagdo. Os sitios foram individualizados e dividiu-se a
porcdo mesometrial da anti-mesometrial, a qual foi descartada. A camada
muscular que envolvia a por¢ao mesometrial foi removida e a decidua coletada
(CROY et al., 2014) e macerada para a obtencdo de uma suspensao celular

unica. Foram coletados 30mg de tecido por animal.

4.7.1 Extragao do RNA total

Para a extracdo do RNA total foi utilizado SV Total RNA Isolation
Promega® (REF Z3100) e os procedimentos foram realizados de acordo com o
protocolo do fabricante. A quantificacao foi realizada em espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc) em 260 nm e 280 nm.

4.7.2 Obtencao do cDNA

A partir do RNA total obtido a sintese de cDNA foi realizado utilizando o
Superscript Il First-strand cDNA Kit (ThermoFisher Scientific) e de acordo com

0 seguinte protocolo:

O RNA foi diluido em agua DEPEC (1000 ug de RNA em 12,5 yL), a esta
solucdo foi adicionado 1ul de dNTP (10mM) e 1 ul de Random Hexamer e
incubado a 65°C por 5 min. e 4°C por 2 min. Em seguida foram adicionados
4ul de tampao 5x, 1 ul de DTT 0,1M e 0,5ul de de enzima SuperScript Ill, as
amostras foram entao incubadas a 25°C por 5 min., 50°C por 60 min. e 70°C

por 15 min em termociclador e em seguida mantida a 4°C.

4.7.3 qRT-PCR

Para amplificacdo do cDNA foi realizado o RT-PCR em Tempo Real

utilizando-se Kit SYBR® Green (Applied Biosysem), no sistema 7500 Real



53

Time PCR (Applied Biosystems), de acordo com as instrugdes do fabricante, e

primers especificos com as sequéncias sense e anti-sense, adotando a

GAPDH como controle enddégeno. Para a quantificacdo da expressao relativa
foi utilizada a férmula de PFAFFL (PFAFFL, 2001). Os primers utilizados para

as analises estao presentes na tabela 4.

Tabela 4- Primers utilizados para as analises molecular

Genes Sequéncias Quantidade de Temperatura de
pares de base anelamento
TLR4 F: GGTGGCTGTGGAGACAAAAT
286bp 60°C
R: AATTCCCTGAAAGGCTTGGT
IFNg F: TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA
92bp 60°C
R: TGGCTCTGCAGGATTTTCATG
TNFa F: GCCTATGTCTCAGCCTCTTCTC
215bp 60°C
R: CACTTGGTGGTTTGCTACGA
Perforina F: GATGTGAACCCTAGGCCAGA
161bp 60°C
R: GGTTTTTGTACCAGGCGAAA
Granzima  F: ATCAAGGATCAGCAGCCTGA
211bp 60°C
R: TGATGTCATTGGAGAATGTCT
TGF-B1 F: AACCCCCATTGCTGTCCCGT
196bp 60°C
R: CCTTGGTTCAGCCACTGCCG
SOCS3 F:AGCTCCAAAAGCGAGTACCA
178bp 60°C
R: TGACGCTCAACGTGAAGAAG
GAPDH F:AACGACCCCTTCATTGAC
191bp 60°C
R: TCCACGACATACTCAGCAC
Ly49A F: TTCATGACACCTTGCAAACAA
180bp 60°C
R: GTCCAAGCTTTGGGGTATCA
Ly49B F: GACCGTGCTAGAAATCATGG
116bp 60°C
R: CTTTCATCTTCATCCCTCTGC
IL-1B F: ATGGGCAACCACTTACCTATTT
94bp 60°C
R: GTTCTAGAGAGTGCTGCCTAATG
VEGFa F: CACTTCCAGAAACACGACAAAC
95bp 60°C
R: TGGAACCGGCATCTTTATCTC
IL-17a F: GCTGGACCACCACATGAA 101bp 60°C

R: GCATCTTCTCGACCCTGAAA

Fonte: Do autor

Nota: Sequéncias de primers utilizados para andlise da expressdo génica no 6°, 10° e 14°ddg. Foi
analisada a expresséo de Perforina, Granzima B, Ly49A, Ly49B, Interferon gama (IFN-y), Fator
de crescimento endotelial vascular a (Vegfa), Fator de Necrose Tumoral a (TNFa), Toll like
receptor 4 (TLR4), Interleucina-1B (IL-1B), Fator transformador de crescimento- 31 (TGF-31),
Interleucina-17a (IL-17a), Supressor da sinalizagédo de citocina 3 (SOCS3) e Gliceraldeido 3-

fosfato desidrogenase (GAPDH), o qual foi utilizado como enddgeno.
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4.8 ANALISE DAS CELULAS LINFOIDES INATAS POR CITOMETRIA DE
FLUXO (EUA)

Para as analises em citometria de fluxo as deciduas das prenhes dos
grupos MRC e MHL no 6°, 10° e 14°ddg foram isoladas como descrito na
analise molecular, assim como as deciduas de fémeas dos grupos F1RC e
F1HI no 10°ddg. Apos macerar o tecido e obter uma suspensao celular, foi
adicionado a amostra 600ul de meio RPMI/FBS 10%. O macerado tecidual foi
filtrado utilizando-se um tubo falcon 5ml estéril com tampa de filtro celular
(modelo 12x75mm) (REF. 352235).

A suspenséao celular foi dividida em 2 tubos falcon com 200ul cada. A
seguir a amostra foi incubada com 3ul de anticorpo para a marcagao de

moléculas da superficie celular por 30 minutos em gelo e no escuro.

Tabela 5- A tabela representa os anticorpos de superficie celular utilizados no experimento.

Amostra tubo 1 | Amostra tubo 2
CD127- PeCy7 CD127- PeCy7
CD3e- APC CD3e- APC

ST2- Pe

Fonte: Do autor
Nota: PeCy7, APC e Pe representam os fluorocromos aos quais cada anticorpo encontrava-
se conjugado.

Apos o tempo de 30 minutos foi inserido a cada tubo 1ml de RPMI/FBS
10% e os mesmos foram centrifugados por 4 minutos a 14000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500pul de solugao de fixagao
e permeabilizagdo (BD Cytofix/Cytoperm™) em cada tubo, os quais foram
mantidos em gelo e no escuro por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram
lavadas com 1ml de RPMI/FBS 10% e centrifugagédo de 4 minutos a 14000 rpm
e incubadas por 20 minutos no gelo e escuro com anticorpos primarios anti-
mouse para p-AMPK (proteina quinase ativada por adenosina monofosfato

fosforilada) e IDO (indoleamina 2,3-dioxigenase).

Tabela 6- A tabela apresenta os anticorpos para marcacgao intracelular.

Amostra tubo 1 | Amostra tubo 2

p-AMPK IDO

Fonte: Do autor
Nota: p-AMPK: proteina quinase ativada por adenosina monofosfato fosforilada; IDO:
indoleamina 2,3-dioxigenase.
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Discorrido o tempo de 15 minutos, as amostras foram novamente
lavadas e centrifugadas. As amostras foram, entdo, incubadas com 2uL de
anticorpos secundarios para p-AMPK e IDO e anticorpo para interleucina-10

(IL-10) por 15 min no gela e escuro.

Tabela 7- Anticorpo para IL-10 e anticorpos sedundarios para p-AMPK e IDO.

Amostra tubo 1 | Amostra tubo 2
Anti-habbit FITC Anti-habbit Pe
IL-10 FITC

Fonte: Do autor
Nota: FITC e Pe representam os fluorocromos aos quais cada anticorpo encontrava-se
conjugado.

Ao final as amostras foram lavadas e centrifugadas e foi adicionado
300uL de solucdo de fixagdo. As analises das ILCs foram realizadas por

citometria de fluxo em citometro FACS-Calibur.

4.9 AVALIACAO DO COMPRIMENTO NASO-ANAL DAS FEMEAS DAS
NINHADAS DE F1RC E F1HL

Foi analisado o numero de filhotes nascidos vivos por mées, o peso e

tamanho naso-anal destes filhotes nos grupos F1RC e F1HL.

4.10 INDICE DE LEE DA GERACAO F1

Para averiguar o excesso de peso das fémeas F1 foi realizado o indice
de Lee, o qual é calculado dividindo-se a raiz cubica do peso corporal em
gramas pelo comprimento naso-anal do animal em milimetros e multiplicado
por 1000 [¥peso (g)/CNA(cm)] (DE MOURA et al., 2009).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo foi realizado um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), portanto, a analise estatistica foi realizada por meio de analise da
varidncia (ANAVA) de duas vias seguida do teste de Sidak, Bonferroni ou

Tukey, para analises de comparagdes multiplas quando duas variaveis estavam
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presentes. Para as analises com apenas uma variavel foi utilizado o teste t no-
pareado para dados paramétricos e teste de Kolmogorov-Smirnov para dados
nao paramétricos. Todas as analises foram feitas por meio do software
GraphPad Prism 7.0. Valores de p < 0,05 foram considerados como indicativos
de significancia. Os testes referentes a cada analise encontram-se indicados

nas legendas das imagens.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DO GANHO DE PESO MATERNO

Como apresentado na figura 2a houve aumento significativo no peso das
maes que consumiram dieta hiperlipidica (MHL) em relagdo as maes do grupo
controle (MRC) a partir do 14°ddg. A analise estatistica mostrou que o delta
médio do ganho de peso do grupo MRC foi de 12,30g (+ 2,96) no 14°ddg,
19,309 (+3,94) no 16°ddg e 27,569 (+ 4,36) no 18°ddg enquanto o grupo MHL
apresentou um delta médio de 16,609 (+ 2,87; p=0.0085) no 14°ddg, 23,369 (+
3; p=0.0162) no 16°ddg e 31,17g (+ 3,87; p= 0.0456).

Os resultados obtidos a partir da analise morfométrica do tecido adiposo
branco perigonadal (FIGURA 2b) corroboram com os resultados de ganho de
peso das maes uma vez que no 14°ddg a area média dos adipécitos do grupo
MRC (2924,108 um? + 1022,269 um?) foi menor do que a area apresentada por
fémeas do grupo MHL (5476,584 uym? + 670,611 um?) (p=0.0024).
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Figura 2- Andlises de ganho de peso e morfométrica do tecido adiposo perigonadal materno
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Fonte: Do autor

Nota: Ganho de peso dos grupos MRC e MHL exibindo o delta médio do peso das fémeas
do 2° ao 18°ddg (**) p= 0,0085; (*) p= 0,0162; (*) p= 0,0456, analise realizada pelo
teste de ANOVA 2 vias e teste de Sidak para comparagbes multiplas (a). O grafico
mostra a area média dos adipdécitos de cada grupo, (**) p= 0,0024, analise realizada
pelo teste de ANOVA 2 vias e teste Tukey para comparagbes multiplas (b).
Microscopia de luz do grupo MRC no 6°ddg (c), 10°ddg (d) e 14°ddg (e). Microscopia
de luz do grupo MHL no 6°ddg (f), 10°ddg (g) e 14°ddg (h). Valores expressos em
média + desvio padrao.
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5.2 ANALISE DA VIABILIDADE GESTACIONAL DOS GRUPOS MRC E MHL

Em todos os animais eutanasiados nos diferentes dias de gestagéo
foram constatados sitios de implantacdo embrionaria e foram, portanto,
diagnosticados como prenhes. A analise macroscopica dos sitios de
implantacdo dos animais controle possuiam aspecto normal e formavam uma
estrutura do tipo “colar de contas”, caracteristico do utero de murinos.

Na figura 3a e 3b podemos observar uteros no 6°ddg de MRC e MHL
respectivamente, os cornos uterinos eram finos e o S| pequenos, de tamanho
semelhante aos ovarios, havia maior espago entre eles e apresentavam
cloragdo rosada. Ja nas figuras 3c e 3d podem ser observados utero de fémeas
MRC e MHL no 10°ddg, com os sitios de implantagdo maiores do que os
presentes no 6°ddg. E possivel observar que os S| possuem coloracdo mais
avermelhada e ha pouco ou nenhum espago entre eles. No 14°ddg os S| de
ambos os grupos eram grandes (FIGURAS 3e e 3f), com a por¢do anti-
mesometrial, onde encontra-se o feto em desenvolvimento, de cor mais clara
em relagdo a porgdo mesometrial, onde encontra-se a placenta e a decidua
basal. Os S| de ambos os grupos tinham aspectos macroscopicos
semelhantes.

A analise do numero médio de Sl (FIGURA 3g) revelou no 6°ddg a média
de Sl/animais no grupo MRC era semelhante a média apresentada pelo grupo
MHL (p= 0.9881). O mesmo ocorreu no 10° (p= 0.9618) e no 14°ddg (p=
0.918). Tais resultados indicam que nao houve diminuigdo da viabilidade

gestacional no grupo MHL.
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Figura 3- Anédlise macroscopica dos cornos uterinos e sitios de implantagdo dos grupos MHL e
MRC no 6°, 10° e 14°ddg.
MRC MHL
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Fonte: Do autor

Nota: Utero com sitios de implantagdo de fémeas MRC (a) e MHL (b) no 6°dia de
gestacdo (ddg). Utero com sitios de implantagdo de fémeas MRC (c) e MHL
(d) no 10°ddg. Cornos uterinos de fémeas MRC (e) e MHL (f) no 14°ddg.
Grafico mostrando o numero médio de sitios de implantacdo (Sl), barras
brancas representam o grupo MRC e barras pretas representam o grupo MHL
(g).- As cabecas de setas indicam os ovarios, as setas indicam os sitios de
implantagédo. Valores expressos em média + desvio padrao.

A tabela abaixo mostra os valores de F e p encontrados na analise de
ANOVA-2 vias para a analise do numero médio de sitios de implantagdo por

animal doa grupo MRC e MHL.
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Tabela 8- Valores de F e p para o nUmero médio de Sl/animal.

F (DFn, DFd) | Valor de P

Interagao F (2,24)=0,1799 P=0,8365
Tempo F (2,24)= 0,6978 P=0,5075
Dieta F (1,24) = 0,1151 P=0,7374

ApOs a analise macroscopica dos Sl esses foram analisados em
microscopia de luz para verificar a ocorréncia de alteragdes morfoldgicas e na
estrutura tecidual. Como podemos observar na figura 4a, como esperado, as
fémeas do grupo MRC no 6°ddg apresentavam o embrido (E) em processo de
implantagdo posicionada em uma porgédo de luz (L) uterina. Ao redor do
embrido pode-se observar a ocorréncia do processo de decidualizagao,
reconhecido na imagem por sua coloragdo mais acentuada a hematoxilina e,
na porgdo mais externa, ha o miométrio (Mi) bem delimitado e circundando
todo o sitio de implantagao.

No grupo MHL no 6°ddg (FIGURA 4b) ndao foram observadas grandes
alteragdes com relagdo a morfologia microscépica. Nestes animais o processo
de decidualizacdo também foi observado. Assim como no grupo controle os
embrides em MHL encontravam-se localizados na luz uterina e n&o haviam
indicios de morte embrionaria. Entretanto, os SI de MHL aparentavam estar
ligeiramente maiores em relagdo ao grupo controle.

A anadlise microscépica dos sitios de implantacdo de fémeas que
receberam a ragdo controle e foram eutanasiadas no 10°ddg (FIGURA 4c)
revelou sitios contendo grande quantidade de células, principalmente na regiao
do endométrio, onde também foi constatada a presenca de grande quantidade
de vasos sanguineos, os quais formavam uma rede vascular por onde passa o
sangue materno. O mesmo foi observado nos sitios de implantagao das fémeas
do grupo MHL no 10°ddg (FIGURA 4d), entretanto, a regido de decidua basal
dos sitios dessas fémeas aparentavam estarem maiores em relagdo ao grupo
MRC.

Com relagdo aos sitios de implantacdo dos animais no 14°ddg, as
fémeas do grupo MRC (FIGURA 4e) apresentavam uma decidua reduzida em
relagdo ao grupo controle no 10°ddg, o que era esperada, uma vez que O

desenvolvimento da placenta leva a uma diminuicdo da area de endométrio nos
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sitios de implantagdo. Também foi observado a presencga de grande quantidade
de células e vasos sanguineos formando redes, tanto na por¢cao de endométrio
como na porgao de placenta. A morfologia apresentada pelos sitios de
implantagdo das fémeas do grupo MHL (FIGURA 4f) foi semelhante ao grupo
controle, entretanto notou-se que possa estar ocorrendo um aumento mais
expressivo da placenta de fémeas MHL. O aumento mais acentuado da
placenta pode também levar a uma reducdo mais acentuada da porgédo de
decidua (endométrio), a qual parece estar em relagcdo ao grupo controle
(FIGURA 4f).
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Figura 4- Analise microscopica dos sitios de implantagdo dos grupos MHL e MRC no 6°, 10° e
14°ddg.

Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografia dos sitios de implantagdo do grupo MRC no 6°ddg (a),
10°ddg (c) e 14°ddg (e). Fotomicrografias dos sitios de implantagdo do grupo
MHL 6°ddg (b), 10°ddg (d) e 14°ddg (f). Mi- miométrio, En- endométrio, E-
embrido, PL- placenta, V- vaso sanguineo.
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5.3 ANALISE HISTOQUIMICA E ESTEREOLOGICA DAS CELULAS UNK

Nas trés regides localizadas na porgdo mesometrial dos sitios de
implantagdo dos animais no 6°, 10° e 14°ddg foram identificadas células uNK
fortemente reativas a lectina DBA, as quais sdo denominadas células uNK
DBA*.

