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RESUMO

Na gestacdo ocorrem alteracdes neuroendocrinas e fisiolégicas no organismo materno,
sendo um periodo critico a estimulos estressores. O modelo animal € amplamente utilizado
para o estudo das alteracbes durante a gestacdo. Nesse microambiente uterino de
mulheres gravidas, 70% dos leucdcitos sdo linfécitos pertencentes a linhagem das natural
killer uterinas (UNK). Tais células tem papel na manutencdo da homeostasia na gestacao e
sua auséncia pode estar relacionada a casos de aborto. Alteracdes nutricionais durante a
gravidez podem prejudicar tanto a mae quanto sua prole, sendo alvo de diversos estudos.
O presente trabalho teve o fito de analisar o efeito da metirapona, um inibidor da sintese de
glicocorticoides, e da restricdo alimentar sobre a gestacdo de camundongos Swiss do 1° ao
10° ddg. Foram utilizados quatro grupos, animais alimentados ad libitum com ragéo
controle (RC), animais alimentados com racdo controle ad libitum e submetidos ao
tratamento por metirapona (Met), animais submetidos a restricao alimentar (RA) e animais
submetidos a restricdo alimentar e tratados com metirapona (RA+Met). Foi procedido o
estudo comportamental, da viabilidade gestacional, analises morfologicas e citoquimica por
meio da lectina Dolichos biflorus aglutinina, a qual reage especificamente com a membrana
plasmatica e granulos das uNK. As uNK reativas a lectina DBA (UNKDBA" s&o conhecidas
por sua atividade angiogénica o que permite a nutricao eficiente do embrido e da decidua,
mantendo a homeostase durante a gestacdo. Nossos estudos indicam que a metirapona
em concentracdes altas(7,5mg/ml/Kg) causa aborto, enquanto em doses mais baixas
(0,5mg/ml/Kg) néo interfere na viabilidade gestacional. As uNK responderam ao tratamento
de metirapona em animais alimentados ad libitum, provocando a génese de células
expressando baixa reatividade para lectina DBA (UNKDBA®") semelhantes as observadas
recentemente em estudos envolvendo agentes inflamatérios como dietas
hiperlipidicas/hipercaléricas e lipopolissacarideo de e-coli (LPS). Essa resposta das uNK
vem de encontro ao seu papel angiogénico e pode ser importante para manutencao da
homeostase uterina apds o tratamento de um inibidor de sintese de glicocorticoides que
provavelmente desregula o eixo HPA nesses animais. A restricdo alimentar € capaz de
causar comportamento do tipo ansiedade e prejudicar a diferenciacdo das células uNK
DBA" levando a perda gestacional de cerca de 75% dos animais submetidos a esse
tratamento. Metirapona ndo foi capaz de bloquear nenhum destes efeitos da restricao
alimentar em camundongos prenhes.

Palavras chave: Gestac&o. Restricao alimentar. uNK. Metirapona.



ABSTRACT

Gestation has neuroendocrine and physiological changes in the maternal organism, being
a critical period to stressful stimuli. The animal model is widely used for the study of
alterations during pregnancy, In the women uterine microenvironment, 70% of leukocytes
are lymphocytes belonging to the uterine natural killer (UNK) lineage. Such cells play a role
in the maintenance of pregnancy homeostasis and its absence is directly related to
abortion. Nutritional changes during pregnancy can cause damages for both mother and
offspring and are the subject of several studies. The aim of the present study was to
analyze the effect of mettirapone, an inhibitor of glucocorticoid synthesis, and dietary
restriction on gestation of Swiss mice from 1 to 10° ddg. Four groups were used: animals
fed ad libitum with control ration (RC), animals fed control ration ad libitum and submitted
to treatment by metyrapone (Met), animals submitted to food restriction (RA) and animals
submitted to food restriction and treated with metirapone (RA + Met). Behavioral,
gestational viability, morphological and cytochemical analyzes were performed through the
Dolichos biflorus agglutinin lectin, which reacts specifically with the plasma membrane and
uNK granules. Such uNK cells reactive to the lectin DBA (UNKDBA™) are known for their
angiogenic activity which allows the efficient nutrition of the embryo and the decidua to
maintain the homeostasis of the uterine microenvironment during preganancy. Our
studies indicate that metyrapone in high concentrations causes miscarriage, whereas at
lower doses (0.5mg / ml / kg) it does not change gestational viability. UNK were able to
respond to metyrapone treatment in animals fed ad libitum by inducing the genesis of cells
expressing low reactivity to lectin DBA (UNKDBAIlow) similar to those observed recently in
studies involving inflammatory agents such as hyperlipid / hypercaloric diets and e-coli
lipopolysaccharide ( LPS). This uNK response is consistent with its angiogenic role and
may be important for maintenance of uterine homeostasis after treatment of a
glucocorticoid synthesis inhibitor that probably deregulates the HPA axis in these animals.

