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RESUMO

Alteracbes nutricionais na gestacdo podem ter consequéncias no organismo
materno e na prole, as quais podem ser esclarecidas por meio da analise dos
componentes uterinos durante a gestacdo em modelos animais. Dentre estes
componentes, podemos destacar as células Natural Killer uterinas (UNK) que
representam 70% da populagéo linfocitaria no Utero gestante de murinos e seres
humanos. O presente trabalho teve o fito de avaliar os efeitos da alteragéao
nutricional durante a gestacdo de camundongos por meio de estudo morfologico e
comportamental. Foram utilizados camundongos prenhes o0s quais receberam a
partir do 1° dia de gestacdo (ddg) racdo controle (RC), hipercalérica (HC)-
carboidrato 77,7%, hiperlipidica (HL)- gordura 32,5%, hiperproteica (HP)- proteina
31,26% e foram submetidos a restricdo alimentar (RA)- 4g de RC/dia. Todos os
animais foram sacrificados no 10° ddg. Foram realizadas analises relacionadas a
ingestdo, comportamentais, morfolégicas, citoquimicas, imunocitoquimicas,
morfométricas e estereoldgicas com enfoque nas uNK. Os resultados mostraram que
nao ocorreu alteracdo na ingestdo e na glicemia dos grupos experimentais, embora
tenha ocorrido aumento do peso de animais HL e diminuicdo em RA. Na analise
comportamental o grupo RA apresentou um estado ansiolitico, j& HL exibiu estado
semelhante a apatia. Parte das fémeas RA e HC apresentaram falha gestacional, e
em RA foram identificados sitios de implantacao (Sl) em reabsorcdo. As analises por
meio da citoquimica de lectina DBA, estereolégica e imunocitoquimica
demonstraram que as ra¢cdes HL e HC foram capazes de causar as alteracfes mais
marcantes nas uNK, diminuindo a expressdo de N-acetil-D-galactosamina (Nac-D-
Gal) na superficie e granulos das uNK, o que possibilitou a observacdo de um
subtipo alterado destas células (UNKa), com granulos menos reativos a perforina em
seus interiores. No endométrio, ocorreu aumento da reatividade para Casp-3 e
diminuicdo na expressao de a-actina da musculatura de seus vasos. Em animais HP
e RA as alteragbes foram menos proeminentes com relacdo as uNK. Em HP
ocorreram menor numero de células uNKa, aumento dos subtipos morfologicamente

senescentes, pequena identificacdo de casp-3, e grande expressdo de a-actina



vascular. A semelhanca dos animais controle, em RA, as uNKa eram raras e nio
houve alteragdo na expressao de perforina e a-actina dos vasos, no entanto, parece
ter ocorrido atraso na diferenciacdo das células uNK e aumento na presenca de
casp-3. Tais resultados demonstraram, pela primeira vez, que alteracdes na dieta de
camundongos, até o 10° ddg, sdo capazes de desencadear a resposta das uNK DBA
reativas no microambiente uterino.

Palavras chave: Células uNK. Dieta Hiperlipidica. Dieta Hipercalorica. Dieta

Hiperproteica. Nutricdo na gestacgao.



ABSTRACT

Nutritional changes during pregnancy can be harmful to the mother's body and have
direct effects in offspring, which can be clarified by uterine components analyses
during pregnancy in animal models. Among these components, we can highlight the
uterine natural killer cells (uNK), which representing 70% of the lymphocyte
population in the murine and humans pregnant uterus. This work aims to evaluate
the effects of nutritional changes during mice pregnancy through morphological and
behavioral studies. Pregnant mice have received from 15t gestation day (gd) control
diet (CD), high- carbohydrate (HC) carbohydrate- 77.7%, high-fat (HF) - 32.5% fat,
high-protein (HP) - protein 31.26% and were exposed to food restriction (FR) — 4g
CD/day. The animals are killed at 10" gd. Intake, behavior, morphology,
cytochemistry, immunocytochemistry, morphometry and stereological Analyzes was
undertaken by focusing on uNK. Our data showed that food intake and blood glucose
levels of all experimental groups didn’t change, although the weight increased in the
HF and decreased in the FR animals. Behavioral analysis in the FR group showed an
anxiolytic state, since HF exhibited similar apathy state. Part of the female FR and
HC had gestational failure, and implantation sites (SlI) resorption were identified in
the FR. Analyses by DBA lectin cytochemistry, immunocytochemistry and
stereological studies showed HF and HC diets were able to cause marked changes
in UNK, decreasing the expression of uNK surface and granules Gal-D-NAc, which
enabled the observation of an DBA-lectin altered kind of uterine NK cell (uNKa), with
less reactivity to the perforin in their granules. In the endometrium, there was an
increased reactivity for Casp-3 and a decreased expression of the a-actin vessels.
The changes were less prominent in the uNK from HP and RA animals. HP uNKa
were smaller in number than in HF and HC, and had increased morphological
senescent uNK subtype, weak casp-3 reaction and strong blood vessels a-actin
expression. Similarly to the control animals, in FR, the uNKa were rare, and there
was not changes in the perforin or actin vessels expression. However, the FR
animals showed a apparently delay in the uNK differentiation as large presence of
casp-3. These results showed for the first time different diets could triggering uNK



DBA-reactive response as can change mouse uterine microenvironment up to 10th
gd.

Key-words: uNK cells. High-fat. High-carbohydrate. High-protein. Pregnancy

nutrition
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1 INTRODUCAO

As células Natural Killer uterinas (UNK) representam cerca de 70% da
populacdo de linfécitos presentes no Utero durante a gestacdo. No 10° dia de
gestacado (ddg) as uNK diferenciadas atingem seu maior numero e liberam grandes
guantidades de citocinas, como o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e
o Interferon-y, 0os quais promovem a angiogénese e a remodelacdo das artérias
uterinas, respectivamente, garantindo a manutencdo da decidua e nutricdo do
embrido. Além disso, apesar de fisiologicamente a capacidade citotoxica das células
UNK seja reduzida, a resposta citotoxica pode ser ativada mediante estimulos que
caracterizem-se como insultos a gestacgéo.

Ha uma subpopulacdo de células uNK, a qual pode ser distinguida no
ambiente uterino em camundongos através da técnica de citoquimica de lectina DBA
(Dolichos biflorus aglutinina), a qual se liga seletivamente ao acucar N-acetil-D-
galactosamina, presente na membrana e granulos citoplasmaticos das células uNK.
No 10° dia de gestacdo, em camundongos cerca de 95% das células uNK sdo DBA
reativas (UNK DBAY), enquanto 5% n&o apresentam reatividade para esta lectina
(UNK DBA"). A auséncia, ou mesmo o baixo niumero de células uNK, podem levar a
graves falhas no processo gestacional e até o fim do mesmo.

Foi ressaltado por pesquisadores a necessidade de uma melhor investigagcéao
dos componentes uterinos, de maes submetidas a alteragdes nutricionais, durante o
periodo gestacional para o melhor entendimento das consequéncias da alteracao
nutricional sobre a gestacao e, também, sobre a prole.

Ja em 1991 o Ministério da Saude, no Brasil, apontava os disturbios
alimentares como um dos maiores contribuintes para promoc¢do de complicagbes
durante a gestacdo contribuindo com 15% a 20% das causas clinicas. O estado
nutricional durante a gestacdo é um dos fatores modificaveis mais importantes para
a saude da mae e do filho.

Devido as alteracdes que parte da sociedade vem sofrendo quanto ao estilo
de vida, onde observamos aumentado consumo de gorduras e carboidratos, ha uma

maior preocupacdo com O que este cenario, juntamente com a realidade da
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desnutricio em alguns paises, pode acarretar a saude da mée e do feto em
desenvolvimento.

Portanto, pelo fato de as células uNK se tratarem de células centrais para o
entendimento da gestacdo, tanto de murinos quanto de seres humanos, aliado ao
fato de haver caréncia de informacdes quanto a sua reponsividade frente a
alteracOes nutricionais, propusemos esse trabalho prospectivo com o fito de analisar
as células uNK, seu microambiente e a viabilidade gestacional frente a dietas

heterogéneas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo bibliografica traz conhecimentos amplos e atualizados
sobre a biologia das células Natural Killer uterinas, bem como, a importancia do
estado nutricional para a gestacdo de mamiferos, particularmente roedores e seres

humanos.

2.1 BIOLOGIA DAS CELULAS NATURAL KILLER UTERINAS (UNK)

As células Natural Killer (NK), sao linfocitos que atuam nas fases iniciais da
resposta imune contra patégenos microbianos exibindo fungéo citotdxica, secretando
uma série de citocinas e quimiocinas (CARLINO et al, 2008). Semelhante aos
linfécitos T e B, as NK se originam de um precursor na medula 6ssea de onde
migram posteriormente para o sangue e o6rgaos linfoides secundarios. Entretanto
nao necessitam do timo para se desenvolverem (ABBAS et al, 2000; CROY et al,
2000; PARSLOW,; STITES; TERR, 2004).

As células podem ser recrutadas para desempenharem suas funcdes em
tecidos mucosos como o utero. Este libera grandes quantidades de horménios para
recrutar células NK que, uma vez presentes no utero, irdo contribuir para o
desenvolvimento adequado do ambiente uterino e, consequentemente do embrido,
durante a gestacdo (ZHANG et al, 2011).

Durante a gestacao, tanto no uUtero de roedores como de humanos, podem
ser encontradas células NK, que foram caracterizadas como células Natural Killer
especificas do ambiente uterino por meio de estudos imunocitoquimicos e em
animais transgénicos (GUIMOND et al, 1997, 1998; CROY et al, 2000; ZHANG et al,
2009), sendo, portanto, denominadas células Natural Killer uterinas (UNK).

As NK de humanos podem ser identificadas pela presenca de CD56 na sua
membrana e pela auséncia de moléculas CD3 (PARSLOW et al, 2004). De maneira
semelhante, as células uNK apresentam CD56 e auséncia de CD3, entretanto
podem ser diferenciadas das NK circulantes (cNK) pela auséncia de CD16 (CD56+
CD3- CD16-) (HATTA et al, 2009; ACAR et al, 2010).
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Ainda em humanos, além de presentes durante a gestacdo, as NK uterinas
sdo encontradas no endométrio ndo gravido e na decidua basal, sendo possivel
verificar alteragcdes no numero destas células durante o ciclo menstrual e gravidez
(PEEL, 1989).

Durante o ciclo menstrual ha um aumento significativo de células uNK na fase
secretoria, observando-se ao final desta fase um pico no nimero destas células, que
ird diminuir durante a menstruacédo (KING et al, 1998).

Ainda durante a fase secretéria, Li et al (2001), evidenciaram que as células
uNK presentes no utero de humanos expressam fator de crescimento endotelial
vascular C (VEGF-C), fator de crescimento placentario (PLGF), e angiopoetina 2
(Ang-2). Estas observacdes sugeriram aos autores que as ceélulas Natural Killer
uterinas desempenham um importante papel na angiogénese e regeneragdo do
endomeétrio.

Além de contribuir para a angiogénese e regenerac¢do do endométrio humano
durante o ciclo menstrual, foi sugerido por lgarashi et al (2001) que as células uNK
desempenhariam um importante papel no inicio do processo de menstruacao. Tal
apontamento foi elucidado a partir da observacdo de granulos citoplasmaticos
contendo perforina e granzima B, proteinas envolvidas no processo de morte celular
programada, juntamente com a evidéncia de aumento na quantidade de células
glandulares endometriais em apoptose no fim da fase secretoria e durante o
processo menstrual.

Em camundongos, as células uNK podem ser encontradas no Gtero a partir do
5° ou 6° dia de gestacao (ddg) sendo que entre o 8° e 12° ddg ha um aumento no
namero dessas células (GAMBEL et al, 1985; CROY; KASSOUF, 1989; PAFFARO
JR et al, 2003), ndo sendo mais observadas no utero pos-parto (STEWART; PEEL,
1981; DELGADO et al, 1996). Tais células se acumulam na regido mesomentrial dos
sitios de implantacdo de camundongos formando o chamado agregado linfoide
mesometrial da prenhez (MLAp) que inicialmente recebeu a denominagéo de
glandula metrial (STEWART; PEEL, 1981; CROY; KISO, 1993; LOKE; KING, 2000),
apesar de néo se constituir em uma estrutura glandular (CHANTAKRU et al, 2001).

Chantakru e colaboradores (2001) afirmaram que o acumulo de células uNK
no Utero se deve ao recrutamento de células precursoras (pré-UNK) provenientes de

orgaos linfoides como o bago.
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Estudos em humanos revelaram a presenca de precursores hematopoiéticos
CD34* no utero que apods recrutados para o ambiente uterino se diferenciam em
células uNK (KESKIN et al, 2007; MALE et al, 2010; VACCA et al, 2011). Em
camundongos foi demonstrado que no inicio da gestacdo células NK precursoras
(NKP) imaturas NK1.1*DX5" migram para o Utero onde sofrem diferenciacéo celular
gerando as células Natural Killer uterinas (CHIOSSONE et al, 2014).

Demonstrando a importancia de 6rgaos linfoides como fonte de células uNK,
estudo com camundongos fémeas esplenectomizadas antes da prenhez demonstrou
que a retirada do baco foi capaz de atrasar a chegada, maturacdo e senescéncia
das uNK, bem como atrasar o desenvolvimento da decidua materna, da placenta, e
0 parto, sem contudo inviabilizar a gestacdo ou afetar a prole (ZAVAN et al, 2012).

Estudos citoquimicos, tem utilizado a lectina Dolichos biflorus aglutinina (DBA)
gue se liga seletivamente a glicoconjugados contendo N-Acetil-D-Galactosamina nas
células uNK de camundongos (PAFFARO JR. et al, 2003; BIANCO et al, 2008;
ZAVAN et al, 2010; ZAVAN et al, 2012; LIMA et al, 2012). A especificidade desta
lectina para a membrana plasmatica e granulos das células NK uterinas permitiu a
caracterizacdo de quatro subtipos correspondentes as formas de maturacdo destas
células no utero de camundongos durante a gestacdo (PAFFARO JR. et al, 2003).

Paffaro et al (2003) descreveram estes 4 subtipos, sendo as células uNK do
subtipo | e Il as mais imaturas, a do subtipo Il a forma madura e a do subtipo IV
aguela morfologicamente considerada senescente. Segundo 0S mesmos autores,
estas células migram da regidao mais distante do embrido, ou seja, mais préxima ao
miomeétrio (regido 1), para regides mais proximas ao embrido (regides 2 e 3), sendo
que, no 10° dia de gestacao, os subtipos | e Il, ocorrem em sua maioria na regido 1 e
os lll e IV nas regibes 2 e 3, preferencialmente.

Zavan et al (2010), sugeriram que a migracéao, proliferacdo, diferenciacéo e
sobrevivéncia das uNK de camundongos podem estar relacionadas com a
expressao de fibronectina na matriz extracelular endometrial, uma vez que o
aumento e diminuicdo dessa molécula no microambiente uterino coincidem
respectivamente com o aumento em numero e diminuicdo de células uNK no utero
de camundongos.

De acordo com Zhang et al (2009), 95% das células uNK presentes no utero
de camundongos durante a gestacdo sao reativas a lectina DBA, e assim passaram

a ser denominadas células uNK DBA*, enquanto os outros 5% sédo uNK DBA". Tanto
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as UNK DBA* quanto as uNK DBA" sdo positivas para a rea¢édo do Acido Periddico
de Schiff (PAS) e essas duas populacdes celulares (DBA* PAS™ e DBA" PASY)
diferem na producao de citocinas e fatores angiongénico (ZHANG et al, 2011).

Estudos recentes (CHEN et al, 2012) demonstraram que as células DBA*
chegam ao utero através da circulacdo, originadas de uma célula progenitora da
medula éssea e transcrevem uma grande quantidade de IL-22, enquanto as células
DBA" sao residentes do Utero e expressam altos niveis de Interferon gama (IFN-y).

Além da producéo de fatores como o IFN-y, as uNK possuem granulos que
armazenam enzimas como a perforina e granzimas, indicando um potencial citolitico.
Kopcow et al (2005) demonstraram que, apesar das células uNK apresentarem tal
potencial, elas também mostram uma reducdo da sua capacidade citotoxica
causada, em parte, pela ndo expressdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) no trofoblasto.

Durante a implantagéo, estas células encontram-se em intimo contato com as
células trofoblasticas, sugerindo que as células uNK possam reconhecer tais células
como sendo oriundas do feto e regular sua invasdo (LOKE; KING, 1995) uma vez
que ndo apresentam atividade citotoxica contra elas (KING et al, 2000). No que diz
respeito a funcéo das células uNK aliada com seu possivel papel citotdxico, estudos
de Trundley e Moffet, em 2004, afirmam que as células Natural Killer uterinas podem
sofrer modificacdo de sua funcao apds ligacdo de seus receptores com moléculas de
MHC nao classicas (HLA-G, HLA-E e HLA-C) expressas pelas células trofoblasticas
oriundas do embrido. Essa referida modificagdo de sua fungdo pode influenciar
significativamente no processo de invaséo do trofoblasto.

As células uNK de humanos possuem repertério de receptores do tipo KIR
(Killer imunoglobulin-like receptors), de acordo com estudos realizados por Hiby e
demais colaboradores (1997). Tais receptores estdo envolvidos com a ativacao e
inibicdo da citotoxicidade das células NK (LANIER, 1998; TROWSDALE, 2001,
RAULET; VANCE; MCMAHON, 2001). Em gesta¢cbes que culminaram em aborto
espontaneo, foi observado que os receptores KIR inibitérios estavam ausentes,
demonstrando, dessa forma, a importancia dos receptores KIR nas uNK de
humanos, em relacdo a citotoxicidade e a manutencdo da gestacdo (VARLA et al,
2005).

Tal como ocorre em humanos, ha receptores expressos nas células uNK em

camundongos que regulam a citotoxicidades destas células. Tais receptores sao
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denominados de Ly49 (Killer cell lectin-like receptors) e apresentam a capacidade de
reconhecimento e ligacdo ao MHC-1, permitindo a ativagdo ou mesmo a inibicdo da
atividade de NK (TROWSDALE, 2001; RAULET et al, 2001; BRENNAN et al, 1996;
KING et al, 2000). Sabe-se que em células NK de camundongos, o reconhecimento
do MHC durante a resposta imune inata ocorre primeiramente via receptores Ly49
(MAKRIGIANNIS; ANDERSON, 2001).

Diferentemente dos receptores KIR presente em humanos, os receptores da
familia Ly49 séo classificados como sendo receptores transmembrana do tipo Il e
constituem uma familia de 11 genes (Ly49A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, Q), além de 4
pseudogenes descrito no genoma de camundongos da linhagem C57BL/6 (B6) e 9
outros genes adicionais, identificados em diferentes linhagens de camundongos
(SMITH et al, 1998; MCGUEEN et al, 1998; KUSAKABE et al, 2007).

Tais genes estdo presentes no cromossomo 6 numa regido denominada de
Natural Killer gene complex” (PLOUGASTEL; YOKOYAMA, 2006). De acordo com
estudo publicado por Makrigiannis e Anderson em 2001, um determinado gene Ly49
€ expresso em apenas um subtipo de células NK e parece que genes Ly49
individuais sdo escolhidos por meio de um processo aleatério durante uma distinta
janela de oportunidade.

O primeiro receptor Ly49 identificado em NK foi descrito ainda em 1992 por
Karlhofer, Ribaudo e Yokoyama, demonstrando que o receptor Ly49A esta envolvido
na inibicdo da atividade litica de NK quando aparecem ligados em moléculas do
complexo de MHC de classe | H-2Dd e Dk expressos em células alvo. Funcédo
semelhante a esta fora relacionada com o receptor Ly49G, sendo que a inibicdo da
atividade litica da célula Natural Killer é observada apenas quando as células alvo
expressam grande quantidade de MHC de classe | H-2DY e/ou LY (MASON et
al,1995). Foi demonstrado ainda que as células NK Ly49C* possuem capacidade de
se ligarem a mudiltiplos haplétipos de MHC de classe | do tipo H-2, incluindo H-2D¢, H-
2k, H-2% e H-2° (YU et al, 1996).

Os receptores Ly49 inibidores possuem um dominio citoplasmatico
denominado de ITIM (Yimmunoreceptor Tyrosine-based inhibotory motif”). Este
imunorreceptor se torna fosforilado em resposta a ligagdo ao Ly49, recrutando,
posteriormente, SHP-1 fosfatase e atenuagédo da sinalizagéo intracelular (OLCESE
et al, 1996; NAKAMURA et al, 1997).
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J& os receptores da familia Ly49 ativatérios, como o Ly49D, por exemplo,
necessitam da associacdo de uma molécula sinalizadora adicional (DAP-12) que
conttm um dominio de ligacdo citoplasmatico denominado como ITAM
(“immunoreceptor tyrosine-based activation motif”). Tal ligacao é importante a fim de
transmitir o sinal da ativacdo (MASON et al, 1998; LANIER et al, 1998). Para o DAP-
12 se ligar, por sua vez, € necessario um residuo transmembrana de arginina
contido no Ly49D; residuo este que também se encontra presente no Ly49H
(MAKRIGIANNIS; ANDERSON, 2001).