Por meio da técnica de histoquimica de lectina DBA foi possivel a
distincdo dos 4 subtipos de células uNK DBA*, quando estes estavam
presentes (FIGURA 5). Como descrito por Paffaro e colaboradores (2003), os
subtipos de células uNKDBA*® podem ser diferenciados devido a sua
reatividade a lectina DBA e seus aspectos morfolégicos. O subtipo | foi descrito
como sendo uma célula pequena e arredondada, com pouca area
citoplasmatica e nucleo com heterocromatina predominante, sem nucléolo
evidente, sua morfologia se assemelha a um linfécito e sua membrana é
fortemente reativa a lectina DBA (FIGURA 5a). Ja subtipo Il foi caracterizado
como tendo uma area de citoplasma ligeiramente maior que as células do
subtipo | e apresenta poucos granulos citoplasmaticos que, assim como sua
membrana, reagem fortemente com a lectina DBA (FIGURA 5b).

O subtipo Il de célula uNK DBA* é o subtipo mais diferenciado, € maior
que o subtipos | e Il, possui grande area de citoplasma onde observa-se uma
grande quantidade de granulos citoplasmaticos, tanto seus granulos quanto
sua membrana plasmatica sao reativos a lectina DBA. O subtipo lll, ainda,
apresenta o nucleo com eucromatina predominante e nucléolo evidente, o que
indica uma grande atividade de sintese de proteinas (FIGURA 5c).

As células do subtipo IV sao consideradas o subtipo senescente de
células uNK DBA* devido a sua morfologia. Este subtipo apresenta um
conteudo granular variavel que, quando presente, reage fortemente a lectina
DBA, seu citoplasma apresenta regides que se assemelham a extragdes
citoplasmaticas e ainda se pode observar marcacao para lectina DBA em sua
membrana plasmatica (FIGURA 5d), porém esta marcagdo pode ser
descontinua.

Além dos 4 subtipos caracterizados espaco-temporalmente por Paffaro e
colaboradores (2003), em nosso estudo ainda foi observado um quinto subtipo

de célula uNK DBA*, o qual foi caracterizado por Zavan e colaboradores
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(2016). Este subtipo apresenta baixa reatividade a lectina DBA, com auséncia
de marcagdo na membrana ou em seus granulos citoplasmaticos, além disso,
seus granulos podem possuir o aspecto de estarem vazios e normalmente nédo
ha sinais de extracéo no citoplasma destas células (FIGURA 5e).

Devido as suas carateristicas heterogéneas aquelas descritas para os
subtipos de células uNK DBA®, este subtipo foi considerado como sendo um
subtipo de célula uNK alterado. Como este subtipo apresenta alteragao na sua
reatividade a lectina DBA recebeu a denominagdo de uNK DBA"°" (ZAVAN et
al., 2016). Ressalta-se que células uNK DBA" ndo foram avaliadas neste

trabalho.

Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografias dos 3 subtipos de células uNK DBA*. Subtipo | (a), subtipo Il (b),
subtipo IlI (c), subtipo IV (d) e o subtipo alterado de células uNK, uNK DBA¥ (e).

A analise histoquimica no 6°ddg de fémeas MRC mostrou a presenga de

células uNK DBA* na regiao do endométrio (FIGURA 6a). Embora o numero de
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células fosse pequeno a maioria se assemelhava aos subtipos | € Il e se
distribuiam por todas as 3 regides do S| (FIGURAS 6b, c e d) mas se localizam,

preferencialmente, na regido 1 (FIGURA 6b).

Figura 6- Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 6°ddg do grupo MRC.

Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 6°ddg do grupo MRC. Imagem
panoramica (4x) de sitio de implantagdo no 6°ddg (a). Regido 1 (b), regido 2 (c) e
regidao 3 (d) do sitio de implantagdo em maior aumento (40x). As cabegas de seta
indicam células uNK DBA*. Mi- miométrio, En- endométrio, E- embrido e L- luz
uterina.

Assim como no gurpo MRC, no grupo MHL no 6°ddg (FIGURA 7a) foram
encontradas poucas células uNK e, em sua maioria, possuiam morfologia
semelhante aos subtipos | e II, estas células se distribuiam pelas 3 regides dos

S| (FIGURAS 7b, c e d) e o numero de células uNK com morfologia alterada



era inexpressivo.

Figura 7- Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 6°ddg do grupo MHL.

Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 6°ddg do grupo MHL. Imagem
panoramica (4x) de sitio de implantagdo no 6°ddg (a). Regido 1 (b), regido 2 (c) e
regido 3 (d) do sitio de implantagdo em maior aumento (40x). As cabegas de seta
indicam células uNK DBA*. Mi- miométrio, En- endométrio, E- embrido e L- luz
uterina.

Nos sitios de implantacdo de maes controle no 10°ddg foi possivel
observar uma grande quantidade de células uNK DBA™" por toda a regiao de
decidua basal (FIGURA 8a). Foi observada grande quantidade de células uNK
DBA* dos subtipos | e Il na regido 1 (FIGURA 8b), grande quantidade de
células do subtipo Il na regido 2 (FIGURA 8c) e um alto numero de células
uNK DBA* do subtipo IV na regido 3 (FIGURA 8d). Como esperado, todos os
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subtipos presentes eram fortemente reativos a lectina DBA.

Figura 8- Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 10°ddg do grupo MRC.
a AR e s Kode SN S T

Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 10°ddg do grupo MRC. Imagem
panoramica (4x) de sitio de implantagdo no 10°ddg (a). Regido 1 (b), regido 2 (c) e
regido 3 (d) do sitio de implantagdo em maior aumento (40x). As cabecgas de seta
indicam células uNK DBA*. Mi- miométrio, En- endométrio, e V- vasos sanguineos.

No grupo MHL no 10°ddg (FIGURA 9) também foi observado um grande
numero de células uNK distribuidas por todas as 3 regides do S| (FIGURA 9a),
desde a regido do miométrio até a regido mais préxima ao embrido. Entretanto,
as células uNK presentes possuiam baixa reatividade a lectina DBA e seus
granulos possuiam aspecto de estarem vazios, o que € caracteristico de
células uNK DBA°" (destaques das FIGURAS 9b, ¢ e d). Como podemos
observar na figura 9, esse subtipo alterado foi encontrado tanto na regido 1
(FIGURA 9b), quanto nas regides 2 (FIGURA 9c) e 3 (FIGURA 9d).
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Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 10°ddg do grupo MHL. Imagem
panoramica (4x) de sitio de implantagao no 10°ddg (a). Regido 1 (b), regido 2 (c) e
regido 3 (d) do sitio de implantagdo em maior aumento (40x). Os detalhes mostram
células uNK DBA®" (100x). As cabecas de setas indicam células uNK DBA*¥, as
setas indicam grénulos com aspecto de estarem vazios. Mi- miométrio, En-
endométrio, e V- vasos sanguineos.

Com relagéo a analise histoquimica dos S| no 14°ddg, esta revelou que os Sl
de fémeas MRC (FIGURA 10a) ainda apresentavam grande quantidade de
células uNK DBA* fortemente reativas a lectina DBA e que estas se distribuiam
por todo o endométrio. Tanto na regido 1 (FIGURA 10b), quanto na 2 (FIGURA
10c) e 3 (FIGURA 10d), a maioria das células ali presentes foram
caracterizadas como sendo do subtipo 1V, o que era esperado para o 14° dia de

gestacédo de camundongos.
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Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 14°ddg do grupo MRC. Imagem
panoramica (4x) de sitio de implantagdo no 14°ddg (a). Regido 1 (b), regido 2 (c) e
regido 3 (d) do sitio de implantacdo em maior aumento (40x). As cabegas de setas
indicam células uNK DBA*. Mi- miométrio, En- endométrio, PL- placenta e V- vasos
sanguineos.

No grupo MHL as células uNK se distribuiam de maneira semelhante ao
grupo controle (FIGURA 11a) e a morfologia das células era similar as células
do subtipo IV encontradas no grupo MRC. Entretanto, assim como observado
no grupo MHL no 10°ddg, as células uNK presentes neste grupo mostravam
alteracdo na reatividade para lectina DBA em suas membranas e foi possivel
constatar a presenga de células com conteudo granular variavel (destaques
FIGURAS 11b, ¢ e d). Foi, portanto, constatada a presenga de células uNK
DBA°" nas 3 regides do sitio de implantacdo de fémeas MHL no 14°ddg
(FIGURAS 11b, c e d).
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Figura 11- Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 14°ddg do grupo MHL.

a b

Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 14°ddg do grupo MHL. Imagem
panoramica (4x) de sitio de implantagdo no 14°ddg (a). Regiao 1 (b), regido 2 (c) e
regido 3 (d) do sitio de implantagdo em maior aumento (40x). Os detalhes mostram
células uNK DBA" (100x). As cabecas de setas indicam células uNK DBA*v, as
setas indicam graénulos com aspecto de estarem vazios. Mi- miométrio, En-
endométrio, e V- vasos sanguineos.

Os resultados da analise estereoldgica dos subtipos de células uNK
DBA* corroboraram com as observacboes feitas em microscopia sobre os
diferentes grupos experimentais (FIGURA 12).

No 6°ddg foi observada pequena quantidade de células uNK DBA+ na
decidua basal, sendo que os Sl e Sl predominavam nas 3 regides dos sitios de
implantacdo de fémeas MRC e MHL. Nao foram identificadas diferencgas
estatisticas na quantidade dos subtipos celulares quando comparados esses
dois grupos, ou seja, o consumo de dieta HL do 1° ao 6°ddg n&o alterou a
quantidade de células uNK DBA* (FIGURAS 12a, b e c).

No 10°ddg, os animais do grupo MRC apresentaram grande quantidade
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de células uNK DBA+ nas 3 regides dos sitios de implantagcdo, com
predominancia de células Sl (11,31 + 8,14 células/AT) e Sl (22,91 + 9,73
células/AT) na R1, maior quantidade de células SllII (10,6 + 0,89 células/AT) na
R2 e predominancia de células SIV (16 + 5,1 células /AT) na R3. Ja o grupo
MHL apresentou redugéo na quantidade de Sl (3 + 2,53 células/AT) e Sll (0,04
+ 0,06 células/AT) na R1, de Slll na R2 (0,2 + 0,3 células/AT) e de SIV na R3
(2,8 + 1,4 células/AT) concomitante a um aumento significativo de células uNK
DBA°Y nestas 3 regides (R1= 35,1 + 9,4 células/AT; R2= 23,1 + 2,4 células/AT,
R3= 23,8 + 2,3 células/AT).
Com relagdo ao 14°ddg a analise estereoligica mostrou que o grupo
MRC apresentava predominancia de células uNK DBA* SIV na R1 (15,08 +
2,11 células/AT), R2 (15,97 + 0,33 células/AT) e R3 (13,75 + 3,43) dos sitios de
implantagdo. No grupo de dieta HL a quantidade deste mesmo subtipo foi
menor tanto em R1 (4,13 + 2 células/AT), quanto em R2 (5,13 + 2,28
células/AT) e R3 (3,18 + 2,09 células/AT), concomitante ao aumento de células
uNK DBA" nas 3 regides dos sitios de implantagdo (R1= 9,55 + 2,30
células/AT, R2=9,90 + 1,96 células/AT; R3= 10,04 + 1,60 células/AT).
Os valores de F e p encontrados na analise estereoldgica encontram-se
na tabela 9. Os dados com todos os valores de média e desvio estao presentes

no anexo a tabelas 4, 5 e 6.
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12- Analise estereoldgica dos subtipos de células uNK DBA* nos grupos MRC e MHL no
6°, 10° e 14°ddg

Regiao 1 Regiao 2 Regiao 3
50 b50 c50
40 40 40
30 30 30
20 20 20
10 10 10
0‘)‘%“&}“&3‘)“»\‘(&“&\?‘ oézg\\q,\\\q;\f I oe\c,\\;,\\‘eé;f DI R
* & &® & N4 &

MRC MHL MRC MHL MRC MHL
50 * e5o f 50
40 40 % 40 i
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&l 1o |
0 s o N 5§0£\ PPN 6\\{ G}; ;@ 0 (o\' 6)\{ ro\\\‘ o_,é' ;@' c_,i ‘_9\\' 6\\{ c_,\A' ;Q 0 6\' 5_,\\. c}\\' o}\' ;,\' ‘_9{ 5)\\' 9\\{ 0’9\4 ;«‘
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MRC MHL MRC MHL MRC MHL
50 h50 ! 50
40 40 40
30 30 30 * %
20 * % 20 & i 20
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S S J
MRC MHL MRC MHL MRC MHL

Fonte: Do autor
Nota: Analise estereoldgica dos subtipos de células uNK DBA* e do subtipo DBA!*¥ nos grupos

MRC e MHL no 6°, 10° e 14°dia de gestagéo (dg). * (p<0,05) comparagéo entre 0 mesmo
subtipo. Testes estatisticos utilizados foram ANOVA 2 vias e teste Newman-Keuls.



74

Tabela 9- Valores de F e p para a analise estereolégica dos grupos MRC e MHL.

F (DFn, DFd) Valor de P

Interacao Subtipo Dieta Interagdo | Subtipo Dieta

R1  Fw@40=1,821 F@a40=81,63 Fu40=1928 P=0,1438 P<0,0001 P=0,1727

§ R2  F@440=0,67 Fu@a0=2711 F(40=0,8892 P=0,6149 P<0,0001 P=0,3513
© R3  Fu40=1,792 Fua0=23,87 F(1,40=0,0097 P=0,1494 P<0,0001 P=0,7538
> R1  Fu40=4125 Fu40=23,69 F1.40=0,4523 P<0,0001 P<0,0001 P=0,5051
;—8 R2  Fu40=269  F,40= 163,6 F(1,40= 24,4 P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001
2 R3 Fw@a40=130,6 Fa40=90,6 F(1,40= 6,621 P<0,0001 P<0,0001 P=0,0139
> R1  Fw@40=8519 F@a40=116,4 Fpa40=1465 P<0,0001 P<0,0001 P=0,2333
;—8 R2 F@40=147,2 Fua0=239,2  F(1.40= 0,591 P<0,0001 P<0,0001 P=0,4465
= R3  Fu@40=70,4 F@40=79,28 Fu40=0,1653 P<0,0001 P<0,0001 P=0,6865

Fonte: Do autor

Nota: Tabela mostra os valores de F (grau de variagdo amostral) e P (significancia) para a
analise de ANOVA 2 vias da analise estereoldgicas dos subtipos de células uNK DBA*
dos grupos MRC e MHL.

5.4 ANALISE DE IMUNOFLUORESCENCIA

5.4.1 Andlise de imunofluorescéncia para perforina

Nos sitios de implantacdo no 10°ddg foi realizada a técnica de
imunofluorescéncia para verificar a reatividade das células uNK ao anti-
perforina (FIGURA 13). Para a isso foi feita uma dupla marcagao, na qual foi
utilizada a lectina DBA (FIGURAS 13a, d e g) para a detecgdo das células uNK
DBA* e o anti-perforina (FIGURAS 13b, e e h) para analise da presenga de
perforina nos granulos destas células (FIGURAS 13c, f e i). Foi possivel
constatar que nos Sl de fémeas MRC havia grande quantidade de células
positivas a lectina DBA, assim como observado anteriormente (FIGURA 13a).
Também foi constatado que essas células apresentavam granulos altamente
reativos a lectina e que esses granulos tinham o aspecto de estarem cheios
(FIGURAS 13d e g).

A utilizagdo do anti-perforina permitiu a observacéo de dirvesas células
com granulos positivas para perforina nos Sl de MRC (Figura12b). Juntamente
com a lectina DBA, foi possivel comprovar que as células que apresentavam
granulos altamente reativos ao anti-perforina eram células uNK DBA*

(FIGURAS 13c, f e i), uma vez que as marcagdes estavam co-localizadas.
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Figura 13- Imunofluorescéncia para perforina do grupo MRC no 10°ddg.

DAPI + Lectina DBA DAPI +Perforina DAPI + Lectina DBA + Perf.

Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografias de imunofluorescéncia para perforina (vermelho) com dupla
marcagao para lectina DBA (verde) e DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (azul)
no sitio de implantagao de fémeas do grupo MRC no 10°ddg. Marcagdo com
lectina DBA e DAPI mostrando células uNK, indicadas pelas cabecgas de setas,
com granulos reativos a lectina em 20x (a), 40X (d) e 100x (g). Marcagéo para
perforina e DAPI mostrando células uNK, indicadas pelas cabecgas de setas, com
granulos reativos ao anti-perforina em 20x (b), 40X (e) e 100x (h). Sobreposicédo
das marcagdes de lectina DBA e perforina, as cabegas de setas indicam células
uNK com granulos reativos a lectina e ao anti-perforina em 20x (c), 40X (f) e 100x

).

Ja com relacdo ao Sl de méaes HL foi observado um grande numero de
células positivas a lectina DBA no endométrio, assim como observado
anteriormente (FIGURA 14a). Entretanto, a marcagdo a lectina DBA estava
visivelmente mais fraca em relagcédo ao grupo controle. O mesmo ocorreu com a
reatividade ao anti-perforina, as figuras 14g e h mostram com detalhe células
pouco reativas a lectina DBA e a perforina, respectivamente. A figura 14i mostra
em detalhe os granulos de células uNK com a reatividade alterada tanto a

lectina DBA quanto ao anti-perforina. A morfologia dos granulos e sua
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reatividade aos marcadores indica que pode ter ocorrido mobilizagdo de

perforina.

Figura 14- Imunofluorescéncia para perforina do grupo MHL no 10°ddg.

Fonte: Do autor

Nota: Fotomicrografias de imunofluorescéncia para perforina (vermelho) com dupla
marcacgao para lectina DBA (verde) e DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (azul) no
sitio de implantacédo de fémeas do grupo MHL no 10°ddg. Marcac&o com lectina DBA
e DAPI mostrando células uNK DBA!*¥, indicadas pelas cabecas de setas, com
granulos pouco reativos a lectina em 20x (a), 40X (d) e 100x (g). Marcagao para
perforina e DAPI mostrando células uNK DBA'®Y, indicadas pelas cabecas de setas,
com granulos pouco reativos ao anti-perforina em 20x (b), 40X (e) e 100x (h).
Sobreposicdo das marcagdes de lectina DBA e perforina, as cabegas de setas
indicam células uNK DBA'** com granulos pouco reativos a lectina e ao anti-perforina
em 20x (c), 40X (f) e 100x (i).