The food restriction caused anxiety-like behavior and impaired the differentiation of uNK
DBA + cells, leading to gestational loss of about 75% of the animals submitted to this
treatment. Metyrapone did not prevent any of these effects of dietary restriction in

pregnant mice

Keywords: Gestation. Food restriction. uNK. Metyrapone.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas cresceram o0s estudos sobre a gestagdo, elucidando
parte das altracbes que ocorrem nesse periodo classificado como um periodo
critico.Sabe-se que ha modulacbes no sistema imune para implantacdo e
desenvolvimento do embrido, que ndo é geneticamente idéntico a mae.

Estudos em modelos animais permitiram a elucidacdo de partes dos
mecanismos gestacionais, dos efeitos externos prejudicais ao embrido, bem como
0S componentes imunes desse microambiente gestacional .As células natural killer
uterinas(uNK), componentes imunes inatos do organismo materno, S&ao
responsaveis pela manutencdo de uma gestacdo saudavel, sendo ativadas mediante
insultos a gestacado. Tais insultos séo fatores externos que prejudicam a nutricdo e
desevolvimento do embrido/feto.

Evidéncias apontam que dentre os fatores externos que prejudicam a
gestacao, os fatores nutricionais tem ganhado importancia, sendo extremos opostos:
a desnutricdo e a obesidade, como ja descrito pela Organizacdo Mundial da Saude.
Os fatores nuttricionais interferem na gestacdo causando efeitos precoces na
gestacdo como baixo peso ao nascer, doencas neonatais, patologias gestacionais
como pré-eclampsia e abortos recorrentes; e alteracdes tardias na prole como
obesidade na vida adulta, sindrome metabdlica e alteragdes psiquiatricas.

A desnutricdo materna gestacional, objeto de estudo de muitos pesgisadores,
ocasiona uma reducdo da viabilidade gestacional e alteracdes na prole,bem como
alteracbes nos componentes uterinos e organismo materno. A desnutricAo materna
em todas as suas formas atua diretamente como um estimulo estressor, ativando a
resposta via eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal,provocando adpta¢des no organismo
materno e micromabiente gestacional.

O eixo hipotadlamo hipéfise adrenal, responsavel pela respsota ao estresse, o
faz pela sintese e secrecdo de cortisol(humanos) e corticosterona(roedores).
Farmacos que inbem a sintese de cortisol, inibindo diretamente esse eixo, vem sido
utilizado durante a gestacdo como possiveis inibidores do estresse durante a

gestacéao.



16

O uso de um inibidor de glicocorticéides , Metirapona, em conjunto com a restricdo
alimentar durante a gestacdo , reverteu os efeitos da restricdo alimentar quando
utilizados na segunda metade da gestacao.

Corroborando com os efeitos descritos de a restricdo alimentar materna em
modelos de roedores, o presente estudo tem como fito avaliar os efeitos da
Metirapona em conjunto com a restricdo alimentar do 1° ao 10° dia de gestacéo, ja
gue nao existem estudos na literatura que utilizem esse farmaco no inicio da
gestacao.

