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1. RESUMO

O conceito das Origens Desenvolvimentistas da Satde e da Doenca (DOHaD) elucida
que a exposicdo a condi¢des adversas durante a gestagdo e/ou lactacdo podem acarretar
diversas problematicas na prole, acometendo varios 6rgaos e sistemas. Nesse contexto,
uma das adversidades que podem acometer as maes ¢ dietética, sendo o modelo de
restricdo proteica materna (RPM) um importante modelo para compreensdo dos
mecanismos de desnutricdo e modulagdes na prole. Assim, estudos experimentais ja
demonstraram que a RPM leva a alteragdes no sistema nervoso central e ao
desequilibrio de hormdnios sintetizados e liberados pelo eixo hipotdlamo-hipéfise-
gbonadas, sendo esse essencial para a regulagdo pré e pos-natal por meio da secrecao de
hormonios esteroides. Além disso, mudangas nas vias esteroidogénicas afetam
diretamente a responsividade materna ao filhote desde o inicio do comportamento
parental, impactanto também na adaptag¢do das glandulas mamarias e no fornecimento
adequado de leite. Dessa forma, o objetivo desse trabalho ¢ avaliar os efeitospré e
pos-natal da RPM, com enfoque nas andlises neonatais, comportamento parental
materno e seus impactos sobre as vias esteroidogénicas ovarianas das maes. Para isso,
ratas prenhas da linhagem Sprague Dawley foram divididas em 2 grupos: CTR,
alimentadas com dieta normoproteica (17% de proteina) e GLLP, alimentadas com
dieta hipoproteica (6% de proteina), durante gestagdo e lactacio (CEUA
N°5119280121). Para analises morfologicas, morfométricas e neonatais, as maes foram
eutanasiadas e seus ovarios coletados no dia gestacional 20 (DG20). Também foi
avaliado o comportamento materno durante o periodo de lactagdo e, ao final do mesmo,
foram coletados os ovdarios dessas maes para andlises moleculares. Os resultados
demonstram que nao houveram diferengas entre os grupos nos parametros de consumo
alimentar, apesar do peso das maes do grupo GLLP se mostrar significativamente
diminuido tanto na gestacdo como na lactagdo. A morfometria ovariana materna no
DG20 demonstrou diminui¢do dos foliculos primordiais ¢ aumento dos foliculos
primarios no grupo GLLP. Em relagdo as analises neonatais, observamos que o grupo
GLLP apresenta maiores indices de reabsor¢do e diminuicao no peso fetal no DG20. As
analises durante o periodo lactacional indicaram uma diminui¢do significativa do
comportamento parental materno no grupo GLLP. Ao final deste periodo, observamos
que a expressdo génica de enzimas precursoras da via esteroidogénica ovariana materna
apresentaram-se aumentadas no grupo GLLP, predizendo que variagdes nas
concentragcdes de aromatase, por exemplo, durante a lactacdo, poderiam justificar o
fornecimento ndo adequado de leite a prole. Portanto, os resultados demonstram que a
RPM impacta na vida pré e poOs-natal materno-fetal, afetando a morfofisiologia
ovariana, vias esteroidogénicas e comportamento inicial das maes, o que resulta em
consequéncias negativas na saude e desenvolvimento da prole.

Palavras-chave: M4 nutricdo, Ovario, Gestacao, Lactagdo, Comportamento materno.



2. INTRODUCAO
2.1. CONTEXTUALIZACAO DA PROBLEMATICA

O epidemiologista inglés David Barker foi um dos primeiros pesquisadores a
demonstrar que a exposi¢ao a condi¢des adversas durante o periodo gestacional esta associada
a maior incidéncia de doencas nos descendentes. Dentro dessa perspectiva, Ravelli e
colaboradores estudaram filhos de mulheres que, durante a gravidez, foram expostas a um
periodo de escassez alimentar durante o cerco alemdo, contexto histérico conhecido como
inverno da fome holandesa (1944-1945). Ambos demonstraram, portanto, que ha um
impacto negativo da desnutricdo materna sobre a prole, e os efeitos poderiam variar
dependendo do periodo gestacional em que o mesmo ocorre (RAVELLI; STEIN; SUSSER,
1976). Estas observagdes levaram a teoria conhecida como Hipétese de Barker (BARKER et
al., 1993b), a qual estimulou o interesse médico-cientifico e fomentou a criacdo de uma
sociedade denominada Development Origins of Health and Disease (DOHaD) (SCHULZ,
2010).

Nesse contexto, o conceito DOHaD engloba a perspectiva da Programaciao Fetal
(PF), a qual ¢ caracterizada por exposicdo a condi¢des estressoras durante os estagios do
desenvolvimento intrauterino que podem afetar o individuo e impactar diretamente no
fendtipo adulto (BARKER et al., 1993a, 1993b; DRAKE; WALKER, 2004; LUCAS;
FEWTRELL; COLE, 1999). Um exemplo ¢ a Restricio Proteica Materna (RPM), condicao
que pode, seja durante gestagdo e/ou lactagao, afetar diretamente a prole.

Atrelado a essas investigagdes e englobando problematicas sociais, a Organizacio
Mundial da Saade (OMS) delimita que a ma nutricdo gestacional e lactacional caracteriza-se
como grave problema de saude publica, que tem correlacdo direta com a morbidade e
mortalidade infantil. Os dados demonstram, pois, que 15 a 20% dos nascidos no mundo
apresentam baixo peso ao nascer, totalizando aproximadamente 20 milhdes de recém-nascidos
nessa condicdo (KRASEVEC et al., 2022). Assim, efeitos adversos sobre ambiente
intrauterino, tais como dietas pobres ou exacerbadas em macromoléculas ou aditivos
dietéticos tendem a modular os niveis hormonais maternos, afetando diretamente a
homeostasia do embrido/feto via placenta, podendo acarretar maior suscetibilidade a doengas
cardiovasculares ao longo da vida (CHEN et al., 2018; DRAKE et al., 2012).