5.4.2 Imunofluorescéncia para caspase-3 clivada

Foi realizada, também, a imunofluorescéncia para caspase-3 clivada nos
S| de 10°ddg de maes RC e HL (FIGURA 15). Como apresentado na Figura
15a, foi possivel observar poucas células positivas a caspase-3 clivada na

regidao de decidua do grupo MRC e que algumas dessas células eram positivas
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também a lectina DBA (FIGURA 15e). Ja nos sitios de implantagéo de fémeas
do grupo MHL foi constatada maior frequéncia de células positivas para
caspase-3 clivada (FIGURA 15b) em relagdo as fémeas do grupo MRC
(FIGURA 15a), o que indica maior incidéncia de morte celular por apoptose nos
S| de maes que consumiram a dieta rica em gordura. A dupla marcagéao revelou
que entre as células positivas para caspase-3 clivada haviam muitas células
uNK DBA* (FIGURA 15f).
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Figura 15- Andlise imunofluorescéncia para caspase-3 clivada no sitio de implantacdo de
fémeas MRC e MHL no 10°ddg.

MRC MHL

DAPI + casp-3

DAPI + Lectina DBA

DAPI + Lectina DBA +casp-3

Fonte: Do autor
Nota: Imunofluorescéncia com dupla marcagéo para caspase-3 clivada (verde) e perforina

(vermelho) com nucleos celulares marcados com DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) (azul). Células da decidua de MRC com marcagédo positiva para
caspase-3 clivada (a), lectina DBA (c) e sobreposicdo das imagens mostrando
células uNK e células positivas para caspase-3 clivada (e). Células da decidua de
MHL com marcagdo positiva para caspase-3 clivada (b), lectina DBA (d) e
sobreposicédo das imagens mostrando células uNK e células positivas para caspase-
3 clivada (f). As setas apontam para células positivas para caspase-3 clivada e as
cabecas de setas para células positivas para lectina DBA e caspase-3 clivada.

Aumento microscoépico de 40x.
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5.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

A anadlise da expressdo génica mostrou que ha alteragdo na expresséo
de diversas moléculas presentes na decidua materna devido ao consumo da
dieta hiperlipidica durante a gestacao.

Foi avaliada a expressdo de perforina, importante componente do
conteudo granular das células uNK., foi observado que o consumo de dieta HL
ao longo da gestacao foi capaz de interferir na expressédo de perforina pelas
células uNK na decidua. Como podemos observar na figura 16a, o consumo de
dieta HL ndo alterou a expressao desta molécula no 6° (p>0,9999) e 10°ddg
(p= 0,9394) no grupo MHL, quando comparado aos mesmos dias de gestacao
do grupo controle. Ja no 14°ddg foi observado um aumento significativo na
expressao de perforina no grupo MHL (p= 0,0004).

Resultado semelhante foi observado para a expressao de granzima B
(FIGURA 16b), outro importante componente do conteudo granular das células
uNK, o qual teve sua expressao alterada devido ao consumo de dieta ao longo
da gestacdo. Assim como os resultados obtidos para perforina, nao foi
observada alteracdo na expressdo esta molécula no 6°ddg (p >0,9999) e
10°ddg (p= 0,9711) do grupo MHL em relagdo a MRC. Entretanto, a expressao
de granzima B foi maior no grupo MHL no 14°ddg (p= 0,0013).

Também foi analisada a expressdo dos receptores de inibicdo da
atividade das células uNK, Ly49A e B. De acordo com a analise estatistica o
grupo MHL reduziu a expressao de receptores Ly49A no 6°ddg em relagédo ao
grupo controle (p= 0,0004). Ja com relacdo ao 10°ddg ndo foi observada
diferenga entre os grupos (p>0,9999) e o mesmo ocorreu no 14°ddg (p=
0,7671) (FIGURA 16c¢).

Diferente do receptor Ly49A, a expressdao de Ly49B (FIGURA 16d)
parece nao ter sido afetada pelo consumo da dieta hiperlipidica ao longo da
gestacao. A analise estatistica mostrou que o consumo de dieta HL ndo alterou
a expressao deste receptor no grupo MHL em comparacao ao grupo MRC
(p=0,6270) no 6°ddg, o mesmo ocorreu no 10°ddg (p>0,9999) e no 14°ddg (p=
0,9040).

A analise de PCR quantitativo da expressao de IFNy (Interferon gama)

(FIGURA 16e) mostrou que a dieta promoveu reducao na expressao desta
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molécula no inicio da gestagcdo. A comparagao entre o grupo MRC e MHL no
6°ddg mostrou reducéao significativa (p= 0,0025) na expressédo de IFNy neste
dia de gestacdo. Ja no 10°ddg nao houve diferenca significativa (p>0,9999)
entre 0s grupos e o mesmo ocorreu no 14°ddg, no qual também ndo foram
observadas diferengas significativas (p= 0,8869).

Foi analisada ainda a expressdo de VEGFa (fator de crescimento
endotelial vascular a) (FIGURA 16f), o qual mostrou ter sua expressao alterada
devido ao consumo da dieta HL. Embora ndo tenha sido observada diferencga
significativa na expressado de VEGFa entre MRC e MHL no 6°ddg (p= 0,5954) e
10°ddg, a expressao desta molécula no 14°ddg encontrava-se reduzida no
grupo MHL (p= 0,0300).

Com relagdo a expressdo de TNFa (Fator de Necrose Tumoral a
(FIGURA 16g) o consumo da dieta ao longo do tempo promoveu alteracéo de
sua expressao. De acordo com os resultados nao foram observadas alteragdes
na expressao de TNFa na decidua de fémeas MHL no 6°ddg (p= 0,9668) e no
10°ddg (p= 0,9936), entretanto, no 14°ddg ocorreu redugéo na expressao deste
sinalizador celular no grupo MHL em relagé&o ao grupo MRC (p= 0,0316).

Assim como o receptor Ly49B, a expressao do receptor TLR4 nao sofreu
alteragao ao longo da prenhez devido ao consumo de dieta HL. Os resultados
mostraram que a expressao deste receptor no 6° (p= 0,8769), 10° (p>0,9999) e
14°ddg foram estatisticamente semelhantes (FIGURA 16h).

Ja a anadlise da expressdao de IL-1B3 (interleucina-1p) (FIGURA 16i)
mostrou que o consumo da dieta HL promoveu diminui¢do da expressao desta
molécula no 6°ddg em fémeas MHL. O mesmo nao foi constatado no 10°ddg (p
>0,9999) e 14°ddg (p= 0,4762).

Ao ser analisada a expressao de TGF-B1 (Fator de transformacgédo do
crescimento-B1) (Figura 16j) foi constatado que o consumo da dieta HL ao
longo do tempo promoveu redugao da expresséo desta molécula na decidua de
fémeas MHL. Embora a expressao de TGF-B1 nao tenha sofrido alteracdo no
6°ddg (p >0,9999) e 10°ddg (p >0,9999), no 14°ddg a quantidade de RNAm de
TGF-B1 no grupo MHL era significativamente menor que a observada em
fémeas do grupo MRC (p= 0,0413).

Diferentemente do que foi observado para o TGF-B1 (FIGURA 16k), a

expressao de IL-17a mostrou-se significativamente menor em fémeas MHL no
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6°ddg (p= 0,0002), mas ndo encontrava-se alterada no 10°ddg (p>0,9999) e
14°ddg em relagao ao que foi observado no grupo MRC (p= 0,5596).

Por ultimo, foi averiguada a expressdo de SOCS3 (Supressor da
sinalizacdo de citocinas 3) (FIGURA 16l), a analise estatistica que a expressao
desta molécula foi estatisticamente similar entre os grupos MRC e MHL no 6°
(p= 0,4827) e 10°ddg (p= 0,9925), entretanto, no 14°ddg houve reducao da
expressdo de SOCS3 no grupo MHL quando comparado com grupo MRC (p=
0,0217).
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Figura 16- Andlise da expresséo génica da decidua de MRC e MHL no 6°, 10° e 14°ddg.
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Fonte: Do autor
Nota: Andlise da expresséo génica da decidua de MRC e MHL no 6°, 10° e 14°ddg. Foi
analisada a expressao de Perforina (a), Granzima B (b), Ly49A (c), Ly49B (d),
Interferon gama (IFN-y) (e), Fator de crescimento endotelial vascular a (Vegfa) (f),
Fator de Necrose Tumoral a (TNFa) (g), Toll like receptor 4 (TLR4) (h), Interleucina-
18 (IL-1B) (i), Fator transformador de crescimento- 31 (TGF-B1) (j), Interleucina-17a
(IL-17a) (k), Supressor da sinalizagdo de citocina 3 (SOCS3) (I). *(p<0,05),
**(p<0,01), ***p<0,001. Testes estatisticos utilizado para analise foram ANOVA 2
vias e teste de Tukey para comparagdes multiplas.
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Tabela 10- Valores de F e p para a analise de expressao génica.

F (DFn, DFd) Valor de P

Interacdo | Tempo | Dieta Interagdo | Tempo | Dieta
Perforina  Fe.29= 11 ':1%;?:)1: ';‘;ggt; P=0,0004 P<0,0001 P=0,0173
Granzima B ';(fggg Z(S,Z;)ES: 'Z‘j;;‘g P=0,0015 P<0,0001  P=0,0363
Ly49A F;ffgf F{;i’: ﬁ‘;i‘)": P=0,0037 P=0,0001 P=0,0010
Ly49B |:1(’262§)5= ';‘f;gg g,q;% P=0,2067 P=0,0013 P=0,6815
IFNy F5(,2i2§)6= F1(;23)3= 3,1923)92 P=0,0139  P<0,0001  P=0,0042
VEGFa ':1(,292;; ';‘;*,2;”1: ﬁ%ﬁ‘g P=0,1693  P<0,0001  P=0,0039
TNFa ';‘Zzzgg: ';‘gfé‘g F{;‘g: P=0,0127  P<0,0001  P=0,2672
TLR4 (l):,(giﬁ ﬁ‘fjé‘g Z‘ng P=0,4434  P=0,2448  P=0,0838
IL-18 ';(ffgf ';‘fgg ':1‘;{;‘,); P=0,0134  P=0,0009 P=0,0012
TGF-B1 ';(fézég ';‘;2?2: 2,1325)1: P=0,0332 P<0,0001 P=0,0829
IL-17a F;fézg’; ﬁ‘éfgg F1“72;”1= P=0,0022 P<0,0001  P=0,0004
SOCs3 Fz(ffg’; 'Z‘f;é”; nd i P=01416  P=00248  P=00026

Fonte: Do autor.

Nota: Interferon gama (IFN-y), Fator de crescimento endotelial vascular a (Vegfa), Fator de
Necrose Tumoral a (TNFa), Toll like receptor 4 (TLR4), Interleucina-1p (IL-1), Fator
transformador de crescimento- 31 (TGF-B1), Interleucina-17a (IL-17a), Supressor da
sinalizagao de citocina 3 (SOCS3). F: grau de liberdade; p: significancia.

5.6 ANALISE DAS CELULAS ILCS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Parte deste estudo foi desenvolvido no laboratério do Dr. Babak Baban
na Universidade de Augusta, nos Estados Unidos. Por meio da técnica de
citometria de fluxo foram quantificadas Células Linféides Inatas (ILCs- Innate
Lymphoid Cells) e alguns de seus sinalizadores apdés o consumo de dieta
hiperlipidica durante a gestacéo.

Os resultados (FIGURA 17) mostraram que nao foram encontradas
diferengas significativas na porcentagem deste tipo celular entre os grupos
MRC e MHL no 6°ddg (p= 0,9817), no 10°ddg (p= 0,9867) e 14°ddg (p=
0,8577), entretanto foi observado aumento significativo de células ulLC na
decidua materna de fémeas MHL no 14°ddg em relagédo a fémeas MRC no
6°ddg (p=0,0188) (FIGURA 17a).
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A quantidade de células T também nao se alterou devido o consumo de
dieta HL, uma vez que nao foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos MRC e MHL nos 3 dias de gestacao analisados (6°ddg- 0,7193; 10°dgg-
p= 0,9026; 14°ddg- p= 0,8380) (FIGURA 17b).

Foi analisada também a presenca de IDO (indolamina 2,3-dioxigenase),
molécula relacionada a atividade do sistema imune. Foi constatado que as
fémeas do grupo MHL do 6° (p= 0,6465), 10° (p= 0,9907) e 14°ddg (p= 0,8989)
nao sofreram alteracdo quanto a quantidade de IDO presente na decidua em
relacdo ao grupo controle (FIGURA 17c). Também n&o foi constatada alteragao
na quantidade de células ulLC positivas para a IDO indicando que a dieta ndo
promove aumento da sintese desta proteina pelas células ILC presentes no
utero prenhe (6°ddg- p= 0,9997; 10°ddg- p= 0,9574; 14°ddg- p= 0,9989)
(FIGURA 17d).

Outra molécula analisada foi a interleucina-10 (IL-10) a qual, assim como
a IDO, esta envolvida com a atividade e resposta de células imunoldgicas e
estd presente no utero durante a gestacdo. De acordo com a analise
estatistica, embora tenha ocorrido diminui¢cdo significativa desta interleucina
entre o 6° e 14°ddg em fémeas MHL (p= 0.0386), ndo houve diferenca
significativa na quantidade de IL-10 entre os grupos MRC e MHL no 6°
(p=0.9999), 10° (p= 0,9310) e 14°ddg (p= 0,9960) (FIGURA 17e). Ao contrario
da diminuicdo de IL-10 observada na decidua de fémeas MHL, entre o 6° e
14°ddg a quantidade de células ulLC positivas para IL-10 parecem aumentar
cm o decorrer do processo gestacional, entretanto, este aumento nao foi
estatisticamente significativo. A quantidade de células ILC*/IL-10" ndo mostrou
diferenga estatistica entre os grupos MRC e MHL (6°ddg- p= 0,7754; 10°ddg-
p= 0,4881; 14°ddg- p= 0,9994) (FIGURA 17f).

A analise da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato
fosforilada (pAMPK) parece reduzir com o decorrer do processo gestacional,
entretanto ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas. A
quantidade de pAPMK né&o se alterou devido ao consumo de dieta HL, uma vez
que ndo houve aumento ou reducdo desta proteina quando comparados os
grupos MRC e MHL no 6° (p= 0,9994), 10° (p= 0,9985) e 14°ddg (p >0,9999)
(FIGURA 179).

Foi analisada também a quantidade do receptor ST2, entretanto nao foi
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observada interferéncia significativa assim entre MRC e MHL ou entre os
grupos durante a gestacao (6°ddg- p= 0,8301; 10°ddg- p= 0,9958; 14°ddg- p=
0,9883) (FIGURA 17h).

Além da analise da quantidade de células positivas para o receptor ST2
e para pAMPK, foi analisada a quantidade de células que apresentavam o
receptor ST2 e eram positivas para pAMPK. Os resultados mostraram que a
dieta ndo altero a quantidade de células que eram ST2*/pAMPK* em MHL em
relacdo a MRC (6°ddg- p= 0,9792; 10°ddg- p= 0,9086; 14°ddg- p= 0,9988)
(FIGURA 17i). O mesmo ocorreu com a quantidade de células ST2/pAMPK*
(6°ddg- p>0,9999; 10°ddg- p>0,9999; 14°ddg- p>0,9999), embora pareca
ocorrer uma diminuicdo na quantidade destas células durante a prenhez
(FIGURA 17j).

Os valores de F e p encontrados na analise estatistica encontram-se
disponiveis na tabela 9, abaixo. Com relagdo aos valores exatos de média e

desvio, estes encontram-se disponiveis no anexo a (tabelas 19 a 28).
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Figura 17- Analise por citometria de fluxo das células ulLC no sitio de implantagdo de fémeas
ICR MRC e MHL no 6°, 10° e 14°ddg.
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Nota: Analise de citometria de fluxo das Células Linfoides Inatas uterinas (ulLC). Porcentagem de
células ILC (a), porcentagem de células T (b), porcentagem de células deciduais positivas
Indoleamina 2,3-dioxygenase (IDO) (c), porcentagem de células ILC positivas para IDO (d),
porcentagem de células positivas para Interleucina-10 (IL-10) (e), porcentagem de células
ILC positivas para IL-10 (f), porcentagem de células positivas para Proteina Quinase
Ativada por Adenosina Monofosfato fosforilada (pAMPK) (g), porcentagem de células
positivas para ST2 (h), porcentagem de células positivas para ST2 e para pAMPK (i),
porcentagem de células deciduais positivas para pAMPK (j). *(p<0,05). Os testes utilizados
para analise foram ANOVA 2 vias e teste Tukey para comparag¢des multiplas.
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Tabela 11- Valores de F e p para a analise de citometria de fluxo dos grupos MRC e MHL.