Sabe-se que a restricAo alimentar causa um atraso na diferenciacédo e
senescéncia das UNKs(SALLES 2014), e que nao existem relatos do efeitos da
Metirapona sobre as Unks. Sendo o pico dessas células no 10° dia de
gestacdo(PAFFARO 2003), é relevante avaliar os efeitos da restricdo alimentar e da
Metirapona até o 10° dia de gestacéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PERIODO GESTACIONAL

A gravidez origina altera¢cdes neuroenddcrinas e fisiologicas que permitem o
desenvolvimento fetal e o parto Voltolini, C. Petraglia, F.( 2014) incluindo alteracdes
nos niveis hormonais e mecanismos de controle, que sao cruciais em proporcionar
um ambiente favoravel para o crescimento celular e maturagdo (LIU, J.H.; RELAR,
R.W., 1999).

Durante a gestacdo, trocas nutricionais e gasosas ocorrem nha placenta,
interface fisica entre mae e feto para garantir o crescimento, o desenvolvimento e a
sobrevivéncia intrauterina. De maneira a permitir essa troca e nutricAo ocorrem
vastas alteracbes no organismo materno, que vao desde o aumento do volume
sanguineo, aumento de células vermelhas, reducdo da hemoglobina e um aumento
da necessidade de ferro, uma vasodilatacdo periférica, aumento da demanda de
oxigénio e alteracdes hormonais que incluem o aumento dos horménios tireoidianos,
gonadotrofina coribnica humana, deoxicorticosterona, aldosterona e relaxina
(SOMA-PILLAY, P. et al., 2016). A placenta induz modificacdes circulatérias que

acabam por direcionar ao Utero maior volume de sangue (HVIID, 2006).

O estudo dos mecanismos biolégicos da gravidez contribui para aumentar 0s
conhecimentos sobre a tolerancia imunolégica e as condi¢cdes fisiolégicas desse
processo (SARAFANA et al., 2007). O periodo gestacional é considerado um
periodo critico no desenvolvimento ja que alteracdes nessa fase ocasionam
alteracOes precoces e na vida adulta do feto. Tais alteragbes caracterizam um
desequilibrio na homeostasia intrauterina que provocam adaptacdes no
desenvolvimento fetal bem como no ambiente uterino que podem ocasionar
alteracdes no desenvolvimento fetal desde a organogénese, baixo peso ao nascer,
aumento de natimortos até alterac6es na vida adulta como a obesidade, resisténcia
a insulina, doencas cardiacas e alteracdes psiquiatricas (BARKER&OSMOND 1986;

FALL et al., 1995; LANGLEY-EVANS 2006).
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A Organizacdo Mundial da saude (WHO), em 2013, relatou 101 milhdes de
criangas desnutridas e com baixo peso antes dos cinco anos de idade e 43 milhdes
de criancas obesas. Dentre as causas da mortalidade infantil (6,9 milhdes de
criancas antes dos cinco anos de idade), a desnutricdo gestacional foi a causa de
um terco dessa mortalidade.

Diante das consequéncias das alteracdes gestacionais, cresceram 0s estudos
acerca desse processo. Corroborando com os dados estatisticos, o0 uso do modelo
animal permitiu a elucidacdo dos mecanismos que ocorrem durante a gestacdo bem
como a descoberta de interferentes nesse processo e as consequéncias para o feto.
O uso de roedores para o estudo da gestacdo € amplamente utilizado pela
semelhanca com o humano- presenca de placenta hemocorial-pela facil
reprodutibilidade, pelo ciclo reprodutivo curto- diferente de humanos, roedores
possuem o chamado ciclo estral que dura de 4 a 5 dias, e a gestacdo € de apenas
20-21 dias, e por possuirem caracteristicas genéticas definidas que facilitam o
planejamento do estudo (COOKE, P.S. et al., 2013; NATALE, D.; PARAST, M.M;
SONCINI, F., 2015.)

2.2 MICROAMBIENTE GESTACIONAL E AS CELULAS uNK

O progresso gestacional requer alteragbes no uUtero como forma de se
propiciar um ambiente que permita a implantacdo do embrido que contém material

genético materno e paterno- semialogénico (WATANABE et al., 2014.).