Kusakabe et al (2007) demonstraram que o tratamento de camundongos com
danazol provocou aumento na expressdo de genes Ly49A, Ly49C, integrina a5 e
fator estimulador de colonia de macrofagos (M-CSF) no 1° dia de gestacdo. Tal
resultado indica que a atuacdo do danazol, droga frequentemente usada com
finalidade de tratamento a endometriose, possa promover o recrutamento das
células uNK.

Estudo utilizando diferentes doses de danazol evidenciou que na
concentracdo de 7,5 mg/Kg esta provocou aumento no numero de células uNK no
10° dia de gestacdo. Ja dosagens de 0,75 mg/Kg e 75 mg/Kg causaram diminuicédo
neste numero, demonstrando que ha efeito dose dependente de danazol no nimero
de células Natural Killer uterinas. A andlise dos subtipos de células uNK mostrou que
danazol promoveu elevada migracdo destas células para o ambiente uterino e que,
em doses elevadas, pode ter ocorrido prejuizo na proliferacdo celular, além de ter
acelerado a diferenciacdo celular em &reas proximas ao embrido (TAVARES, 2011).

A funcéo principal das células Natural Killer uterinas esta relacionada com a
manutencdo da homeostasia gestacional e controle do remodelamento vascular.
Estudos utilizando camundongos prenhes transgénicos tge26 (NK- T- BY)
demonstraram alta taxa de perda gestacional, sendo que os fetos que sobreviveram
apresentavam placenta reduzida e remodelamento incompleto das artérias
espiraladas do utero (GUIMOND et al, 1998).

Podemos perceber, porém, que as células Natural Killer uterinas
desempenham outras fungcdes importante durante o processo gestacional, como o
auxilio a implantacdo. Nesse sentido durante a implantacdo do blastocisto no
endométrio uterino, as células uNK produzem e liberam interleucina 8 (IL-8), a qual
induz aumento na secrecdo de MMP-2 (metaloproteinase-2) pelas células

trofoblasticas, esta metaloproteinase promove a desagregacdo da matriz
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extracelular na face materna auxiliando no processo de implantagdo (DE OLIVEIRA
et al, 2010).

Estudos realizados por Ashkar e Croy (1999) mensuraram a concentracao de
IFN-y em homogeinados da regido mesometrial de sitios de implantagao
embrionarios e identificaram o aumento significativo dessa citocina pro-inflamatoria
no inicio da gestacéo (entre 5° e 6° ddg), periodo este que coincide com o aumento
em numero das células uNK. O pico de concentracdo de IFN-y ocorre de maneira
concomitante ao pico do numero de células uNK (10° ddg). Apds esse periodo, tanto
a concentracdo de IFN-y quanto a quantidade de uNK decaem até o final da
gestacdo. A producéo de IFN-y pelas células uNK parece ocorrer por estimulo de
citocinas pro-inflamatoérias como interleucina (IL)-12, IL-15 e IL-18 (YU et al, 2006).

Existem vias de sinalizacdo as quais o IFN-y pode atuar para promover a
expressdo de varios genes. Uma importante via relacionada a esta citocina € a
JAK/STAT-1 (Janus tyrosine kinases/signal transducer and activator of transcription),
onde, apos a ligacdo de uma molécula de IFN-y ao seu receptor (IFNyR), uma
enzima JAK é ativada para fosforilar um STAT-1 o qual € capaz de promover a
transcricéo de diferentes genes, como o gene para IRF-1 (LIU et al, 2008; MURPHY
et al, 2009) que possui uma acao indireta na diferenciacéo final das uNK (ASHKAR
et al, 2003).

Uma andlise do conteddo dos granulos das células uNK demonstrou a
heterogeneidade funcional destas células, uma vez que elas expressam fatores
angiogéncios e citotoxicos. Essa dupla capacidade funcional seria possivel devido a
secrecdo controlada de enzimas lisossomais e proteinas citotoxicas, enquanto a
secrecdo de fatores angiogénicos ocorreria de maneira constitutiva (LIMA et al,
2012).

Apesar de fisiologicamente a capacidade citotoxica das células uNK ser
reduzida, acredita-se que sua resposta citotoxica pode ser ativada mediante
estimulos caracterizados como insultos a gestacdo. Prova disso é que a injecdo
intraperitoneal de Lipopolissacarideo de E. coli (ZAVAN, 2011) e a eutanasia
embrionaria intrauterina (LIMA et al, 2012) foram capazes de diminuir a reatividade
dos granulos das uNK ao anti-corpo anti-perforina, sugerindo a provavel acao
citotdxica destas células frente a esses insultos.

A endotoxemia ocasionada através da injecdo de LPS foi capaz ainda de

alterar o padrédo de reatividade das células uNK para a lectina DBA levando a
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observagdo de um subtipo adicional de células uNK, além daqueles originalmente
caracterizados por Paffaro et al (2013). Esse subtipo adicional exibia granulos ou
superficie ou ambos nao reativos a lectina DBA e foi denominado de célula Natural
Killer alterada (UNKa) (ZAVAN, 2011). Células uNK semelhantes as uNKa foram
também observadas em estudos onde foi procedida a eutanasia cirlrgica
intrauterina do embridao (ROMAN, 2001; COPI, 2006 e LIMA et al, 2012).

Em nosso laboratério, foi demonstrado recentemente (dados ainda néao
publicados), que o pré-tratamento com nimesulida, um anti-inflamatoério inibidor da
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) é capaz de atenuar as alteragdes observadas pelo
tratamento com LPS sobre as células uNK. O pré-tratamento com a nimesulida
resultou numa queda significativa de uNKa além de restabelecer a reatividade a
lectina DBA. Tal resultado sugere que as alteracBes evidenciadas pela injecdo de
LPS podem ocorrer através de prostaglandinas.

A mifepristona (RU-38486,) através de tratamento in vitro, em baixas
dosagens, aumentou o numero de células CD56(+) NK e a porcentagem de células
CD3(-)CD56(+)CD16(-)NK no endométrio receptivo de humanos. Pesquisadores
observaram também que o tratamento com mifepristona aumentou
significativamente a citotoxicidade das células uNK isoladas de uteros gravidicos
durante a fase receptiva. Ou seja, 0 uso de mifepristona, em baixas dosagens,
aumentou a citotoxicidade das células uNK podendo fazer com que haja uma
destruicdo do microambiente uterino, afetando de modo imunoldgico o endométrio,
prejudicando a gestacédo (ZHOU et al, 2011; CHEN et al, 2010).

Em humanos, as células uNK sdo frequentemente denominadas células
Natural Killer deciduais dNK (WALLACE; FRASER; CARTWRIGHT, 2012) e
expressam grandes quantidades de um tipo de molécula de adesao de célula neural
(NCAN), o receptor CD56. Mais de 95% das dNK tem o fenétipo CD56"9"CD16" e
nao sao citotdéxicas enquanto a maioria das células NK circulantes com funcéo
citotoxica sdo CD569MCD16* (STARKEY; SARGENT; REDMAN,1988; KALKUNTE
et al, 2008) e expressam fatores angiogénicos incluindo VEGF, PGF, ANG2 and
TGFB1 (LI et al, 2001; JOKHI et al, 1994).

A semelhanca do encontrado em camundongos, estudos em humanos
evidenciaram a existéncia de subtipos distintos de uNK, o que ocasionou a
denominacéo diferencial de tais células, as células Natural Killer endometrais (eNK)
(MANASTER et al, 2010) e as células Natural Killer deciduais (dNK) propriamente
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ditas (HO et al., 1996; HANNA et al, 2006; MANASTER; MANDELBOIM, 2010). As
eNK correspondem ao subtipo encontrado no endomeétrio uterino néo gravidico, ja as
dNK seriam aquelas que sdo recrutadas ao Utero apenas durante a gestacao
(MANASTER; MANDELBOIM, 2010). Ambos os tipos expressam receptores KIR e
possuem granulos citoplasméticos com contetdo citolitico (HIBY et al, 2008)

Foi evidenciado por Seaward et al (2010) que altera¢des metabdlicas, como a
diabetes, podem alterar o numero de células uNK no Gtero gestante e interferir no
desenvolvimento da gestacdo. Estes pesquisadores demonstraram que o Utero de
camundongos diabéticos (NOD- Non-obese diabetic) possui menor quantidade de
uNK que limita as modificacbes nas artérias espiraladas da placenta. Estes mesmo
autores demonstram ainda que em camundongos NOD nocautes em IFN-y (d-
NOD./IFNy’) ha ma formacdo da decidua basal e do agregado linfocitario
mesometrial da prenhez (MLAp), sendo que este apresenta tamanho semelhante ao
da placenta e possui células uNK grandes e hipogranulares, resultando em
anormalidades morfologicas dos sitios de implantacéo.

Apesar de todo conhecimento acumulado a respeito das funcdes e respostas
a diferentes estimulos das células uNK de murinos e seres humanos, sdo escassos
os relatos a respeito do efeito de altera¢des nutricionais nestas células, as quais tem
importancia singular no ambiente uterino durante a gestagdo. Além disso, trabalhos
recentes com humanos as uNK tém sido citadas como importantes para o
diagnéstico de risco de falha reprodutiva (KURODA et al, 2013), o que tem
evidenciado também sua importancia na area médica.

Segundo Douglas (2010) alteragbes na nutricdo durante a gestagdo, como
restricdo de proteinas ou aumento de carboidratos, podem afetar a prole. Entretanto,
esta autora menciona que ainda ndo é conhecido se a alteracdo dos nutrientes
durante a gestacao, per si, ou se 0 estresse provocado por esta alteracdo é que leva
a modificagdo do ambiente intrauterino e as consequéncias na prole. Douglas
apontou a necessidade de uma melhor investigagdo dos componentes uterinos e de
maes submetidas a alteracdes nutricionais, durante o periodo gestacional para o
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos e dos efeitos na prole.

Portanto, por se tratar de célula central para o entendimento da gestacéo,
tanto de murinos quanto de seres humanos, aliada a da caréncia de informacdes

quanto a sua responsividade frente a alteragbes nutricionais, propusemos esse
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trabalho prospectivo com o fito de analisar as células uNK, seu microambiente e a

viabilidade gestacional frente a dietas heterogéneas.

2.2 NUTRICAO E GESTACAO

O estado nutricional durante a gestacdo € um dos fatores modificaveis mais
importantes para a saude da méae e do filho. Durante a gestagdo ocorrem diversas
adaptacdes no metabolismo de lipideos, proteinas e carboidratos para assegurar
que o feto receba condicBes nutricionais necessarias para seu desenvolvimento
(VITOLO, 2008).

Dentre as adaptacdes nutricionais que ocorrem durante o periodo gestacional,
podem ser citadas o aumento do apetite e da eficiéncia digestiva e absortiva do tubo
digestivo, o aumento do volume intracelular, o aumento no débito cardiaco e no fluxo
sanguineo renal e periférico, 0 aumento na ventilacdo pulmonar, a formacdo de
estoque de nutricdo e aumento na producdo de insulina (PARIZZI; FONSECA,
2010).

Durante a gestacdo é recomendado que a mulher coma alimentos né&o
industrializados, sendo que a dieta diaria de uma gestante deve conter entre 80 a
85% de alimentos de origem vegetal e somente 15 a 20% de origem animal. Além
disso, outras recomendacdes sdo feitas a gestante, como, por exemplo, comer
devagar, evitar o excesso de sal, acucar e bebidas alcéolicas e fazer varias
refeicbes por dia, evitando, dessa forma, comer muito em uma Unica refei¢cdo
(HEMMINKI; STARFIELD, 1978; NICHOLS; NICHOLS, 1983; OLIVEIRA;
MARCHINI, 1998).

2.2.1 Dieta hiperlipidica e gestacéo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO- World Health

Organization) cerca de um em cada dez adultos sdo obesos, levando a obesidade a
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ser considerada uma epidemia em diversas regides do mundo. No Brasil cerca de
40% a 59,9% da populacao esta acima do peso.

No ano de 2008, 14% das mulheres no mundo eram obesas (indice de massa
corporea 230 kg/m2), comparado com 8% registrado no ano de 1980. De acordo
com Guelinckx et al (2008) a prevaléncia de mulheres gravidas obesas pode variar
entre 1.8% e 25.3% de acordo com o pais, sendo que no Brasil estimava-se que
cerca de 21% das mulheres gravidas estavam acima do peso e cerca 27% eram
obesas.

Estudos relacionando obesidade e gestacdo mostraram que a obesidade
pode trazer prejuizos a saude da mée e ao desenvolvimento da prole. Problemas
gerados pela obesidade podem se iniciar até mesmo antes da concepcao,
acarretando em problemas de ordem reprodutiva, uma vez que ha, em mulheres
obesas, uma alta prevaléncia de Sindrome do Ovario Policistico (SOP), a qual
promove alterac6es enddcrinas, interferindo na ovulacdo e menstruacao podendo,
até mesmo, promover infertilidade (EHRMANN, 2005).

Em um levantamento bibliografico realizado por Boots e Stephenson (2011),
foi observado que ha uma alta taxa de aborto espontaneo em mulheres obesas, que
conceberam naturalmente ou passaram por tratamento de infertilidade (WANG;
DAVIES; NORMAN, 2002), comparado com mulheres n&o obesas.

Um estudo realizado com camundongos fémeas Lethal Yellow (LY) e
C57BL/6 alimentadas com dieta rica em gordura (B6-High Fat Diet), ambos exibindo
fenétipos semelhantes a obesidade humana, sugeriram que o aumento dos niveis de
insulina e leptina decorrente da obesidade, pode aumentar as concentracdes de
progesterona circulante, além de alterar a atividade transcricional durante o
crescimento do odécito e/ou comprometer mecanismos de traducéo e degradacéo de
RNA durante a maturacdo do odcito, modificando, dessa forma, a quantidade de
RNA mensageiro. Essas mudancas provavelmente sdo responsaveis pela baixa
viabilidade do ovdcito e pelo comprometimento da embriogénese (POHLMEIER et
al, 2014).

Durante a gestacao, a obesidade pode promover, também, complicacfes tais
como macrossomia fetal, trabalho de parto prolongado, parto cirargico, restricdo de
crescimento intra-uterino e prematuridade (ASSUNCAO et al, 2007). Outro risco
recorrente relacionado a obesidade materna é a ma formacdo do tubo neural,

mesmo em condi¢cdes normais de acido folico (VITOLO, 2008).
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Além de acarretar problemas para o feto o excessivo ganho de peso aumenta
o risco das méaes desenvolverem diabetes mellitus gestacional (DMG), hipertensao e
pré-eclampsia (ATHUKORALA et al, 2010). De acordo com Vitolo (2008), gestantes
gue apresentam excesso de peso, possuem risco duas a seis vezes maior de
desenvolverem diabetes e hipertensdo durante a gestagao.

No caso da DMG, esta € definida como qualquer nivel de intolerancia a
carboidratos, resultando em altos indices glicémicos originado ou diagnosticado
durante a gestacdo (KUZUYA et al, 2002), A propria gestacdo é um processo que
torna mais susceptivel o desenvolvimento de diabetes devido a presenca de
hormonios diabetogénicos (progesterona, cortisol, prolactina e hormdnio placentario)
e a ocorréncia de reducdo na secrecdo de insulina (EVANS; PATRY, 2004,
MIRANDA,; REIS; 2006).

Quando a gestante apresenta um elevado nivel de glicose, este pode induzir
o feto a produzir insulina, a qual por sua vez pode promover um aumento indesejado
de tecido adiposo fetal, além do aumento da lipogénese fetal e um excessivo
depdsito de gordura, resultando em um bebé obeso, considerado de risco
(WORTHINGTON; WILLIANS, 1997).

Sabe-se que a obesidade é originada de diversos fatores, 0os quais envolvem
aspectos genéticos e ambientais (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004). A
obesidade pode ser considerada uma patologia complexa que abrange processos,
nao s6 metabdlicos, como também psicoldgicos, neurolégicos, sociais, culturais e
ambientais (ISOSAKI; CARDOSO, 2006). Nao s6 a quantidade (volume de ingestao
alimentar), bem como, a qualidade (composi¢cédo) da dieta tem sido relacionadas a
obesidade (TRICHES; GIUGLIANI, 2005).

Liang et al (2010), na busca de investigar as alteracbes decorrentes da
diabetes durante a gestacao, ofereceram dieta rica em gordura (41%) para fémeas
de camundongo por um més antes da concepcéo e também durante a gestacéo. A
dieta, indutora da obesidade, foi capaz de promover ganho de peso e resisténcia a
insulina. Além disso, foi observado perda de trofoblasto e dano celular no endotélio
do labirinto da placenta destas fémeas, prejudicando a gestacao.

Em um trabalho realizado com 110 gestantes com sobrepeso pré-gestacional,
onde a dieta destas gestantes foi analisada, observou-se que entre essas mulheres
a contribuicdo energética proveniente de lipidios (29% das calorias) ficou bem
préoxima ao maximo recomendado (NASCIMENTO; SOUZA, 2002).
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Além de trazer consequéncias para a gestacdo estudos demonstram que a
obesidade, ou até mesmo a overnutrition (supernutricdo) na gestacdo aumenta o
risco da prole desenvolver as chamadas sindromes metabdlicas (hipertenséao,
diabetes, obesidade e doencas cardiovasculares) na vida adulta (AVIRAM et al,
2011; ALFARADHI; OZANNE, 2011).

Em um estudo de Desai et al (2014), ratas prenhes foram tratadas com dieta
rica em gordura somente durante a gestacdo, somente durante a lactacdo e um
terceiro grupo de ratas recebeu a dieta durante ambos os periodos. Foi observado
que o consumo de dieta rica em gordura apenas no periodo de gestacao levou a um
aumento no tecido adiposo da prole, embora esta ndo apresentasse aumento no
peso. Em contra partida, na prole de fémeas que consumiram a dieta somente
durante o periodo de lactacéo, foi observado aumento em ambos os parametros. Foi
relatada também a presenca de distarbios metabdlicos em todos os grupos (durante
a gestacdo e/ou lactacdo) como hiperglicemia e elevada pressdo sanguinea,
ilustrando, desse modo, que a exposicdo a obesidade ou a uma dieta rica em
gordura em diferentes periodos do desenvolvimento pode ser prejudicial a saude da
prole.

Um estudo realizado com ratos durante a adolescéncia mostrou que a
exposicdo perinatal destes animais a uma dieta rica em gordura diminuiu o
comportamento semelhante a ansiedade. Além disso, notou-se que a dieta foi capaz
de promover a alteracdo de expressao de genes de receptores de glicocorticoides e
varios genes inflamatérios no hipocampo e na amigdala, interferindo na saude
mental dos animais utilizados no estudo (SASAKI et al, 2014).

Portanto, os dados expostos na literatura revelam que o consumo de dietas
ricas em gordura, bem como a obesidade, podem afetar de maneira significativa a
fertilidade materna e a qualidade de vida da prole até mesmo na vida adulta,
podendo acarretar em consequéncias variadas que vao desde o desenvolvimento de
sindromes metabolicas até alteracdes de comportamento que merecem ser melhor

investigadas.

2.2.2 Dieta hipercaldrica e gestacao
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De acordo com Akarolo-Anthony et al (2013), esta ocorrendo uma transi¢ao
na dieta de paises em desenvolvimento como a Nigéria, por exemplo. Segundo os
autores, vem ocorrendo uma modificacdo na principal fonte de carboidratos nesse
pais devido a rapida urbanizacdo, aumento da preferéncia pela dieta ocidental,
fatores sociais, econdémicos e culturais. Devido a alteracdo da dieta, constatou-se
gue grande parte da populagcéo analisada neste estudo estava acima do peso.

Foi demonstrado por Slabber et al (1994) que uma dieta com baixo indice
glicémico, consumo moderado de carboidratos, pode promover perda de peso
significativo em mulheres obesas.

Ja4 em 2000 dados epidemiolégicos sugeriram que tanto a quantidade, bem
como a qualidade, dos carboidratos seria um fator de extrema relevancia no
desenvolvimento de dislipidemia, doencas cardiovasculares e diabetes,
principalmente entre individuos que possuem susceptibilidade a resisténcia a
insulina, com elevado indice de massa corporal (IMC) (LIU et al., 2000; WILLETT;
MANSON; LIU, 2002).

Como descrito no item anterior, o excesso de peso pode acarretar grandes
alteracbes na gestacdo, trazendo prejuizos a salude da mae e do feto em
desenvolvimento. Além de promover patologias como a diabetes, a ciéncia tem
observado outras interferéncias da dieta rica em carboidrato, altamente caldrica, na
gestacdo. Em humanos, por exemplo, foi observado que uma dieta com excesso de
carboidrato pode limitar o crescimento da placenta e promover o baixo peso ao
nascer dos filhos, principalmente se o alto consumo de carboidratos for
acompanhado por uma dieta pobre em proteina (GODFREY et al, 1996).

Resultado semelhante foi observado por Sferruzzi-Perri et al (2013), que
estudaram camundongos prenhes que consumiram uma dieta rica em acucar e
gordura. Tal dieta promoveu reducado do crescimento feto-placentario e elevacdo na
expressao de transportadores de acidos graxos na placenta.

Na busca de uma melhor compreensédo acerca do impacto da obesidade
proveniente de dieta rica em caloria, Akyol, Langley-Evans e McMullen (2009),
ofereceram dieta de cafeteria (altamente calorica) para ratas Wistar prenhes. Foi
constatado que a dieta promoveu obesidade nas fémeas e levou a reducdo do peso
fetal da prole no 20° dia de gestacéo.