F (DFn, DFd) \ Valor de P

Interag&o | Tempo | Dieta | Interagdo | Tempo Dieta
CD127+/CD4- (ILC) g,‘;g‘gz ';‘i;;f g,‘;';‘g; P=0,4363 P=0,0040 P=0,4979
CD127-/CD4+ (Tcells) '2‘2;;)3: Fo‘ffj); g,‘;;‘gz P=0,1609 P=0,8675 P=0,4755
IDO* g,(;;é; gf;,’;i; Fg;g P=0,7997 P=0,6931 P=0,0847
IDO*ILC* g ,((2)’2322 F1(,2é13)1= F(‘;,';*g: P=0,9158 P=0,3240 P=0,4041
IL-10* g,(;%j Z(,Zs;;); g,‘;;zz P=0,6088 P=0,0012 P=0,6802
ILC*/IL-10* g,%;; ';‘2;78); ';"gj); P=0,5786 P=0,0493 P=0,0623
PAMPK? ol,:(()zﬁ);s ';‘g;)g g,‘;;gz P=0,9312 P=0,0027 P=0,7233
ST2* g,‘;z’; '2‘2013’7: g,‘;;é; P=0,4477 P=0,3749 P=0,5407
ST2*pAMPK? g,‘g';‘g; gf;’;;; g,‘é'g;’; P=0,5408 P=0,6815 P=0,3677
ST2.pAMPK* Feiw=  Few=  Fuw®=  p_ggg59 p=00033 P=0,9442

0,01417 8,007 0,005

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os valores de F (grau de variagdo amostral) e P (significancia) para a
analise de ANOVA 2 vias da analise de citometria de fluxo dos grupos MRC e MHL.

5.7. ANALISE DO GANHO DE PESO DA PROLE

Nao foram observadas alteragcées em relagdo ao ganho de peso da prole
do 2° ao 60° dia pos-natal (DPN) (FIGURA 18a e TABELA 12). Ja com relagéo
ao comprimento naso-anal da prole (FIGURA 18b e TABELA 12), foi observada
diferenga significativa na média do comprimento naso-anal entre os grupos no
26°, 28°, 58° e 60°DPN. No 26°DPN a média do comprimento naso-anal do
grupo F1HL (82,6 + 3,6mm) foi maior do que o no grupo F1RC (74,9 + 1,52mm)
(p= 0,0002). O mesmo ocorreu no 28°DPN onde o comprimento naso-anal
médio de grupo F1HL foi de 83,70mm (+ 0,52) e o grupo F1RC apresentou
média de 78,35mm (+ 1,73) (p= 0,0399). J& no 58°DPN houve queda do
comprimento naso-anal de F1HL (92,3 + 5mm) em relagdo ao grupo controle
(97,6 + 4,46mm) (p= 0,0432). Semelhante ao ocorrido no 58°DPN, no 60°DPN
a média do grupo F1HL (92,11 + 5,31mm) era menor do que no grupo F1RC
(99,74 + 1,10mm) (p= 0,0002).
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A analise do ganho de peso da prole prenhe (FIGURA 18c) mostrou que
houve diferenga significativa entre o ganho de peso do grupo F1HL (6,83 +
1,54g) em relagdo ao ganho de peso de F1RC (5,56 + 1,52g) no 10°ddg (p=
0,0150). Este resultado mostra que as fémeas, filhas de maes que consumiram
dieta hiperlipidica durante a prenhez, ganham mais peso durante a gestacéo
em ao grupo controle. Tal resultado € corroborado pela comparagao entre a
area média do tecido adiposo dos grupos F1IRC e F1HL no 10°ddg (FIGURA
18d), na qual podemos observar que o grupo F1HL (6063 + 1685um?)
apresentou um aumento significativo da area durante a gestacédo em relagéo ao
grupo F1RC (3936 + 872,9um?) (p= 0,0366). As Figuras 18e e f mostram
micrografia de luz nas quais pode-se observar a diferenca da area dos
adipdcitos entre os dois grupos.

Por meio do calculo do indice de Lee foi possivel constatar que as
fémeas do grupo F1HL possuiam maior adiposidade que o grupo controle ja no
60°DPN, antes de estarem prenhes (FIGURA 18g). Este estado se manteve
durante a gestagdo, uma vez que a prole F1HL obteve um indice de Lee maior

em relagdo ao grupo controle no 10°ddg.
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Figura 18- Andlise do ganho de peso da geragédo F1 virgem e prenhe.

a Delta do peso fémeas F1 b Comprimento naso-anal fémeas F,
2° ao 60°DPN
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10°dg 0,35+0,02* 0,38 +0,01* P=10,0499

Fonte: Do autor

Nota: Analise do ganho de peso da geragado F1 virgem e prenhe. Delta do peso das fémeas de
proles dos grupos MRC e MHL mostrando a variagdo no ganho de peso do 2° ao 60° dia
pés-natal (DPN). Teste para andlise foi ANOVA 2 vias e teste Bonferroni para
comparagdes entre os dias (a). Analise do comprimento naso-anal das fémeas F1
também do 2° ao 60°PND. Teste utilizado para analise foi ANOVA 2 vias e teste de Sidak
para comparag¢des multiplas (b). Delta médio do ganho de peso de F1 prenhe no 10°ddg.
Teste utilizado para anélise foi teste t ndo pareado (c). Area média de células do tecido
adiposo de F1 prenhe no 10°ddg. Teste utilizado na analise foi teste t ndo pareado (d).
Fotomicrogréfias do tecido adiposo de FIRC (e) e F1HL (f) no 10°ddg. Analise do indice
de Lee da prole adulta no 60°PND e no 10°ddg. Teste utilizado foi teste do Qui-quadrado
(9). *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001).
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Tabela 12- Valores de F e p para a analise do ganho de peso e crescimento da prole.

Ganho de peso F1 Comprimento naso-anal
F (DFn, DFd) | Valorde P F(DFn,DFd) | Valorde P
Interagdo F(29,240= 0,3545 P=0,9993 F(29,180)= 5,12 P<0,0001
Tempo F(29,240= 533,8 P<0,0001 F (29,180)= 584,2 P<0,0001
Dieta F(1,240= 1,658 P=0,1991 F(1,180)= 8,997 P=0,0031

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os valores de F (grau de variagdo amostral) e P (significancia) para a
analise de ANOVA 2 vias quanto o ganho de peso e o comprimento naso-anal das proles
F1RC e F1HL.

5.8 ANALISE DA VIABILIDADE GESTACIONAL DE F1

Assim como nas maes que consumiram a dieta hiperlipidica, as fémeas
da geracdo F1 que apresentaram o tamp&o vaginal apos a cépula, tiveram
seus Uteros analisados macroscopicamente e os Sl contados para avaliagao da
viabilidade gestacional. Foi observada a presenga ou ndo sitios de
implantacéo, focos hemorragicos e a presencga de S| em reabsorgao.

Como apresentado na figura 19a o utero das fémeas do grupo F1RC
apresentaram utero contendo S| de aspecto normal, como esperado. N&o
foram detectados focos hemorragicos e/ou S| em reabsorgdo. Parte das
fémeas do grupo F1HL também apresentaram uteros caracteristicos do
10°ddg, com morfologia semelhante a apresentada pelo grupo controle
(FIGURA 19b). Entretanto, em parte das fémeas do grupo F1HL, n&o foram
observados Sl, mesmo apos ter sido detectado o tampé&o vaginal apds a copula
(FIGURA 19d). Os cornos uterinos destes animais nao tinham o mesmo
aspecto observado em utero de camundongo virgem (FIGURA 19c) e, além de
nao apresentarem sitios de implantacdo, estavam menores e tinham aspecto
de inchados.

A analise microscopica dos sitios de implantacdo dos grupos F1RC
(FIGURA 19d) e F1HL (FIGURA 19e) mostrou ndao haver grande diferengas
morfoldgicas entre os SI de ambos os grupos. Ja a analise morfolégica do Sl
do utero de animais F1HL que nédo estavam prenhes no 10°ddg, revelou que
nao haviam embrides no utero destes animais ou mesmo processo de
reabsorcdo em andamento, o epitélio uterino ja estava reestabelecido e a luz
uterina era visivel (FIGURA 19f).
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A analise estatistica mostrou que a quantidade de fémeas n&o-prenhes
no grupo F1HL foi significativo (p= 0,0184) (FIGURA 19g), o que indica que
houve uma reducédo da viabilidade gestacional no grupo F1HL. Entretanto, a
analise do numero médio de sitios de implantacdo de fémeas que
apresentavam sitios apds laparotomia (FIGURA 19h) mostrou que ndo houve
diferenga (p= 0,8161) na quantidade média de Sl entre o grupo F1RC (14,5
Sl/Animal) e F1HL (15 SI/Animal).
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Figura 19- Analise dos cornos uterinos e sitios de implantagdo dos grupos F1HL e FIRC
no 10°ddg.
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Fonte: Do autor.

Nota: Imagem macroscopica dos cornos uterinos (a) e fotomicrografia de corte
transversal de Sl (d) de fémea F1RC no 10°ddg. Imagem macroscopica dos
cornos uterinos (b) e fotomicrografia de corte transversal de Sl (e) de fémea
F1HL no 10°ddg. Visdo macroscopica de utero (c) e fotomicrografia de corte
transversal do utero (f) de fémea F1HL no 10°ddg apds falha gestacional.
Numero médio de fémeas prenhes e ndo-prenhes observadas nos grupos
F1RC e F1HL (g). Numero médio de S| em fémeas F1RC e F1HL nas quais
foram detectados Sl. Mi- miométrio; En- endométrio; L- luz uterina.
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5.9 ANALISE HISTOQUIMICA E ESTEREOLOGICA DAS CELULAS UNK DE
F1

Por meio da histoquimica de lectina DBA foi possivel detectar os 4
subtipos de células uNK DBA™* nos Sl da geragao F1 prenhe no 10°ddg. Como
apresentado na figura 20a, no Sl das fémeas F1RC foi detectada a presenca
de células uNK DBA™" por toda a regido da decidua basal. Na regido 1 dos Sl
foram detectadas células fortemente reativas a lectina DBA e com morfologia
semelhante aos subtipos | e Il de células uNK (FIGURA 20b). A regido 2
também apresentou grande quantidade de células com seus grénulos e
membranas positivos a lectina DBA e com morfologia semelhante ao subtipo I
(FIGURA 20c). O mesmo ocorreu na regiao 3, entretanto, a maioria das células
presentes nesta regido tinham morfologia semelhante ao subtipo IV (FIGURA
20d).
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Figura 20- Andlise histoquimica de lectina DBA no sitio de implantagdo do grupo F1RC no

Fonte: Do autor.

Nota: Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 10°ddg do grupo F1RC.
Imagem panoramica (4x) de sitio de implantagéo no 10°ddg (a). Regido 1 (b),
regido 2 (c) e regido 3 (d) do sitio de implantagdo em maior aumento (40x). As
cabecas de seta indicam células uNK DBA*. Mi- miométrio, En- endométrio, e
V- vasos sanguineos.

Assim como a prole FIRC prenhe apresentou os mesmos aspectos
apresentados pelo grupo MRC no 10°ddg, o grupo F1HL, inesperadamente,
apresentou aspectos semelhantes aos observados no grupo MHL no mesmo
dia de gestacao (FIGURA 21). Nas filhas prenhes de maes que consumiram
dieta rica em gordura durante a gestagéao, foi observada a presenga de células
do tipo DBA®Y,

Na Figura 21a, podemos observar que havia grande quantidade de
células uNK DBA* na decidua de fémeas F1HL, entretanto, na R1 (FIGURA
21b), R2 (FIGURA 21c) e na R3 (FIGURA 21d) haviam células uNK com

granulos grandes, pouco reativos a lectina DBA e aparentemente vazios.
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Figura 21- Analise histoquimica de lectina DBA no sitio de implantacdo do grupo F1HL no

Fonte: Do autor.

Nota: Fotomicrografias de citoquimica de lectina DBA no 10°ddg do grupo F1HL. Imagem
panoramica (4x) de sitio de implantagdo no 10°ddg (a). Regido 1 (b), regido 2 (c) e
regido 3 (d) do sitio de implantagdo em maior aumento (40x). Os detalhes mostram
células uNK DBA'"*¥ (100x). As cabegas de setas indicam células uNK DBA"*v, as
setas indicam grénulos de aspecto vazio. Mi- miométrio, En- endométrio, e V-
vasos sanguineos.

A analise estereoldgica dos subtipos de células uNK DBA™ revelou que
no 10°ddg ha predominéncia de células uNK DBA* SIl na R1 dos sitios de
implantagdo do grupo MRC enquanto o grupo MHL apresentou redugédo na
quantidade deste subtipo nesta regido (FIGURA 22a) simultaneamente ao
aumento significativo na quantidade de células uNK DBA™", como observado
anteriormente em microscopia de luz.

Com relacdo a R2 foi constado no grupo MRC grande quantidade de
células Sl (FIGURA 22b) e que no grupo MHL houve reducgao significativa
deste subtipo concomitante ao aumento de células uNK DBA°Y.

Na R3 assim como nas outras regides, foi observado que o grupo MRC
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apresentou um subtipo em maior quantidade que os outros, neste caso SIV
(FIGURA 22c). Também como observado nas outras o grupo MHL apresentou
redugdo na quantidade de células do subtipo com predominancia na regiao
concomitante a um aumento na quantidade de células uNK com baixa
reatividade a lectina DBA, as células uNK DBA!®Y. Comprovando o que havia
sido observado em microscopia de luz. Os valores de F e p da analise

estatistica encontram-se na tabela 11, abaixo.

Figura 22- Analise estereoldgica dos subtipos de células uNK DBA* e do subtipo DBA'v,
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Fonte: Do autor.

Nota: Analise estereologica dos subtipos de células uNK DBA* e do subtipo DBA®* nos
grupos F1IRC e F1HL no 10° dia de gestagdo (dg). * (p<0,05) comparagdo entre o
mesmo subtipo de MRC e MHL. Testes estatisticos utilizados foi ANOVA 2 vias e
Newman-Keuls para comparagéo entre os grupos.

Tabela 13- Valores de F e p para a analise estereoldgica dos subtipos de células uNK DBAlow
na prole prenhe.
F (DFn, DFd) Valor de P
Interacdo | Subtipos | Dieta Interagdo | Subtipos | Dieta
R1  F@a40=68,32 F®#40=4466 F(1.40= 3,542 P<0,0001 P<0,0001 P=0,0671
R2  F@a40=261,3 Fua0=149,9 F(.40= 3,828 P<0,0001 P<0,0001 P=0,0574
R3  Fua40=240,8 Fua0=186,5 F.40=0,02257 P<0,0001 P<0,0001 P=0,8813

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os valores de F (grau de variagao amostral) e P (significancia) para a analise
de ANOVA 2 vias quanto a analise estereoldgica das proles F1RC e F1HL.
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5.10 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA NO SiTIO DE IMPLANTACAO DE
FEMEAS F1

5.10.1 Anadlise de imunofluorescéncia e de PCR quantitativo para perforina

Por meio da analise de imunofluorescéncia com dupla marcagao
utilizando lectina DBA e anti-perforina no 10°ddg, foi possivel observar que a
prole F1RC apresentava aspectos semelhantes aos presentes em maes RC no
mesmo dia de gestagdo. Havia grande quantidade de células com granulos
fortemente reativos a lectina DBA (FIGURAS 23a, d e g) e ao anti-perforina
(FIGURAS 23Db, e e h) na decidua dos sitios de implantac&o. As figuras 23c, 23f
e 23i mostram a co-localizagdo das marcagdes, indicando que as células que
possuiam perforina eram células uNK, como esperado. Como apresentado nas
imagens, no grupo de fémeas F1RC os granulos das células uNK tinham
aspecto de estarem cheios, ndo foram observados indicios de que tenha

ocorrido mobilizagao de perforina.



98

Figura 23- Imunofluorescéncia para perforina no sitio de implantagdo de fémeas F1HL no
10°ddg.

Fonte: Do autor.

Nota: Fotomicrografias de imuno-histoquimica para perforina (vermelho) com dupla
marcagao para lectina DBA (verde) e DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (azul) no
sitio de implantagdo de fémeas do grupo MRC no 10°ddg. Marcagdo com lectina
DBA e DAPI mostrando células uNK, indicadas pelas cabegas de setas, com
granulos reativos a lectina em 20x (a), 40X (d) e 100x (g). Marcagao para perforina
e DAPI mostrando células uNK, indicadas pelas cabecas de setas, com granulos
reativos ao anti-perforina em 20x (b), 40X (e) e 100x (h). Sobreposicao das
marcagdes de lectina DBA e perforina, as cabegas de setas indicam células uNK
com granulos reativos a lectina e ao anti-perforina em 20x (c), 40X (f) e 100x (i).

A analise da presenca de perforina nos Sl de fémeas F1HL mostrou
alteragcdo na marcacao ao anti-perforina (FIGURAS 24b, e e h). Como descrito
anteriormente, no grupo F1HL também foi observada alteracdo na reatividade
dos granulos das células uNK a lectina DBA (FIGURAS 24a, d e g). A co-
localizagdo (FIGURAS 24c, f e i) das alteragdes indicam que possa ter ocorrido
mobilizagédo de perforina dos granulos das células uNK, assim como observado

nas fémeas MHL que foram submetidas a dieta hiperlipidica.
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Figura 24- Imunofluorescéncia para perforina no sitio de implantagdo de fémeas F1HL no
10°ddg.

Fonte: Do autor.

Nota: Fotomicrografias de imuno-histoquimica para perforina (vermelho) com dupla
marcacao para lectina DBA (verde) e DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) (azul) no
sitio de implantagcdo de fémeas do grupo F1HL no 10°ddg. Marcagdo com lectina
DBA e DAPI mostrando células uNK DBA'!?¥, indicadas pelas cabegas de setas, com
granulos pouco reativos a lectina em 20x (a), 40X (d) e 100x (g). Marcagéo para
perforina e DAPI mostrando células uNK DBA®¥, indicadas pelas cabegas de setas,
com granulos pouco reativos ao anti-perforina em 20x (b), 40X (e) e 100x (h).
Sobreposicdo das marcagbes de lectina DBA e perforina, as cabegas de setas
indicam células uNK DBA'®* com granulos pouco reativos a lectina e ao anti-perforina
em 20x (c), 40X (f) e 100x (i).