Em meio a esses cendrios, a RPM atua como um estressor dietético, potencialmente
ligado a desregulacdes sist€émicas de varios fatores, incluindo o eixo hipotalamo-hipodfise-

adrenal (HHA) (GRAZUL-BILSKA et al., 2009) devido a superexposi¢do fetal de



glicocorticoides maternos (SILVEIRA et al., 2007). Além disso, outro eixo importantissimo
que pode ser afetado ¢ o hipotadlamo-hipofise-gonadal (HHG). Assim, os glicocorticoides
atuam modulando o eixo HHG e se ligando a receptores especificos nas células ovarianas,
desencadeando maiores indices de morte celular e alteragdes na via esteroidogénica, que
podem impactar negativamente na fertilidade da prole (GERAGHTY; KAUFER, 2015; LIU
et al., 1997).

Interessantemente, pesquisas epidemiologicas destacam que, somado ao ambiente
dietético, os cuidados maternos representam um constituinte importante no inicio da vida e
tem influéncia no desenvolvimento individual da prole, enfatizando a qualidade das interagdes
mie-filho nos padrdes de comportamento (MASIS-CALVO et al,, 2013). Em ratos, as
diferencas individuais no comportamento materno de lambidas e limpeza exercem uma
regulagao sobre o desenvolvimento fisioldgico, morfologico, congnitivo e comportamental
dos filhotes, sendo esses efeitos permanentes na idade adulta e, até mesmo, transmitidos as
proximas geragoes (FRANCIS et al., 2002; ZHANG et al., 2005). Ademais, variacdes no
comportamento materno sao capazes de causar efeitos significativos no eixo HHA (LIU et al.,

1997, WEAVER et al., 2004).

2.2.  OVARIO E MECANISMOS MORFOFISIOLOGICOS

O ovario ¢ uma glandula enddcrina com propriedades biologicas que respondem a
secrecdo ciclica hormonal de maneira altamente integrada e apresenta duas principais
finalidades, a produ¢ao de hormonios esteroides sexuais e a produgdo de foliculos (ADASHI,
1994; ZHOU; PENG; MEI, 2019). Sua estrutura ¢ recoberta por epitélio germinativo, sob o
qual encontra-se uma camada de tecido conjuntivo denso ndo modelado denominada tinica
albuginea. Se encontram dispostos em pares dorsalmente na cavidade abdominal e possuem
funcdo enddcrina e celular. Histologicamente, possuem uma por¢ao externa € mais espessa
denominada cortéx, o qual é preenchido por foliculos ovarianos nos mais diversos estagios de
desenvolvimento e por células auxiliares epiteliais, germinativas e células do estroma que
atuam em sua nutricdo e protecdo, além de uma por¢do mais interna denominada medula, na
qual se instalam os nervos e vasos sanguineos (SILVERTHORN, 2017). Sua interagdo com
hormonios reprodutivos e vias de retroalimentagdao constituem um dos sistemas de controle
mais complexos do corpo humano (WEN et al., 2010).

A maturagdo sexual e a fertilidade feminina dependem da fun¢do ovariana adequada,

que envolve a disponibilidade de foliculos para oocitagio (GUZMAN et al., 2014; MCGEE;



HSUEH, 2000), regulada por hormonios esteroides, gonadotrofinas e fatores de crescimento.
Em ratos, o desenvolvimento dos foliculos comeca na vida neonatal, com a formacao das
reservas de foliculos primordiais, que sdo estimulados a crescer ciclicamente, € o estagio de
desenvolvimento do odcito ¢ indicado pela presenca ou auséncia de cavidade antral (HONDA
et al., 2007), com a presenca de foliculos antrais bem desenvolvidos entre os dias 15-17 do
periodo pos-natal (MCGEE et al., 1997, 1998). O objetivo da foliculogénese ¢ nutrir e liberar
0 o6cito maduro, cercado por células do cumulus, que esta pronto para a fecundagdo e
subsequente desenvolvimento embrionario (HICKEY et al., 2005).

Adicionalmente, na produ¢do de hormonios ovarianos, os niveis de estradiol antes da
puberdade regulam a secrecdo pulsatii do horménio luteinizante (LH). Ambas as
gonadotrofinas LH e hormdnio foliculo estimulante (FSH), regulam a expressdao de seus
receptores associados a sintese de esteroides sexuais (SMITH; OJEDA, 1986). Assim, sob a
acdo do LH nas células da teca (CT), o colesterol circulante ¢ captado, transportado para
dentro da mitrocondria por meio da enzima StAR (proteina reguladora aguda da
esteroidogénese) e ¢ convertido em pregnenolona, que posteriormente forma progesterona por
meio da enzima 3B-hidroxidesidrogenase (DRUMMOND, 2006; MIZRACHI; AUCHUS,
2009; VALDEZ et al., 2005). Apos ser produzida, a progesterona podera servir como
substrato para a produ¢@o de outros androgenos que penetram nas células da granulosa e sdo
convertidos em estradiol pela enzima aromatase, a qual tem sua atividade estimulada pela
atuacdo do FSH (DRUMMOND, 2006; STOCCO, 2008; YARAK et al., 2005).

Nos foliculos antrais, os receptores de LH e FSH desempenham um papel fundamental
no desenvolvimento ovariano pré-puberal (GUZMAN et al., 2014). O FSH ¢ essencial para a
sobrevivéncia das células da granulosa e sua diferenciagdo (CHUN et al., 1996; HSUEH;
BILLIG; TSAFRIRI, 1994; MCGEE et al., 1998), o qual permite a producao de estrogenos e
a preparacao dos foliculos para a oocitacdo (HSUEH et al., 2000). Esse processo ¢ regulado
pelo eixo HHG, que responde a sintese e secre¢do do hormonio hipotaldmico liberador de
gonadotrofinas (GnRH) (WEN et al., 2010). O GnRH estimula a produ¢do de gonadotrofinas
como o LH e o FSH pela hipofise, promovendo a esteroidogénese gonadal, e o controle desse
sistema se d& por meio de feedback negativo (GERAGHTY; KAUFER, 2015).