A decidualizacdo consiste na diferenciacdo dos fibroblastos endometriais e
alteracdes na morfologia celular originando a decidua, tecido transitorio gestacional.
Dessa maneira tem-se no microambiente gestacional componentes maternos
imunes, dentre eles: as células natural killer uterinas (Unk), macréfagos, células
dendriticas, linfécitos B e T (JONES, R. et al., 2006; ERLEBACHER 2013).

A relevancia clinica da adaptacao vascular uterina materna durante a gravidez
€ destacada pelo fato de sua alteracdo estar associada a diversas patologias
gestacionais comuns, incluindo restricdo do crescimento intrauterino, diabetes

gestacional e pré-eclampsia (OSOL et al.,2009).
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Para que ndo haja rejeicdo desse embrido ocorre uma modulacdo da
imunidade com consequente supressdo das células T e reducdo da atividade
inflamatoria, o que justifica o fato dos linfécitos T e B serem minoria durante a
gestacdo (MICHELON et al., 2006; WATANABE et al., 2014).

As células natural killer séo linfécitos da imunidade inata que estdo presentes
em diversos tecidos como ganglios linfaticos, timo, baco, figado e Utero
(YOKOYAMA et al.,, 2013). As células natural killer expressam marcadores de
superficie em sua membrana, sendo que as células do sangue periférico expressam
baixas concentracfes de CD56 e alta concentracdo de CD16- e possuem funcao
citotéxica; desempenham respostas imunes inatas a patégenos bem como
estimulam respostas imunes adaptativas (KIESSLING, R; KLEIN, E; WIGZELL, H.
,1975; HOROWITZ et al., 2012; VIVIER et al., 2011).

Ja as células natural killer uterinas, presentes na decidua, apresentam alta
concentracdo de CD56 e baixa concentracdo de CD16- sdo menos citotoxicas que
as periféricas Koopman et al.( 2003), se correlacionam com a manutencdo da
homeostasia gestacional e producédo de citocinas, secre¢éo de fatores angiogénicos

gue contribuem para a deecidualizacdo (HANNA et al., 2006).

Células natural killer uterinas sao responsaveis pelo direcionamento e
formacdo do suporte vascular durante a gestacao. Essas células secretam citocinas
gue estimulam a angiogénese, bem como a remodelacdo tecidual sendo que a
deficiéncia de algum desses fatores esta relacionada com a pré-eclampsia, aborto
espontaneo, restricdo do crescimento intrauterino e trabalho de parto prematuro
(RATSEP et al., 2014). Apresentam granulos com proteinas liticas (perforinas e
granzinas), cuja liberacdo estd diretamente relacionada com a atividade citolitica
(ANDONIOU et al., 2006).

Estudos imuno-histolégicos revelaram que as células uNK expressam
numerosos fatores angiogénicos como o fator de crescimento endotelial vascular -
fator A (VEGFA), VEGFC, PGF, metaloproteinase da matriz 2(MMP2), fator
transformador de crescimento beta 1(TGFB1) e NKG5 (atualmente conhecido como
granulosina) . Quando as uNK estdo ausentes em camundongos transgénicos, sua
auséncia € capaz de provocar deficiéncia no relaxamento das artérias espiraladas
uterinas causando problemas na decidualizagdo e placentacdo (ASHKAR et al.,
2003).
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A interacdo das células uNK com outras populacdes celulares ocorre
através de receptores de membrana, classificados como ativadores ou inibidores,
dependendo se a atividade litica € disparada ou ndo apos a ligacdo ao receptor. Os
principais receptores inibitérios em camundongos séo Ly49 e CD94-NKG2, sendo
expressos nas UNK maduras, enquanto os receptores de ativacdo sdo: NKRP1A
ENKRP1C, DX5, CD2,2B4, CD69, Ly49D, Ly49H, Nkp46 e NKG2D(CARAUX et al.,
2006). A auséncia de receptores Ly49 implica complicacbes gestacionais
prejudicando a remodelacdo vascular, angiogénese e placentacdo (LIMA et al.,
2014).