Além de efeitos na gestacdo, foi revelado por Jacobs et al (2014), que o

consumo da dieta de cafeteria por ratas prenhes afeta a regulacdo dos horménios
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reprodutivos de machos na prole obtida apds tratamento, refletindo em prejuizos na
performance sexual destes machos quando adultos.

Fan et al (2013) realizaram um estudo com primatas onde as fémeas prenhes
receberam racdo de alta caloria (36% de caloria a mais que o normal) durante a
gestacado. Os resultados da pesquisa de Fan et al revelaram que o consumo de uma
dieta hipercaldrica durante este periodo aumenta o risco de obesidade e de doencas
cardiovascular relacionadas em fases tardias da vida da prole, independente da mae
estar ou ndo obesa durante a gestacao.

N&o é somente o alto valor cal6rico promovido pelo do consumo elevado de
carboidratos que pode acarretar prejuizos a gestacdo. El-Sayyad et al (2010),
mostraram que camundongos prenhes que tiveram suas dietas suplementadas com
batata frita durante o periodo gestacional apresentaram alteracdes no figado, rins,
musculo cardiaco e cartilagem epifisaria. Além disso, ocorreu aumento na taxa de
aborto e mortalidade neonatal, entre outras modificagdes. Segundo estes autores a
batata frita possui alta quantidade de acrilamida, a qual é considerada carcinogénica
e é produzida em alimentos ricos em amido, quando estes sdo cozidos, assados ou

fritos em altas temperaturas.

2.2.3 Dieta hiperproteica e gestacao

Ao contrario do observado na literatura a respeito dos efeitos do consumo
excessivo de gordura, carboidratos ou da desnutricdo na saude humana, escassos
sdo os estudos sobre o consumo de altas quantidades de proteina durante a
gestacao e o efeito desse consumo a curto e longo prazo.

Sabe-se que uma mulher adulta normal e ndo gravida necessita de cerca de
0,8g de proteina por kg por dia, sendo 1/3 de origem animal e 2/3 de origem vegetal
(OLIVEIRA; MARCHINI, 1998). Durante a gestacao recomenda-se um consumo de
cerca de 1,1g/kg/dia (1/3 de origem animal e 2/3 de origem vegetal) (SHILS;
OLSON; SHIKE, 2006).

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO) (2008), o consumo

de carne, a qual € uma das principais fontes de proteina, vem crescendo entre 5% e
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6% ao ano em paises em desenvolvimento. Em uma pesquisa realizada por
Carvalho (2012) mostrou que 75% da populacédo da cidade de Sao Paulo consome
carne de maneira excessiva.

Foi relatado na literatura que o consumo excessivo de proteinas por mulheres
durante a gravidez pode levar a um aumento na incidéncia de prematuridade
(ROSSO; CRAMOY, 1979). Um aumento de 10g na ingestdo de proteina absoluta
por dia em mulheres no final da gestacao, foi associado com uma reducéo de 17,89
no peso do recém-nascidos (ANDREASYAN et al, 2007).

Em estudo realizado com porcos prenhes que consumiram dieta rica em
proteina e com baixo carboidrato durante a gestacdo, foi verificado que a dieta
promoveu mudancas na concentracdo de hormonios e nos niveis de expressao de
genes codificadores de receptores e enzimas que contribuem na regulacdo dos
niveis de cortisol fetal e a acdo deste. Entre estas alteracfes estdo incluidas, por
exemplo, 0 aumento do cortisol materno e ritmo de cortisol diurno desregulado. Além
disso, foi observado que no 94° dia de gestacéo os fetos apresentavam reducao do
peso corporal. Em contrapartida, o peso relativo do cérebro destes fetos estava
aumentado, segundo os autores, devido ao excesso de proteina ingerido pela mae
(KANITZ et al, 2012).

2.2.4 Restricdo alimentar e gestacéo

Entre 1944 e 1945, final da Il Guerra Mundial, o vilarejo de Dutch na
Alemanha teve seu fluxo de alimentos interrompido devido a guerra, 0 que promoveu
a desnutricdo entre a populacdo daquela regido. Foi observado que mulheres que
estavam gravidas, nesse periodo, deram a luz a criancas de baixo peso, e que, entre
essas criangas, a maioria dos meninos se tornaram obesos ao atingirem idade
entorno de 19 anos (LEANDRO et al, 2009). Este é considerado um dos primeiros
indicios de como a falta de alimento em quantidade suficiente, pode alterar a
proxima geragdo na vida adulta.

Estudos mostraram que a restricdo de nutrientes durante a gestacdo pode

promover a restricdo do crescimento intrauterino (IURG- intrauterin restriction
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growth). Uma das consequéncias do IUGR seria a alteracdo da expressao de genes
relacionados a nefrogénese o que acaba elevando o risco de desenvolvimento de
hipertenséo na vida adulta (JONES et al, 2012).

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FOA), atualmente cerca
de 925 milhdes de pessoas no mundo ndo consomem alimento em uma quantidade
suficiente para serem consideradas saudaveis (2014).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2010) listou a desnutricdo materna
como um importante desafio a ser enfrentado pelos 6rgaos de saude, ndo so pelo
elevado numero de mulheres desnutridas, mas também pelo fato de que maes
desnutridas podem levar ao mau desenvolvimento do feto e riscos de complicacdes
durante a gestacdo. Ainda de acordo com a OMS, a desnutricdo materna é
responsavel por 4,8 milhdes de mortes infantis por ano.

A causa da desnutricdo ndo estd estritamente relacionada ao acesso ao
alimento, mas também pode ter relacdo com o desenvolvimento de distarbios
alimentares, os quais podem originar um quadro de desnutricdo e anemia. Devido ao
medo do ganho de peso decorrente do processo gestacional muitas mulheres
podem desenvolver distarbios alimentares e fazerem uso de métodos para
emagrecer durante a gestacdo (LINNA et al, 2014). De acordo com o ESHRE Capri
Workshop Group (2006) mesmo em mulheres ndo gravidas, os disturbios
alimentares sdo frequentemente associados com a diminuicdo na frequéncia de
ovulacdo acarretando prejuizos a reproducéao.

Dentre as alteracdes bioquimicas e fisiolégicas decorrentes da restricao
alimentar foi descrito que ratas Fisher apresentaram diminuicdo da albumina
plasmatica, do colesterol total e LDL (Low Density Lipoprotein), diminuicdo da AST
(Aspartato aminotransferase) e da ureia, concomitante a estes eventos ocorreu
aumento na concentracado de glicose e creatinina. Fisiologicamente foi observado
que as fémeas apresentaram anestro, diminuicdo da presséo arterial média e da
frequéncia cardiaca. Além dessas alteragbfes a restricdo alimentar também
promoveu edema cerebral e pulmonar e diminuicdo no peso do coragao, rim, figado
e diminuicdo no oxido nitrico plasmatico e aumento da atividade simpatica no vaso
(SOUZA, 2013).

Estudos utilizando modelos animais mostram que a desnutricdo pode
promover comprometimento na massa corporal das maes, tendo efeitos adversos
nos filhotes (MCMILLEN et al, 2008; SCHULER et al, 2008) como alteracées no
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crescimento, no metabolismo e tamanho e funcdo de 6rgdos como figado e
pancreas (MINANA-SOLIS; ESCOBAR, 2007).

Com o intuito de averiguar os efeitos da desnutricdo na gestacdo, em alguns
estudos em animais modelo foi investigado o efeito da restricdo de proteinas na
gestacdo. Foi observado que a restricdo proteica pode promover alteracdo na
expresséo de genes envolvidos no crescimento e metabolismo, bem como apoptose
e controle epigenético trazendo efeitos deletérios a placenta (GHEORGHE et al,
2009).

Coan et al (2010) demonstraram que a placenta de camundongos submetidos
a desnutricdo pode sofrer adaptacdes para tentar ajudar na manutencéo do feto em
desenvolvimento. Ainda segundo os autores, as adaptacdes ocorreriam através de
modificacdes na expressado de genes placentarios, o que iria alterar o tamanho e a
eficiéncia da placenta em associacao com alteracdes morfoldgicas, e na expressao
de genes transportadores de nutrientes.

Além disso, foi demonstrado que a restricdo de proteina em ratas alterou a
producdo de androgénios pela placenta interferindo na endocrinologia de ratas
prenhes, as quais apresentam altos niveis de testosterona e estrégeno no plasma, o
que atrasou a maturacao sexual de filhotes machos (ZAMBRANO et al, 2005).

Ballen et al (2009) mostraram que ratas prenhes que foram submetidas a
restricdo proteica até o 18°ddg apresentaram aumento na atividade lipogénica no
figado materno, modificacdo do perfil hormonal, com aumento de prolactina, reducéo
na massa da placenta e dos fetos. Tais constatacdes evidenciam, portanto, que a

restricao proteica interfere no desenvolvimento normal da gestacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito das dietas hiperproteica, hipercalérica, hiperlipidica e da
restricdo alimentar parcial, durante a primeira metade da gestacdo, sobre a
morfologia uterina, as células uNK DBA* e o comportamento de camundongos

prenhes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar a viabilidade gestacional e a morfologia do Utero dos camundongos

prenhes submetidos a alteracao nutricional,

b) Avaliar a morfologia e a expressao de N-Acetil-D-Galactosamina nas células
uNK por meio da citoquimica de lectina DBA em camundongos prenhes

submetidos a altera¢des nutricionais;

c) Avaliar os efeitos de altera¢cdes nutricionais na quantidade, incidéncia e

distribuicdo dos subtipos de células uNKDBA®;

d) Avaliar o efeito de alteragGes nutricionais na expresséo de perforina, caspase
3 clivada e alfa-actina no endométrio de camundongos prenhes como
parametros relacionados respectivamente a citotoxidade de NK, apoptose e

relaxamento ou contragao vascular;
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e) Avaliar o comportamento de camundongos prenhes submetidos a alteracéo
nutricional nos parametros relacionados a ansiedade, depressdo e memoria a

curto prazo;

4 MATERIAIS E METODOS

Para execugcdo desse trabalho de mestrado foram utilizados métodos
variados, os quais estao descritos detalhadamente a seguir.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 95 camundongos fémeas e 30 machos da linhagem Swiss,
provenientes do Biotério da UNIFAL-MG. As fémeas foram acasaladas com machos
da mesma linhagem e o dia em cuja manha foi constatada a presenca do tampao
vaginal foi considerado como sendo o 1° ddg. As fémeas prenhes foram entéo
mantidas em regimes de alimentacéo variados (vide item 4.3) e acesso a agua ad
libitum, em ciclo de 12/12 horas claro e escuro. Todos os procedimentos com 0s
animais passaram por aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UNIFAL-MG. (Protocolo 448/2012).

4.2 ORGANIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Todos os camundongos prenhes foram analisados no 10°dia de gestacao
(ddg), periodo em que ocorre o pico na quantidade de células uNK (PAFFARO JR et
al., 2003). Das 95 fémeas, 20 foram tratadas com dieta controle, 15 com dieta

hiperlipidica, 24 com dieta hipercaldrica, 15 com hiperproteica e 21 animais foram
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submetidos a restricdo alimentar (RA), ao qual foi oferecido 4g de racdo controle ao

dia (Figura 1).

Figura 1- Diagramas mostrando o total e a distribuicdo dos animais utilizados nos

grupos experimentais.

Analise de ingestdo

Anélise microscdpica uterina,

Analise glicémica 2 2
estereologia e morfometria

Anélise comportamental,
de peso e morfologia
macroscopica uterina

Anélise de ingestdo

Anélise microscépica uterina,

Andlise glicémica
estereologia e morfometria

Anélise comportamental,
de peso e morfologia
4 macroscopica uterina

Apresentaram-se ndo prenhes
no 10°ddg- analise
macroscopica uterina

Andlise de ingestdo

Andlise microscépica uterina,
estereologia e morfometria

Anélise comportamental,
de peso e morfologia
macroscépica uterina

Andlise de ingestédo
Anaélise microscpica uterina,
estereologia e morfometria

Analise comportamental,
de peso e morfologia
macroscopica uterina

Andlise microscopica uterina,
estereologia e morfometria

®

RA
i (10 )
N=21
Anadlise comportamental,
de peso e morfologia
macroscopica uterina
11

Apresentaram-se ndo
prenhes no 10°ddg- anélise
macroscopica uterina

Nota: Diagramas mostrando o total e a distribuicdo dos animais utilizados nos grupos
controle (RC), hiperlipidica (HL), hipercalérica (HC), hiperproteica (HP) e restricdo

alimentar (RA) e as analises realizadas.

Fonte: do autor
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Todas as racdes utilizadas foram feitas no laboratério de Analise Nutricional e

Toxicologica in vivo (Lantin) da UNIFAL — MG, em colaboragcdo com o nutricionista

Prof. Dr. Luciano Bruno de Carvalho Silva.

Tabela 1- Propor¢ao nutricional das ragdes (g/100g de dieta).

Composicéo Normal Hiperlipidica (HL) Hipercaldrica Hiperproteica
(HC) (HP)

Caseina AUy ALY 15,00 42,00

L-cisteina 0,30 0,30 0,30 0,30

Amido de milho SIS 13,75 49,75 17,75

Amido de milho 13,20 13,20 13,20 13,20

dextrinizado

Sacarose Loy 10,00 10,00 10,00

Oleo de soja 7,00 4,00 2,00 7,00

P6 de celulose S0 5,00 5,00 5,00
. . 3,50

AIN-93G mineral mix 3,50 3,50 3,50
: . . 1,00

AIN-93G vitamina mix 1,00 1,00 1,00

: . L. . 0,25

Acido tartarico colina 0,25 0,25 0,25

pesado

Terciario butil DL 0,0014 0,0014 0,0014

hidroquinona

banha (animal) 0 29,00 0 0

100,0014 100,0014 100,0014 100,0014

Total

A composicao das racdes controle e hiperlipidica foram aquelas descritas na

literatura por Odaka e colaboradores (2010).
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Foi procedida no laboratério da Profa. Dra. Maria Teresa Bertoldo Pacheco do
Instituto de Tecnologia de Alimentos de Campinas/SP, a analise de Composicdo
Centesimal para verificar a porcentagem de proteinas, lipideos e carboidratos,
presentes nas racdes. A analise centesimal revelou que a racdo Hiperproteica
continha 31.26% de proteina, Hiperlipidica 32.51% de lipideo e Hipercal6rica 77.7%
de carboidrato. Para o grupo de Restricao Alimentar (RA), foi oferecido 4g/dia, como

mostra a tabela 2.

Tabela 2: Composicdo aproximada das dietas experimentais

Dieta Proteina (%) Gordura (%) Cinzas (%) Humidade Carboidrato
123 123 1.2.3 (%) 123 (%) 24
Controle 1530+£0.05¢  7.09+0.06® 215+0.082 7.25+0.05¢2 67.21
HL 16.55+0.03P  32.51+0.032 2.19+0.042 | 7.16+0.062 41.59
HC 10.50+£0.059 2.45+0.03°¢ 214+£0.09@ @ 7.19+0.032 77.72
HP 31.26+0.172 7.07+0.05° 218+0.092 7.15+0.062 52.34

1Valores correspondem a média (£SD) de trés determinagdes;

2 Valores expressos em base seca;

8 Valores que ndo partilham letra semelhante na mesma coluna sao diferentes (p < 0.05) no teste
Tukey;

4 Célculo pela diferenga = 100 — (proteina + total gordura + cinzas + humidade).

4.4 ANALISE DA INGESTAO DAS PRENHES

Foi analisado o consumo de racao diario das fémeas dos grupos RC, HL, HC
e HP, a partir do 2° dia de gestagcdo. Toda manha era inserido no comedouro de
cada animal 15g de racdo e na manhd seguinte foi descontada a quantidade
restante, resultado no valor de ragcdo consumida pelo animal, em gramas. A analise

de consumo era realizada sempre no mesmo horario, entre 8 e 9 horas da manha.

4.5 ANALISE DE GLICEMIA
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A andlise glicémica foi realizada apenas nos grupos controle (RC) e
hipercalérica (HC). A fins de comparacéo e validacédo da racao controle utilizada em
nosso estudo, foi realizada a analise de glicemia de 5 animais prenhes que
receberam a racdo normalmente utilizada no Biotério Central da UNIFAL-MG (grupo
RB), da marca NUVILAB.

Para analise foram utilizadas glicofitas e glicosimetro da marca Accu Chek
peforma, lote 471563, codigo 222. A observacao ocorreu nos 2,4,6,8 e 10°ddg, pelo
periodo da manha, sempre no mesmo horario, entre 8 e 9 horas, momento no qual
era utilizado uma pequena quantidade de sangue da porcao terminal da cauda da

fémea prenhe para obtencéo da glicemia em mg/dL.

4.6 GANHO DE PESO DOS CAMUNDONGOS PRENHES

Para verificar alteracfes no ganho de peso apds a administracdo da dieta por
10 dias os camundongos prenhes foram pesados no 1° e no 10° dia de gestacao.
Para este estudo, foram utilizados os registros de pesos de 10 animais, nos quais,
apoOs eutanasia, foram observados sitios de implantacdo embrionaria, ou seja, 0s
registros de peso dos animais que ndo apresentaram sitios de implantacdo foram

descartados da analise.

4.7 ANALISE MACROSCOPICA DOS SITIOS DE IMPLANTACAO E DA
VIABILIDADE GESTACIONAL

Para analise macroscopica dos sitios de implantacdo e da viabilidade
gestacional foram utilizados 10 dos animais, os quais se encontravam no 10° ddg.
Estes animais tiveram seus sitios de implantagdo contados e analisados
macroscopicamente. Foram observados parametros macroscopicos como presenca

ou ndo de sitios de implantacdo, presenca de sitios hemorragicos e sitios em
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reabsorcéo. Por fim foi realizada a média do namero de sitios por fémea em cada

grupo.

4.8 PROCESSAMENTO PARA EMBEBICAO EM PARAFINA

Todos os animais foram perfundidos com paraformaldeido 4% em Tampao
Fosfato 0,05M pH7,4. Os sitios de implantagcdo embrionéria de cada animal foram
coletados e desidratados em gradientes crescentes de etanol e diafanizados em xilol
para embebicdo em parafina (Paraplast, Sigma Chemical Co. USA). Foram obtidos
cortes histologicos 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 coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) para

avaliacdo morfoldgica, a citoquimica de lectina DBA e a imunocitoquimica.

4.9 CITOQUIMICA COM LECTINA DBA

Os cortes histolégicos contendo os sitios de implantacdo embrionaria dos
camundongos foram desparafinizados em xilol por duas vezes de 20 minutos,
seguido da hidratacdo em gradiente decrescente de etanol absoluto, 95°C, 85°C,
80°C e 70°C e &gua destilada, por cinco minutos. Apoés hidratacédo, os cortes foram

submetidos a reacéo 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. Incubacédo com H202 (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;

c. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;
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d. Incubagdo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30

minutos;

e. Incubacédo com lectina DBA (Dolichos biflorus) biotinada (Sigma Chemical
Co. USA) diluida na propor¢cdo de 1:300 em PBS/BSA 1% pH 6,8,

overnight, a 4° C em camara umida;
f. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;

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

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

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

j. Lavagem com &agua destilada;

k. Contra-coloragdo com Hematoxilina durante 30 segundos, lavagem em
agua destilada e diferenciacdo com solucdo supersaturada de carbonato

de litio durante 30 segundos;

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

O controle negativo foi realizado pela adicdo do acUcar inibidor N-

Acetil-Galactosamina a solu¢cdo com Lectina DBA.

4.10 ESTUDO ESTEREOLOGICO EM MICROSCOPIA FOTONICA

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

implantacdo embrionarios distintos submetidos a citoquimica de lectina DBA,
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procedentes de 5 animais de cada grupo experimental para analise estereoldgica.
Neste estudo quantitativo, foi obtida a densidade dos perfis (QA) em uma area teste
(AT) 4.10*um2, 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 2). A delimitacdo destas 3 regides obedece as variacdes
decorrentes do crescimento uterino de acordo com o dia de gestacdo. A area teste
foi delimitada através de um sistema de teste quadratico o qual possui duas linhas
de exclusdo e assim, foram contadas apenas as células que exibiram o nudcleo
localizado na area teste nos cortes observados, exceto aquelas que tocaram as
duas linhas de exclusdo do sistema teste. Células em divisdo, dentro de vasos

sanguineos e/ ou sem nucleo aparente também foram descartadas da contagem.

Figura 2- Diagrama de sitio de implantacdo no 10° ddg

DB

AM - —CIG

Nota: M- Regido mesometrial; AM- Regido antimesometrial; DB-
decidua basal; Mi- miomatrio; E- embrido; CTG- regido de
células Trofoblasticas Gigante; R1- regido 1; R2- regido 2; R3-
regido 3.

Fonte: modificado de Paffaro et al, 2003.
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4.11 ESTUDO MORFOMETRICO EM MICROSCOPIA FOTONICA

Para analise morfométrica foi realizada a média dos diametros maior e menor
de 10 células uNK de cada subtipo (I, II, Il e IV), a medi¢éo foi aleatéria e foram
utilizados 5 animais por grupo dos quais foi calculada a média total dos diametros

por subtipo para cada um dos grupos experimentais.