Foi realizada também a analise de PCR quantitativo em tempo real para
analisar a expressao de perfroina (FIGURA 25) pelas células uNK presentes na
decidua no 10°ddg. Os resultados mostram que houve reducéo
estatisticamente significativa (p <0,0001) na quantidade de RNA mensageiro
para perforina na decidua dos Sl do grupo F1HL em comparagao a expressao

presente no grupo F1RC.



100

Figura 25- Analise da expressao génica para perfroina em fémeas F1RC e F1HL no 10°ddg.
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Fonte: Do autor.

Nota: Analise da expressao de perforina nos grupos F1RC e F1HL
no 10°ddg. Os graficos trazem a barra de erro padrao.
***(p<0,001). Teste estatistico utilizado na analise foi o teste
t ndo-pareado.

5.10.2 Analise Imuno-histoquimica para caspase-3 clivada

A imuno-histoquimica para caspase-3 clivada mostrou a presenga de
células reativas para esta proteina na decidua do grupo F1RC (FIGURA 26a),
entretanto, a quantidade de células era bem reduzida. Foi observado, também,
que entre as células positivas haviam células uNK DBA* (FIGURA 26e). Ja na
decidua do grupo F1HL foi observada maior reatividade a caspase-3 clivada
(FIGURA 26b) em relagdo ao grupo controle. Neste grupo, também foi
constatada a presenca de células uNK DBA* que apresentavam reatividade a
caspase-3 no citoplasma (FIGURA 26f). Este resultado indica que ha aumento
na quantidade de células em processo de morte celular por apoptose no
endométrio de fémeas F1HL em relacdo ao grupo controle e que parte dessas

células sao células Natural Killer uterinas.
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Figura 26- Imunofluorescéncia para caspase-3 clivada no sitio de implantagdo de fémeas F1RC
e F1HL no 10°ddg.
F1RC F1HL

DAPI + Casp-3

DAPI + Lectina DBA

DAPI + DBA + Casp-3

Fonte: Do autor.

Nota: Imunofluorescéncia com dupla marcacao para caspase-3 clivada (verde) e perforina
(vermelho) com nucleos celulares marcados com DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) (azul). Células da decidua de FIRC com marcagdo positiva para
caspase-3 clivada (a), lectina DBA (c) e sobreposicdo das imagens mostrando
células uNK e células positivas para caspase-3 clivada (e). Células da decidua de
F1HL com marcacdo positiva para caspase-3 clivada (b), lectina DBA (d) e
sobreposigdo das imagens mostrando células uNK e células positivas para caspase-
3 clivada (f). As setas apontam para células positivas para caspase-3 clivada e as
cabegas de setas para células positivas para lectina DBA e caspase-3 clivada.
Aumento microscopico de 40x.
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6 DISCUSSAO

A analise do peso das maes mostrou que o grupo que consumiu dieta
rica em lipideos ganhou mais peso com o decorrer da gestagao em relagado ao
grupo controle, bem como apresentou maior area média de tecido adiposo. Tais
resultados corroboram com dados ja descritos na literatura que mostram que o
consumo de dieta rica em lipideos induz o ganho de peso e, a longo prazo, a
obesidade (MORAES et al., 2009; SALLES, 2014; GIMPFL et al., 2017).

Embora as maes tenham ganhado peso durante a gestacgéo, isso parece
nao ter influenciado no peso de suas filhas, uma vez que néo foram detectadas
diferengas significativas no peso da prole no 2°DPN. O mesmo ja foi descrito
por Frias e colaboradores (2011), onde o peso da prole de maes que
consumiram dieta indutora de obesidade nao diferiu do peso de filhotes
nascidos de maes controles.

Apesar de a prole HL n&o ter apresentado alteragdo com relacdo ao
peso do nascimento até o 60°DPN, ao atingir a vida adulta, seu indice de Lee
era maior do que o observado no grupo controle, pois seu crescimento parece
ter sido prejudicado. Uma vez que o indice de Lee é utilizado para a analise da
massa corporal e atua como preditor do excesso de peso, pode-se dizer que a
prole HL apresentou maior susceptibilidade a obesidade.

A analise do peso da prole prenhe mostrou que as fémeas F1HL
ganharam mais peso em relagdo as prenhes do grupo F1RC até o 10°ddg.
Embora ndo haja estudos na literatura sobre proles prenhes que foram
submetidas a alteragcbes nutricionais durante a vida intrauterina, Shankar e
colaboradores (2007) demonstraram que a exposi¢do da prole a obesidade
materna programa seu metabolismo e aumenta a susceptibilidade desta a se
tornar obesa.

Samuelsson e colaboradores (2008) demonstraram que a obesidade
materna altera a adiposidade da prole e gera disfungdes metabdlicas e
cardiovasculares. Proles hiperlipidicas tendem a exibir adipécitos com alta
atividade proliferativa e de lipogénese, além disso, ainda podem apresentar
alteracdo no sistema nervoso para o controle do apetite, na propor¢cao de
massa gorda e magra e nas fungbes do tecido adiposo, como regulagao e

secrecao de adipocinas, levando a obesidade na vida adulta (DESAI e ROSS,
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2011).

Com relagado a analise de viabilidade gestacional dos grupos MRC e
MHL, apés a laparotomia dos animais foi realizada a analise macroscopica dos
cornos uterinos e em nenhum dos dias de gestacdo analisados foram
constatadas alteragdes no grupo MHL em relagédo ao grupo MRC.

Entretanto, por meio da analise microscépica foi observado que ha uma
tendéncia dos Sl de fémeas HL serem maiores do que os S| do grupo RC no
6°ddg. Este resultado € contrario ao encontrado por Rhee e colaboradores
(2016) que avaliaram o mesmo dia de gestagdo. Segundo estes autores,
fémeas que consumiram deita rica em gordura e agucar apresentaram sitios de
implantacdo com diametros variaveis e significativamente menores do que SI
camundongos expostos a ragao controle.

Com relagdo ao Sl no 10°ddg, foi observado que a area de decidua
parecia maior em relagao ao grupo controle. Nao foram encontrados trabalhos
na literatura que tenham avaliado a morfologia uterina no 10°ddg apds o
consumo dieta rica em lipideo. Ja com relagdo aos sitios de implantagdo no
14°ddg, os quais ja possuem placenta desenvolvida, foi constatado que o grupo
MHL tinha uma decidua reduzida em relacdo ao grupo controle. Tal
observacdo vai de encontro com dados publicados por Sferruzzi-Perri e
colaboradores (2013), os quais descrevem que fémeas, que consumiram dieta
rica em gordura e agucar a partir do 1°ddg, apresentaram redug¢do do volume
absoluto da decidua no 16°ddg.

Assim como nas maes, as fémeas do grupo F1HL nao apresentaram
alteragdes macroscopicas nos Sl no 10°ddg. Entretanto, haviam fémeas que,
apos laparotomia, ndo tinham Sl em seus cornos uterinos, o que indicava falha
gestacional. De acordo com a literatura a obesidade pode ser prejudicial a
gestacao, podendo promover problemas reprodutivos até mesmo antes da
concepcao (EHRMANN, 2005). Embora a prole HL ndo tenha apresentado
diferenga significativa de peso até o 60°DPN, seu indice de massa corpérea
neste mesmo dia foi significativo, bem como a diferenga de ganho de peso e o
indice de Lee durante a gestacao.

Estudos bibliograficos mostraram que em humanos ha uma alta taxa de
aborto espontaneo em mulheres obesas (BOOTS; STEPHENSON, 2011). Em

um estudo retrospectivo, Bellver e colaboradores (2003) demonstraram que a
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taxa de aborto pode variar de acordo com o indice de massa corpoérea.
Segundo esses autores mulheres com sobrepeso apresentam taxa de aborto
de 15,5%, em mulheres obesas essa taxa é de 38,1%, enquanto a taxa de
aborto em mulheres com peso considerado normal € de apenas 13,3%, 0 que
mostra que o indice de massa corporea esta relacionado ao risco de aborto
espontaneo e falha reprodutiva.

Em um estudo com camundongos, Rhee e colaboradores (2016),
mostraram uma reducgao significativa no numero de sitios de implantagdo no
dia 8,5 de gestacdo em fémeas que consumiram dieta obesogénica. Esses
dados indicam que a falha gestacional observada em algumas fémeas F1HL
pode estar diretamente relacionada ao excesso de peso apresentado durante a
gestacédo, impedindo a implantagdo ou provocando morte embrionaria.

Como descrito em nossos resultados, os sitios de implantacido de maes
e da prole prenhe foram submetidos a citoquimica de lectina DBA para a
caracterizagdo e quantificacdo dos diferentes subtipos de células uNK DBA
positivos (PAFFARO Jr et al, 2003; HIYAMA et al, 2011; ZAVAN et al, 2012;
LIMA et al, 2012; DEGAKI et al, 2012; CHEN et al, 2012 e ZAVAN et al., 2016).
Foram identificados os subtipos mais indiferenciados (subtipos | e Il), bem
como o subtipo Il mais diferenciado e o subtipo IV, que pode ser considerado
como senescente.

Em nossas analises também foi identificado um subtipo alterado de
células uNK, descrito anteriormente em estudos com camundongos prenhes
onde foi realizado o protocolo invasivo da eutanasia cirurgica intrauterina do
embrido (ROMAN, 2001; COPI, 2006; LIMA et al, 2012), o protocolo que
mimetiza a infecgdo por meio da injegao intraperitoneal de LPS (LIPPE, 2007;
ZAVAN, 2011; ZAVAN et al.,, 2016) e em camundongos prenhes apods o
consumo de dieta hiperlipidica (32% de lipideo) e hipercalérica (77% de
carboidrato) (SALLES, 2014).

Zavan e colaboradores (2016), descrevem o subtipo alterado de célula
uNK DBA* como sendo um subtipo que apresenta baixa reatividade a lectina
DBA em sua membrana e granulos citoplasmaticos. Devido as caracteristicas
morfoldgicas apresentadas por este subtipo, estes mesmos autores sugerem
que este seja denominado célula uNK DBA"". As células uNK de aspecto

alterado presentes neste trabalho vao de encontro as alteragcbes descritas por



105

Zavan e colaboradores (2016) apds a injegao intraperitoneal de LPS, sendo
assim, seguimos a nomenclatura sugerida por estes autores.

Salles (2014) demonstrou que no 10°ddg, apos 9 dias de consumo de
dieta rica em gordura ou carboidrato, ffmeas de camundongos apresentaram
grande quantidade de células uNK DBA®", portanto ja era esperada a presencga
deste subtipo nos grupos MHL 10°ddg e MHL 14°ddg, ap6s o consumo de uma
dieta com 60% de lipideo. Entretanto, ndo era esperada a presenga deste
subtipo também no utero prenhe de fémeas do grupo F1HL no 10°ddg. Ndo ha
trabalhos na literatura que tenham buscado investigar o utero prenhe, bem
como as células imunoldgicas, em fémeas prenhes filhas de mées que
consumiram dieta hiperlipidica, ou qualquer outra dieta.

Segundo Salles (2014), por se tratarem de células com aspecto
morfolégico muito semelhante as apresentadas por Zavan (2011) e Lima e
colaboradores (2012) apds a injecao intraperitoneal de LPS, este subtipo pode
ter ocorrido no utero de fémeas HL e HC (dieta hipercaldrica) devido a uma
resposta inflamatdria. A literatura mostra que a obesidade é uma doenca que
apresenta um estado inflamatério cronico (HOTAMISLIGIL; SHARGILL;
SPIEGELMAN, 1993), a qual induz aumento de citocinas pré-inflamatérias na
corrente sanguinea (RAMOS et al., 2003). Além disso, o consumo de dieta
hiperlipidica pode promover o aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatdrias
na placenta de fémeas que consumiram a dieta por pelo menos 8 semanas
antes da cépula (Kim et al., 2014).

A anadlise estereologica dos subtipos de células uNK nas maes,
demonstrou que no 6°ddg as fémeas do grupo MRC e MHL tinham poucas
células uNK no endométrio. As células presentes eram, em sua maioria células
dos subtipos | e Il e se localizavam principalmente nas regides 1 e 2 dos sitios
de implantagao. Tais resultados corroboram com o que foi descrito por Paffaro
e colaboradores (2003), os quais demonstraram que no 6° dia de uma
gestacdo normal de camundongos a maioria das células uNK DBA* presentes
no utero se localizam preferencialmente em R1 e R2 e sdo em sua maioria dos
subtipos | e .

Como descrito anterior, ndo foram encontradas células uNK DBA°Y em
quantidade significativa nos SI de MHL no 6°ddg. Tais resultados indicam que

apenas 5 dias de consumo de dieta ndo foi capaz de promover alteracdo na
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quantidade e/ou na diferenciacao das células uNK DBA™.

Novamente, no 10°ddg, os dados encontrados nas fémeas MRC
corroboram com dados presentes na literatura (Paffaro et al., 2003), os quais
descrevem que neste dia ha grande quantidade de células por toda a regido de
decidua basal. Como descrito por Paffaro e colaboradores (2003), neste dia de
gestacao ha grande quantidade de células do subtipo | e Il na R1, um elevado
numero de células uNK DBA* do subtipo Ill na R2 e alta quantidade de células
uNK DBA™ do subtipo IV na R3, mais préxima ao embrido. Tais descrigdes vao
de encontro com 0s nossos resultados.

Com relagao as fémeas MHL no 10°ddg, estas apresentaram reducgéo de
células uNK DBA+ nas 3 regides dos sitios de implantacdo. Concomitante a
reducdo de células dos subtipos | e Il na R1, houve um aumento de células
uNK DBA"*Y. Ja na R2 ocorreu redugéao significativa de células uNK do subtipo
[l ao mesmo tempo em que foi observado aumento significativo de células uNK
DBA°", O mesmo ocorreu na R3 com as células do subtipo IV, as quais
estavam reduzidas, ao passo que as células uNK DBA®" encontravam-se em
grande numero. Tais resultados mostram que o consumo de dieta HL 60% foi
capaz de promover alteragao dos 3 subtipos de células uNK DBA*.

Nossos resultados corroboram com os apresentados por Salles (2014),
De acordo com esta autora, o consumo de dieta hiperlipidica 32% promove
reducao significativa de células uNK DBA* dos subtipos Il e Il concomitante a
aumento de células uNK DBA®" nas 3 regides dos sitios de implantagdo de
fémeas HL, demonstrando que a dieta promoveu alteragcao desses 2 subtipos.
Ao comparar nossos resultados, podemos entender que o uso de uma dieta
com 60% de gordura durante os mesmos 9 dias descritos por Salles, foi capaz
de aumentar a quantidade de células uNK DBA®Y, uma vez que nosso trabalho
demonstrou, além de reducéo dos subtipos Il e lll, redugdo dos subtipos | e IV
concomitante ao aumento de células uNK alteradas no 10°ddg.

Os mesmos resultados apresentados pelos grupos MRC e MHL foram
observados nas proles FIRC e F1HL. As fémeas do grupo F1RC no 10°ddg
apresentaram grande quantidade de células na regido de endométrio. Na R1 a
maioria das células uNK DBA+ encontradas eram células dos subtipos | e I, na
R2 a maioria das células encontradas eram do subtipo Ill e na R3 haviam

muitas células do subtipo IV. Além dos resultados serem semelhantes aos
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apresentados pelo grupo MRC, também corroboram com os resultados de
Paffaro e colaboradores (2003) no 10°ddg.

As fémeas F1HL também apresentaram resultado semelhante ao
observado em maes HL no mesmo dia de gestagdo. Houve redugédo da
quantidade de células uNK DAB™ dos subtipos | e Il na R1, concomitante a
aumento de células uNK DBA®". Na regido 2 ocorreu reducgdo de células do
subtipo Il e aumento significativo de células alteradas. O mesmo foi observado
na R3, onde ocorreu aumento de células DBA°%, porém nesta regido houve
diminuicao significativa de células do subtipo IV.

Como citado anteriormente, filhas de maes que consumem deita rica em
gordura ou encontram-se obesas durante a gestagdo possuem adiposidade
alterada (SAMUELSSON et al., 2008), alta atividade de lipogénese e podem
apresentar obesidade na vida adulta (DESAI; ROSS, 2011). Além disso, é
descrito que a obesidade e consumo de dieta hiperlipdicia tem efeitos danosos
na programacao fetal e predispbe a prole a alteragdes cardiometabdlicas e,
também, no desenvolvimento neural (NERI; EDLOW, 2016). O estudo do efeito
da obesidade e da dieta hiperlipdica sobre a geracdo F1 tém mostrado que
ambos os fatores tém efeito em diversos tecidos da prole como, por exemplo,
figado, pancreas, coragao e tecido adiposo (WILLIAMS et al., 2014), tendo sido
comprovada alteracao no tecido adiposo em nosso estudo.

Tais observacbes podem explicar o fato de a prole apresentar as
mesmas alteragdes de células uNK observadas em maes que consumiram
dieta HL sem, contudo, ter tido contato direto com a dieta.

Com relagdo as maes no 14°ddg, a analise estereoldgica mostrou que
fémeas MRC tinham predominéncia de células uNK DBA+ do subtipo IV nas 3
regides da decidua basal, semelhante ao que foi descrito por Paffaro e
colaboradores (2003) para o 15° dia de gestacdo de fémeas de camundongos
em uma gestagcédo normal. Ja o grupo MHL apresentou redu¢do na quantidade
de células do subtipo IV nas 3 regides, ao mesmo tempo em que houve
aumento significativo de células uNK DBA™Y.