O ciclo estral compreende um desses periodos, sendo ele acometido por mudangas
fisiologicas, anatdmicas e comportamentais. Em espécies de roedores, o ciclo estral ¢
geralmente subdividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro, que duram em

média 4 a 5 dias, no qual o estro ¢ a fase na qual os niveis circulantes de estradiol se



encontram mais altos, sendo esse, o periodo em que a fémea se encontra receptiva ao
acasalamento (GOLDMAN; MURR; COOPER, 2007). Sendo assim, os aspectos reprodutivos
apresentam diversos mecanismos que resultam na expressao do comportamento sexual e do
cuidado parental (RUSSELL; DOUGLAS; INGRAM, 2001). Quaisquer modulag¢des durante
esses periodos, como pardmetros dietéticos, podem afetar diretamente o sucesso reprodutivo,
e ainda, durante o periodo pds-fecundagdo como a gestacdo e a lactacdo, o ovario desempenha
papéis cruciais na homeostasia, e efeitos adversos podem comprometer nao so6 a fisiologia

materna, mas também o desenvolvimento pré e pos natal da prole.

2.3. RESTRICAO PROTEICA MATERNA: IMPACTOS SISTEMICOS E
COMPORTAMENTAIS

O DOHabD caracteriza-se como uma organiza¢do internacional que retine diferentes
areas do conhecimento, possuindo interface entre as ciéncias bioldgicas e a area da saude,
com distintas abordagens cientificas que incluem estudos epidemioldgicos, clinicos,
experimentais e translacionais (SILVEIRA et al., 2007). Assim, a programacgdo pela dieta
materna, sendo ela a restricdo ou excesso de micronutrientes ou macronutrientes, ja demonstra
ter correlacdo com consequéncias fisiologicas e metabolicas amplamente relatadas na prole
(HAY etal., 2016; VITHAYATHIL et al., 2018).

Ja ha evidéncias crescentes descrevendo forte associagdo entre exposi¢des ambientais
durante a gestacdao e a lactacdo, e o condicionamento bioldgico. Dessa forma, os efeitos da
RPM sao diversos, ¢ englobam alteragcdes em diversos mecanismos sistémicos, tanto em
modelo animal (MENENDEZ-CASTRO; RASCHER; HARTNER, 2018), quanto em
humanos (CRISPI; MIRANDA; GRATACOS, 2018). Especificamente, a literatura elucida,
em modelos experimentais, que a RPM afeta diversos niveis estruturais e 6rgao-especificos na
prole, levando ao menor niumero de néfrons nos rins (HABIB; ZHANG; BAUM, 2011; RIZZI
et al., 2017), afetando a fisiologia de filtragdo glomerular e diurese (SENE et al., 2018);
quadros de hipertensdo, cardiopatias, mudangas na morfologia e em vias moleculares
cardiacas (ASSALIN; GONTIJO; BOER, 2019); alteracao na microbiota intestinal (JIN et al.,
2019; WANG et al., 2020); alteracdo na arquitetura hepatica (BURNS et al., 1997); menor
nimero de neurdnios que controlam o apetite (GOULD et al., 2018; PLAGEMANN et al.,
2000), acarretando problematicas hormonais no eixo hipotalamico-hipofisario e no centro da
saciedade; e menor nimero de alvéolos pulmonares (ZANA-TAIEB et al., 2013), causando

problemaéticas na fisiologia respiratoria e nos processos de hematose.



Assim, ¢ bem estabelecido que o ambiente no inicio da vida desempenha um papel
crucial na determinagdo da saide ou doenca da prole ao longo da biologia do
desenvolvimento (GLUCKMAN et al., 2008), um fendmeno que se estende aos processos de
diferenciagdo do sistema genital feminino (AIKEN; TARRY-ADKINS; OZANNE, 2016;
WINSHIP et al., 2018). A literatura elucida que a prole de ratas submetidasa RPM apresentam
prejuizos no desenvolvimento da reserva ovariana, aumento na apoptose das células da
granulosa e de vacuolos nos odcitos (WINSHIP et al., 2018), impactos no padrao de producao
de horménios esteroides intraovarianos (GUZMAN et al., 2014), além do atraso no
desenvolvimento mamario (BAUTISTA et al.,, 2013). A Figura 02 resume os aspectos
alterados pela RPM e as possiveis consequéncias sobre o ovario.

Somado a isso, o colesterol, molécula majoritariamente sintetizada no figado, ¢ o
precursor de todos os hormdnios esteroides incluindo os hormonios sexuais sintetizados pelo
ovario. Todavia, o metabolismo lipidico e transporte de colesterol se apresentam alterados em
modelos de RPM (CHENG et al.,, 2009; QASEM RANI J.; CHERALA GANESH;
D’MELLO, 2010), causando esteatose e efeitos negativos sobre a estrutura hepatica
(REHFELDT et al, 2011; SOUZA-MELLO; MANDARIM-DE-LACERDA; AGUILA,

2007), impactando a sintese de hormonios esteroides.
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Figura 02. A figura remete a um ambiente intrauterino adverso que, contrastando com a programacéo fetal,
abrange a plasticidade do desenvolvimento do concepto, no qual distirbios durante as janelas de susceptibilidade
como a gestacdo ¢ a lactacdo tem a capacidade de alterar a estrutura e/ou fung@o de células, além de impactar
vias homeostaticas distintas, que refletem no desenvolvimento do sistema genital feminino, mais



especificamente no ovario, predizendo que tanto a mae como a prole respondem as influéncias externas seguindo
uma trajetoria associada a vantagem adaptativa no tutero. Adaptado de (JANSSON; POWELL, 2007).