4.12 IMUNOCITOQUIMICA PARA PERFORINA

Os cortes histolégicos contendo os sitios de implantacdo embrionaria dos
camundongos foram desparafinizados em xilol por duas vezes de 20 minutos,
seguido da hidratacdo em gradiente decrescente de etanol absoluto, 95°C, 85°C,
80°C e 70°C e agua destilada, por cinco minutos. Apés hidratacdo, os cortes foram

submetidos a reacdo de imunocitoquimica da seguinte maneira:
a. Recuperacao antigénica com tampao citrato de sédio 0,1M pH6,0;

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

3 vezes;
c. Incubagédo com H202 (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;
d. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

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

minutos;

f. Incubacdo com anti-corpo primario, anti-perforina feito em coelho (Thermo
Fisher Scientific Inc.), diluido na proporcdo de 1:50 em PBS/BSA 1% pH
7,4, overnight, a 4° C em camara umida;

g. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 5 vezes;
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h. Incubacdo com anti-corpo secundario, anti-habbit feito em cabra (Sigma
Chemical Co. USA), diluido na proporcao de 1:250 em PBS/BSA 1% pH

7,4, por 1 hora em temperatura ambiente;
i. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 5 vezes;

j. Incubacdo com o complexo streptoavidina-peroxidase (Sigma Chemical
Co. — USA) em PBS 0.05M na proporc¢ao de 1:150 por 1 hora;

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

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

m. Lavagem com agua destilada;

n. Contra-coloracdo com Hematoxilina de Harrys durante 30 segundos,
lavagem em agua destilada e diferenciacdo com solucao supersaturada de

carbonato de litio durante 30 segundos;

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

O controle negativo foi realizado pela subtracdo do anticorpo primario anti-

perforina no item 4.12f.

4.13 IMUNOFLUORESCENCIA PARA CASPASE 3-CLIVADA

Os cortes histologicos dos sitios de implantacdo das prenhes foram
desparafinizados e hidratados como descrito no item previamente. Apds hidratagéo,

os cortes foram submetidos a reacéo de imunofluorescéncia como segue abaixo:
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a. Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH 7.4 por

3 vezes;

b. Incubacdo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30

minutos;

c. Incubacédo com anti-corpo primario, anti-caspase 3-clivada feito em coelho
(Rhea Biotech), diluido na proporgéo de 1:50, overnight, a 4° C em camara
umida;

d. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 10 vezes;

e. Incubacdo com anticorpo secundario, anti-coelho feito em cabra/FITC
(Sigma Chemical Co. USA), diluido na proporcéo de 1:500, por 1 hora em

temperatura ambiente protegido da luz;
f. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 10 vezes;
g. Incubacao com DAPI na proporc¢éo 1:4000 (Sigma Chemical Co. USA);
h. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 10 vezes;
i. Montagem com glicerol 10% em agua destilada;

j. Os cortes foram entdo analisados ao microscopio de fluorescéncia e de
contraste de fase diferencial (DIC) (Nikon Eclipse 80i/Japan) com camera
digital acoplada (Digital Sigth-Fil/Nikon/Japan) e software de andlise de
imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan).

O controle negativo foi realizado pela subtracdo do anticorpo primario anti-

caspase 3-clivada no item 4.13c.

4.14 IMUNOCITOQUIMICA PARA A-ACTINA

Os cortes histolégicos contendo os sitios de implantacdo embrionaria dos

camundongos foram desparafinizados e hidratados como descrito no item anterior.
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ApoOs hidratagéo, os cortes foram submetidos a reacdo de imunocitoquimica da

seguinte maneira:

a.

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

vezes;

Incubacdo com H20:2 (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;
Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

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

Incubacdo com anti-corpo primario, anti-a-actina feito em coelho (Sigma
Chemical Co. USA), diluido na propor¢cdo de 1:100, 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-coelho feito em cabra (Sigma
Chemical Co. USA), diluido na proporcdo de 1:500, por 1 hora em

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

Incubacdo com o complexo streptoavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co. —
USA) em PBS 0.05M na proporg¢éo de 1:150 por 1 hora;

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

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

Lavagem com agua destilada;

. Contra-coloragdao com Hematoxilina de Harrys durante 30 segundos, lavagem

em agua destilada e diferenciacdo com solugéo supersaturada de carbonato

de litio durante 30 segundos;

Os cortes foram entédo, diafanizados, montados e analisados ao microscoépio

fotbnico como descrito no item 4.9 e 4.12.

O controle negativo foi realizado pela subtracdo do anticorpo primario anti-a-

actina no item 4.14e.
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4.15 ANALISE DO COMPORTAMENTO

As fémeas prenhes foram submetidas a testes para analise da ansiedade,
retencdo de memdria a curto prazo e depressdo, em busca de possiveis alteracbes
comportamentais causadas pela alteragéo na dieta.

As andlises comportamentais em todos 0s grupos e até mesmo no grupo
controle foram realizadas sempre no 10° ddg, no periodo da manha. Os testes de
comportamento foram gravados utilizando-se uma camera de video previamente
instalada na sala de andalise de comportamento do Laboratério de Biologia Animal
Integrativa (LABAInt) da UNIFAL-MG.

4.15.1 Analise do comportamento semelhante a ansiedade

O labirinto em cruz elevado, LCE, foi validado para testes com camundongos
em 1987 pelo pesquisador Lister. O labirinto em cruz é formado por quatro bracos
com o comprimento de 27 cm que se encontram no centro em uma plataforma de
area 6 cm?. Dois bragos possuem “colunas” com altura de 16 cm e dois sdo livres
destas. Os animais possuem livre acesso aos bracos. Os animais foram colocados
no centro de frente para um dos bracos fechados e filmados por cinco minutos. As
medidas comportamentais registradas foram: frequéncia de entradas e o tempo
despendido nos bracos abertos, fechados e no centro do aparato. Um aumento
seletivo nos parametros correspondentes aos bragcos abertos (entradas e tempo)
revela um comportamento ansiolitico (LISTER, 1987; FILE et al., 2001, CAROBREZ
e BERTOGLIO, 2005).
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4.15.2 Analise de reconhecimento de objetos

Em relagdo ao teste de memdria, a anélise comportamental foi realizada de
modo sequencial, dividia em trés etapas, uma de aclimatacdo, a segunda de teste e
a terceira fase, experimental. A etapa de aclimatacéo é realizada com a finalidade de
permitir a exploracdo do animal e habitua-lo a nova localidade na qual foram
realizados os testes. O ambiente consiste em uma caixa de madeira (65 x 45 X
45cm) forrada com maravalha (3cm de altura). A sesséo de teste foi a flmagem da
exposicao de 2 objetos idénticos (Al e A2) a cada animal, no ambiente descrito
acima por 5 minutos. Os objetos foram deixados no canto oposto do local onde o
camundongo foi colocado. Foi mensurado o tempo gasto na exploragdo dos objetos
Al e A2 pelo camundongo pela analise do video. Na fase de experimento, os
objetos foram trocados por um terceiro (A3) objeto também idéntico aos 2 anteriores
e por um quarto objeto (B) totalmente diferente, porém de volume semelhante. Os
objetos da fase de experimento foram colocados no mesmo lugar dos objetos da
fase teste e o camundongo foi exposto aos objetos e filmado por 5 minutos. Foi
mensurado o tempo gasto na exploracdo de cada objeto. A exploracdo do objeto foi
definida como direcionamento do focinho ao objeto (a uma distancia de pelo menos
2 cm) e toque do focinho no objeto (ABE, ISHIDA e IWASAKI, 2004).

A exploracdo global (EG) dos objetos resultou na soma dos tempos de

exploracdo do primeiro e segundo objetos na sesséao de treino.

EG = A1+A2

A exploragédo global no teste (EGT) foi definida como sendo a soma dos

tempos de exploragéo do terceiro e quarto objeto no teste.

EGT = B+A3
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A habituacdo (H) foi aferida pela diferenca da exploragéo entre a sessao de

treino e o teste:

H = ([A1+A2]-[B+A3)])

A medida de reconhecimento (R) ou discriminacdo é a diferenca entre o
tempo gasto na exploracéo do novo estimulo (B) e o tempo gasto na exploracdo do
estimulo familiar (A3), ou seja, B-A3. Entretanto, para minimizar influéncia dos
niveis totais de exploracdo, é mais preciso utilizar a diferenca no tempo de

exploracao dividida pelo tempo de exploracéo total:

R = B-A3/B+A3

4.15.3 Analise de comportamento semelhante a depresséo

Para detectar comportamento depressivo foi utilizado o teste do nado forcado
(“forced swimming test”). Para tanto, foi utilizado um cilindro vertical de vidro, com
dimensdes de 14 cm de diametro e 25 cm de altura, preenchido com agua a 30°C
até a altura de 20 cm. O volume de agua deve permitir que o animal possa nadar ou
boiar (—floatll) sem encostar as patas ou a cauda no fundo do recipiente. Para o
teste, cada camundongo foi colocado no cilindro por 5 minutos e foi avaliado o
tempo de laténcia com que o animal exibe o comportamento de boiar e o tempo total
boiando (tempo em que o animal faz pequemos movimentos somente para manter a
cabeca acima do nivel da agua). Somente os 4 ultimos minutos serdo analisados, de

acordo com a metodologia de Porsolt (1977).



53

4.16 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi obtida a partir da andlise de Coluna
estatistica para verificar a homocedasticidade dos dados. Apds a andlise de coluna
estatistica foi realizado o teste de ANOVA one-way, seguida de pés-teste. A analise
do comportamento, estereologica e morfométrica foi obtida através do pds-teste de
Comparagao Multipla de Dunnett’'s, a analise de ingestédo foi obtida através do pos-
teste de Bonferroni. J& para andlise de glicemia foi realizada o teste ANOVA two-
way e pos teste de Bonferroni. Com relacdo as diferencas de peso, estas foram
analisadas pelo teste T de Student. Os valores foram considerados significativos

quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo para os grupos Hiperlipidica,
Hipercaldrica, Hperproteica e para o grupo de Restricdo Alimentar, em relacdo ao
grupo controle, estdo descritos detalhadamente a seguir, acompanhados dos

respectivos graficos e fotomicrografias com o fito de documentacéo desses achados.

5.1 ANALISE DA INGESTAO DAS FEMEAS PRENHES.

Figura 3- Grafico de analise de ingestao

Analise de Ingestao
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Nota: Andlise da quantidade média, em gramas (g), de ragdo consumida
do 2° ao 9° ddg. grupos controle (RC), hiperlipidica (HL),
hipercaldrica (HC) e hiperproteica (HP).
p<0,01 (**).

Fonte: do autor
Os dados estatisticos da analise de ingestdo mostraram que 0S animais

tratados com racdo HC ingeriram mais racdo no inicio da gestacéo (2° ddg) que os

animais tratados com racdo controle. No entanto, a partir do 3° ddg o consumo de
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ragéo por parte desses animais foi igual (p<0,01) aos tratados com racao controle
(Figura 3). Nos animais tratados com a racdo HL e HP a ingestdo de racéo foi
semelhante ao controle em todos os dias de gestacéao (p>0,05).

Uma vez que, para o grupo de restricdo alimentar (RA) foi oferecido apenas
4g de racdo ao dia, este grupo nao participou da andlise de ingestdo. Em todas as
manhas foi constatado que os animais deste grupo haviam consumido toda a ragao

ofertada.

5.2 ANALISE DO PESO DAS FEMEAS PRENHES

A andlise da diferenca de peso das fémeas prenhes no 1° e 10° dia de
gestacdo (ddg) revelou que os grupos HL e RA apresentaram alteracao
estatisticamente significativa no de peso em relagdo ao controle (Figura 4a). O
ganho de peso médio no grupo HL foi maior (7,31g) que no grupo controle (RC)
(p<0,05). As fémeas HL aparentavam ter maior quantidade de tecido adiposo
associado ao utero apos laparotomia do que observado nas fémeas do grupo RC

(Figura 4c e 4b, respectivamente).
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Figura 4- Ganho de peso das fémeas prenhes

Média do ganho de peso

Peso em gramas
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Nota: Grupo controle (RC), grupo com dieta Hiperproteica (HP), Hiperlipidica (HL),
Hipercalérica (HC) e grupo de Restricdo Alimentar (RA) (3a). O grafico mostra o
ganho de peso significativo do grupo HL e a perda significativa do grupo RA,
ambos em relacéo ao controle. Imagens macroscopicas de tecido adiposo ao
redor dos sitios de implantacdo observado em camundongos dos grupos RC
(b), HL (c) e RA (d) no 10° ddg. Notar tecido adiposo menos proeminente
entorno dos sitios de implantagcao no animal RA (d).
p<0,05 (*). p<0.001(***)

Fonte: do autor

O Grupo RA, por sua vez, teve uma reducéo (p<0,001) no peso médio (-4,25
gramas) e apresentou pequena quantidade de tecido adiposo associado ao Utero
prenhe (Figura 4d).

Nas fémeas dos grupos que receberam dieta hiperproteica (HP) e
hipercalérica (HC) os ganhos de peso médios foram de 5,829 e 2,629
respectivamente, e estes valores ndo foram diferentes estaticamente do ganho de

peso de animais controle (p>0,05).
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5.3 ANALISE COMPORTAMENTAL

bY

A andlise do comportamento semelhante a ansiedade, bem como do
comportamento depressivo, indicou que ndo ocorreram alteracbées comportamentais
detectaveis pelos testes realizados com fémeas prenhes no 10° dia de gestacao nos
grupos que tiveram dietas alteradas (Figura 5a — 5h), exceto no grupo submetido a
restricio alimentar (RA) (Figura 5a), cujas fémeas apresentaram alteracao
significativa de comportamento relacionado a ansiedade, pois permaneceram mais
tempo nos bracos abertos do Labirinto em Cruz Elevado quando comparadas as
fémeas do grupo controle (p<0,05).

Ao observar os resultados obtidos no teste de reconhecimento espontaneo de
objetos, pode-se afirmar que ndo houve alteracdo na retencdo de memoria a curto
prazo nos animais em todos os grupos analisados (Figura 6a — 6d), ou seja, ndo
houve diferenca significativa nas taxas de discriminagao (Figura 6d). Outra razao
para afirmar categoricamente que ndo ha diminuicdo na retencdo de memdria a
curto prazo € a analise da exploracédo do objeto A3 (Figura 6b) e do objeto A3 e B
(Figura 7) em todos o0s grupos, uma vez que a exploracdo do objeto A3 néao
aumenta significativamente nos grupos experimentais, estando sua exploracéo
semelhante ao controle (RC).

Os animais submetidos a alteracdo na dieta apresentam uma exploracao
menor do objeto novo (B), quando comparado ao controle, sem que houvesse uma
prevaléncia de exploracdo do objeto familiar (A3) (Figura 6c). Embora os animais
explorassem menos o0 objeto recém-introduzido, ndo houve preferéncia de
exploracdo do objeto familiar em detrimento do objeto novo, mostrando néo existir,

dessa forma, alteracdo na memdria a curto prazo.
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Figura 5- Analise do comportamento de camundongos no 10° ddg.
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Nota: Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) (a-g). Grupo Controle (RC);
Racado Hipercalorica (HC); Racgéo Hiperlipidica (HL); Racéo Hiperproteica
(HP); Restricdo Alimentar (RA). Teste do Nado Forcado (h).
p<0,05 (*).

Fonte: d

0 autor
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Figura 6- Teste de reconhecimento espontaneo de objetos.
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Nota: Médias obtidas a partir da soma da exploracdo dos objetos Al e A2 (a)
Médias obtidas através do tempo de exploracdo do objeto A3 (b) e B (c).
Médias obtidas através da razdo entre a exploracdo do objeto B menos a
exploracdo do objeto j& conhecido (A3) e a exploracdo de B mais a
exploracdo de A3 (d). Grupo Controle (RC); Ragédo Hipercalérica (HC);
Racao Hiperlipidica (HL); Racéo Hiperproteica (HP); Restricdo Alimentar
(RA)
p<0,05(*)

Fonte: do autor
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Figura 7- Analise da exploracao dos objetos A3 e B
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Nota: Médias do tempo de exploracdo (segundos) do objeto A3 e B
apresentadas pelos animais de cada grupo experimental. p<0,05 (*).
p<0.001(***).

Fonte: do autor

5.4 ANALISE DOS SIiTIOS DE IMPLANTACAO E VIABILIDADE GESTACIONAL

Os sitios de implantacdo de todos os animais foram analisados
macroscopicamente e contados para avaliacdo da viabilidade gestacional. Foi
realizada a média de sitios de implantacdo em fémeas que apresentavam sitios no
Utero apods laparotomia (Figura 8a). Os animais controle possuiam em média 14,15
sitios de implantacdo. Os animais dos grupos HL e HC possuiam numero médio de
sitios de implantagdo de 13,92 e 14,54, respectivamente, o grupo HP apresentou
namero médio de 13,27 e o grupo RA 14,30 sitios por fémea.

Na maioria dos animais foram observados sitios de implantacdo embrionarios
apos a eutanasia, sendo assim, estes animais foram diagnosticados como gestantes
no 10° ddg. No entanto, em 4 animais do grupo HC e em 11 animais do grupo RA

(Figura 8b) ndo foram observados sitios de implantacdo embrionaria, ou seja, 0s
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animais nado estavam prenhes no 10° ddg como esperado, mesmo tendo sido
observado o tampéo vaginal no 1°ddg.

A analise macroscoépica dos cornos uterinos de todos os animais demonstrou
gue o0s animais controle possuiam sitios de implantacdo de aspecto normal, como
esperado, (Figura 8c) formando uma estrutura do tipo “colar de contas”,
caracteristico do utero de murinos prenhes e diferente de um utero virgem (Figura
8d). Os cornos uterinos de animais dos grupos HL e HP apresentaram aspecto
semelhante aos animais controle (Figura 8e e 8f). A maioria dos animais do grupo
HC, em contrapartida, apresentaram sitios de implantacdo de aspecto normal
(Figura 8g), enquanto quatro destes animais n&do estavam prenhes. Os cornos
uterinos destes animais do grupo HC né&o tinham o mesmo aspecto observado em
utero de camundongo virgem (Figura 8d), no entanto, ndo apresentavam sitios de
implantacdo e tinham aspecto de inchados quando comparados ao Utero de
camundongos virgens (Figura 8h). Interessantemente, nos animais submetidos a
restricdo alimentar (RA), 15 dos 26 animais submetidos a este tratamento tinham
Uteros gestantes de aspecto normal (Figura 8i) e os outros 11 restantes nao
apresentaram sitios de implantacdo embriondria e tinham sempre aspectos
semelhantes ao observado nos uteros ndo prenhes de animais do grupo HC (Figura
8J).
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Figura 8- Média do numero de Sitios de Implantac&o por animal (Sl/animal)

NuGmero médio de Sl de Numero de animais prenhes e ndo prenhes no
fémeas prenhes no 10°ddg 10ddg

Numero médio de S/Animal
°

Nota: Racdo Controle (RC), Hiperproteica (HP), Hipercaldrica (HC) e Restricdo
(RA) (7a). Namero de animais prenhes (azul) e ndo prenhes (vermelho)
observados apds 10 dias de cada dieta (7b). Imagens macroscopicas de
Uteros de camundongos prenhes no 10°ddg; RC (7c); Virgem (7d); HP
(7e); HL (7f); HC (7g) e (7h); RA (7i e 7] ). Ovarios (setas). Sitios de
implantacdo (cabecas de setas).

Fonte: do autor.
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Figura 9: Fotomicrografias dos sitios de implantacdo corados pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE)

,,. u \\ ,

ZAN

Nota: RC (8a); HP (8b); HL (8c); HC (8d); RA (8e e 8f). Notar a morfologia dos sitios de animais
HP (8b), HL (8c), HC (8d) semelhante ao RC (8a) e sitio de implantacdo em reabsorcéo de
fémea RA (8e e 8f). Nucleos picnéticos (setas) e Células Trofoblasticas Gigantes (CTG)
com aspecto senescente (cabecgas de seta).

Mi. Miométrio V. Vasos sanguineos, En. Endométrio. Hematoxilina e Eosina.

Fonte: do autor

A analise microscopica dos sitios de implantacdo mostrou que os sitios
coletados dos animais RC (Figura 9a), HP (9b), HL (9c) e HC (9d) tinham
morfologia aparentemente semelhante, com grande quantidade de células e vasos
sanguineos no endométrio, onde esses vasos sanguineos formavam trabéculas por
onde passa 0 sangue materno. Em nenhum dos sitios analisados destes animais

foram notados indicios de morte embrionaria.
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Embora ndo tenha sido possivel observar, macroscopicamente, sitios de
implantagéo contendo embrides em reabsorcdo nas fémeas RA prenhes no 10° ddg
(Figura 8i), a analise microscépica da morfologia dos sitios desses animais revelou
que varios destes continham embrides em processo de reabsorcao (Figura 9e e 9f).
Além disso, foi corriqueira a observacao de Células Trofoblasticas Gigantes (CTGs),
com nucleo picnotico e/ou corados fortemente pela hematoxilina, indicativos de
morte celular (Figura 9f).

Como comentado anteriormente, o grupo HC, além do RA, possuiam fémeas
gue, mesmo apos ter sido observado o plug vaginal, ndo estavam prenhes quando
sacrificadas no 10°ddg (Figura 8h).