Uma vez que as células uNK alteradas indicavam ter seus granulos
vazios, foi investigado se houve mobilizagdo do conteudo granular. Para a
analise foi feita a imunofluorescéncia para perforina, a qual é produzida e

armazenada em granulos pelas células Natural Killer uterinas. A analise se deu
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no 10°ddg ja que a quantidade de células uNK com conteudo granular &
extremamente baixa em sitios de implantagado no 6°ddg e o conteudo granular
€ variavel em células do subtipo IV, maioria no 14°ddg e consideradas um
subtipo senescente. Como descrito anteriormente, no 10°ddg ha grande
quantidade de células do subtipo Ill que s&o consideradas células em plena
atividade e com grande quantidade de conteudo granular, por isso facil de
avaliar se estaria ocorrendo ou ndo mobilizagao de perforina.

Os resultados mostraram que no 10°ddg as fémeas do grupo MRC
apresentavam células altamente reativas ao anti-perforina e possuiam gréanulos
muito bem marcados. Ja nos sitios de implantagcao de fémeas MHL as células
eram pouco reativas e a marcagao para perforina era muitas vezes ausente.
Tais resultados corroboram com as observacoes feitas por Zavan (2011) e Lima
e colaboradores (2012), apdés a injecdo intraperitoneal de LPS e
estabelecimento de uma resposta inflamatoria.

Zavan e colaboradores (2016) descrevem que apos a injegcao
intraperitoneal de LPS, em fémeas de camundongos prenhes no 10°ddg, ha
reducdo na marcacao para perforina. Entretanto, quando foi realizado o pré-
tratamento das fémeas com nimesulide, um inibidor da COX-2 (Ciclo-
oxigenase-2), importante sinalizador da inflamagao, ndo houve alteragdo na
marcacao das células uNK para lectina DBA e para perforina. Por meio deste
estudo, Zavan e colaboradores (2016) demonstraram que a presenga de
células uNK DBA®" e a mobilizagdo de perforina podem ocorrer devido a
atividade de COX-2.

A alteracdo na marcagao para perforina no 10°ddg apdés consumo de
dieta HL ja foi descrito anteriormente (SALLES, 2014). De acordo com a
literatura, o consumo desta dieta pode promover aumento na expressédo de
COX-2 na placenta de camundongos devido a uma resposta inflamatéria
(NITERT et al., 2013). Embora nosso estudo ndo tenha avaliado a expresséo
ou atividade de COX-2, os dados aqui apresentados sugerem que tanto a
diminuicdo na marcagao para lectina DBA, bem como a diminuicdo na
reatividade ao anti-perforina nas células uNK, possa envolver os mesmos
mecanismos descritos por Zavan e colaboradores (2016) e por Nitert e
colaboradores (2013).

Os mesmos resultados observados nos grupos de mées foram
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constados nas proles prenhes, as quais também tiveram sua reatividade a
perforina avaliada. As fémeas do grupo F1RC apresentavam células uNK
altamente reativas ao anti-perofina, com granulos muito bem marcados.
Entretanto, em fémeas F1HL essa marcacdo estava reduzida ou ausente,
assim como em maes hiperlipidicas. Novamente a prole prenhe apresenta os
mesmos resultados que as maes HL, sem ter tido contato direto com a dieta, o
que demonstra a ocorréncia do evento de programacao fetal (BARKER, 1997).

Para verificar se a auséncia de perforina nos granulos significaria
liberacdo da mesma, foi realizada imunofluorescéncia para caspase-3 clivada,
a qual tem sua atividade na promocgédo de apoptose. Quando liberada, a
perforina se liga a membrana plasmatica de células alvo formando poros pelos
quais passam proteinas granzimas, outro componente do grénulo de células
uNK (LIMA et al., 2012). Uma vez dentro das células alvo a granzima é capaz
de promover a ativagdo de caspase-3 e, consequentemente, a apoptose
(KEEFE et al., 2005).

A imunofluorescéncia para caspase-3 clivada mostrou que haviam
poucas células positivas para esta proteina na decidua de fémeas MRC no
10°ddg. Ja nas fémeas MHL a quantidade de células positivas para caspase-3
clivada era maior, o que indica que apenas 9 dias de consumo da dieta foi
capaz de promover a apoptose em diversas células da decidua e que a
perforina pode estar envolvida neste aumento. Este aumento na reatividade a
caspase-3 clivada na decidua uterina de fémeas prenhes, apds o consumo de
dieta hiperlipidica, corrobora com estudos ja realizados (SALLES, 2014).

O mesmo resultado foi obtido na prole prenhe, entretanto,
aparentemente a quantidade de células positivas para caspase-3 clivada na
prole HL parece ter sido menor que nas méaes HL, porém maior que no grupo
F1RC. Essa aparente redugao na reatividade a perforina quando comparados
os grupos MHL e F1HL pode, talvez, ser explicado pela diminuigdo significativa
na expressao de perforina observada no grupo F1HL no 10°ddg.

Para melhor compreender os eventos ocorridos na decidua devido ao
consumo da dieta hiperlipidica, foi realizada a andlise da expressdo génica
para diversas moléculas ligadas a atividade das células uNK e ao processo de
inflamacao.

Foi analisada a expressao de perforina e granzima na decidua no 6°, 10°



110

e 14°ddg de maes. Os resultados mostraram que ndo houve diminuicdo na
expressdo de perforina no 6° e 10°ddg em fémeas MHL, o que reforca a
hipétese de que a auséncia de marcagao para perforina nestas fémeas se deve
a liberagdo desta para o meio extracelular e ndo devido a reducdo na
expressdo. O aumento significativo da expressdo de perforina no 14°ddg
demonstra que as células podem estar produzindo uma maior quantidade desta
proteina devido a liberagdo da mesma para o meio extracelular.

Como exibido em nossos resultados, a expressao de granzima B se
assemelha a de perforina, o que € esperado uma vez que a atividade destas
duas proteinas é dependente. Sendo assim, ndo foi constatada alteracéo na
expressao de granzima B no 6°e 10°ddg, mas houve aumento da expressao
desta no 14°ddg.

Por meio da analise de expressdo génica foi verificada também a
expressao dos receptores Ly49A e B. Como descrito anteriormente, Karlhofer e
colaboradores (1992) demonstraram que o receptor Ly49A esta envolvido na
inibicdo da atividade litica das células NK. A diminuicdo da expressao deste
receptor no 6°ddg, momento em que ele é mais expresso no grupo controle,
pode indicar que houve uma diminuigdo da inibigdo da atividade litica das
células uNK, o que ajudaria a explicar a liberagao de perforina e granzima.

Com relacao ao receptor Ly49B, nédo foram observadas alteragdes entre
os grupos MRC e MHL em nenhum dos dias de gestacao, entretanto, podemos
perceber que a expressao deste receptor aumenta com o decorrer da prenhez.

Foi analisada, também, a expressao de IFN-y, o qual € uma citocina pro-
inflamatdria produzida em especial pelas células uNK DBA™ durante a gestagéo
(Chen et al., 2012). Ela contribui para o sucesso da implantagdo, uma vez que
tem importante papel no inicio do remodelamento vascular endometrial, na
angiogénese nos Sl e, ainda, ajuda a manter a decidua (MURPHY et al., 2009;
SEAWARD; BURKE; CRQY, 2010).

A auséncia de IFN-y durante a gestacdo de camundongos promove o
aparecimento de células uNK com numero reduzido de granulos
citoplasmaticos e ma formacao de vasos sanguineos, além de auséncia de
remodelamento das artérias espiraladas dos sitios de implantagdo (ASHKAR;
CROY, 1999; ASHKAR et al., 2000). Entretanto, niveis muito elevados de IFN-y
podem ser prejudiciais a sobrevivéncia do embrido (ROBERTSON et al., 2018).
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A expressao de IFN- y mostrou-se reduzida na decidua do grupo MHL
no 6°ddg. Tal observacgao foi descrita por Parker e colaboradores (2014) no dia
7,5 de gestacgao, apos fémeas de camundongo consumirem dieta hiperlipidica
por um longo periodo, até mesmo antes da cépula.

Embora a expressao de IFN- y estivesse diminuida no 6°ddg, ndo foram
observados processos de reabsorcdo ou outras alteracbes morfolégicas no
grupo MHL que indicassem falha gestacional. Esta diminuicdo nos niveis de
expressao de IFN-y ndo impediu que ocorresse o nascimento de proles com
numero de filhotes semelhantes ao grupo controle. Isso pode ter ocorrido
devido a expressao adequada de IFN-y a partir do 6°ddg.

Nossos resultados nao apresentaram diferenca na expressdo desta
citocina no 10° e 14°ddg. Kim e colaboradores (2014), mostraram em seu
trabalho que, mesmo fémeas que consumiram dieta HL por cerca de 8
semanas até o acasalamento, ndo exibiram alteragdo na expressao de IFN-y
na placenta nos dias 15,5 e 17,5 de gestagao.

A analise da expressdo de Fator de crescimento endotelial vascular a
(Vegfa) revelou que houve uma redugdo significativa na expresséo desta
molécula na decidua basal no 14°ddg do grupo MHL. Esta citocina
desempenha um papel chave na angiogénese da placenta, uma vez que regula
a formagdo de novos vasos, os quais proporcionardo um fluxo sanguineo
adequado para que haja a troca de nutriente e oxigénio entre mae e feto
(PIETRO et al., 2010).

O Vegfa é um dos principais componentes dos granulos das células uNK
DBA* (Lima et al., 2012). No 14°ddg foram encontradas diversas células uNK
DBA°Y, as quais por sua modificagdo morfoldgica nos faz acreditar que haja
alteracdo na sua atividade, como na expressao génica, o que pode indicar a
causa na queda da expressao de Vegfa. Além disso, foi observado que na
decidua de fémeas MHL no 14°ddg ha aumento na expressao de perforina e
granzima B, nos fazendo crer que as células uNK possam estar com sua
atividade voltada para a producao dessas duas proteinas.

Dados da literatura, ainda, mostram que a perforina esta relacionada a
morte de células do musculo liso dos vasos sanguineos para permitir tanto a
migragdo quanto a proliferagdo de células endoteliais (HENDERSON et al,

1999). Ao analisar os dados de expressao génicas e 0s encontrados na
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literatura, pode-se supor que a maior produgdo de perforina e granzima B
podera se seguir de uma maior expressao de Vegfa para que haja proliferacao
de células endoteliais e remodelamento de vasos no grupo MHL.

Foi analisada também a expressao de TNFa, o qual é descrito ser
produzido por células uNK presentes na decidua, entre outras células (Hunt,
1993; WU et al.,, 2006; ZHANG et al., 2007). Esta molécula é tratada na
literatura como uma importante adipocina materna, pois liga o estado
nutricional materno e o metabolismo do tecido adiposo as fungdes da placenta
(HOWELL; POWELL, 2017). Nossos resultados mostraram que houve
aumento na expressao de TNFa no grupo MRC. De acordo com a literatura, a
elevacédo de TNFa no decorrer da gestacao € de grande importancia para que
haja sucesso do processo de implantagdo, bem como o desenvolvimento
adequado da placenta (HOWELL; POWELL, 2017).

A descoberta de niveis elevados de TNF-a no tecido adipose de
camundongos obesos foi o primeiro indicio de que mediadores inflamatorios
teriam papel na obesidade (HOTAMISLIGIL et al., 1993). Embora este
mediador esteja aumentado no tecido adiposo devido a obesidade, nossos
resultados mostraram que houve diminuicdo na expressao de TNF-a no grupo
MHL no 14°ddg. Kim e colaboradores (2014) mostraram esta redugdo na
expressdo TNF-a na placenta de embrides fémeas no dia 15,5 de gestacéo,
ap6s as maes consumirem dieta rica em gordura por 8 semanas antes de
acasalarem. Ja Crew, Waddell e Mark (2016), ao analisarem o ultimo dia de
gestacdo (21°ddg) néao relataram alteragao nos niveis de TNF-a no plasma
sanguineo ou na placenta de fémeas submetidas a deita de cafeteria.

A analise da expressédo de TLR4 foi realizada com a finalidade de
verificar se o consumo da dieta HL promoveria o aumento da expressao deste
receptor, o qual foi descrito ser capaz de sofrer ativagdo devido ao consumo de
dieta com excesso de acidos graxos e, assim, desencadear a ativacao de
células imunologicas (LEE et al.,, 2003). Embora nédo tenha sido detectada
alteracdo na expressao de TLR4 em nenhum dos dias de gestacdo analisados,
nao ha como afirmar que este receptor ndo esteja desempenhando papel na
ativacdo de células imunologicas no Utero, como as células uNK, devido a dieta
HL, ja que foi verificada apenas a expressdo do gene e ndo a atividade

proteica.
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Como exemplo do quadro descrito acima, podemos citar a expressao de
IFN-y no 10°ddg no MRC. De acordo com Ashkar e Croy (1999) a analise, por
meio de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), da concentracdo de
IFN-y no S| de camundongos mostrou que ha aumento significativo dessa
citocina entre 5° e 6° ddg, o que corrobora com nossos resultados de
quantificacdo de RNA mensageiro. Entretanto, esses mesmos autores afirmam
que o pico de concentragao de IFN-y ocorre de maneira concomitante ao pico
do numero de células uNK, por volta do 10° ddg. Esta ultima observacéo é
contraria aos nossos resultados, os quais mostraram que o 10°ddg € o
momento de menor expressao de IFN- y. Sendo assim, mesmo que a
expressdo de TLR4 e citocinas pro-inflamatorias estejam baixas, essas
proteinas ainda podem estar atuando de maneira efetiva para promocg¢ao de
uma resposta inflamatoria.

Nossos resultados mostraram que ha diminuicdo da expressao de IL-13
em fémeas MHL no 14°ddg. Ja foi descrito na literatura a diminuicdo da
expressao desta interleucina por volta do 15°ddg em maes que consumiram
dieta HL, entretanto, esta diminuigdo ocorreu apenas na placenta de embrides
fémeas (KIM et al., 2014). Outro estudo relata que nao foi constatado alteracao
na expressao de IL-1B no 11°ddg de fémeas que consumiram dieta HL
semanas antes de ficarem prenhas (MAHANY et al., 2018), o que corrobora
com nossos resultados em fémeas MHL no 10°ddg.

Quanto ao TGF-B1, este é regulado pelas citocinas presentes no
ambiente uterino durante a gestacdo e € capaz de promover 0 aumento ou
reducdo da invasividade das células trofoblasticas durante o processo de
implantagéo e de placentacédo (CHAOUAT, 2013). A queda da expressao deste
sinalizador no 14°ddg no grupo MHL pode estar relacionado tanto com a
atividade de sinalizadores proé-inflamatérios, bem como pode ocorrer para
auxiliar a placenta a adaptar sua morfologia as novas condi¢gées geradas pelo
excesso de lipideo no organismo materno.

Embora na literatura esteja descrito que a IL-17a desempenha um papel
na inducdo da inflamagdo no tecido adiposo durante a obesidade (ZUNIGA et
al., 2010) e que o consumo de dieta hiperlipidica aumenta os niveis de IL-17a
(SHEN et al., 2017), nossos resultados mostraram uma diminuigdo na

expressdo desta interleucina em fémeas MHL no 6°ddg.
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Resultado semelhante foi obtido na analise da expressdo de SOCS3.
Além de estar relacionada ao processo inflamatério, SOCS3 mostrou-se
importante na indugcdo de resisténcia a leptina e adaptagbes metabdlicas
durante a gestagao (ZAMPIERI et al., 2015) e esta presente na decidua prenhe
onde tem papel na diferenciagcdo de células trofoblasticas (TAKAHASHI et al.,
2003). Segundo Roberts e colaboradores (2001), camundongos nocaute para
SOCS3 apresentam alteragdes na formagao da placenta e morte embrionaria
entre o0 11° e o0 13°ddg. Assim como outras citocinas relacionadas a inflamacao
analisadas neste trabalho, este sinalizador estava reduzido na decidua de
fémeas MHL no 14°ddg. Com base nesses dados podemos supor que a
reducao significativa de SOCS3 seria um preditor de alteragées morfoldgicas
na placenta de maes MHL, a qual, como ja discutido estaria tentando se
adaptar as alteragdes que estdo ocorrendo no organismo materno devido a
dieta hiperlipidica.

Embora nao tenha sido observado aumento na expressao de citocinas
pré-inflamatérias em nosso estudo, ndo podemos afirmar que a dieta nao
promoveu uma resposta inflamatoria, uma vez que a expressdo génica nao
representa a atividade destas proteinas, na verdade a diminui¢do da expressao
destas citocinas pode indicar o inicio de uma resposta anti-inflamataria.

Como descrito anteriormente, parte deste trabalho foi realizado na
Universidade de Augusta, nos Estados Unidos, em parceria com o Dr. Babak
Baban com a finalidade de estudar os efeitos da dieta hiperlipidica sobre as
Células Linfoides Inatas uterinas (ulLC). Para isso, foram usadas fémeas de
camundongos ICR, as quais sdo muito semelhantes as fémeas de
camundongos Swiss utilizadas nas analises feitas no Brasil.

Os resultados mostram que nao houve alteragao significativa entre os
grupos MRC e MHL nas analises realizadas por citometria de fluxo, entretanto,
foram verificadas varias tendéncias de alteragdo no grupo MHL. Embora néo
tenham sido observadas alteragbes significativas entre os grupos de dieta
experimental os resultados obtidos sdo de grande importancia, pois contribuem
para a compreensao do papel das ILC no decorrer de uma gestacdo normal,
uma vez que ha uma caréncia de dados com relagao a essas células recém
caracterizadas.

Foi observado neste estudo que ha um aumento na quantidade de
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células ILC entre 0 6° e 0 14°ddg, e que ha uma tendéncia no aumento destas
células no 6° e 14°ddg no grupo MHL em relacdo a MRC. A mesma tendéncia
foi observada para as células T no 6° e 10°ddg. Dados da literatura mostram
que animais que consumiram dieta rica em gordura apresentaram altos niveis
de células T CD4+ e CD8+ no tecido adiposo visceral (GERRIETS; MACLVER,
2014). Entretanto, constatamos que a dieta nao foi capaz de alterar o niumero
desses dois tipos celulares de maneira significativa entre os grupos MRC e
MHL.