Com base nesses dados, a RPM deturpa o sistema enddcrino, desempenhando um
papel crucial no estimulo ao inicio dos cuidados maternos (BRIDGES, 2015; DOERR;
SIEGEL; ROSENBLATT, 1981). Em diversos mamiferos, incluindo ratos (BRIDGES, 1984),
hormdnios esteroides, estradiol (SIEGEL; ROSENBLATT, 1975), progesterona (DOERR;
SIEGEL; ROSENBLATT, 1981; NUMAN, 1978), prolactina (BRIDGES et al., 1985) e
ocitocina (FAHRBACH; MORRELL; PFAFF, 1984) sao identificados obtendo papéis mais
importantes na indu¢do de cuidados maternos. Estes atuam em regides cerebrais associadas a
amamenta¢do, lambidas, construcdo de ninho e recolhimento dos filhotes (BRIDGES, 2015b;
NUMAN; BEHAVIOR; 2003, NUMAN; STOLZENBERG, 2009), sendo cruciais para o
desenvolvimento da prole. Todavia, a RPM ¢ um possivel modulador do eixo hipotalamo-
hipofise, afetando diretamente no ambiente sistémico (BRIDGES, 2015) e interferindo na
responsividade materna (GRATTAN et al., 2008).

Dentro do contexto comportamental materno, especialmente na fase inicial da
lactagdo, estudos experimentais mostram que os filhotes ndo conseguem sintetizar metabolitos
essenciais, dependendo do fornecimento pelo leite materno (LEVANT; OZIAS; CARLSON,
2006). Além disso, a producdo maxima de leite estd associada a mudancas no metabolismo
materno, sintese de hormdnios e adaptacdes fisiologicas que acompanham o crescimento e a
maturacao dos orgdos da prole (RAMOS-LOBO et al., 2018). Dessa forma, em condigdes
ideais o leite materno ¢ a forma fisiologica de nutricdo neonatal. Todavia, a literatura engloba
que a RPM impacta papéis bioquimicos maternos, afetando diretamente a composicao,
produgdo e mobilizagdo dos estoques de leite, além de influenciar o comportamento de suc¢ao
do recém-nascido (BAUTISTA et al., 2019; CHERALA; SHAPIRO; D’MELLO, 2006),
sendo insuficiente a entrega de nutrientes aos filhotes. Portanto, esses dados demonstram que
a RPM afeta negativamente o sfatus metabdlico, a morfogénese e a homeostase de
importantes 6rgdos e tecidos, sendo capaz de comprometer a capacidade e o sucesso

reprodutivo.

3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DA TEMATICA
Do ponto de vista social, politico e econdmico, o numero de pessoas afetadas pela
fome ou que apresentam algum grau de inseguranga alimentar/nutricional, a nivel mundial,

subiu para cerca de 828 milhdes em 2021, segundo a edicdo de 2022 do relatério The State of
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Food Security and Nutrition in the World (Unifec - Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia,
2022). Assim, levando em consideracdo a importancia da boa alimentagdo materna, a fome, ¢
o consumo de alimentos ultraprocessados e pouco nutritivos, bem como os conceitos de
DOHabD, faz-se necessaria uma investigagao sistémica acerca das consequéncias da ma
nutricdo, visto que os impactos sobre a reproducao incluem efeitos sist€émicos no hipotdlamo
pela via de sintese e liberagdo de GnRH, na adeno-hipofise pela sintese e liberagdo de LH e
FSH e hormonio de crescimento (GH), e nos ovarios por meio da regulacdo do crescimento
folicular e sintese de esteroides (DISKIN et al., 2003).

Nas fémeas, o numero de odcitos total ¢ estabelecido antes do nascimento, uma vez
que a reserva de foliculos primordiais ¢ definida durante a vida fetal (RHIND; RAE; NIGEL
BROOKS, 2001), demonstrando que estressores dietéticos durante periodos criticos podem
ter efeitos ndo s6 na primeira geracdo, mas de maneira transgeracional. Dessa forma, os
critérios de qualidade dietética devem ser cruciais em todas as fases da gestacdo.
Paralelamente ao desenvolvimento das gonadas e das células reprodutivas, ocorre a
organogénese. Portanto, qualquer disturbio no fornecimento de nutrientes pode comprometer
a funcionalidade dos sistemas, inclusive o reprodutivo (FUNSTON; LARSON;
VONNAHME, 2010).

Além disso, pesquisas demonstram que o desenvolvimento cerebral ¢ sensivel a
programacdo gestacional, e moléculas como esteroides, seus receptores, fatores
transcricionais e disponibilidade nutricional afetam a ontogénese neural de maneira
permanente (MATSUMOTO, 1991; WELBERG; SECKL, 2001). Entre as estruturas neurais
que sdo acometidas, demonstrou-se que o hipocampo ¢ particularmente suscetivel aos esfeitos
da programacgdo por estressores emocionais e nutricionais (DARNAUDERY; MACCARI,
2008). Nesse contexto, sendo este uma estrutura cerebral conhecida por estar relacionada ao
comportamento emocional, quaisquer mudangas no ambiente nutricional intrauterino podem
aumentar a incidéncia de transtornos mentais, disfun¢do de aprendizagem e memoria, além de
promover uma incidéncia significativa no menor desempenho cognitivo na idade adulta
(GRIGOLETTI-LIMA et al., 2022; RONG et al., 2019), afetando a homeostasia materna e da
prole.