Para verificar se a glicemia poderia ser um fator envolvido com a auséncia de
prenhez no 10°ddg para parte das fémeas do grupo HC, foi realizada a analise da
glicemia de fémeas prenhes deste grupo nos dias 2, 4, 6, 8 e 10° de gestacdo. A
andlise da média de glicemia mostrou ndo haver diferenca significativa entre o grupo
HC em relacdo ao grupo controle (p>0,05), revelando que a racdo hipercaldrica,
fornecida do 1° ao 10°ddg, nédo foi capaz de promover alteracdo na glicemia de fémeas

prenhes (Figura 10).

Figura 10- Gréfico da analise de glicemia
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Nota: Gréfico exibindo a glicemia de fémeas prenhes dos grupos controle
(RC), hipercaldrica (HC) e, por ultimo de fémeas prenhes que
consumiram rac¢do normalmente utlizada no Biotério central da
UNIFAL-MG.

Fonte: do autor
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Para fornecer mais uma comprovacdo da qualidade da racdo controle
fornecida aos animais deste estudo, foi realizada a comparacdo da glicemia de
fémeas prenhes que consumiram a racao controle (RC) em relacdo a fémeas
prenhes que consumiram a racdo normalmente utilizada no Biotério Central da
Universidade federal de Alfenas (RB). A analise mostrou que 0s animais tratados
com RC tinham niveis glicémicos semelhantes aqueles tratados com RB (p>0,05).

A analise estatistica mostrou que com o passar dos dias ocorreu aumento dos
niveis glicémicos em todos os grupos (p>0,001). Demonstrando assim que, com o
avanco da gestacdo ocorreu aumento do indice glicémico tanto nas fémeas HC
guanto nas fémeas RC e RB.

5.5 ANALISE CITOQUIMICA, ESTEREOLOGICA E MORFOMETRICA DAS
CELULAS UNK

5.5.1 Andlise citoquimica e estereoldgica

A semelhanca do descrito por Paffaro e seus colaboradores (2003), em
nossos estudos foram observadas células fortemente reativas para lectina DBA
distribuidas em trés regides localizadas no lado mesometrial dos sitios de
implantacdo embrionaria de camundongos RC (Figura 11a). Portanto, nesses
animais foi possivel identificar todos os 4 subtipos descritos por Paffaro Jr e
colaboradores (2003) no 10° ddg. As células uNK do subtipo | se encontravam
distribuidas preferencialmente na regidao 1 (R1) (Figura 11b), eram pequenas e
arredondadas com morfologia semelhante a um linfécito, em seus nucleos
predominava a heterocromatina, tinham citoplasma restrito e exibiam suas
superficies reativas a lectina DBA (Figura 11e).

Na regido 1, foram encontradas ainda muitas células do subtipo Il (Figura
11b), e eram ligeiramente maiores que as do subtipo | e possuiam poucos granulos
citoplasmaticos que assim como suas superficies eram reativos a lectina DBA
(Figura 11f).
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As células uNK do subtipo Ill, forma morfologicamente mais diferenciada,
localizava-se predominantemente na regido 2 (R2) do sitio de implantacdo (Figura
11c). Tais células, eram bem maiores, com nucleo onde predominava a eucromatina
e seu nucléolo era evidente, sua superficie e numerosos granulos citoplasmaticos
eram reativos a lectina DBA (Figura 11g).

J& o subtipo IV, forma morfologicamente senescente das células uNK, foi
encontrada em maior niumero na regido 3 (R3) destes animais (Figura 11d), Tais
células tinham conteddo granular variavel, que quando presentes reagiram
fortemente com a lectina DBA, seu citoplasma possuia regides que lembravam
extracao citoplasmatica e a reacao de lectina DBA em suas superficies continuava a
ser observada (Figura 11h).

Adicionalmente aos resultados obtidos por Paffaro Jr et. al. (2003), que
trabalharam caracterizando espaco-temporalmente as células uNK de camundongos
normais prenhes, em nossas analises um quinto subtipo de célula uNK pbéde ser
observado. Este subtipo de uNK apresentava marcacao muito irregular para lectina
DBA em suas membranas ou era totalmente ausente, em alguns grupos seus
granulos possuiam aspecto de estarem vazios e seu citoplasma ndo apresentava
sinais de extracdo (Figura 12, 13 e 14). Por ser um subtipo que possuia
caracteristicas heterogéneas aquelas observadas nas uNK de camundongos
prenhes normais o mesmo recebeu a denominacdo de uNK alterada (uUNKa)

nomenclatura semelhante aquela adotada por Lippe (2007) e Zavan (2011).



Figura 11- Subtipos de células uNK DBA*.

Nota: Regido mesometrial do sitio de implantag&o (Sl) (a). Regido
1 do Sl (b). Regido 2 (c). Regido 3 (d). Subtipos I (e), 2 (f), 3
(g) e 4 (h) de células uNK. Células reativas a lectina DBA
(Cabecgas de Seta). Subtipos de células uNK DBA reativas
(Setas). DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte: do autor
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5.5.1.1 Andlise Estereologica do grupo Hiperlipidica (HL)

No grupo HL foi possivel evidenciar que o subtipo | de células uNK,
encontrava-se em numero semelhante (13,1 células/AT) ao controle (15,2
células/AT) na regido 1 (R1) (Figuras 12a). Semelhante ao observado em R1, na
regido 2 ndo houve diferenca no niumero de células do subtipo | quando comparados
animais HL (0,08 células/AT) em relacao ao controle (1 células/AT) (Figura 12b). Na
regido 3 (R3), novamente a quantidade média de células do subtipo | nos animais
HL (0.04células /AT) e controle (0,08 células/AT) eram estatisticamente iguais
(Figura 12c).

Diferente das células uNK do subtipo I, o numero de células do subtipo Il em
R1 era bastante menor no grupo HL (5,1 células/AT) que no grupo controle (15,6
células/AT) (p<0,01) (Figura 12d e 12p). Entretanto, a quantidade desse subtipo na
R2 de HL (0,6 células/AT) foi estatisticamente semelhante ao observado no grupo
RC (4 células/AT) (Figura 12e). O mesmo foi observado na R3, onde as fémeas do
Grupo HL apresentaram 0,2 células/AT e o grupo RC 1,1 células/AT (Figura 12f).

As células uNK do subtipo Ill no grupo HL foram encontradas em numero
reduzido quando comparado ao controle nas 3 regifes dos sitios de implantacéo.
Em R1 o grupo HL apresentou 0,1 células/AT, enquanto o grupo RC possuia 2,8
células/AT (p<0,05) (Figura 12g). Na regido 2, os sitios de implantacdo das fémeas
HL apresentaram 0,9 células/AT, nimero estatisticamente diferente ao observado no
grupo controle (14,2 células /AT) (p<0,001) (Figura 12h). Por fim, na regido 3 foi
observado 0,6 células/AT, enquanto no grupo controle o valor foi de 9,4 células/AT
(p<0,001) (Figura 12i).

O subtipo IV dos sitios de implantacdo das fémeas HL n&o estavam alterados
em numero quando comparados ao grupo RC. No grupo RC foi observado 0,02
células/AT em R1, enquanto HL exibiu 0,2 células/AT (Figura 12j). O mesmo foi
observado em R2, onde RC apresentou 2,3 células/AT e HL 1,7 células/AT (Figura
12k) e em R3, o grupo HL exibiu valor de 6,9 células/AT e o grupo RC 11,5
células/AT (Figura 12I).
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Figura 12- Distribuicdo dos subtipos de células uNK DBA* do grupo
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Nota: Distribuicdo dos subtipos de células uNK por Area Teste (AT=
4.10*um?) durante a gestacao nas regides 1, 2 e 3 em fémeas com
dieta controle (RC) e Hiperlipidica (HL). Subtipo | (a-c), subtipo Il
(d-f), subtipo Il (g-i), subtipo IV (j-1) e uNK alterada (UNKa) (m-o).
Fotomicrografias dos sitios de implantagdo de camundongos no 10°
ddg submetidos a citoquimica de lectina DBA. Regido 1 (p); Regido
2 (q) e regido 3 (r) de camundongo HL. Notar predominancia de
células uNKa (cabecas de setas) em R1, R2 e R3 e 0 aspecto de
vazios dos granulos citoplasméaticos dessas células (detalhes na
direita inferior) (p, g e r). Vaso sanguineo (V). p<0.05 (*). p<0.01
(**). p<0.001 (***).DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte: do autor.
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Com relagéo ao subtipo alterado de célula uNK (uNKa) foi observado que no
grupo HL essas células encontravam-se em numero maior (15,6 células/AT) em
relacdo ao controle (0,1 células/AT) (Figura 12m) (p<0,01). O mesmo aspecto foi
observado na regido 2 (HL 21,3 células/AT e RC 0,2 células/AT) (p<0,001) (Figura
12m) e na regido 3 (HL 21,9 células/AT e RC 0,8 células/AT) (p<0,001) (Figura
12n). A expressiva quantidade de células uNKa, com granulos aparentemente
vazio,s pode ser claramente observada em microscopia de luz nas regides 1, 2 e 3

(Figura 12p, 129 e 12r, respectivamente).

5.5.1.2 Andlise Estereoldgica do grupo Hipercaldrica (HC)

As fémeas do grupo HC ndo apresentaram alteracdo no numero de células
UNK do subtipo | em R1 (9 células/AT) quando comparadas ao grupo RC (15,2
células/AT). Na regido 2 de HC também né&o foi observada alteracdo deste subtipo
(0,07 células/AT) em relacdo a mesma regido no grupo controle (1 células/AT).
Igualmente as regifes anteriores, HC ndo apresentou alteracdo quanto a quantidade
de células do subtipo | (0,04 células/AT) em relacao ao grupo RC (0,09 células/AT)
na regido 3 dos sitios de implantacéo (Figura 13a e 13 p).

A analise do subtipo Il revelou que as fémeas HC apresentaram menor
namero deste subtipo (1,6 células/AT) em R1, quando comparado com o grupo RC
(15,7 células/AT) (p<0,001) (Figura 13d e 13p). Ja na regido 2, as células do subtipo
Il de fémeas HC (0,6 células/AT) tinham incidéncia semelhante aquelas do grupo
controle (4 células/AT) (Figura 13e e 13qg). De modo semelhante a R2, na R3 nao
foram observadas alteragbes estatisticamente significativas entre o grupo HC (0,04
células/AT) e RC (1,15 células/AT) (Figura 13f e 13r).

O numero de células uNK do subtipo Il nas fémeas HC na regiao 1 era
significativamente menor (0,02 células/AT) em relacdo ao grupo controle na mesma
regido (2,9 células/AT) (p<0,05) (Figura 13g e 13p). Além da reducéo do subtipo IlI
em R1 das fémeas HC, foi observado, ainda, reducao significativa do nimero deste
subtipo em R2 (0,8 células/AT) (Figura 13h e 13qg) e R3 (0,16 células/AT) (Figura
13i e 13r), quando comparado as regido 2 (14,2 células/AT) e 3 (9,4 células/AT) de
RC (p<0,001).



Figura 13- Distribuicdo dos subtipos de células uNK DBA* do grupo HC
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Nota: Distribuicdo dos subtipos de células uNK por Area Teste (AT= 4.10%um?)
durante a gestacdo nas regifes 1, 2 e 3 em fémeas com dieta controle (RC)
e Hipercaldrica (HC). Subtipo | (a-c), subtipo Il (d-f), subtipo Il (g-i), subtipo
IV (j-) e uNK alterada (uNKa) (m-0). Fotomicrografias dos sitios de

a

implantagdo de camundongos no 10° ddg submetidos a citoquimica de
lectina DBA Regido 1 (p); Regido 2 (q) e regido 3 (r) de camundongo HC.
Notar predominéncia de células uNKa (cabecas de setas) em R1, R2 e R3 e
0 aspecto de vazios dos granulos dessas células (detalhes na direita inferior)
(p, 9 e r1). p<0.05 (*). p<0.01 (**). p<0.001 (***).DAB-Peroxidase e
Hematoxilina.

Fonte: do autor.
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Com relagéo ao subtipo IV, este ndo apresentou alteracdes significativas em
R1 (O células/AT) (Figura 13j e 13p), R2 (1,2 células/AT) (Figura 13k e 13q) e R3
(7,8 células/AT) (Figura 13l e 13r) em relacdo as fémeas RC, as quais
apresentaram numero meédio de 0,02 células/AT na R1, 2,3 células/AT na R2 e 11,5
células na R3. A analise estereoldgica das células uNK DBA* das fémeas HC
mostrou que o numero das uNKa aumentou significantemente na R1 (27,4
células/AT) quando comparado as fémeas RC nas quais esse subtipo alterado era
qguase ausente (0,13 células/AT) (p<0,001) (Figura 13m e 13p).Grande quantidade
deste subtipo também foi observada na regido 2 dos sitios de implantacdo do grupo
HC (16,4 células/AT) (Figura 13n e 13q) e na regido 3 (14 células/AT) (Figura 130 e
13r), quando comparado as regibes 2 (0,2 células/AT) e 3 (0,2 células/AT) de RC
(p<0,001).

Foi realizada adicionalmente a comparacao por meio de teste estatistico entre
a quantidade total de células uNKa de camundongos HL e HC e nossos resultados
indicam que ambos 0s grupos possuiam a mesma quantidade desse subtipo de uNK
(HL=18,9 células/AT e HC=18,5 células/AT (p<0,01).

5.5.1.3 Andlise Estereoldgica do grupo Hiperproteica (HP)

Em nossas andlises de sitios de implantacdo das fémeas prenhes que
consumiram dieta rica em proteina (HP) néo foi constatada modificacdo no nimero
de células uNK DBA* do subtipo | nas regifes 1 (10,9 células/AT) (Figura 14a), 2
(0,16 células/AT) (Figura 14b) e 3 (0,04 células/AT) (Figura 14c) em comparagao as
regides 1 (15,2 células/AT), 2 (1 células/AT) e 3 (0,09 células/AT) do grupo RC. O
mesmo ocorreu para o subtipo Il, o qual apresentou valores estatisticamente
semelhantes em R1 (11,8 células/AT) (Figura 14d), R2 (2,2 células/AT) (Figura 14e)
e R3 (1,1 células/AT) (Figura 14f), quando comparado a R1 (15,7 células/AT), R2 (4
células/AT) e R3 (1,2 células/AT) das fémeas do grupo controle.

O numero de células do subtipo Il ndo estava alterado na R1 nos sitios de
implantacéo das fémeas HP (1,6 células/AT) em relacdo a R1 de RC (2,9 células/AT)

(Figura 14g). Todavia, na regiao 2, as fémeas do grupo HP possuiam quantidade
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significativamente menor do subtipo Il (3,8 células/AT) (p<0,001) em relacdo ao
namero de células encontradas na R2 do grupo controle (14,2 células/AT) (Figura
14h), como claramente observado em microscopia de luz (Figura 14q). Assim como
na regiao 2, na R3 de HP também foi observada diminuicdo deste subtipo (2,4
células/AT) quando comparado ao controle (9,4 células/AT) (Figura 14i e 14r).

No grupo HP foram observadas alteragbes, também no subtipo IV de células
uUNK DBA®. Na regido 1 dos sitios de implantacdo das fémeas HP foi constatado um
aumento significativo deste subtipo (3,8 células/AT) quando comparado a sua
quantidade observada na mesma regido no grupo controle (0,02 células/AT) (Figura
14j e 14p) (p<0,05). Esta alteracdo também foi observada nas demais regifes
analisadas, uma vez que as fémeas HP apresentaram em R2 (9,6 células/AT) e em
R3 (17,2 células/AT, enquanto as fémeas do grupo RC exibiram valores de (2,3
células/AT) em R2 e (11,5 células/AT) em R3.

O grupo HP também apresentou células uNKa, nas regifes 2 e 3 dos sitios de
implantacdo. Na regido 1 a quantidade média de uNKa nas fémeas HP (5,3
células/AT) nao foi estatisticamente diferente da observada no grupo controle (0,13
células/AT) (Figura 14m e 14p). No entanto, numeros maiores de células uNKa
foram observados na regido 2 (7 células/AT) e 3 (6,2 células/AT) de animais HP em
relacdo ao numero destas células na regido 2 (0,2 células/AT) e 3 (0,18 células/AT)
de RC (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) (Figuras 14n e q; 140 e 14r).

Além disso, realizamos a comparacdo por meio de teste estatistico entre a
quantidade total de células uNKa de camundongos HP e camundongos HL e HC.
Apés o teste, foi constatado que os sitios de implantacdo de camundongos HP
continham menor niamero de células uNKa (5,9 células/AT) que ambos HL (18,9
células/AT) (p<0,001) e HC (18,5 células/AT) (p<0,01).



Figura 14- Distribuicdo dos subtipos de células uNK DBA* do grupo HP
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Nota: Distribuicdo dos subtipos de células uNK por Area Teste (AT= 4.10%um?)
durante a gestacao nas regides 1, 2 e 3 em fémeas com dieta controle
(RC) e Hiperproteica (HP). Subtipo | (a-c), subtipo Il (d-f), subtipo Il
(g-i), subtipo IV (j-1) e uNK alterada (UNKa) (m-0). Fotomicrografias
dos sitios de implantagdo de camundongos no 10° ddg submetidos a
citoquimica de lectina DBA Regido 1 (p); Regido 2 (q) e regido 3 (r) de
camundongo HP. Notar células uNK do subtipo IV na R1 (cabecas de
setas) e detalhe na direita inferior (p) e as células uNKa em R2 e R3
(cabecas de setas), bem como, o aspecto de vazios dos granulos
dessas células (detalhes na direita inferior) (q e r). p<0.05 (*). p<0.01
(**). p<0.001 (***).DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte- do autor.
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5.5.1.4 Analise Estereoldgica do grupo de Restricdo Alimentar (RA)

A analise estereoldgica dos sitios de implantacdo das fémeas RA mostrou
que o subtipo | na R1 (17,1 células/AT), R2 (2 células/AT) e R3 (1 células/AT) nédo
tinham incidéncia diferente do observado nas regides R1 (15,2 células/AT), R2 (1,02
células/AT) e R3 (0,1 células/AT) do grupo controle (Figuras 15a, 15b e 15c).

O subtipo Il de células uNK DBA* foi observado em quantidade
estatisticamente semelhante na regido 1 nas fémeas RA (14,3 células/AT) e RC
(15,7 células/AT) (Figura 15d). Entretanto, na regido 2, foi possivel constatar um
aumento em numero deste subtipo em RA (13,5 células/AT) comparado ao grupo
controle (4 células/AT) (p<0,001) (Figura 15e). O mesmo pode ser observado na
regido 3, regido em que foi observado maior nimero de células do subtipo 1l (8
células/AT) em relacédo ao controle (1,15 células/AT) (Figura 15f).

Com relacdo ao subtipo Ill observamos um menor nimero deste subtipo em
R1 nas fémeas RA (0,11 células/AT) quando comparado a mesma regido do grupo
RC (2,9 células/AT) (p<0,05) (Figura 15g e 15p). Ja na regido 2 nao ocorreu
diferenca significativa na quantidade de células deste subtipo do grupo RA (13
células/AT) em relacdo ao controle (14,2 células/AT) (Figura 15h e 15q). Diferente
do observado nas regides 1 e 2 de RA, a regido 3 o subtipo I[lI aumentou
significativamente em namero (16,3 células/AT) comparativamente ao grupo RC (9,4
células/AT) (Figura 15i). Este aumento de subtipo Ill na regido 3 em RA pdde ser
claramente evidenciado em microscopia de luz (Figura 15r).

Quando analisado o subtipo IV de células uNK DBA* foi possivel verificar que
nas fémeas RA n&o ocorreram diferencas significativas nas regides 1 (0,04
células/AT) e 2 (2,3 células/AT) em relagcéao as regides 1 (0,02 células/AT) e 2 (2,3
células/AT) do grupo RC (Figura 15j e 15k). Entretanto, mais proximo ao embrido,
ou seja na regido 3, o grupo RA tinha um menor namero de células do subtipo IV
(4,6 células/AT), quando comparado ao grupo controle (11,5 células/AT) (Figura
15l). Essa reducdo pode ser facilmente observada em microscopia de luz (Figura
15r).



Figura 15- Distribuicdo dos subtipos de células uNK DBA* do grupo RA

REGIAO 1 REGIAO 2 REGIAO 3

SUBTIPO 1
Namero de células/AT
3

SUBTIPO 2
Q. Nimero de células/ AT

SUBTIPO 3
Nimero de células/AT

SUBTIPO 4
Namero de células/ AT 2

SUBTIPO ALT.
NGmero do células/AT ="

Nota: Distribuicdo dos subtipos de células uNK por Area Teste (AT= 4.10%um2)
durante a gestacdo nas regibes 1, 2 e 3 em fémeas com dieta controle (RC)
e Restricdo Alimentar (RA). Subtipo | (a-c), subtipo Il (d-f), subtipo Il (g-i),
subtipo IV (j-I) e uNK alterada (uNKa) (m-0). Fotomicrografias dos sitios de
implantagdo de camundongos no 10° ddg submetidos a citoquimica de
lectina DBA. Regido 1 (p); Regido 2 (q) e regido 3 (r) de camundongo RA.
Notar uNK DBA* (cabecas de setas) do subtipo | na regido 1 (p), do subtipo
Il na regido 2 (q) e do subtipo Il na regido 3 (r). Vaso sanguineo (V). p<0.05
(*). p<0.01 (**). p<0.001 (***).DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte: do autor.
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No grupo RA nao foram observadas alteragdes significativas no niumero de
uNKa em nenhuma das 3 regides. Nas fémeas RA, esse subtipo de uNK era tdo raro
(Figura 15r) (R1: O células/AT, R2: 0,3 células/AT e R3: 0,42 células/AT), quanto o
observado nos animais RC (R1: 0,13 células/AT, R2: 0,2 células/AT e R3: 0,2
células/AT (Figura 15m, 15n e 150).