Foi constatado um aumento de IDO nos 3 dias de gestacdo nas fémeas
que consumiram dieta HL, entretanto este aumento ndo foi significativo.
Segundo a literatura, em uma gestagdo normal, células Treg auxiliariam na
promogao de imunossupressdo através da producdo de diferentes
imunossupressores entre os quais esta a IDO, a qual auxilia na indu¢gao de um
microambiente tolerogénico (GUIMOND et al., 1998; UEMURA et al., 2008) o
que contribui na tolerancia do sistema imunoldégico materno ao embrido.
Devido ao seu papel anti-inflamatério, se a dieta HL estivesse promovendo um
quadro inflamatério na decidua a agdo da IDO seria importante para induzir
uma resposta acao de citocinas pro-inflamatorias.

Assim como a IDO a IL-10 também pode ser secretada pelas células
Treg e teria como papel auxiliar na imunotolerancia (ARRUVITO et a., 2007).
Nossas analises mostraram que, apesar de nao haver diferenga entre os
grupos MHL e MRC, a quantidade de IL-10 varia significativamente entre os
dias de gestagao, sendo que ha um decline desta interleucina entre o 6° e
14°ddg. Além de seu papel na imunotolerancia a IL-10 desempenha outros
papeis na decidua, como auxiliar no controle da invasdo de células
trofoblasticas por inibir a producdo de metaloproteinase 9 (MMP9) (ROTH,;
FISHER., 1999), por isso ha uma grande quantidade desta interleucina no
6°ddg, inicio da prenhez, seguida de redugdo na expressao ao longo da
gestacdo. A baixa expressédo de IL-10 no 14°ddg pode ser devido ao fato de
todo o processo de implantagédo e de desenvolvimento da placenta ja terem
ocorrido.

Ao contrario do que foi observado para a quantidade de IL-10 nos sitios
de implantacdo de MHL e MRC, a quantidade de células ILC com marcagéo

positiva para IL-10 aumentou entre o 6° e 0 14°ddg. E possivel supor que com
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o decorrer da gestagédo a sintese de IL-10 va se tornando restrita apenas as
ILCs ou alguns poucos tipos celulares, uma vez que esta interleucina seria de
maior importancia no comecgo da gestagao.

Ja com relagdo a molécula ST2, sabe-se que esta é expressa por
células ILC do tipo 2 (KARTA; BROIDE; DOHERTY, 2016; GEREMIA;
ARANCIBIA-CARCAMO, 2017). Nossas andlises indicam que ha uma
tendéncia no aumento de células que expressao esta molécula principalmente
no 6° e 10° dias de gestacéo.

De acordo com a literatura as células ILC2 teriam grande importancia
durante a obesidade. Um estudo demonstrou que camundongos ILC2-depleted
Rag1-/-, os quais n&o teriam estas células, se tornaram obesos e
apresentaram alteracdo na toleréncia a glicose. Entretanto, uma vez que
células ILC2 foram transferidas para os animais ILC2-depleted Rag1-/- estes

apresentaram uma melhora significativa (HAMS et al., 2013). Isso mostra que
essa tendéncia no aumento de ST2 pode estar ocorrendo devido a resposta do
sistema imune, provavelmente de células ILC2, a dieta HL.

A andlise da quantidade de pAMPK revelou que também ha uma grande
quantidade desta molécula no 6°ddg seguido de um decline até o 14°ddg.
Skeffington e colaboradores (2016) mostraram que a AMPK esta presente tanto
no endométrio materno quanto na placenta e possui efeito vasodilatador em
camundongos, sendo assim, a grande quantidade de pAMPK nas primeiras
fases da gestacado sao de grande importancia, uma vez que € neste momento
em que esta ocorrendo uma grande remodelagao dos vasos e artérias uterinos
para dar suporte ao desenvolvimento do embrido.

Ja a comparacao entre células ST2*pAMPK* e células ST2pAMPK*
mostrou que a maior quantidade de células produtoras de pAMPK no inicio da
gestacao excetuando-se as células ulLC, uma vez que a maior quantidade de
células positivas para pAMPK foi de células ST2". Ja a tendéncia de aumento
na quantidade de células ST2*pAMPK* observada no 6° e 10° dias de
gestacado podem indicar que as células ulLC2 tém a capacidade de responder a
dieta HL.



117

7 CONCLUSOES

Por meio das analises realizadas neste trabalho, é possivel concluir que
dieta hiperlipidica tem grande influéncia sobre a interface materno-fetal de
maes que consomem a dieta, bem como sobre o utero da prole prenhe.

Tal afirmagdo se faz verdadeira frente aos fatos de a da dieta ter
promovido aumento no ganho de peso e da area de tecido adiposo materno,
prejudicando o desenvolvimento da prole, pois esta apresentou comprimento
naso-anal reduzido, aumento no indice de Lee na vida adulta e durante a
prenhez e aumento do ganho de peso e da area de tecido adiposo no 10°ddg.

A deita dieta HL alterou ainda, a expressédo de N-acetil-D-galactosamina
nas células uNK de MHL observadas no 10° e 14°ddg e de F1HL prenhe no
10°ddg, momentos nos quais foram observadas células uNK DBA"®Y.

Além disso, a analise morfoldgica e estereoldgica das células uNK nas
maes e na prole mostrou que a dieta € capaz de promover alteragdo nao so da
reatividade dessas células a lectina DBA, mas também alterar o aspecto dos
granulos citoplasmaticos dessas células, os quais pareciam estar vazios. Ja a
analise estereologica comprovou que a dieta promove alteragdo dos 4 subtipos
morfoldgicos de células um uNK maternas e da F1 prenhe.

O consumo da dieta HL foi responsavel, também, por promover a
diminuicdo na marcagcéo a perforina em maes e na prole, concomitante ao
aumento na reatividade da decidua a caspase-3 clivada, o que indica
mobilizacao de perforina e aumento da incidéncia de apoptose.

Além das observacgdes ja apresentadas, a dieta HL também alterou a
expressado de diversos genes na decidua, mesmo apds 5 dias de consumo
materno. Foi constatada que a dieta promove diminuicdo da expressido de
perforina, Ly49A, IFN-y, IL-18 e IL-17a no 6°ddg de MHL, além de promover
diminuicao da expressao de Vegfa, TNFa, TGF-B1 e SOCS3 e aumento da
expressdo de perforina e granzima B no 14°ddg em fémeas MHL. Foi
comprovada, também, a diminuigdo significativa da expressao de perforina na
decidua de F1HL no 10°ddg.

Embora a dieta tenha promovido diversas alteragdes no utero materno,
ela nao foi capaz de alterar significativamente a quantidade de células ulLC,

células T e das proteinas IDO, IL-10, ST2 e pAMPK na decidua materna, nem
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de promover falha gestacional em maes HL. Ja na prole, a dieta foi promoveu
falha gestacional significativa, apesar da prole nunca ter tido contato direto com
a dieta, caracterizando um evento de programacao fetal. Em suma, o consumo
de dieta hiperlipidica durante a gestagao pode, ndo s6 promover alteragées no
ambiente uterino materno, mas também pode comprometer a homeostase da

interface materno-fetal da geracéo F1.
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ANEXOS
Anexo a

Tabela 1- Dados do delta de ganho de peso materno.
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MRC MHL
Dias de Média (g) DP N Média (g) DP N
gestacéo
2° 0,97 1,91 11 1,32 0,70 7
4° 1,79 1,50 11 3,44 0,99 7
6° 2,54 1,80 11 4,34 1,36 7
8° 3,70 2,05 11 5,66 1,55 7
10° 5,28 2,75 11 7,69 1,54 7
12° 8,27 2,58 11 10,88 2,82 7
14° 12,29 2,95 11 16,59 2,86 7
16° 19,30 3,94 11 23,35 2,99 7
18° 27,55 4,35 11 31,17 3,86 7

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados de média e desvio referentes aos dados apresentados no
grafico da Figura 2a. MRC- grupo controle; MHL- grupo de dieta hiperlipidica; DP-

desvio padrao; N- numero de animais.

Tabela 2- Dados area média do tecido adiposo materno.

Dias de MRC MHL
gestagdo | Media(um?) | DP N Média (um?) | DP N
6° 3548,46 845,76 5 4681,04 1481,70 5
10° 3699,70 310,62 4 5140,95 560,015 5
14° 2924,10 1022,26 5 5476,5838 670,61 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados de média e desvio referentes aos dados apresentados no
grafico da Figura 2b. MRC- grupo controle; MHL- grupo de dieta hiperlipidica; DP-

desvio padrao; N- numero de animais.

Tabela 3- Dados do numero médio de sitios de implantacdo de maes.

Dias de MRC MHL

gestagdo [ Média [ DP | N Média | DP N P
6° 14,4 1,51 5 14 2 5 0,9881
10° 13,6 1,51 5 14,2 2,04 5 0,9618
14° 12,8 2,68 5 13,4 2,79 5 0,9618

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao gréfico da Figura 3g. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; DP- desvio padrdo; N- nimero de animais, P- valores de p.
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Tabela 4- Dados de média e desvio analise estereolégica dos subtipos de células uNK DBA* no

6°ddg.
MRC | MHL
Subtipos | Média | DP [N Média | DP | N
S 413 064 5 3,17 1,09 5
sl 1,66 088 5 1,28 0,74 5
X sl 0 0 5 0,02 0,05 5
S\ 0 0 5 0 0 5
DBAlow 0,05 009 5 0,28 0,31 5
s 2,86 0,31 5 2,53 1,06 5
sl 1,94 1,77 5 1,15 0,79 5
& sl 0,02 005 5 0 0 5
S\ 0 0 5 0,07 0,15 5
DBAlow 0,15 020 5 0,27 0,42 5
S 2,03 093 5 1,31 0,71 5
sl 0,86 023 5 1,02 0,57 5
& sl 0,05 005 5 0,02 0,05 5
S\ 0,05 009 5 0,22 0,44 5
DBAlow 0 0 5 0,22 0,37 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes aos graficos das Figuras 12a, b e c. MRC- grupo
controle; MHL- grupo de dieta hiperlipidica; DP- desvio padrao; N- numero de animais.

Tabela 5- Dados de média e desvio analise estereolégica dos subtipos de células uNK DBA* no

10°ddg.
MRC MHL

Subtipos | Média | DP | N | Méda | DP | N

S 11,31 8,14 5 1,62 0,29 5

Sl 22,91 9,73 5 3 2,53 5

¥ Si 0,49 0,62 5 0,04 0,06 5

SIvV 0 0 5 0,07 0,10 5

DBAlow 0,33 0,26 5 35,13 9,44 5

S 0,02 0,05 5 0 0 5

Sl 2,69 1,85 5 0,09 0,14 5

& sl 10,58 0,89 5 0,2 0,28 5

SIvV 1,64 1,91 5 0,29 0,35 5

DBAlow 0,39 0,59 5 23,13 2,43 5

S 0 0 5 0 0 5

™ Sl 0,4 0,15 5 0 0 5

hd sl 3,27 1,08 5 0,18 0,39 5

SIvV 16 5,08 5 2,75 1,43 5

DBAlow 0,24 0,49 5 23,78 2,34 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes aos graficos das Figuras 12d, e e f. MRC- grupo
controle; MHL- grupo de dieta hiperlipidica; DP- desvio padrdo; N- nimero de
animais.
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Tabela 6- Dados de média e desvio analise estereolégica dos subtipos de células uNK DBA* no

14°ddg.
MRC MHL

Subtipos | Média | DP | N Média | DP | N

Sl 0 0 5 0 0 5

Sl 0 0 5 0,07 0,10 5

X sl 0,74 1,25 5 0 0 5
S\ 15,08 2,11 5 4,13 2 5

DBAlow 0,05 0,09 5 9,55 2,31 5

S 0 0 5 0 0 5

Sl 0 0 5 0 0 5

& sl 0,11 0,08 5 0,02 0,05 5
S\ 15,97 0,33 5 5,13 2,3 5

DBAlow 0 0 5 9,89 1,96 5

s 0 0 5 0 0 5

@ Sl 0,11 0,19 5 0 0 5
@ sl 0,17 0,23 5 0,04 0,06 5
S\ 13,75 3,43 5 3,18 2,09 5

DBAlow 0,03 0,05 5 10,04 1,59 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes aos graficos das Figuras 12h, i e j. MRC- grupo
controle; MHL- grupo de dieta hiperlipidica; DP- desvio padréo; N- nimero de animais.

Tabela 7- Dados de média e erro analise de expressio génica Perforina.

MRC MHL
Jig;;;) Média EP N Média EP N
6° 159 0.24 5 137 0.15 5
10° 44,16 6,03 5 30,23 5,28 5
14° 149,89 16,19 5 233,29 23,92 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao gréafico da Figura 16a. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padréo; N- nimero de animais.

Tabela 8- Dados de média e erro analise de expressdo génica Granzima B.

MRC MHL
;22;&;) Média EP N Média EP N
6° 1,29 0,098 5 1,14 0,14 5
10° 10,41 1,58 5 8,2 1,70 5
14° 16,62 1,03 5 30,13 4,33 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16b. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.



Tabela 9- Dados de média e erro analise de expresséo génica Ly49A.
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MRC MHL
;2?2;;) Média EP N Média EP N
6° 0.67 0.15 5 0.13 0.05 5
10° 0,02 0,01 5 0,01 0,01 5
14° 0,26 0,08 5 0,12 0,02 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16c. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 10- Dados de média e erro analise de expressao génica Ly49B.

MRC MHL
JEE;;;) Média EP N Média EP N
6° 161 0.25 5 0.67 0.19 5
10° 2.07 0,36 5 195 0,62 5
14° 2,61 0,38 5 3,22 0,55 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16d. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 11- Dados de média e erro analise de expressao génica IFNy.

MRC MHL
Dias de Média EP N Média EP N
gestacao
6° 0.49 011 5 0.14 0.06 5
10° 0,01 0,005 5 0,01 0,005 5
14° 0,16 0,04 5 0,08 0,01 5

Fonte: Dou autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16e. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 12- Dados de média e erro andlise de expressdo génica VEGFa.

MRC MHL
;2?2;;) Média EP N Média EP N
6° 121 0.06 5 1,05 0.09 5
10° 0,35 0,03 5 0,29 0,05 5
14° 0,75 0,11 5 0,42 0,04 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16f. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrédo; N- nimero de animais.



Tabela 13- Dados de média e erro analise de expresséo génica TNFa.
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MRC MHL

;2?2;;) Média EP N Média EP N
6° 107 0.12 5 101 0.06 5
10° 5,14 0,66 5 5,72 0,82 5
14° 8,48 0,79 5 493 129 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16g. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padréo; N- nimero de animais.

Tabela 14- Dados de média e erro analise de expressao génica TLR4.

MRC MHL
Dias de Média EP N Média EP N
gestacao
6° 0.92 0.12 5 0.60 0.19 5
10° 1,09 0,74 5 1,07 0,35 5
14° 133 0,66 5 0,78 0,30 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16h. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 15- Dados de média e erro analise de expressio génica IL-1.

MRC MHL
Dias de Média EP N Média EP N
gestacao
6° 0.62 0.157 5 011 0.05 5
10° 0,02 0,005 5 0,02 0,01 5
14° 0,29 0,09 5 0,09 0,02 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16i. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padréo; N- nimero de animais.

Tabela 16- Dados de média e erro andlise de expressdo génica TGF-p1.

MRC MHL

JZ?Z;;) Média EP N Média EP N
6° 148 0.10 5 15 0.10 5
10° 3,72 0,28 5 3,80 0,59 5
14° 7.47 0,66 5 5,38 0,61 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16j. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrdo; N- nimero de animais.



Tabela 17- Dados de média e erro analise de expressao génica IL-17a.
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MRC MHL
Dias de Média EP N Média EP N
gestagao
6° 0,75 0,14 0,16 0,08 5
10° 0,01 0,003 0,01 0,006 5
14° 0,28 0,08 0,10 0,03 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16k. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 18- Dados de média e erro analise de expresséo génica SOCS3.

MRC MHL

JZEZ;§> Média EP N Média EP N
6° 0.81 0.08 5 0.60 0.07 5
10° 0,52 0,04 5 0,46 0,05 5
14° 0,91 0,15 5 0.5 0,05 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 16l. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 19- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo ILC (CD127+/CD4-).

MRC MHL
Dias de Média EP N Média EP N
gestacao
6° 0.062 0.043 5 0.24 0.25 5
10° 0,47 0,33 5 0,31 017 5
14° 0,06 0 6 0,96 0,76 5

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 17a. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padréo; N- numero de animais.

Tabela 20- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo células T (CD127-/CD4").

MRC MHL
JZQZS;) Média EP N Média EP N
6° 0,12 0,06 5 0,24 0,20 5
10° 0,11 0,09 5 0,19 0,17 5
14° 0,21 0,14 6 0,13 0,15 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 17b. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- nUmero de animais.



Tabela 21- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo IDO.

MRC MHL

gz':tz s:o Média EP N Média EP N
6° 0.87 0,51 3 2.95 2.91 4
10° 0,61 0,29 5 148 0,93 4
14° 0,73 0,43 4 2,14 3,51 4

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 17c. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 22- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo IDO*ILC*

MRC MHL

gz'satz g;o Média EP N Média EP N
6° 0.013 0.01 4 0.02 0.01 )
10° 0,03 0,02 5 0,05 0,06 4
14° 0,04 0,04 4 0,05 0,05 4

Fonte: Do autor.

Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 17d. MRC- grupo controle; MHL-

grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 23- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo IL-10.