A presenca das uNK em humanos e roedores difere em relagcao ao seu pico,
uma vez que em humanos essas células estdo presentes no final da fase secretéria
e se correlacionam com a remodelacdo tecidual no periodo menstrual ou a
manutencdo de uma gestacdo saudavel.Em roedores, pela presenca de um ciclo
curto(4-5dias ) e auséncia de um ciclo menstrual, as uNK estado presentes apenas
durante a gestacao entre o 5° ddg até o 18 ° ddg ja que a gestacao de roedores € de
apenas 21 dias (NATALE, D.; PARAST, M.M.; SONCINI,F., 2015).

Paffaro et al.,(2003), por meio de estudos citoquimico utilizando a lectina
Dolichos Biflorus aglutinina (DBA), caracterizou quatro subtipos de células uNK. O
subtipo | é pequeno, apresenta reatividade para a lectina, nucleo com
heterocromatina e auséncia de granulos citoplasmaticos; o subtipo Il € maior em
relacdo ao subtipo I, apresenta também reatividade para Lectina DBA e possui
poucos granulos citoplasmaticos; o subtipo Il possui forte reatividade para Lectina
DBA, nucleo com eucromatina e nucléolo evidente, citoplasma com granulos
condizente com um tipo celular diferenciado ou maduro; ja o subtipo IV € maior que
os demais, porém apresenta marcacdo pra Lectina DBA descontinua, e seu

citoplasma possui granulos com aspecto extraido sugestivo de senescéncia.

Um quinto subtipo de uNK, nomeado DBA"°"uNK, foi descrito por Zavan et
al., (2016); Salles (2014). A DBA"°"uNK apresenta marcacdo descontinua para a
lectina DBA e o citoplasma possui granulos vazios. Mediante insultos a gestacao, as
uNK podem ser ativadas e liberar seu conteudo citoplasmatico, que consistem em
proteinas relacionadas a morte celular- perforinas e granzinas-para manutencao da

homeostasia gestacional (XIONG et al., 2013).
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2.3 A RESTRICAO ALIMENTAR NA GESTACAO

Esta bem estabelecido que a perturbacdo pré-natal devido a alteracbes
maternas nutricionais relacionadas pode ter efeitos deletérios sobre o futuro da
saude do feto (LANGLEY-EVANS 2006).

Estudos demonstram que a hipertensdo na vida adulta é causada
farmacologicamente por exposicao a glicocorticoides durante o periodo gestacional
ou fisiologicamente por desnutricdo materna (MUN) (KORRAM et al., 2015).

Modelos de estudos que avaliam os efeitos da restricdo alimentar vem sido
utilizados a décadas para se elucidar o mecanismo dessas alteracdes nutricionais
em fémeas virgens e gestantes. Os modelos de restricdo alimentar diferem em
relacdo ao(s) nutrientes(s) que sao restritos e ao tempo de restricdo: restricdo de
todos os nutrientes, a restricdo proteica, a restricdo de lipidios ou de outro nutriente
especifico. Em relacdo ao tempo tem-se o modelo de restricdo alimentar aguda e
cronica. A restricdo alimentar crbnica é uma causa importante de disfuncdes
metabolicas, imunes e neuroenddcrinas (GIOVAMBATISTA et al., 2000).

A restricdo alimentar cal6rica 50% antes da gravidez ocasionou reducdo do
peso da prole masculina (ARAMINAITE, V. et al., 2014). A restricdo alimentar altera
o labirinto placentario Gao, H et al., (2010), a histologia ovariana, induzindo o
desenvolvimento de foliculos ovarianos anormais, causando puberdade precoce na
prole e declinio da expectativa de vida reprodutiva (HARRATH, A.H. et al., 2017).