5.5.2. Anélise morfométrica

Figura 16- Analise morfométrica dos 4 subtipos de células uNK
DBA reativos
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Nota: Gréficos exibindo o tamanho médio (em um) dos subtipos | (a), Il (b), 1l
(c) e IV (d) de células uNKDBA* nos grupos controle (RC), Hiperlipidica
(HL), Hipercaldrica (HC), Hiperproteica (HP) e Restricdo Alimentar (RA).

Fonte: do autor.
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A realizacdo da andlise morfométrica dos 4 subtipos de células uNK DBA*
mostrou que no grupo HC (9,9um) e HP (10,1um) ocorreu um aumento no tamanho
das células do subtipo I, em relacdo ao controle (8,1um) (p<0,005 e p<0,01,
respectivamente) (Figura 16a). Ja o subtipo Il ndo apresentou alteracdo de tamanho
em nenhum dos grupos experimentais (Figura 16b), enquanto os subtipo Il e IV
exibiram tamanho celular menor no grupo RA (18,3 um e 19,4um, respectivamente)
guando comparados aos subtipos Il (23,5um) e IV (27,5um) do grupo RC (p<0,01 e
p<0,001, respectivamente) (Figura 16¢ e 16d).

5.6 ANALISE IMUNOCITOQUIMICA

5.6.1 Anélise Imunocitoquimica para perforina no grupo RC

A analise imunocitoquimica para perforina mostrou que o0s sitios de
implantacdo das fémeas controle apresentaram células reativas a perforina no
miométrio e, em maioria, na regido de endométrio dos sitios de implantacdo (Figura
17a). Nos cortes histoldgicos de sitios de implantacdo de animais controle onde foi
omitido o anticorpo primario anti-perforina (controle negativo) ndo foi observada
nenhuma reacédo positiva (figura 17b e 17c)

Na regido 1 dos sitios de implantacdo destes animais foram observadas
células positivas para perforina (Figura 17d). A maioria destas células eram
morfologicamente semelhantes ao tipo Il de células uNK DBA*, ou seja, eram
pequenas e apresentavam poucos granulos citoplasmaticos que reagiam fortemente
para o anticorpo anti-perforina (Figura 17e e 17f).

Semelhante ao encontrado na regiéo I, na regido Il, foram observadas muitas
células reativas para o anti-perforina (Figura 17g). No entanto, grande parte dessa
células eram morfologicamente semelhantes as células uNK do subtipo Ill, ou seja,
eram grandes, com nucleo e o nucléolo evidentes e grande quantidade de granulos
citoplasmaticos (Figura 17h), os quais tinham seu conteudo fortemente reativo para

0 anticorpo anti-perforina (Figura 17i).
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Muitas células reativas para lectina DBA foram observadas na regido 3 dos sitios
de implantacdo destes animais (Figura 17j). Estas células Perforina* apresentavam
conteudo granular variavel, que quando presente reagia fortemente com o anticorpo
anti-perforina (Figura 17k). Essas células apresentavam ainda citoplasma extraido e

eram semelhantes as células uNK DBA* do subtipo IV (Figura 171).
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Figura 17- Fotomicrografia de imunocitoquimica do grupo RC

Nota: Fotomicrografias de sitio de implantagdo de camundongos RC no 10° ddg submetido a
imunocitoquimica para perforina (a-1). Regido mesometrial mostrando células uNK Perforina*
(pontos castanhos) (a). Controle negativo para reacdo de imunocitoquimica para perforia (b
e ¢). Regido 1 (d, e, f) com células positivas para perforina (setas) e células. uNK do subtipo
Il em detalhe (f). Regido 2 (g, h, i) com células com granulos reativos ao anti-perforina (setas)
e detalhe de células uNK do subtipo Ill Perforina* (i). Regiédo 3 (j, k, [) com células com
granulos reativos ao anti-perforina (setas) e detalhe de célula uNK do subtipo IV Perforina*
(). DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte: do autor.



5.6.2 Andlise Imunocitoquimica para perforina no grupo HL

Figura 18- Fotomicrografia de imunocitoquimica do grupo HL
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Nota: Fotomicrografias de sitio de implantacdo de camundongos HL no 10° ddg submetido a
imunocitoquimica para perforina (a-l). Regido mesometrial mostrando células uNK
Perforina* (pontos castanhos) (a). Controle negativo para reacdo de imunocitoquimica
para perforina (b e c¢). Regido 1 (d, e, f) com células positivas para perforina (setas) que
sdo semelhantes as uNKa em detalhe (e, f). Regido 2 (g, h, i) com células reativas ao
anti-perforina (setas) com muitos granulos de aspecto vazio em detalhe (i). Regido 3 (],
k, I) com células reativas ao anti-perforina (setas) semelhantes as uNKa e granulos com
interior perorina (). DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte: do autor.
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Nos sitios de implantagdo das fémeas pertencentes ao grupo de dieta
hiperlipidica, foram observadas muitas células reativas ao anticorpo anti-perforina
em meio ao miométrio e endométrio da regido mesometrial (Figura 18a). Nos cortes
histolégicos de sitios de implantacdo de animais HL onde foi omitido o anticorpo
primario anti-perforina (controle negativo) ndo foi também observada nenhuma
reacao positiva (figura 18b e 18c).

Quando os cortes histolégicos dos sitios de implantacdo foram observados
em maiores aumentos em microscopia de luz, foi possivel observar que na regiao 1
a reacdo para perforina era mais fraca (Figura 18d) que nos sitios de animais
controle e os granulos das células, que na sua maioria se assemelhavam as uNKa
(Figura 18e), tinham aspecto de vazios, ou seja, com conteudo total ou parcialmente
negativo para o anti-Perforina (Figura 18f). Na regido 2, foram também observadas
células reativas para o anti-perforina (Figura 18g). Quando observadas em detalhe,
a maioria dessas células era semelhante as uNKa (Figura 18h) e seus granulos
tinham delicado contorno reativo para o anti-perforina, porém com seu interior
negativo para esse antiporpo o que Ihes conferia o aspecto de vazio (Figura 18i).
Resultado semelhante foi observado na regido 3. Nessa regido muito proxima do
embrido, muitas células reativas para o anti-perorina forma observadas, no entanto,
a reatividade dessas células parecia ser mais fraca (Figura 18j) que a observada
nas regides 1 e 2. A observacdo detalhada destas células revelou que estas eram
semelhantes as uNKa (Figura 18k) e nelas também foram observados granulos com

conteddo negativo para o anticorpo anti-perforina (Figura 18l).

5.6.3 Andlise Imunocitoquimica para perforina grupo HC

Os sitios de implantacdo das fémeas do grupo HC foram os que
apresentaram a reatividade mais fraca para o anticorpo anti-perforina, tanto na
regido de miométrio quanto no endométrio da regido mesometrial (Figura 19a).
Novamente ndo foi constada nenhuma reatividade nos sitios de implantacéo

utilizados como controles negativos (Figura 19b e 19c¢).



83

A regido 1, dos sitios de implantacédo destes animais continha muitas células
nao reativas e outras com fraca reatividade para o anti-perforina (Figura 19d).
Quando observadas em aumentos maiores em microscopia de luz, as uNK
fracamente reativas para o anti-perforina (Figura 19e) tinham seus granulos com
aspecto de vazios (Figura 19f), o que as deixava semelhantes as uNKa DBA.

Na regido 2 a maioria das células reativas para o anti-perforina pareciam
maiores que aquelas observadas na regido 1 mas também reagiam fracamente para
esse anticorpo (Figura 18g) e tinham aspecto de células uNKa (Figura 19h) com
granulos que embora aparentassem tamanho maior, possuiam conteudo Perforina-
(Figura 19i).

As células reativas para o anti-perforina da regido 3 eram semelhantes em
tamanho e reatividade aquelas encontradas na regido 2 (Figura 19j), ou seja, eram
fracamente reativas ao anti-perforina (Figura 19k), tinham aspecto de uNKa e o
conteudo translucido de seus granulos conferiam-lhes o aspecto de vazios (Figura
190).



Figura 19- Fotomicrografia de imunocitoquimica do grupo HC

Nota: Fotomicrografias de sitio de implantagdo de camundongos HC no 10° ddg submetido a
imunocitoquimica para perforina (a-I). Regido mesometrial mostrando células uNK
fracamente reativas para perforina (pontos castanhos) (a). Controle negativo para reacéo
de imunocitoquimica para perforina (b e c). Regido 1 (d, e, f) com células
fracamentereativas para perforina (setas) que sdo semelhantes as uNKa em detalhe (e,
f). Regido 2 (g, h, i) com células reativas ao anti-perforina (setas) com muitos granulos de
aspecto vazio em detalhe (i). Regido 3 (j, k, I) com células reativas ao anti-perforina
(setas) semelhantes as uNKa e granulos perforina: (I). DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte: do autor.
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5.6.4 Andlise Imunocitoquimica para perforina no grupo HP

Nos sitios de implantacéo embrionéaria de animais submetidos a dieta rica em
proteina foram observadas células fortemente reativas ao anticorpo anti-perforina e
semelhantes as uUNK em meio ao miométrio e endométrio da regido mesometrial
(Figura 20a). Todos os cortes histologicos utilizados como controle negativo ndo
exibiam reatividade (Figuras 20b e 20c).

Na regido 1 dos sitios do grupo HP, diferente do observado na mesma regiao
de animais controle, foram observadas células com padrédo variavel de reatividade
para o anti-perforina (Figura 20d). Muitas células desses animais possuiam granulos
de tamanhos variados (Figura 20e), sendo que muitas vezes 0S menores
apresentavam aspecto de cheios, enquanto os maiores estavam aparentemente
vazios, ou seja, negativos para perforina em seus interiores, as quais, ha sua
maioria se assemelhavam as uNK do subtipo IV (Figuras 20f).

A regido 2 dos sitios das fémeas do grupo HP também apresentou grande
guantidade de células uNK positivas para perforina (Figura 20g). No entanto, as
células observadas nesta regido também apresentaram reatividade para o anti-
perforina distinta daquela observada nos camundongos controle, nesta mesma
regido (Figura 20h), sendo que esses granulos pareciam menores e muitos deles,
apesar de pequenos, tinham seu interior menos reativo para o anti-perforina, mas
com contorno perforina* (Figura 20i), semelhante as uNKa DBA* observadas nestes

animais.



Figura 20- Fotomicrografia de imunocitoquimica do grupo HP

Nota: Fotomicrografias de sitio de implantagdo de camundongos HP no 10° ddg submetido a
imunocitoquimica para perforina (a-l). Regido mesometrial mostrando células uNK reativas
para perforina (pontos castanhos) (a). Controle negativo para reagdo de imunocitoquimica
para perforina (b e c). Regido 1 (d, e, f) com células reativas para perforina (setas) com
granulos reativos e ndo reativos para perforina (e, f). Regido 2 (g, h, i) com células reativas
ao anti-perforina (setas) com muitos granulos com interior negativo para o anti-peforina (i).
Regido 3 (j, k, I) com células reativas ao anti-perforina (setas) semelhantes as uNKa com
granulos com interior perforina: (I). DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte: do autor.
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Na regido 3, foram observadas muitas células reativas para o anti-perforina
com granulos de tamanhos e reatividade para esse anticorpo variaveis, semelhante
as uNKa DBA* encontradas nessa regiao desse grupo (Figura 20J), ou seja, alguns
de seus granulos eram pequenos e perforina*, enquanto outros eram grandes e
tinha contetdo perforina- e contorno positivo, o que conferia aos Ultimos o aspecto

de estarem vazios (Figuras 20k e 20lI).

5.6.5 Andlise Imunocitoquimica para perforina grupo RA

bY

Nos sitios de implantacdo das fémeas RA submetidos a imunocitoquimca
para perforina foi possivel observar muitas células perforina* no miométrio e
endométrio da regido mesometrial (Figura 21a), de maneira muito semelhante ao
observado no grupo RC. Todas os cortes de sitios de implantacdes de HP utilizados
como controle negativos ndo apresentaram nenhuma reatividade (Figura 21b e
21c).

As células reativas para o anti-perforina presentes no miométrio (Regido 1)
pareciam pequenas (Figura 21d) e a maioria era semelhante as células uNK DBA*
do subtipo Il (Figuras 21e). A maioria dessas células exibia poucos granulos, os
quais reagiam fortemente com o anticorpo anti-perforina o que lhes conferia o
aspecto de estarem cheios (Figuras 21f).

O estudo da regido 2 mostrou que esta apresentava grande quantidade
células uNK positivas para perforina (Figura 21g), as quais, assim como na regiao
anterior, apresentavam granulos citoplasmaticos fortemente reativos ao anti-
perforina e, ou seja, com aspecto de cheios além de se assemelharem ao subtipo I
ou Il de células uNK DBA* (Figuras 21h e 21i).

Na regido 3 foi evidenciado grande quantidade células com granulos que
apresentaram forte reatividade para o anti-perforina (Figura 21j), ou seja,
encontravam-se cheios desta enzima a exemplo do observado nos animais controle.
A maioria dessas células desta regido apresentavam aspectos morfolégicos
condizentes aqueles apresentados pelas células uNK DBA* do subtipo Il (Figuras
21k e 21l).



Figura 21- Fotomicrografia de imunocitoquimica do grupo RA

Nota: Fotomicrografias de sitio de implantacdo de camundongos RA no 10° ddg submetido &
imunocitoquimica para perforina (a-l). Regido mesometrial mostrando células uNK
Perforina* (pontos castanhos) (a). Controle negativo para reagdo de imunocitoquimica
para perforia (b e c). Regido 1 (d, e, f) com células positivas para perforina (setas) e
células. uNK do subtipo Il em detalhe (f). Regido 2 (g, h, i) com células com granulos
reativos ao anti-perforina (setas) e detalhe de células uNK do subtipo Il Perforina* (i).
Regiao 3 (j, k, [) com células com granulos reativos ao anti-perforina (setas) e detalhe de
célula uNK do subtipo IV Perforina* (I). DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte: do autor.
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5.6.6 Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada

5.6.6.1 Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada no grupo RC

Nos cortes histolégicos dos sitios de implantacdo do grupo RC nos quais foi
omitida a incubagdo com anti-corpo anti-caspase 3 clivada (anti-Casp3) nao foi
observado, como esperado, qualquer indicio de reatividade (Figura 22a, 22b e 22c).

Na regido 1, dos sitio de implantacdo de fémeas RC submetidos ao anti-
Casp3 foi possivel observar poucas células com a forma ativa (clivada) da caspase 3
(Figura 21d). Quando presente, a reatividade foi observada no citoplasma e/ou
muito proxima ao nucleo (Figura 22e e 22f).

A regido 2, assim como R1, apresentou escassas células reativas ao anti-
Casp3 (Figura 22g). A marcacao positiva era presente no citoplasma (Figuras 22h
e 22i).

Na regido 3, assim como nas regides anteriores, poucas células reagiram com
o anti-Casp3 (Figura 22j). Nestas células a marcacao estava presente ao redor e/ou

muito proxima ao nucleo (Figura 22k e 22I).



Figura 22- Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada no grupo RC

Nota: Fotomicrografias de sitio de implantacdo de camundongos RC no 10°
ddg submetido a imunocitoquimica para Casp-3 (a-l). Controle negativo da
reacao (a, b e ¢). Regido 1 (d, e, f) mostrando poucas células reativas para
0 anti-caspase (setas) (d, €) e as mesmas células sob contraste de fase (f).
Regido 2 (g, h, i) mostrando células caspase* (setas) (g, h) e as mesmas
células sob contraste de fase (i). Regido 3 (j, k, ) mostrando células
caspase® (setas) (J, k) e as mesmas células em contraste de fase (l). Vaso
sanguineo (v). Anti-casp3-clivada/FITC (a, d, g, j). Anti-casp3-clivada/FITC
e DAP (b, e, h, k). Contraste de fase diferencial (DIC). (c, f, i, I).

Fonte: do autor.
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5.6.6.2 Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada no grupo HL

Como era esperado, o controle negativo da reagcdo para Casp3 nos sitio de
implantagdo de fémeas HL n&o apresentou reatividade, a nao ser aquela
caracterizada como auto-fluorescéncia de eritrécitos (Figura 23a, 23b e 23c).

Na regido 1 (Figura 23d, 23e e 23f) e regido 2 (Figura 23g, 23h e 23i) dos
sitios de implantacdo desses animais, foram observadas mais células reativas para
o anti-Casp3 em relacdo as mesmas regides do grupo RC. A reacdo positiva, tanto
na R1 (Figura 23e e 23f), quanto na R2 (Figura 23h e 23i) se deu no citoplasma, a
semelhanca do observado no grupo controle.

Na regido trés as células com os citoplasmas reativos para anti-Casp3
(Figura 23j, 23K e 23l) pareciam mais abundantes que nas outras regides dos

animais HL e quando comparadas aos animais RC.
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Figura 23- Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada no grupo HL

Nota: Controle negativo da reacdo (a, b e ¢). Regido 1 (d, e, f) mostrando células
reativas para o anti- Casp-3 (setas) (d, €) e as mesmas células sob
contraste de fase (f). Regido 2 (g, h, i) mostrando células Casp-3* (setas)
(g, h) e as mesmas células sob contraste de fase (i). Regido 3 (j, k, )
mostrando muitas células Casp-3* (setas) (J, k) e as mesmas células em
contraste de fase (I). Vaso sanguineo (v). Anti-casp3-clivada/FITC (a, d, g,
). Anti-casp3-clivada/FITC e DAP (b, e, h, k). Contraste de fase diferencial
(DIC) (c, f, i, I).

Fonte: do autor.
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5.6.6.3 Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada no grupo HC

Nos cortes histologicos dos sitios de implantacdo de animais HC utilizados
como controles negativos da reacdo com anti-Casp3, nao foram observadas reacdes
positivas como esperado (figura 24a, 24b 3 24c).

Os animais do grupo HC tinham sitios de implantacdo com muitas células
reativas para o anti-Casp3 na regido 1 (Figuras 24d, 24e e 24f).

Na regido 2 dos sitios de implantacdo de HC as células anti-Casp3*
continuaram a ser observadas (figura 24g, 24h e 24i), no entanto essa pareciam
ocorrer em menor numero que na regiéo 1.

Na regido 3, as células anti-Casp3* também ndo eram tdo abundantes quanto

0 observado na regido 1 (Figura 24j, 24k e 24l).



Figura 24- Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada no grupo HC

Nota: Fotomicrografias de sitio de implantagdo de camundongos HC no 10° ddg
submetido & imunocitoquimica para Casp-3 (a-l). Controle negativo da reacao
(a, b e ¢). Regido 1 (d, e, f) mostrando muitas células reativas para o anti-
Casp-3 (setas) (d, e) e as mesmas células sob contraste de fase (f). Regido 2
(g, h, i) mostrando células Casp-3* (setas) (g, h) e as mesmas células sob
contraste de fase (i). Regido 3 (j, k, I) mostrando células Casp-3* (setas) (J, k)
e as mesmas células em contraste de fase (I). Vaso sanguineo (v). Anti-
casp3-clivada/FITC (a, d, g, j)- Anti-casp3-clivada/FITC e DAP (b, e, h, k).
Contraste de fase diferencial (DIC) (c, f, i, ).

Fonte: do autor.
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5.6.6.4 Imunociotoquimica para Caspase 3-clivada no grupo HP

Como nas reacdes controle citadas anteriormente, os cortes histologicos
provenientes de HP, utilizados como controles negativos da reacao
imunocitoquimcia para Casp3, ndo exibiam reacdo positiva, a ndo ser aquela
proveniente da autofluorescéncia dos eritrocitos (Figura 25a e 25b). Nos sitios de
implantacdo de animais que receberam racao rica em proteina, as células reativas
para o anti-Casp3 eram raras e foram observadas restritas a regido 3 (Figuras 25c e
25d).

Figura 25- Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada no grupo HP

Nota: Fotomicrografias de sitio de implantacdo de camundongos HP
no 10° ddg submetido a imunocitoquimica para Casp-3 (a-d).
Controle negativo da reacdo (a e b). Regido 3 (c e d)
mostrando células Casp-3* (setas). Vaso sanguineo (v). Anti-
casp3-clivada/FITC (a e ¢). Anti-casp3-clivada/FITC e DAP (b
ed).

Fonte: do autor.
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5.6.2.5 Imunociotoquimica para Caspse 3-clivada no grupo RA

No grupo submetido a restricdo alimentar, os sitios de implantacéo utilizados
para o controle negativo ndo foram reativos (Figura 26a, 26b e 26¢). No grupo RA
foram observadas poucas células reativas ao anti-Casp3 nas regides 2 (Figuras
26d, 26e e 26f) e 3 (Figuras 26g, 26h e 26i), enquanto na regido 1 ndo foram

observadas células reativas para esse anticorpo (dados ndo mostrados).