Por fim, a compreensdo das alteragdes morfofisioldgicas nos ovarios e suas principais
vias pode ajudar no entendimento das alteracdes enddcrinas, no comportamento materno € nas
possiveis consequéncias para a prole. Essas delimitagdes também corroboram com

observagoes prévias feitas pelo nosso grupo de pesquisa, das quais ratas submetidas a uma
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condicdo de estresse cronico tendem a apresentar possiveis efeitos deletérios sobre o processo
de implantacdo e maior propensdo em reabsorver sua prole, caracterizando a importancia do

estudo em questao.

4. OBJETIVO
O objetivo geral do presente trabalho visa:

Avaliagao dos efeitos pré e pods-natais da restrigdo proteica materna (RPM), com
enfoque em parametros neonatais, comportamento parental e seus impactos sobre as vias

esteroidogénicas ovarianas maternas.

5. METODOLOGIA
5.1. ANIMAIS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados ratos da linhagem Sprague Dawley, machos e fémeas (Centro de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP). Os animais e suas proles
foram mantidos no Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento de Morfologia, em
caixas de polietileno (2 por caixa) com substrato de maravalha autoclavadas, em condigdes
controladas de luminosidade (12 horas de fotoperiodo) e temperatura entre 22°C a 25°C,
sendo fornecida 4gua filtrada e rag@o ad libitum. Os procedimentos experimentais estavam de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal adotado pelo Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), aprovados na Comissio de Etica
no Uso de Animais do Instituto de Biociéncias de Botucatu (CEUA N° 5119280121).

Apoés acasalamento e constatacdo da prenhez, as ratas foram colocadas em gaiolas
individuais e alimentadas com ra¢do padrdo para ratos (grupo controle CTR, n=10, 17% de
proteina) ou com racdo hipoproteica (grupo restrigdo proteica materna RPM, n=10, 6% de
proteina) conforme a Tabela 01. Uma parte das maes foi alimentada durante toda a gestacao
(DG20) e aoutra parte, durante a gestagao e lactacdo. Imediatamente ap6so nascimento
foi padronizado o nimero de animais para 8 filhotes por rata (propor¢do entre machos e
fémeas de 1:1), até o dia pos-natal 21 (DPN21) ou dia do desmame, e durante esse periodo, as

maes tiveram seu comportamento parental analisado.
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Tabela 01: Composi¢do das dietas normoproteica e hipoproteica.

Ingredientes Normoproteica 17 % Hipoproteica 6 % de
de proteina g/kg proteina g/kg
Caseina (84% de proteina) 202 71.5
Amido 397 480
Dextrina 130.5 159
Sacarose 100 121
L-cistina 3 1
Fibra pH 101 ou pH 102 (microcelulose) 50 50
Oleo de soja 70 70
Mistura de sais AIN93G** 35 35
Mistura de vitaminas AIN93G** 10 10
Cloridrato de Colina 2.5 25

ou Bitartarato de Colina

A dieta hipoproteica foi preparada pela empresa PragSolugdes (PragSolugdes, SP, Brazil). Dieta foi
suplementada com L-Cistina como aminoacido sulfirico. Mistura de vitaminas e minerais foram formuladas
pelo Instituto Americano de Nutrigdo AIN-93G recomendado para dieta de roedores (REEVES et al., 1993).
Fosfato de Potassio, monobasico, foi adicionado a mistura de sais desta dieta para manter o fosforo nos niveis
encontrados na dieta de caseina controle (3g/kg da dieta) e a relacdo de célcio: a taxa de fosforo foi mantida em
1.3 em ambeas as dietas.

Ao final do periodo experimental, as maes foram pesadas e anestesiadas tanto no dia
gestacional 20 (DG20) como no DPN2I1, via intraperitoneal com o uso combinado de
anestésico geral Ketamina na dose de 0,0075 mL/kg na concentragao de 0,1g/ml e o relaxante
muscular Xilazina com a dose de 0,0025 mL/kg e concentracdo de 0,02g/ml. Apds a
anestesia, foi realizada a ruptura dos vasos cervicais por decapitagdo com o uso de guilhotina
para roedores e, em seguida, os ovarios foram coletados e pesados para analises morfologicas
e moleculares. Durante a gestacdo (DG20), uma parte dos ovarios maternos foi fixada para
analises histologicas e andlises de indices de implanta¢do. As maes mantidas at¢ o DPN21
também tiveram os ovarias coletados, os quais foram congelados em nitrogénio liquido a -

80°C para analises moleculares. O delineamento experimental esta ilustrado na Figura 02.
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Figura 02. Delineamento experimental. Ratas prenhez no dia gestacional (DG) 1 foram separadas em dois
grupos: Grupo Controle (CTR) que recebeu ragdo normoproteica (em rosa) e grupo Restricio Proteica
Gestacional Lactacional (GLLP) que recebeu rago hipoproteica (em azul) durante a gestagdo e¢/ou lactagdo. As
eutanasias aconteceram em dois momentos: DG20 e DPN21 (indicados com um X em vermelho), no qual no
DG20 os ovarios foram coletados para analises morfoldégicas e no DPN21, foram coletados para andlises
moleculares. Ja a analise do comportamento parental aconteceu durante a lactagdo e foi representada com uma
linha tracejada.

5.2. ANALISE DO COMPORTAMENTO MATERNO

A avalia¢do do comportamento materno foi realizada diariamente desde o nascimento
(DPNO) até o desmame (DPN21) (n=4 /grupo experimental). As observagdes foram feitas em
dois momentos no dia: um no periodo diurno e outro ao final da tarde, e parametros
comportamentais maternos como os descritos na tabela abaixo, foram observados. Para cada
parametro (Tabela 02), foi dado um escore, e no momento da avaliagdo nao houve qualquer
tipo de manipulagdo na gaiola. O comportamento materno foi definido pela somatéria dos

escores diarios (Modificado de SODERSTEN; ENEROTH, 1984).

Tabela 2: Pardmetros comportamentais observados e seus respectivos escores.