MRC MHL

gZ'SatZ g:o Média EP N Média EP N
6° 32.13 10.72 4 33.76 17.67 4
10° 7.74 7.17 5 16,83 12,07 4
14° 11,68 9,93 4 7.85 7.29 4

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 17e. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padréo; N- nimero de animais.

Tabela 24- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo IL10*/ILC*.

MRC MHL
Dias de Média EP N Média EP N
gestacao
6° 0,02 0,01 4 0,04 0,02 4
10° 0,02 0,01 5 0,05 0,02 4
14° 0,05 0,02 4 0,06 0,03 4

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao gréafico da Figura 17f. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- nUmero de animais.
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Tabela 25- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo pAMPK.

MRC MHL

;2?2;;) Média EP N Média EP N
6° 35,36 16.0 4 37.87 14.03 4
10° 15,65 3,55 4 187 17,09 4
14° 16,06 5,35 5 1413 4,98 6

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 17g. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 26- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo ST2.

MRC MHL
Dias de Média EP N Média EP N
gestacao
6° 2.99 401 4 6.87 9.80 4
10° 121 0,87 4 2,81 3,32 4
14° 2,54 168 5 0,87 0,52 6

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 17h. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 27- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo ST2*/pAMPK*.

MRC MHL
Dias de Média EP N Média EP N
gestacao
6° 2.97 493 4 5.98 8.29 4
10° 0,99 1,02 4 5,01 9,50 4
14° 1,96 1,80 5 0,65 0,69 6

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 17i. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.

Tabela 28- Dados de média e erro analise por citometria de fluxo ST2/pAMPK".

MRC MHL
Dias de Média EP N Média EP N
gestacao
6° 32,39 19,52 6 31,88 8,08 4
10° 14,77 4,16 7 13,69 11,4 4
14° 14,1 6,31 5 13,49 5,33 6

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 17j. MRC- grupo controle; MHL-
grupo de dieta hiperlipidica; EP- erro padrao; N- numero de animais.
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Tabela 29- Dados delta do peso de fémeas F1 do 2° ao 60°DPN.

F1RC F1HL
Dias pés-natal Média DP N Média DP N
(mm)
2 2,07 0,04 5 2,02 0,10 5
4 2,91 0,13 5 2,82 0,27 5
6 4,03 0,29 5 3,98 0,44 5
8 5,37 0,52 5 5,31 0,66 5
10 6,54 0,64 5 6,65 0,66 5
12 7,51 0,63 5 7,79 0,79 5
14 8,16 0,71 5 8,70 0,74 5
16 8,70 1,05 5 9,68 1,36 5
18 9,61 1,29 5 10,44 0,98 5
20 11,75 1,56 5 12,99 0,94 5
22 14,17 2,71 5 15,59 1,14 5
24 17,38 2,27 5 18,84 1,11 5
26 20,62 2,44 5 21,88 1,10 5
28 23,90 2,38 5 24,41 1,64 5
30 26,39 2,16 5 27,37 1,38 5
32 28,35 2,01 5 29,05 1,45 5
34 29,8 1,84 5 30,29 1,29 5
36 30,61 2,16 5 30,95 1,46 5
38 31,50 2,17 5 31,61 1,62 5
40 31,99 2,24 5 32,18 1,72 5
42 32,75 1,98 5 32,45 1,98 5
44 32,84 2,41 5 32,92 1,78 5
46 34,19 2,043 5 33,22 2,11 5
48 34,57 2,18 5 33,91 1,77 5
50 34,61 2,45 5 34,48 1,86 5
52 35,47 2,27 5 35,07 2,06 5
54 35,96 2,18 5 35,29 1,63 5
56 36,13 2,88 5 35,78 1,88 5
58 35,77 2,78 5 35,98 1,78 5
60 36,69 2,41 5 36,32 1,61 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 18a. F1RC- prole controle; F1HL-
prole hiperlipidica; DP- desvio padrdo; N- numero de proles.
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Tabela 30- Dados delta do comprimento naso-anal de fémeas F1 do 2° ao 60°DPN.

F1RC F1HL
Dias pés-natal Média DP N Média DP N
(mm)
2 33,99 1,13 5 35,22 0,70 5
4 38,42 0,80 5 38,57 1,99 5
6 40,52 0,82 5 43,35 2,18 5
8 45,75 0,88 5 46,41 2,50 5
10 48,18 0,57 5 50,37 2,078 5
12 50,44 0,67 5 51,85 3,08 5
14 55,58 1,54 5 56,47 2,07 5
16 57,85 2,46 5 61,42 4,59 5
18 61,75 1,63 5 65,41 1,86 5
20 66,45 0,57 5 69,08 1,79 5
22 68,74 1,65 5 72,33 1,69 5
24 73,82 1,52 5 78,55 1,50 5
26 74,97 1,54 5 82,59 3,65 5
28 78,35 1,73 5 83,69 0,52 5
30 80,63 1,37 5 85,68 2,05 5
32 83,79 1,59 5 88,40 0,96 5
34 85,22 1,22 5 88,12 2,59 5
36 88,21 1,42 5 89,72 1,21 5
38 88,53 0,95 5 90,92 0,94 5
40 89,39 0,57 5 91,58 2,44 5
42 88,96 1,27 5 92,81 1,57 5
44 92,55 1,10 5 90,06 2,12 5
46 93,20 2,45 5 91,28 3,69 5
48 94,71 2,01 5 92,51 3,26 5
50 94,97 3,69 5 91,24 1,49 5
52 96,82 3,87 5 93,10 3,98 5
54 98,21 1,79 5 93,52 2,02 5
56 95,99 3,02 5 91,66 2,62 5
58 97,57 4,45 5 92,26 4,99 5
60 99,74 1,09 5 92,10 5,31 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 18b. F1RC- prole controle; F1HL-
prole hiperlipidica; DP- desvio padrdo; N- numero de proles.

Tabela 31- Dados do delta médio do ganho de peso de fémeas F1 no 10°ddg.

Média (g) | DP | N
F1RC 5,565 1,519 18
F1HL 6,834 1,537 20

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 18c. F1RC- prole controle; F1HL-
prole hiperlipidica; DP- desvio padrdo; N- numero de proles.

Tabela 32- Dados da area média de tecido adiposo de F1 no 10°ddg.

Média (um?) | DP | N
F1RC 3936 872.9 5
F1HL 6063 1685 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 18d. F1RC- prole controle; F1HL-
prole hiperlipidica; DP- desvio padrdo; N- numero de proles.
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Tabela 33- Dados referentes ao nimero de sitios de implantagdo de F1 no 10°ddg.

Média | DP | N
F1IRC 14 1.79 10
F1HL 14.3 2.75 10

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 18h. F1RC- prole controle; F1HL-
prole hiperlipidica; DP- desvio padrao; N- nimero de proles.

Tabela 34- Dados de média e desvio analise estereoldgica dos subtipos de células uNK DBA*

no 14°ddg.

F1RC F1HL
Subtipos | Média | DP | N Média | DP | N
S 5 3.50 5 4.89 5.93 5
Sl 26.19 2.74 5 3.56 3.30 5
x Sl 0.25 0.25 5 0 0 5
S\ 0 0 5 0 0 5
DBAlow 0.33 0.33 5 33.49 8.92 5
sl 0.03 0.05 5 0.04 0.1 5
sl 1.44 0.30 5 0.07 0.1 5
& sl 11.22 2.03 5 0.04 0.06 5
S\ 0.25 0.37 5 0.51 0.43 5
DBAlow 0.28 0.36 5 15.07 1.88 5
S 0 0 5 0 0 5
o sl 0.1 0.19 5 0.04 0.02 5
x sl 0.55 0.34 5 0 0 5
S\ 18.25 1.71 5 2.1 0.77 5
DBAlw 0.22 0.32 5 16.73 1.24 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes aos graficos das Figuras 22a, b e c. FIRC- grupo
controle; F1HL- grupo de dieta hiperlipidica; DP- desvio padrdo; N- nimero de animais.

Tabela 35- Dados analise de expressdo génica de Perforina de F1 no 10°ddg.

Média | EP | N
F1RC 0.998 0.018 5
F1HL 0.714 0.012 5

Fonte: Do autor.
Nota: Tabela mostra os dados referentes ao grafico da Figura 25. F1RC- prole controle; F1HL-
prole hiperlipidica; EP- erro padrdo; N- numero de proles.



148

Anexo b

[2107 Jounww)juoly] suawpedweg [ela4 pue
|eLsiel aut ui sjje0 ploydw AT syeuu) [ETER

- alomue |egua pawand L Ag paio

e sag

TUSMElATl gag

[£10Z “loyredounwwiw) wwasg] 57 £ dnoib AAHOY
sajowold Joydedss uogleaciply Ay [ENEL

[E00z soy nepad] ebe|o2 esusjep o) sesucdsal
aunwL ajeuul 314204N3| poojg pJod UBLWINY

[1107 nepad juoid] ejeuosp Ul jo suanaunsig
pue sucnaund sleudoiddy-aby [ELE

(9107 195 247 10W [120] JHELIWeyUl pue Aunuww
[eunssiu i s)|20 ployduw i) syeuu) [EIER]

0661 [0IEULRd UIWES]
‘SlEUGEU S Ul SesUSEpR [Egolnwny [ETER

- S3|diye Jejiwig

o sallone 0] PRy 2%

= SWa)l IAES

2] N4 Uiﬂ

slanuoly #i-,

SHUI| 3X=) [Ind

digy

7]
221V DiNd 88l
BSL10°81 07 NWIWESEE T 1100 B6LLI090Nd ‘QIDWd  BT0S0L0E ‘QIiNd

AUUNWILW] S1BUCaU I SWUOIgoIaIW 130 poydud] sleuy) Ajunwiw) sjeud :SOHOMAIN

-spouzad Asuelul pue [eleuoau 2u1 Buunp 2ousnpu pue “poddns [euialew “AUunwiL 21eUUl UC SN20) [B192ds Yim ‘UDIE|EISa-30 pUB
‘UDNINIS3p ‘JUaLLAoIdap “UONEUILLILIISIP ‘UONI21ap ‘2sUalap 10 SO 2A1 241 ‘SluaWiz2 [euonelado 2102 aal g 10 suediziunod [ea160]01g umoLy
a3yl Buipacud Ag WialsAs SUNWILL 24U PUE TBY1 US2MIag SaLEILS 18210 2u1 1o asnedsaq aanladsiad asusiap jeuoneu e wol fBoeue ue

MEID 0SB 2 “LISISAS SUNLULI [EIBUO2U Ul S| 10 SNIE]S PUE SIISUISIIEIEYD SU] U SNI0L 2/ 2[UM MaIA2J SIU] Ul 2w 24 Buunp suompuod
mep22 0] Aupgndaasns ggeuea u sO) J0) 2101 B 152066ns Asw yaigm ‘pooyynpe pue 2y Jo sabels Jaie] o1 pauedwod Suejul 1o pouad

Buunp aaussaid pue fuanae 1o [2aa) JeyBiy moys Sfunwiw 21eud) 1o Jusuodwo Jenge 1unsip e (s sl prioudw ) 21euurn ‘suedizunod
npe Ji2ul 01 patedwod sauznball Jamo| pue AlAnde pauieluod Jussaud (se1foouow pue siydonnau “62) s|123 SunLLL 31BULI [E]EUOSU 2U]
10 150LU “2[IYA4 "WI21SAS SUNLUILLL 212U 10 S1122 2u1 ybnosur fiaanaaus paiuawsidun ay Apea 1o ssadoud pasafel-ynw 1o siuawaannbal e jung
0] s32200d paiginbas Aubiy e 1o ped S1WalsAs SUNLULL 31U 1O ,2poW uaasainb, siyL -sionpold 1124 pue BUS1IEqQ [EUNS3IUl pue suabnue
M3U 2] 0] 2unsodxa sNoLUoUS pue JUsLWUoliAU2 [e12L W s20ueyd uappns weaubis se (am se uonelsai Buunp uawdoeazp [e121 2Ul

ylogq o1 2np s yaym tueleol AYBig sy eaamoy anseld siiwelsAs sunwiw [eleucsu 2u1 ‘ybnoypy Auessadeu §siem Buibem 1 Buipeaun wol)
sau0 nsoy 1suebe Buipiend pue sauunod Apusul yum apel) Bunanpuod uoneu B 3y siauoe au) isuebe Buipuaiep Aisnolobia aiym awos
10 asn Buyew ‘swsiueflo Auell Yum 10BI3]Ul 1SNUW 212UOSU 2U] ‘2MAINS O] "S200JJIL ULV USPE] DHOM [BULISIX2 D102 ‘Ap au) 0] ‘s|us1s Aueau
pUE ‘LIeM “nenbe S1 1ey] JUSLWUOIALS 2uU3In-enul paidaloid B wol panowal AU2ppns sismal 241 yuidg 12 JN220 SjuaA Jueuodu Auepy
oensqy

uoneWLOUl JouINy &

O UEGED ‘TAeEn || T ENElg ', To00 SIS |, § UO0SAME] v AN ‘H IPEPerony ‘37 Tk
'SjURIU| pue sajeuoaN Jo Aunww] ajeuu)

BLOT UonIID= "Ge L0 S LOT WIS 2EE 0L 0P "§5LL-G-0C NP gLOT |PUnLULIY juald

- 0} puag ~ JIBISqY JEULOS

YHESH 40 STINSU| [EUonER

[FEELEILY Suipayy jo 1] [EUOKEN S

yoieag _

|« papiand

a om_.ﬂﬂ_ﬂrn_-dl



149

Anexo c

28/02/2010 Gmail - Track your recent Co-Authored submission to PLAC

M Gmail Evila da Silva Lopes Salles <evilasalles@gmail.com>

Track your recent Co-Authored submission to PLAC
1 mensagem
Placenta <eesserver@eesmail elsevier.com> 10 de dezembro de 2018 09:47

Responder a: Placenta <plac@elsevier.com>
Para: evilasalles@gmail.com

** Automated email sent by the system ***

Dear Dr. Evila Lopes Salles,

You have been listed as a Co-Author of the following submission:

Journal: Placenta

Title: Prospective study of mouse DBA+ uterine natural killer cell subsets after nutritional imbalance
Corresponding Author. Valdemar Paffaro Junior

Co-Authors: Evila S Lopes Salles, pH Student; Jodo G de Almeida, undergraduaie; Lismarn P da Silva, MS; Bruno
Zavan, PhD; Andréa M Amarante-Paffaro, PhD;

To be kept informed of the status of your submission, register or log in (if you already have an Elsevier profile).

Register here: hitps://ees elsevier.com/plac/default. asp?acw=&pg=preRegistration.aspduser=
coauthor&fname=Evila8iname=Lopes Salles&email=evilasalles@gmail.com

Or log in: hitps://ees elsevier.com/plac/default asp?acw=8pg=login.asp&email=evilasalles@gmail.com

If you did not co-author this submission, please do not follow the above link but instead contact the Corresponding
Author of this submission at paffaroj@gmail.com;pagaroj@unifal-mg.edu.br.

Thank you,
Placenta



150

xal Ny @914 [INITTIN Joy paxspul]

OLOROZLOEa==rololL oL (100 LB0E962T [dINd

1002E) Imoll [BISLNopUS JBNISEA, FISSG0 JUINSU| USNIISUDI0YIUIE ‘SIUB)SISa) FEMIY (SOHOMATIN

“paadEsal sIYBL Iy A'E 18IMEST LLOE @ Wbuddog

‘Aussqo 10

[2poW uoIUINWAD [EleUlsod aUl ul 2jqeucnsanb 2ue Bunp uo s12a0s (21902020 SUILLOLSW UDISN|IU0D U] "221W 25200 Ul UIUISU0I0yIuog
2101531 10U S300 PUE XON U0 S12302 OU SMOUS ‘UoIEWLWEIU 241 Bulysgersa-2) Ul 2a3a0aul Sl uiiion=w JanamoH -fisaqo o s)oals

2] 2anosdw o) uuwopaw Jo Aupge eped 2y 2iensuollap u2be)ol pue B-493A WINOH ‘ulnsul ‘2s0an) 1o sanes, uonauisuoIouucig
p2Inpul-2uoyJeyiacd ___E pPRIENEA=2 213/ SIUEL 2L mc_.__ pue 2nss1]1 m_._:_ SU1 Ul cmmm_m:m SEM BE-J553A, mr_:_ pue :mm.m__ou _mmm___,.m_
IE|oaneoyauclg woll paynuent sem (XON) UONENUSIUOD S]EIIWSILIU pUE 5122 AolEWWEIU ‘palgndEd sem (WOH) X8pul 2aueisisal
LIINSUl 241 pUE Pa1231a0 2J2M LIINSU| pUE 2500019 "uounuwiaAo [e1euisod AQ painpul “221W ssims 25290 paieal] ul Bun| 2y3 uo edu
UILLLCIaWE Y] paienieas aa AEm sIg) Ul -suonaung Buny Auew of [2anua st {393,4) Jo12e) ypnodf [2112010pUs JBINISEA TaA010) WSlsAs
folendsal 2y Uo 12302 51 pRsSaIpDE SABY S2Ipnis M2l Ing salageip 7 2dil 1220 01 UILLUoia0 10 SIS 241 DRULINU0D SABY S3IpIS AUE
1oensqy

Anexo d

UONEWIOUI JOUINY

"3 10005 ' 313 100890] ‘07 v, OJENEG I3 Elilad | T O13UEUSN, ;1503 SSIlES |5 senbIep-5a03 *| T 0198Bd ', HENoD I Seid

‘uonLnuiaAo [ejeulsod Aq paonpul 821w a8saqo ul we)sAs Aiojelidsal uo seousnjiul UIWLIONSN

"87 dag /LOT gnd3 DLO'G0°LLOT desr o0l Ok 10p ZOL-96LFT-UST 210 TOI0INSH [0IsA0d NdEE"

-~ 0} puag « JBNSTY JELLOS