Figura 26- Imunofluorescéncia para Caspase 3-clivada no grupo RA

Nota: Fotomicrografias de sitio de implantacdo de camundongos HC no 10°
ddg submetido & imunocitoquimica para Casp-3 (a-i). Controle negativo
da reagdo (a, b e c). Regido 2 (d, e, f) mostrando células reativas para o
anti- Casp-3 (setas) (d, €) e as mesmas células sob contraste de fase (f).
Regido 3 (g, h, i) mostrando células Casp-3* (setas) (g, h) e as mesmas
células sob contraste de fase (i). Vaso sanguineo (v). Anti-casp3-
clivada/FITC (a, d, g). Anti-casp3-clivada/FITC e DAP (b, e, h). Contraste
de fase diferencial (DIC) (c, f, i).

Fonte: do autor.
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5.6.3 Imunocitoquimica para a-actina

Os cortes histolégicos dos sitios de implantacdo de animais do grupo RC, nos
quais foi omitida a incubacdo com o anticorpo anti-a-actina, foram totalmente nao
reativos como esperado (Figura 27a). No entanto, o miométrio dos cortes
histologicos desses sitios de implantacao foi fortemente reativo para o anti-a-actina
(Figura 27b). Adicionalmente, no endométrio dos cortes de HC, foram observados
vasos sanguineos com suas células musculares lisas reativas para o anti-a-actina
(Figura 27c¢), bem como, células semelhantes as uNK positivas para esse anticorpo
(Figura 27d). A reatividade para o anti-a-actina, frequentemente foi observada em
uma regido polarizada do citoplasma dessas células semelhantes as uNKs.

Nos controles negativos da reagao para a-actina do grupo HL também nao foi
observada nenhuma reatividade (Figura 27e) e o miométrio desses animais foi
fortemente reativo para o anticorpo anti-a-actina (Figura 27f), com intensidade
semelhante ao do grupo RC. Mesmo tendo o miométrio fortemente reativo para esse
anticorpo, nos sitios de implantacdo de animais HL 0s vasos sanguineos eram
totalmente negativos para anti-a-actina (Figura 279g) e células semelhantes as uNK
exibiam fraca reatividade para anti-a-actina (Figura 27h) quando comparadas ao
RC.

Nos cortes histologicos de sitio de implantacdo do grupo de fémeas que
consumiram dieta rica em carboidrato, o controle negativo ndo apresentou qualquer
reacao positiva (Figura 27i). No entanto, o miométrio destes animais era também
fortemente reativo para esse anticorpo (Figura 27j) como o observado no grupo RC.
Os vasos sanguineos dos sitios de implantacdo desses animais eram negativos para
0 anti-a-actina (Figuras 27k) e células semelhantes as uNK exibiam fraca
reatividade para esse anticorpo (Figura 27l), semelhante ao encontrado no grupo

HL e diferente de células equivalente observadas no grupo RC.



Figura 27- Fotomicrografias de imunocitoquimica para a-actina

Nota: Fotomicrografias de sitio de implantagdo de camundongos no 10° ddg submetido
a imunocitoquimica para a-actina (a-t). Grupo RC (a-d) onde pode ser observado
o controle negativo da reacao (a), o miométrio fortemente reativo para o anti- a-
actina (b), bem como a reatividade nos vasos (c) e em células semelhantes as
uNK (d). Grupo HL (e-h) onde pode ser observado o controle negativo da reacao
(e), o miométrio fortemente reativo para o anti- a-actina (f), bem como os vasos a-
actina- (g) e a fraca reagdo para a-actina em células semelhantes as uNK (h).
Grupo HC (i-I) onde pode ser observado o controle negativo da reacao (i), o
miométrio fortemente reativo para o anti- a-actina (j), bem como os vasos a-actina-
(k) e a fraca reagao para a-actina em células semelhantes as uNK (). Grupo HP
(m-p) onde pode ser observado o controle negativo da reacdo (m), o miométrio
fortemente reativo para o anti-a-actina (n), bem como, os vasos fortemente
reativos para o anti-a-actina (0) e as células semelhantes as uNK a-actina* (I).
Grupo RA (g-t) onde pode ser observado o controle negativo da reacdo (q), o
miométrio fortemente reativo para o anti- a-actina (r), bem como, os vasos
reativos para o anti-a-actina (s) e as células semelhantes as uNK positivas para
esse anticorpo (t). Células semelhantes as uNK (cabecas de setas). mi-
miométrio; en- endométrio; v- vaso sanguineo. DAB-Peroxidase e Hematoxilina.

Fonte: do autor
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No grupo HP, assim como esperado, nos cortes utilizados como controles
negativos, ndo foi observada nenhuma reacdo positiva (Figura 27m) e as células
musculares lisas do miométrio continuaram a ser observadas fortemente positivas
para o anti-a-actina (Figura 27n). Nos sitios de implantacdo de HP, no entanto,
foram observados vasos fortemente reativos para o anti-a-actina (Figura 270),
sendo essa reatividade claramente maior que aquela observada em vasos de
animais controle. Poucas células semelhantes as uNK exibiam forte reatividade para
0 anti-a-actina nos sitios de implantacédo de HC (Figura 27p).

O padrdo de reagdo para o anticorpo anti-a-actina nos sitios de implantacao
de fémeas RA apresentou-se muito semelhante aquele observado no grupo RC. No
controle negativo ndo foi observada reacdo positiva (Figura 27qg), o miométrio foi
fortemente reativo (Figura 27r), os vasos sanguineos (Figura 27s) e as células
semelhantes as uNK (Figura 27t) exibiam reatividades semelhantes as mesmas

células encontradas em RC.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi realizada a analise do consumo didrio de racdo entre os
grupos HL, HC e HP em relacdo ao grupo RC. Os resultados mostram nao ter
ocorrido diferenca significativa entre os grupos de dieta alterada e o grupo controle.
De acordo com Chorilli, Michelin e Salgado (2007), um camundongo normal adulto
pode consumir em média 5g de racao/dia, corroborando com os dados apresentados
no gréafico da figura 3, onde pode-se observar que as fémeas prenhes de todos os
grupos consumiram no minimo 5g de racéo/dia.

A analise do ganho de peso dos animais prenhes submetidos as diferentes
dietas revelou que os animais que consumiram as ragcOes hiperproteica (HP) e
hipercalorica (HC) tiveram o ganho de peso médio similar aos animais do grupo
controle. Entretanto, nos animais tratados com a racao hiperlipidica (HL) foi
observado um ganho de peso maior que aqueles tratados com ragao controle.
Townsend, Lorenzi e Widmaier relatam que o consumo de ragéo rica em gordura
durante 3 semanas por fémeas virgens ja promoveria aumento de peso significativo.
De fato, Moraes et al (2009) relataram que uma dieta rica em gordura € um dos
principais fatores que levam ao ganho de peso e, consequentemente, a obesidade.

Como esperado, diferente dos demais grupos estudados, os animais do grupo
submetido a restricdo alimentar (RA) apresentaram reducdo no peso durante a
gestacdo. Nao existem relatos a respeito do peso de camundongos prenhes
submetidos a restricdo alimentar. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho
sdo semelhantes aos encontrados em estudo durante a gestacdo de ratas
submetidas a restricdo de 50%, que descreveu a perda de peso destes animais
(FERRARI; GABRIELLI; MELLO, 1992).

O estudo comportamental revelou que as fémeas que consumiram racao
hiperlipidica n&o apresentaram alteragdes nos parametros de ansiedade, depresséo
e retencdo de memoaria. Contudo, nestes animais houve uma diminuicdo na taxa de
exploracdo global dos objetos durante o teste de reconhecimento espontaneo de
objetos. E possivel que a dieta hiperlipidica possa ter originado um processo de
inflamacé&o sistémica no organismo deste animais, 0 que promoveu a diminuicdo do
comportamento exploratorio. Neste sentido, diversos estudos apontam para a

relacédo existente entre o consumo de dietas ricas em gordura com a expressao ou a
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atividade de proteinas pertencentes a resposta inflamatoria, tais como SOCS3, IKK,
JNK e PTP1B (DE SOUZA et al, 2005; BENCE et al, 2006), os quais, por sua vez,
prejudicam a sinalizacdo de insulina e leptina no hipotalamo, interferindo nas rotas
principais de saciedade e de deposicdo de gorduras que mantem uma massa
corporal estavel causando, portanto, obesidade. Outros autores afirmam que
citocinas como TNF-a e IL-1 sdo expressas em altas quantidades no hipotalamo de
roedores alimentados com dieta rica em gordura, podendo induzir ainda, apoptose
de diferentes tipos celulares (DE SOUZA et al, 2005; MUPPIDI; TSCHOPP; SIEGEL
2004; MORAES et al,2009). Além disso, citocinas como fator de necrose tumoral alfa
e interleucina 1B estdo presentes na mediacdo de quadros fisiopatolégicos como
infeccdo e inflamacéo, levando a alteracbes no comportamento como diminui¢cdo do
comportamento exploratorio dentre outros sintomas (BLUTHE et al, 2000).

O grupo RA foi o Unico de todos os grupos analisados no qual foi observada
alteracdo no comportamento semelhante a ansiedade. Nos animais deste grupo foi
constatada maior exploracdo (maior tempo de permanéncia) dos bracos abertos do
Labirinto em Cruz Elevado em relacdo ao grupo controle. De acordo com Lister
(1987), o aumento da atividade nos bracgos abertos indica redugdo da ansiedade.

Inoue et al (2004) mostraram que a restricdo alimentar cronica produz efeito
ansiolitico em ratos machos. Genn e colegas (2003) mostraram que ratos machos
adultos e fémeas adolescentes, submetidos a restricdo alimentar, apresentaram
maior exploracédo dos bracos abertos revelando um provavel efeito ansiolitico ou um
reflexo de comportamento em busca de alimento, o qual talvez tivesse maior
prioridade em relacdo a ansiedade gerada pelo aparato. Sendo assim, a restricdo
alimentar poderia alterar as prioridades comportamentais, aumentando a exploracao
e reduzindo a ansiedade (GENN et al, 2003). Estes resultados obtidos em ratos séo
semelhantes aos encontrados neste trabalho, embora n&o existam na literatura
outros relatos do efeito ansiolitico da restricdo alimentar em ratos ou camundongos
durante a gestacéo.

Com relacdo aos demais grupos experimentais deste estudo (HL, HC e HP)
nao foram observadas alteracbes no comportamento no que diz respeito aos
parametros ansiedade e depressao. Acredita-se que, durante a gestacao e lactacao,
mulheres e fémeas de roedores podem possuir uma resposta atenuada ao estresse
resultando, possivelmente, na auséncia de alteracdo comportamental (HILLERER et

al, 2011). Isso ocorreria devido a modificacdo do eixo HPA (Hipotalamo- Pituitaria-
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Adrenal) (SLATTERY; NEUMANN, 2007; BRUNTON; RUSSELL; DOUGLAS, 2008),
uma vez que no inicio da gestacdo os niveis de glicocorticoides sdo reduzidos
significativamente e comecam a subir novamente a partir do 10° ddg em
camundongos (BARLOW; MORRISON; SULLIVAN, 1975), bem como, em ratos
(ATKINSON; WADDELL, 1995). Neste trabalho a investigagédo se deu exatamente
no 10° ddg, momento de inicio do reestabelecimento dos niveis de glicocorticoides
descritos por esses autores. Neste sentido, é bastante plausivel que a auséncia de
alteracdes nos parametros ansiedade e depressdo, notada na maioria dos animais
utilizados no presente estudos, esteja relacionada a modificagdo no eixo HPA
causada pelos, ainda baixos, niveis de glicocorticoides neste periodo gestacional de
camundongos.

A exemplo do que ocorreu nos estudos de depressdo, durante o teste de
reconhecimento espontaneo de objetos, também ndo foram observadas alteracdes
significativas na memdria dos animais submetidos aos diferentes tratamentos de
nosso estudo.

Na andlise uterina, apds laparotomia, de todos os camundongos nos quais
foram observadas rolhas vaginal p6s-cépula, evidenciou-se que 0s animais dos
grupos HP e HL foram diagnosticados como prenhes no 10° ddg e tiveram o nimero
médio de sitios de implantacdo iguais ao controle. Ja 4 animais do grupo HC e 11
animais do grupo RA ndo continham sitios de implantacdo, ou seja, ndo estavam
prenhes e os Uteros destes animais tinham aspecto de inchados e com pequenas
divisBes transversais, diferente de um utero virgem. Adicionalmente, quando os
cortes histolégicos dos sitios de implantacdo de todos os grupos foram analisados
em microscopia de luz, apés coloracdo de Hematoxilina e Eosina, foi possivel
diagnosticar nos animais submetidos a restricdo alimentar indicios de morte celular
em sitios de implantacéo onde era evidente a reabsorcéo embrionaria.

Neste estudo ndo foi possivel diagnosticar macroscopicamente e
microscopicamente a morte embrionaria em animais do grupo HC. No entanto, 4 dos
animais deste grupo quando laparatomizados ndo continham sitios de implantacgéo.
Hodgson (2013) mostrou que camundongos machos que consomem um tipo de
racdo hipercalérica com altos indices de dextrose (amido) por 10 semanas
desenvolveram hiperglicemia e resisténcia a insulina, desenvolvendo diabetes do
tipo 2 e em mulheres, a diabetes durante a gestacdo é um importante fator de risco

que pode promover a morte do feto (OHANA, et al, 2011). Apesar destas
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observacoes, no presente estudo néo foi notado aumento de glicose nas fémeas do
grupo HC em relacdo ao grupo RC, indicando que a perda gestacional evidenciada
em 4 animais deste grupo pode ndo estar diretamente relacionada a alteracao
glicémica per si.

Com relagdo a baixa viabilidade gestacional exibida no grupo RA, Ferrari,
Gabrielli e Mello (1992) citaram que a restricdo proteica em ratas adultas pode levar
a reducdo de ninhadas, sendo observado aumento nas taxas de natimortos e de
mortalidade perinatal. Ainda segundo estes autores, a restricdo alimentar pode
compor um quadro de estresse mais intenso que a restricdo proteica. Neste sentido,
€ razoavel supor que a restricdo alimentar pode ter impedido a implantacdo ou
provocado a morte embrionaria, o que tornou inviavel a gestacdo de cerca de 50%
das fémeas do grupo RA deste trabalho. Corroborando nossos resultados referentes
as fémeas do grupo RA, cuja gestacao foi mantida até o 10° dia, 0s mesmos autores
discorrem que tal evento pode ocorrer quando hd aumento na eficiéncia alimentar
das maes, ndo havendo, portanto, perda fetal significativa ou reducéo de ninhada.

Trabalho classico, Berg (1965) obteve resultados semelhantes aos aqui
apresentados para o grupo RA. Em seu trabalho, algumas ratas submetidas a
restricdo alimentar de 25%, 50% e 70%, tiveram uma gestacado bem sucedida e com
ninhadas de tamanho normal, enquanto outras nao apresentavam sitios de
implantacdo, ou seja, a gestacao falhou completamente e isso ocorreu em todos 0s
graus de restricdo alimentar. Além disso, em seu estudo Pascalon e Bertrand (1987),
0s quais também realizaram restricdo alimentar de 70%, 50% e 25%, mostraram
haver um fenbmeno de “tudo ou nada” com relacdo ao nascimento da prole e,
guando havia morte embrionaria precoce, esta ocorria em sua maioria antes do
10°ddg, corroborando os dados apresentados neste trabalho.

Como descrito anteriormente, os cortes histologicos dos sitios de implantacéao
embrionaria de camundongos no 10°ddg foram submetidos a citoquimica de lectina
DBA para caracterizagdo e quantificacdo dos diferentes subtipos de uNK DBA
reativos amplamente citados na literatura (PAFFARO Jr et al, 2003; ZAVAN et al,
2010; HIYAMA et al, 2011; ZAVAN et al, 2012; LIMA et al, 2012; DEGAKI et al, 2012
e CHEN et al, 2012), ou seja, desde as formas menos diferenciadas (subtipo | e II)
até as formas mais diferenciadas (subtipo Ill) e em provavel senescéncia (Subtipo
V).
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Neste trabalho foi possivel também identificar um quinto subtipo de células
uUNK, as células Natural Killer alteradas (uUNKa), descritas anteriormente apenas em
estudos em camundongos prenhes onde foi realizado o protocolo invasivo da
eutanasia cirdrgica intrauterina do embrido (ROMAN, 2001; COPI, 2006; LIMA et al,
2012) ou protocolo que mimetize a infec¢cdo por meio da injecéo intraperitoneal de
LPS (LIPPE, 2007; ZAVAN, 2011). Nas uNKa deste estudo, a exemplo do que estes
autores relataram, foi observada uma descontinuidade ou auséncia de reatividade
para lectina DBA na superficie celular, bem como, granulos de aspecto vazio ou
totalmente n&o reativos para esta lectina.

As células uNKa foram descritas primeiramente por Roman (2001) em
estudos do utero prenhe de camundongos apds eutanasia embrionaria provocada
cirurgicamente. Mais tarde, Lippe (2007) e Zavan (2011), descreveram células com
padrdao de reatividade para lectina DBA idénticas a estas uNKa em camundongos
tratados intraperitonealmente com LPS (lipopolissacarideo de E. coli).

Quanto a analise estereoldgica dos subtipos de uNK, observou-se que o
consumo das dietas hiperlipidica, hipercaldrica, hiperproteica, bem como a restricdo
alimentar, ndo foram capazes de causar mudancas estatisticamente significativas na
distribuicdo e incidéncia da forma menos diferenciada (subtipo 1) de células uNK
DBA reativas. Paffaro Jr, et al (2003) descrevem as células uNK do subtipo | como
células imaturas morfologicamente. O subtipo | seria a forma percursora de células
uNK, muito parecida com um linfocito da corrente sanguinea. Sendo assim, as uNK
DBA* chegariam ao utero prenhe na forma de subtipo | e, dentro deste
microambiente e por meio de fatores ainda ndo conhecidos, passariam a expressar
a N-acetil-D-galactosamina em suas membranas que pode ser identificada pela
lectina DBA. O subtipo I, que realizaria diapedese em uma regido distante do
embrido (regido 1) se diferenciaria em subtipo Il, uma forma ainda pequena de
células uNK, onde podem ser observados ainda poucos granulos citoplasmaticos
DBA reativos. Neste sentido, o fato do subtipo | de uNK de camundongos prenhes
ndo sofrer alteracdo quanto a incidéncia e localizacdo neste trabalho pode ser
explicado pelo fato desta forma ser a forma precursora, ainda imatura de célula uNK
e distante do embrido implantado.

Com relacao ao subtipo Il (em diferenciagéo) e lll (forma mais diferenciada)
de células uNK DBA*, estes foram observados em menor nimero em animais do

grupo HL do que em animais do grupo controle na regidao 1. Além da diminuicdo do
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subtipo lll de uNK na regido 1, estas células foram também encontradas em
pequeno numero nas regides 2 e 3. Interessantemente a diminuicdo em numero
destas formas, subtipo Il e Ill de células uNK, ocorreu concomitante ao aumento de
células uNKa nos animais do grupo HL nas 3 regifes do SI.

A obesidade pode ser considerada uma doenca inflamatoria (HOTAMISLIGIL;
SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993), podendo levar ao aumento de citocinas proé-
inflamatorias na corrente sanguinea (RAMOS et al, 2003) e expressdo de genes
mediadores de inflamacdo nos ovarios e no tecido adiposo que os envolvem
afetando negativamente as fungdes ovarianas (NTEEBA et al, 2013).

Quadros que mimetizem a inflamagdo podem ser obtidos por meio de
protocolos experimentais que utilizam a administracdo de LPS, o qual, por sua vez,
também €& capaz de provocar uma resposta inflamatéria mesmo durante a gestacéo,
causando hiperemia nos sitios de implantacdo (LIPPE, 2007) e presenca de
infiltrado de leucdcitos, incluindo granulécitos (OGANDO et al, 2003). Condigéo
semelhante a esta poderia ser imposta pela eutanasia embrionaria durante a
gestacao realizada por Roman (2001), Copi (2006) e Lima (2012), gerando também
quadros semelhantes a inflamacédo. Ambos os insultos (LPS ou morte embrionaria
cirirgica) podem, portanto, alterar a homeostase uterina, a ponto de alterar a
expressdo de N-acetil-D-galactosamina nos granulos e membrana das uNK.
(ROMAN, 2001; COPI, 2006; LIMA et al., 2012; LIPPE, 2007; ZAVAN, 2011), dando
origem ao subtipo alterado de células natural killer uterinas.

Neste estudo verifica-se que o consumo de dieta rica em lipidios, portanto,
pode interferir na biologia das células uNK DBA*. Parker e colaboradores (2014)
afirmaram que a obesidade pode promover aumento na sintese de progesterona e
alterar o numero de células Natural Killer uterinas, inclusive reduzir a expressao de
Interferon-y pelas células NK no 7,5 ddg. Entretanto, no estudo de Parker et al.
(2014) as fémeas consumiram dieta rica em gordura e agucar por 12 semanas antes
da prenhez. O presente trabalho demonstrou que apenas 10 dias de consumo de
racdo hiperlipidica ja foi suficiente para promover alteracdes na biologia das células
UNK.