Escores Parametros observados

0 Auséncia de ninho

1 Presenca de ninho

2 Todos os filhotes no ninho

3 Todos os filhotes no ninho com a mae

4 Todos os filhotes no ninho, sendo amamentados com dorso arqueado

4.5 Todos os filhotes no ninho, sendo amamentados em posi¢do passiva, de lado ou
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supina
5 Todos os filhotes no ninho, sendo amamentados e lambidos

53. ANALISES MORFOLOGICAS

Os ovarios foram fixados em Methacarn (60% metanol + 30% cloroféormio + 10%
acido acético) por 4 horas (PUCHTLER et al., 1970). Apds a fixagdo, o material passou pelo
processo de desidratacdo em série crescente de etanois, diafanizado em xilol e incluido em
Paraplast (Sigma). Os cortes foram feitos em micrdétomo rotativo com 5 pm de espessura,
coletados em laminas silanizadas e armazenados at¢ o momento do uso. Para as analises
morfologicas e de contagem e classificagdo dos foliculos ovarianos (MYERS et al., 2004),
n=4 animais por grupo experimental, os cortes foram corados pela técnica de hematoxilina-
eosina (H&E), em seguida as laminas foram analisadas em microscopio de luz convencional
LeicaDM2500 (Leica Microsystems, Nussloch, Germany), acoplada a camera digital e

software de analise de imagem (Leica Qwin.V3).

5.4. CONTAGEM E CLASSIFICACAO DE FOLICULOS OVARIANOS

A contagem e classificagdo folicular foi dada segundo a descrigcdo prévia de(MYERS
et al.,, 2004). Os foliculos primordiais foram caracterizados pela presencade uma unica
camada de células foliculares pavimentosas envolvendo o oocito. Ja os primdrios, uma unica
camada de células foliculares cuboides em torno do odcito. Foliculos foram classificados
como em crescimento quando apresentarem de 2-4 camadas de células na camada granulosa,
enquanto foliculos antrais (ou de Graaf) foram caracterizados quando apresentavam 3 ou mais
camadas de células na camada granulosa, corona radiata, cumulus oophorus e espaco antral
definidos. Por fim, os foliculos atrésicos foram caracterizados pela presenca de células da
granulosa desorganizadas e picndticas (apoptose) e por apresentarem odcito em degeneracao.
Foram feitas medidas de area dos ovarios (em mm?) e os resultados foram expressos em

ntimero total de foliculos divididos pela 4rea ovariana (mm?).

5.5. AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA POR REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE EM TEMPO REAL APOS TRANSCRICAO REVERSA (RT-QPCR)

Os experimentos de RT-qPCR foram realizados seguindo as orientacdes do MIQE:
Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment (BUSTIN
et al., 2009).
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A extracdo de RNA total das amostras, n=5 animais por grupo experimental, foi
realizada seguindo o protocolo do TRIzol® (Invitrogen Life Technologies, USA). A
quantificagdo e pureza do material foi verificada pelo espectrofotometro NanoVueTM Plus
(GE HealthCare, EUA), e a integridade do RNA foi verificada pela obtengdao do nimero da
integridade do RNA (RNA IntegrityNumber, RIN). Apds esta etapa, foi realizado o
tratamento do RNA com 13 Dnase, conforme as instrugdes do protocolo Dnase -
Amplification Grade (Life Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUA), ¢ em seguida a
reacdo de transcrigdo reversa (RT) foi realizada utilizando-se o High CapacitycDNAarchive
kit (Life Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUA), conforme especificagio do
fabricante.

Os primers para os genes analisados foram desenhados através do software Primer
Express® (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA), a partir de sequéncias publicadas no
GenBank (www.pubmed.com), e sintetizados pelalnvitrogen Life Technologies (Carlsbad,
CA, EUA). As reacdes para cada gene foram realizadas em duplicatas, na plataforma
QuantStudio™ 7 Flex Real-Time PCR System (AppliedBiosystems, USA). A quantificacao
relativa da expressdo génica foi realizada pelo método do Ct comparativo
(LivakandSchmittgen, 2001) utilizando o Data Assist 2.0 (Life Technologies). Foi avaliada a
expressdo dos genes: STAR, Aromatase, 3HSD, RNAs mensageiros traduzidos em enzimas

que participam da esteroidogénese.

5.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos dados estatisticos foi utilizado o teste de normalidade por Shapiro
Wilk, com posterior andlise estatistica Teste “T de Student”, se paramétrico, e Mann-Whitney,
para ndo paramétrico, de acordo com a caracteristica de cada variavel. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Por fim, as demais andlises

estatisticas foram realizadas no programa GraphPadPrism® (versdo 5.0, Graph Pad, Inc., San

Diego, CA).

6. RESULTADOS

Parametros de consumo alimentar analisados durante a gestagdo e a lactacdo indicam
que ndo houve diferengas significativas nas quantidades de racdo ingeridas entre os grupos
CTR e GLLP (Figura 03 A e B). Ja dados biométricos maternos comopeso gestacional e

lactacional demonstram que as maes submetidas 8 RPM tém menor propensao em ganhar
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massa corporal em ambos os periodos (Figura 03 C e D). De modo geral, o grupo GLLP
apresentou ganho de peso gestacional significativamente menor do que o grupo CTR,
enquanto na lactagdo o mesmo grupo apresentou perda de peso significativa, quando

comparado ao grupo CTR.

Consumo Gestacional Consumo Lactacional Peso Gestacional @ Peso Lactacional
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Figura 03. Dados de consumo e peso das maes na gestagdo e na lactagdo. Grafico representativo do consumo
alimentar materno na gestagdo (A) e na lactagdo (B), sem diferencas significativas entre os grupos e grafico
representativo do ganho de massa na gestagdo (C) e na lactagdo (D). Diferenga significativa na diminui¢cdo do
peso gestacional e lactacional (C e D) dos animais do grupo GLLP. Os dados s@o expressos como média = DP. *
Diferenga estatistica entre grupos experimentais com p<0.05

Em relacdo aos parametros biométricos do ovario das maes no DG20, ndo obtivemos
diferengas significativas no peso do 6rgdo entre os grupos CTR e GLLP. Entretanto, a
morfometria ovariana indicou diminui¢do significativa no nimero de foliculos primordiais e

um aumento significativo de foliculos primarios no grupo GLLP, quando comparado ao grupo

CTR (Figura 04).
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Figura 04. Fotomicrografias, em aumento de 40x, de cortes histologicos corados com HE representando os
foliculos ovarianos e morfometria por contagem folicular/area (mm?) das mées no DG20. Imagem representativa

dos foliculos primordiais (I), primario (II), de crescimento (III), atrésico (IV). A morfometria apresentou
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diminuigdo significativa no niimero de foliculos primordiais do grupo GLLP (A), aumento significativo
dos foliculos primarios (B) e ndo apresentou diferengas significativas no numero de foliculos em
crescimento (C), atrésicos (D) e corpo luteo (E). Os dados sdo expressos como média + DP. * Diferenca

estatistica entre grupos experimentais com p<0.05.

Atrelado as andlises do DG20, pardmetros neonatais como pontos de
reabsor¢ao epeso fetal também foram mensurados e indicaram que as maes do grupo
GLLP apresentaram maiores indices de reabsorver sua prole quando comparado ao
grupo CTR, além de apresentarem parametros biométricos fetais indicando que ha uma
diminuicdo significativa do seu peso no grupo GLLP. Os dados neonatais estdo

representados na tabela abaixo (Tabela 03).

Tabela 03: Parametros neonatais representativos que foram observados.

Grupos experimentais Pontos de reabsorc¢ao Peso fetal (g)
GLLP 4 pontos? 2,911 (g)
CTR 1 ponto® 4,216 (g)°

Em relagdo as analises maternas desenvolvidas durante o periodo de lactagdo, o
comportamento materno indicou uma diminui¢do significativa no grupo GLLP da

somatoria dos escores que definem o cuidado parental dessas maes (Figura 05).

Comportamento materno
40—

30

i

10—

Escores

T
CTR GLLP

Figura 05. Pardmetros comportamentais maternos. Imagem representativa da somatdria dos escores que
definem o comportamento parental das mées e¢ indicam uma diminui¢do significativa da pontuagdo no
grupo GLLP. Os dados sdo expressos como média = DP. * Diferenca estatistica entre grupos
experimentais com p<0.05.
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Ao final da lactacdo, as andlises de expressdo génica para enzimas envolvidas na
esteroidogénese ovariana materna indicaram que houve aumento significativo da enzima

aromatase no grupo GLLP, enquanto a STAR e a 3BHSD nao demonstraram diferencas entre

os grupos (Figura 06).
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Figura 06. Imagem representativa da expressdo génica (PCR) de alvos relacionados a via esteroidogénica
ovariana materna. Os dados demonstram um aumento siginificativo da Aromatase (B) no grupo GLLP, quando
comparado ao grupo CTR. Os demais alvos STAR (A) e 3BHSD (C) ndo demonstraram diferengas entre os

grupos. Os dados s@o expressos como média = DP. * Diferenca estatistica entre grupos experimentais com p

<0,05.

7. DISCUSSAO

Desafios nutricionais como a RPM, principalmente durante o periodogestacional e
lactacional, tém sido associados a impactos no desenvolvimento materno, bem como o
desenvolvimento pré e pds-natal da prole. Atrelado a isso, a programagdo da fun¢do reprodutiva
também demonstra adversidades quando exposta a um ambiente subotimo, visto que a RPM
altera componentes-chave da via esteroidogénica materna (GUZMAN et al., 2014;
LEONHARDT et al., 2003; ZAMBRANO et al., 2005), levando a um atraso da puberdade,
ciclos estrais, ¢ nas taxas de fertilidade (GUNN; SIM; HUNTER, 1995), diminuindo a
longevidade reprodutiva (GUZMAN et al., 2006). Assim, a avaliagio da funcio ovariana tanto
na gestacdo como na lactacdo, fornece indicadores da programacdo pré-natal bem como
alteracdes nas vias de esteroides maternas que se tornam indicativos de modulagdes no
comportamento das maes e no fornecimento de um ambiente adequado a prole.

Resultados obtidos relacionados aos parametros biométricos maternos confirmam os
prejuizos causados pela RPM, visto que a alimentacdo e a queda dréstica no ganho de peso do

grupo GLLP em ambos os periodos sugere uma possivel adaptacdo para manter os aportes
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energéticos suficientes, apesar da falta de proteinas. As maes submetidas a RPM provavelmente
mobilizam parte dos seus estoques através de mecanismos secunddrios como a protedlise
muscular (AGNOUX et al., 2015; PINE; JESSOP; OLDHAM, 1994) ou albumina circulante
(SUNEHAG; HAYMOND, 2003), a fim de sustentar as demandas fisiologicas associadas a
gestagdo e subsequente lactagao.

Além disso, tanto a literatura quanto dados do nosso grupo elucidam que determinados
parametros s6 sdo significativamente modulados quando a restrigdo acontece na gestagdo e
lactagdo. Portanto, dados relacionados ao peso total do ovéario no DG20 nao demonstraram
diferencas entre os grupos. Entretanto, ao realizar a morfometria, os animais do grupo GLLP
apresentaram alteragdes no niumero dos foliculos, podendo predizer uma possivel modulagdo na
secre¢do de LH e FSH. Sabe-se que o LH ¢ produzido em niveis consistentes durante a fase
folicular, estimulando a esteroidogénese e a formacao do corpo luteo (SMITZ; PLATTEAU,
2020). Todavia, quando h4a aumento em seus niveis por mecanismos de feedback devido ao
aumento de estradiol secretado por foliculos maduros, hd estimulo para a formagdo de corpo
luteo e sintese precoce de progesterona (REED; CARR, 2018).