Semelhante ao grupo HL, o grupo HC apresentou diminui¢cdo dos subtipos Il e
[ll na regido 1 dos sitios de implantacdo, além disso, foi observado diminuicdo do
subtipo Il de uNK nas regides 2 e 3. Como ocorrido nos Sl de fémeas hiperlipidicas,

a diminuicdo em numero destas formas Il e Ill de células uNK, ocorreu de maneira
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simultinea ao aumento de células uNKa nas 3 regides dos sitios de
desenvolvimento embrionario.

Dados da literatura mostram que uma dieta hiperglicidica pode levar a
neolipogénese, processo pelo qual carbonos provenientes de carboidratos séo
transformados em lipidios (acidos graxos) e que este processo € altamente ativo em
roedores (PARKS, 2002). Sabe-se muito pouco sobre a estimulacdo da
neolipogénese em humanos, mas presume-se que quanto mais alta a glicemia pos-
prandial, maiores sdo as chances de ocorrer aumento na sintese de acidos graxos a
partir da glicose, devido ao fornecimento excessivo de atomos de carbono (PARKS,
2001). Nesse sentido, € viavel a hipotese de que a dieta ingerida pelas fémeas do
grupo HC possa ter causado a neolipogénese com consequente aumento de acidos
graxos no organismo das fémeas prenhes, desencadeando respostas similares as
que provavelmente ocorreram no grupo HL e que levaram ao aparecimento de
células uNKa com a mesma incidéncia nos dois grupos (HL e HC).

Corroborando a hipétese, de que a racdo hipercaldrica teria desencadeado
processo inflamatdrio em nossas analises, um estudo realizado com mulheres, as
quais ja haviam passado pelo periodo de menopausa, mostrou que o consumo de
uma dieta com baixas quantidades de gordura, porém, rica em carboidrato,
promoveu queda no peso e aumento de marcadores inflamatérios nessas mulheres
(KARAKAS et al, 2006). Além disso, McFarlin, Flynn e Hampton (2007)
demonstraram que o consumo de carboidrato aumenta, in vitro, a resposta de
células NK a citocinas pro-inflamatoérias Th1(IL-2 e IFN-y).

Como demonstrado pelos resultados obtidos na andlise estereoldgica, nos
grupos HL e HC néo ocorreu alteracao do subtipo IV em nenhuma das 3 regides dos
sitios de implantacdo das fémeas destes grupos. Como descrito por Paffaro et al.
(2003) o subtipo IV de células uNK DBA reativas, localiza-se, em sua maioria, na
regido 3 dos sitios de implantacdo, mais préxima ao embrido, e € considerado o
subtipo morfologicamente senescente de células uNK DBA*. Os dados apresentados
neste trabalho quanto a incidéncia e localizagdo do subtipo | e IV de uNK DBA* em
conjunto com a diminuicdo em numero dos subtipos Il e Il destas células e
ocorréncia de ceélulas uNKa nos animais HL e HC, indicam que as alteracbes
causadas por essas duas dietas acontecem nos subtipos mais diferenciados e

plenamente ativos das uNK, ou seja, subtipos 1l e Ill.
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Os dados obtidos neste trabalho mostram que nos sitios de implantacdo de
fémeas HP nao ocorreu alteracdo na quantidade de células uNK DBA* do subtipo I,
assim como do subtipo I. Ja as células do subtipo Il sofreram reducdo em relacao
ao grupo controle nas regifes 2 e 3. Concomitante a reducéo de células do subtipo
[ll, ocorreu um aumento de células uNKa nestas regides, indicando que as células
uNKa sejam células uNK DBA* do tipo Il alteradas. Contudo, a dieta Hiperprotéica
teve efeito menor no que diz respeito a geracdo de células uNKa do que o
observado com as dietas hiperlipidica e hipercalorica, pois os animais HP possuiam
namero significativamente menor destas células quando comparados a esses dois
grupos. Com relagéo ao subtipo IV, foi observado aumento deste nas regides 1 e 2
dos sitios de implantacdo. Considerando a probabilidade do subtipo IV ser o subtipo
senescente de células uNK DBA reativas como relatado por Paffaro e colaboradores
(2003), a dieta hiperprotéica pode ter além de provocado alterac6es no subtipo Il e
[l de células UNK DBA*, acelerado a senescéncia dessas células.

No que diz respeito a quantificacdo das células uNK no grupo RA, constatou-
se aumento de células do subtipo Il nas regides 2 e 3, regidbes onde normalmente
sdo encontradas maior numero de células do tipo Ill e IV, respectivamente, no 10°
ddg (PAFFARO et al, 2003). J4 o numero de células do subtipo Ill foi menor na
regido 1 e maior na regido 3, em relacdo ao observado no grupo controle nestas
mesmas &reas. E fundamental ressaltar que na regido 2, onde normalmente héa
maior quantidade de células do subtipo Il (PAFFARO et al, 2003), foi evidenciado
aumento de células uNK DBA reativas do tipo Il, embora ndo tenha ocorrido
diminuicdo de células tipo Ill. Além disso, na regido 3, onde ocorreu maior aumento
de subtipo Ill, em relacdo ao controle, foi constatada diminui¢cdo de células uNK do
tipo 1V, as quais normalmente estdo em maioria nesta area (PAFFARO et al, 2003).

N&o existem dados na literatura quanto a atividade das células uNK frente a
restricdo alimentar. Mesmo quanto a acéo citotoxica da NK circulantes frente a
restricdo alimentar, os dados na literatura séo escassos e inconclusivos. Lieberman
et al (1991), por exemplo, afirmaram que a atividade basal das células NK contra
células tumorais € independente do estado nutricional do organismo em
camundongos e que, mesmo apds 3 semanas de restricdo energetica-proteica, a
capacidade anti-tumoral destas células é preservada. Por outro lado, Saxena,
Saxena e Alder (1984) mostraram que inicialmente a restricdo caldrica-proteica em

fémeas de camundongos C57B1/6 provoca aumento da atividade das células NK do
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baco, entretanto, apdés 7 semanas de restricdo, tal atividade decaiu para niveis
normais e subnormais.

As uNK do subtipo Il seriam a forma em diferenciacdo das células uNK DBA
reativas que chegariam a se tornar células do subtipo Ill. O subtipo Ill, por sua vez,
foi caracterizado como a forma diferenciada (PAFFARO JR et al, 2003), com alta
sintese proteica, e as maiores responsaveis pela remodelacdo das artérias
espiraladas que nutrem o embrido (CROY et al, 2006; BURKE et al, 2010), ou seja
plenamente ativas. Sendo assim, 0 aumento em numero das uNK do subtipo Il e Il
em regides proximas ao embrido implantado em animais do grupo RA pode indicar
um atraso na diferenciacdo e/ou senescéncia das uNK nestes animais.

A imunocitoquimica para perforina nos granulos das células uNK revelou que
a maioria das células uNK presentes nos sitios de implantacdo de animais HL
possuiam granulos de aspecto vazio, com o interior sem marcacdo para perforina.
Como descrito anteriormente, no grupo HL foi encontrada, também, grande
guantidade de células uNKa e a presenca dessas células poderia ser explicada pela
possivel existéncia de um quadro inflamatério, o qual provocaria alteracdes nas
células uNK, semelhantes as observadas no protocolo de eutanasia cirdrgica
intrauterina do embrido (ROMAN, 2001; COPI, 2006 e LIMA et al, 2012) ou protocolo
gue mimetize a infec¢cdo por meio da injecao intraperitoneal de LPS (LIPPE, 2007,
ZAVAN, 2011).

Lima et al (2012) demonstraram que as células uNKa encontradas apos a
eutanasia embrionaria possuiam granulos com auséncia de reatividade a perforina,
enquanto Zavan (2011) demonstrou igual perda de reatividade em camundongos
prenhes tratados com LPS, sugerindo que tanto a morte embrionaria provocada
cirurgicamente quanto a infeccdo mimetizada pelo LPS s&o capazes de ativar a
citotoxidade de uNK (LIMA et al, 2012; ZAVAN, 2011).

O LPS pode desencadear ativacdo de células que contenham receptores
TLR4 (Toll-like receptor 4), um receptor que reconhece padrbes moleculares
associados a patégenos, como 0s acidos graxos presentes nos lipidios que
constituem o lipopolissacarideo de E.coli (MUNFORD; HALL, 1986). Adicionalmente,
Lee et al (2003) demonstraram que uma dieta com excesso de acidos graxos pode
levar a ativacdo de receptores TLR4 e, assim, desencadear a ativacdo de células

imunoldgicas e, consequentemente, um processo inflamatério.
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Além de ter sido reportado a presenca de TLR4 em células uNK de humanos
(ERIKSSON et al, 2014), no utero, ha ainda, a presenca de macréfagos
(NAGAMATSU; SCHUST, 2010), células imunologicas que possuem receptores Toll-
like receptor 4 e que podem ser capazes de ativar células NK através da liberacéo
de citocinas (ABBAS, 2000). Nesse sentido, é possivel que a dieta hiperlipidica
possa ter ativado células imunologicas no Utero e promovido uma resposta
inflamatoria e, assim, a ativacado da citotoxicidade das células uNK desencadeando a
liberacdo de perforina por essas células.

A andlise de perforina do grupo HC mostrou que estes animais também
apresentaram grande quantidade de células uNK com granulos perforna- em seus
interiores. Este grupo também apresentou um numero significativamente alto de
células uNKa. Como proposto anteriormente, acredita-se que 0s eventos presentes
no grupo HL, também possam estar relacionados as alteracdes evidenciadas em HC
e isto ocorreria gracas ao evento de neolipogenese. Portanto, € plausivel supor que
a menor reatividade dos granulos para o anticorpo anti-perforina neste grupo
também tenha sido consequéncia de um processo inflamatério desencadeado pela
presenca de grande quantidade de &cidos graxos no organismo de fémeas HC.

No grupo HP verificou-se que houve diminuicdo da reatividade a perforina
pelas células uNK, embora esta alteracdo pareca ter sido menos critica do que foi
observado nos grupos HL e HC, o que concorda com os resultados estereoldgicos
obtidos nesse estudo, no qual verificamos que o numero de células uNKa em
camundongos HP era menor que aqueles diagnosticados nos grupos HL e HC.
Atualmente ndo ha muitos dados na literatura a respeito de dieta hiperproteica e
gestacdo. A auséncia de dados torna inviavel alusdes a possiveis elos entre a alta
ingestdo de proteina e alteracdes nas células uNK, principalmente relacionando a
promocao da liberacédo de perforina. Uma analise mais aprofundada das alteracbes
ocorridas nos sitios de implantacdo de fémeas HP € necesséria para que se possa
determinar a relacao entre estes fatores.

Nas fémeas do grupo RA néo foi observado alteracdo quanto a reatividade de
perforina nos granulos das células uNK, em relacdo ao controle. Sendo assim, pode-
se dizer que a restricdo alimentar do 1° ao 10°ddg nao foi um fator que suscitou a
mobilizacdo de perforina das células uNK.

Para melhor avaliar as alteragfes nas células uNK DBA reativas decorrentes

da alteracdo nutricional, foi realizada a andalise morfométrica dos 4 subtipos de
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células uNK DBA*. O subtipo 1 nos grupos HC e HP apresentaram tamanho médio
maior em relacdo ao controle. Ja o subtipo Il ndo apresentou alteragcdo em nenhum
dos 4 grupos de dieta alterada.

Resultado mais contundente no que se refere ao tamanho das células uNK,
foi aquele observado nos animais submetidos a restricdo alimentar. Nesses animais
foi observada a diminuicdo em tamanho das células uNK DBA* do subtipo Il e IV e
esses resultados sugerem que a privacao parcial de alimento pode ter prejudicado o
crescimento e/ou diferenciacdo das células uNK uterinas nesses animais.

A andlise de imunocitoquimica para caspase 3-clivada mostrou que os sitios
de implantacdo das fémeas que consumiram dieta hiperlipidica e hipercal6rica
parecem ter exibido maior quantidade de células positivas para caspase 3-clivada.
Como relatado, nossos resultados sugerem que estas duas dietas foram capazes de
promover a liberacdo de perforina pelas células uNK. Sendo a perforina uma
proteina que possui a capacidade de promover a apoptose através da formacao de
poros na membrana de células alvo (YOUNG et al, 1986; METKAR et al, 2002;
THIERY; LIEBERMAN, 2014), acredita-se que que a liberacdo dessa proteina possa
estar relacionada a ativacdo da caspase-3 em células dos grupos HL e HC
causando a apoptose. Aparentemente no grupo de fémeas HC a ocorréncia de
eventos de apoptose foi maior do que nos outros grupos experimentais. Nesse
sentido, pode-se supor que a ocorréncia de apoptose esteja relacionada a provavel
perda gestacional evidenciada nas 4 fémeas HC que ndo apresentaram sitios de
implantacdo no 10° ddg. Além da evidencia de liberacdo de perforina, a qual pode
ter promovido apoptose das células no grupo HC, dados da literatura demonstram
gue uma dieta rica em glicose pode induzir o processo de apoptose em diferentes
tipos celulares (SHARMA et al, 2008; CHOI, 2011), sendo este, outro possivel fator
relacionado a alta presenca de caspase 3-clivada nos sitios de implantacdo de
fémeas que consumiram dieta hipercaldrica.

Com relagdo aos grupos HP e RA, o primeiro parece néo ter apresentado
alteracdes em relagdo ao grupo controle. J& o grupo de fémeas que sofreram
restricdo alimentar, este aparenta ter apresentado mais células positivas para
caspase 3-clivada do que foi observado no grupo RC. Belkacemi et al (2009)
mostraram que ratas desnutridas podem apresentar ativacdo da via de sinalizacéo
de apoptose pela via mitocondrial, sendo este evento responsavel pela diminuicdo

no tamanho da placenta.
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Como exibido nas imagens obtidas a partir da realizagdo de imunocitoquimica
para a-actina, os grupos HL e HC ndo apresentaram marcacéo para a-actina nas
células musculares lisas dos vasos sanguineos de seus sitios de implantacdo. E
sabido que células musculares lisas de vasos sanguineos expressam receptores
TLR4 (SANDBO et al, 2007), os quais podem ser ativados pelo elevado consumo de
acidos graxos (LEE et al,2003). A ativacdo de TLR4 das células musculares lisas
dos vasos sanguineos por LPS promove a diminuicdo da expressdo de genes
relacionados & contracdo, como o gene da a-actina (SANDBO et al, 2007). E
possivel que a presenca de lipidios provenientes da dieta oferecida as fémeas do
grupo HL tenha desencadeado a ativagcdo de receptores TLR4 e promovido
alteracdes semelhantes ao LPS nas células musculares lisas, o que culminou no
relaxamento dos vasos nos sitios de implantacdo. Evento semelhante pode ter
ocorrido no sitio de implantagéo das fémeas do grupo HC.

Além destas observacdes, pode-se supor que a perforina liberada pelas
células uNK esteja envolvida com a auséncia de marcagao para a-actina no vasos
sanguineos dos animais dos grupos HL e HC, uma vez que dados da literatura
mostram que a perforina esta relacionada a morte de células do musculo liso dos
vasos sanguineos para permitir tanto a migracdo quanto a proliferacdo de células
endoteliais (HENDERSON et al, 1999).

Embora possa ter ocorrido a liberacdo de perforina por parte das células uNK
do grupo HP, as células musculares lisas dos vasos sanguineos apresentaram alta
reatividade para a-actina, indicando um possivel estado de contracdo dos vasos, 0
que também contraria a literatura, uma vez que esta sugere que a dieta
hiperproteica pode promover diminuicdo da pressao arterial (CLIFTON; KEOGH,
2007).

Os resultados obtidos na andlise imunocitoquimica para a-actina mostram
que, aparentemente, grande parte das células morfologicamente semelhantes as
células uNK n&o apresentaram marcagao positiva para esta proteina em animais HL.
Zavan (2011) demonstrou que o0s animais prenhes que receberam injecao
intraperitoneal de LPS, apds 4 horas da injecao, apresentaram ceélulas uNK com
auséncia de marcagdao para a-actina. Segundo este autor a diminuicdo da
reatividade para a-actina nas células uNK apoés a aplicacdo de LPS sugere que
ocorra desmontagem de contatos focais nestas células impedindo sua migragdo em

um momento onde estas células podem ter seu metabolismo voltado para
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responderem ao agente infeccioso por meio da ativacdo de sua citotoxidade. Os
dados presentes neste trabalho, o qual visou analisar a responsividade das células
uUNK as alteracdes nutricionais, corroboram com a hipdtese sugerida por Zavan
(2011), uma vez que, a auséncia de marcagdo para a-actina nos sitios de
implantacdo dos grupos hiperlipidica, hipercalorica e hiperproteica pode estar
relacionada a necessidade destas células de voltarem seu metabolismo para
responderem as modificagcbes promovidas no ambiente uterino.

A presenca de forte reagdo para a-actina nas células musculares do
miométrio de todos 0s grupos experimentais, inclusive aqueles que sofreram
alteracdo na marcacdo para esta proteina nos vasos e células presentes na decidua
basal, constituiram-se de uma importante comprovacao da eficiéncia das reacdes
para a-actina em nosso estudo, sendo, portanto, importantes como controle positivo
interno. Além disso, esses resultados sugerem que o endométrio e as células ali
presentes possam ser as mais atingidas pelas modificacdes na dieta, ou que, as
células ali presentes, como as células uNK, respondem rapidamente na tentativa de

manter a homeostase do ambiente uterino frente as alteracdes nutricionais.
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7 CONCLUSOES

Pelas avaliacdes procedidas nesse estudo, foi possivel constatar que as
racdes hiperlipidicas e hipercaldéricas foram as que provocaram alteracdes mais
contundentes nas uNK reativas a Lectina DBA, com aparecimento de grande
namero de células uNKa (alteradas quanto a reatividade a DBA nas suas
membranas e granulos citoplasmaticos), mobilizacdo da perforina em células de
morfologia semelhantes as uNKa, grande expressdo de Casp-3 em células da
regido mesometrial (indicativa de apoptose) e concomitante ndo reatividade dos
vasos sanguineos endometriais para a-actina (sugestivo de relaxamento dos vasos),
sem contudo, alterar o comportamento desses animais nos parametros ansiedade,
depressao ou retencdo de memoaria.

Tal auséncia de mudancga nos parametros comportamentais pode ser notada
também em animais tratados com a racdo hiperprotéica. Em contrapartida, apesar
de terem ocorrido células uNKa nos animais submetidos a dieta hiperproteica, as
alteracOes na reatividade para DBA nas mesmas eram menos proeminentes, bem
como, o numero desse subtipo alterado de célula uNK era menor do que o
observado em animais HL e HC. Adicionalmente, nesses animais, as alteracfes na
reatividade ao anti-perforina em células semelhantes as uNKa e anti-caspase 3
clivada nas células endometriais, foram menos intensas que as observadas nos
animais submetidos aos outros tipos de dietas. Além disso, os vasos de
camundongos HP foram fortemente reativos ao a-actina diferente do observado nos
demais grupos de dieta alterada.

Portanto, o conjunto de resultados obtidos em camundongos tratados com
racdo hiperprotéica até o 10° ddg sugerem que esse tipo de dieta tem um menor
impacto na resposta citotoxica das células uNK, com consequente diminuigcdo da
expressao de caspase-3 clivada (indicativa de apoptose) em células endometriais e
diminuicdo do relaxamento a-actina-associado da musculatura dos vasos
endometriais.

A restricdo alimentar parcial até o 10° ddg de camundongos, por sua vez,
alterou o comportamento dos animais no parametro ansiedade, sendo que foi

possivel demonstrar o efeito ansiolitico dessa racdo nesses animais. Contudo,
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nossos resultados sugerem que os efeitos dessa restricdo sobre a responsividade
das células uNK DBA* foi o menos proeminente de todos os outros tratamentos
realizados em nosso estudo, visto que, ndo foram encontradas células uNKa, a
imunoreatividade para perforina dos granulos das uNK e para a-actina nos vasos
endometriais foi idéntica aquela observada nos animais controle, apesar de haver
reatividade de caspase-3 clivada no endométrio destes animais. Apesar disso, 0
insucesso na gestacao da ordem de 50% nesses animais, caracterizando um tipo de
resposta “tudo ou nada”, demonstrou que a privacdo parcial de alimento pode
prejudicar a implantacdo embrionaria ou a gestacdo, sugerindo que, apesar da
auséncia de alteracdes nas uNK DBA reativas nos animais comprovadamente
prenhes deste grupo, a privacao parcial de alimento nédo seria benéfica a gestagéo.
Portanto, esse foi um estudo prospectivo, que mostrou que as células uNK
DBA reativas podem responder as alteracdes alimentares em camundongos até o
10° ddg. Essa responsividade foi maior em animais tratados com racao hiperlipidica
e hipercalérica e de uma maneira semelhante ao que ocorre em eventos que
envolvem a inflamacg&o ou morte embrionéria induzidas respectivamente pela injecdo
de LPS e por meio de cirurgia. Contudo, a menor resposta de uNK DBA reativas em
animais tratados com racdo hiperproteica e submetidos a restricdo alimentar, ndo

significam, que essas dietas seriam benéficas a gestacao.
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