Nossos resultados demonstram um aumento no nimero de foliculos em fase de
maturacao, evidenciando uma possivel hipersecrecao de LH durante a gestagdo, corroborando
com uma possivel desregulacdo no eixo HHG. Este, segundo a literatura, ¢ modulado diante de
um ambiente estressado (GUZMAN et al.,, 2014),além de apresentar uma demanda hormonal
desnecessaria durante essa janela, o que deveria ser direcionada para a manuten¢do da gravidez e
crescimento fetal (COLE, 2010; SMITZ; PLATTEAU, 2020).

Ainda nesse sentido, ja ¢ descrito que a qualidade do foliculo est4 diretamente ligada com
a qualidade da ninhada. Nossos resultados revelam que as maes submetidas a RPM apresentam
maior nimero de pontos de reabsor¢do, corroborando com descritos na literatura que evidenciam
que tanto a proteina quanto a energia da dieta desempenham papel essencial na regulacao da
sobrevivéncia embrionaria/fetal, j4 que a mesma tem potencial de modular o ambiente
intrauterino acarretando em efeitos negativos no endométrio, dificultando uma implantagdo bem
sucedida (ZHAO et al.,, 2022). Ademais, nossos resultados relacionados aos paradmetros
biométricos fetais indicam que a prole das maes do grupo GLLP apresentam menor peso no
DG20, assim como estudos de Cortes et al., 2021 (CORTES et al., 2021), corroborando com os
resultados da baixa eficiéncia alimentar com consequente perda de peso por essas maes,
enfatizando o subdesenvolvimento da prole do grupo restrito.

Assim, foi demonstrado que um ambiente nutricional prejudicial durante a vida fetal e no

inicio da vida pos-natal pode impactar a saude a longo prazo (WATERLAND; GARZA, 1999).
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Esse mesmo ambiente tem potencial de modular composi¢do e fornecimento do leite materno
pois 0 mesmo contém fatores bioativos (HAMOSH, 2001; LONNERDAL et al., 1976) que sao
considerados determinantes para o desenvolvimento saudével. Durante a gravidez, os estrogenos
e a progesterona materna desempenham papéis importantes no desenvolvimento das glandulas
mamarias (KUIJPER et al., 2013), sendo os estrogenos responsaveis pela estimulacdo da
secre¢do de prolactina, enquanto a progesterona induz a maturacdo da mama (CONNEELY;
MULAC-JERICEVIC; ARNETT-MANSFIELD, 2007). Entretanto, a concentragdo desses
hormonios deve cair imediatamente apds o nascimento (NEVILLE; MCFADDEN; FORSYTH,
2002). Observamos que houve um aumento significativo na expressdo génica da enzima
aromatase nas maes do grupo GLLP. A aromatase ¢ uma das enzimas responsadveis pela
transformagdo de androgenos em estrogenos e seu aumento pode ser indicativo uma possivel
desregulagao hormonal no periodo lactacional, visto que o aumento da mesma acarreta em um
aumento da sintese de progesterona, o qual ja ¢ descrito que inibe a eje¢do do leite.

Ainda assim, maes sob condicdo de RPM possivelmente mobilizam seus estoques para
demandas secundérias como a manuten¢do nutricional do leite, provavelmente pelo aumento no
teor de acidos graxos na sua composicao, provenientes da lipogénese da glandula mamaria
durante a lactagdo (RUDOLPH et al., 2007; VERNON, 2005). Porém, isso pode acarretar em um
aumento na mobilizacdo de acidos graxos do tecido hepatico, configurando a essas maes um
fenotipo de figado esteatdtico. Ainda assim, dados do nosso grupo revelam que a diminuigdo
significativa no peso da prole perpetua até o final da lactacdo, apoiando os achados sobre o
possivel fornecimento e composi¢ao nao adequada de leite.

Além das influéncias sistémicas, a deficiéncia nutricional causada pela RPM afeta
também o estado fisico e mental das maes, impactando na sua resposta parental. Essa condi¢do
leva ao estresse e ao desequilibrio hormonal, além de ter efeitos diretos no desenvolvimento
neural tanto das maes como dos filhotes (DARNAUDERY; MACCARI, 2008; MATSUMOTO,
1991). O cuidado parental consiste em multiplos comportamentos especificos da espécie como
preparacdo, constru¢do de ninhos, alimentagdo (incluindo amamentacdo) e defesa dos filhotes
(KOHL; AUTRY; DULAC, 2017). Associados, eles aumentam a probabilidade de sobrevivéncia
da prole, bem como seu desenvolvimento mental e fisico ideal (NUMAN; INSEL, 2006). Nossos
resultados indicam que, apesar dos dois grupos apresentarem comportamentos de presenca de
ninho, as maes do grupo GLLP tendem a selecionar alguns filhotes além de, na maioria das
vezes, ndo apresentarem cuidados como amamentagdo, lambidas e prote¢do da prole de maneira
cronica. Englobando esses resultados e a literatura, pode-se dizer que ha uma estreita correlagdao

entre a nutricdo materna, o comportamento parental, a composicao do leite e as alteracdes
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morfofisiologicas e biométricas encontradas na prole.

8. CONCLUSAO

Portanto, a RPM afeta parametros ovarianos associados a sua morfofisiologia,
alterando o numero de foliculos e impactando na reserva folicular materna bem como das
geragdes seguintes, além de afetar diretamente os processos de implantagdo, aumentando os
indices de reabsor¢do. Além disso, impacta nas vias esteroidogénicas € no comportamento
materno inicial, interferindo tanto no desenvolvimento pds-natal da prole bem como no seu

desenvolvimento ao longo da vida.
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