A restricdo alimentar crénica figura como um estimulo estressor uma vez
causou um aumento da densidade volumétrica das células adrenocorticotréficas e
um aumento dos niveis de ACTH (MILOSEVIC, V.Lj et al., 2011). Fémeas
submetidas a restricdo alimentar por 6 semanas apresentaram um aumento de
interleucina -6(IL-6), ocasionando um estimulo na hipofise anterior. (SPANGELO &
MACLEGO 1990; USKOVIC et al., 2009).

A restricdo alimentar materna durante a gravidez € fisiologicamente um
estimulo estressante para a atividade adrenocortical, incluindo a producéo de
corticosteroides e a modulagao de genes responsivos ao estresse (GUARNIERI, JD.
et al. 2011;MITCHELL et al., 2009).

A desnutricdo materna influencia diretamente a fungdo das mitocondrias sobre

a prole em diversos tecidos, como o figado, pancreas, rim e musculo esquelético. O
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musculo esquelético compde cerca de 40-50% da massa corporal e € o principal
local de utilizacdo de glicose e de &cidos graxos, desempenhando um papel
importante na prevencdo da obesidade e diabetes tipo 2. Pesquisas demonstraram
gue a exposicdo materna a uma dieta de baixa proteina durante a gravidez diminuiu
o conteudo de DNA mitocondrial e reduziu a atividade da citrato sintetase, e ainda
alterou a expressdo do gene mitocondrial no figado e no musculo esquelético da
prole (JOUSSE et al., 2014).

Recentemente Salles( 2014) demonstrou que a restricao alimentar do primeiro
ao 10° dia de gestacéo (ddg) apresentou uma alteragdo de comportamento onde 0s
animais submetidos a restricdo alimentar apresentaram maior exploracdo dos bracgos
abertos no teste de labirinto em cruz elevado representativo de uma reducdo do
comportamento semelhante a ansiedade. O mesmo autor revelou que 50% desses
camundongos tiveram perda gestacional, enquanto os outros 50% tiveram gestacao
aparentemente normal, e a prole dos animais submetidos a restricdo alimentar era
menor em relacdo ao controle.

Resultados semelhantes foram prospectivamente obtidos por Berg (1965) que
submeteu ratas a restricdo alimentar de 25%, 50% e 70%. Berg (1965) revelou que
algumas ratas em seu experimento tiveram uma gestacdo bem sucedida e com
ninhadas de tamanho normal, enquanto outras nao apresentavam sitios de
implantacdo. Pascalon e Bertrand (1987), realizando restricdo alimentar de 70%,
50% e 25%, descreveram um fendmeno de -udo ou nadal com relacdo ao
nascimento da prole e, quando havia morte embrionaria precoce, esta ocorria em
sua maioria antes do 10°ddg.

Além disso, Salles (2014) demonstrou que a restricdo alimentar durante a
gestacdo de camundongos provocou 0 aumento da expressdo de caspase 3 ativada
no microambiente uterino, atrasou a diferenciacdo e senescéncia das unK, bem
como, diminuiu seu tamanho, contudo sem modificar a expressao de perforina pelas
uNK ou actina-alpha nos vasos sanguineos.

Ainda, existem relatos na literatura sobre os efeitos da RA sobre o tecido
adiposo marrom (BAT), tecido localizado na regiao posterior do pescoc¢o responsavel
pela manutencdo da temperatura corporal. A RA em machos (65%) reduziu a massa
de tecido adiposo marrom e as proteinas mitocondriais (ROTHWELL, N.J; STOCK,
M.J., 1982).
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2.4 O EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL (HPA) NA GESTACAO

A resposta neuroenddcrina ao estresse se da pela ativacdo do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal via secrecdo de horménios que restauram as condi¢cbes
fisiolégicas. Os componentes desse circuito neuroendécrino compreendem o
hipotadlamo e o horménio liberador de corticotropina (CRH); a hipo6fise e o horménio
adrenocorticotréfico (ACTH); a glandula adrenal e o cortisol- que em conjunto
modulam o metabolismo, o sistema imune e cardiovascular (BRUNTON, P.J;
RUSSEL;J. A.; 2008).

De maneira analoga ao que acontece com o sistema imune, o eixo HPA esta
parcialmente reduzido no inicio da gestacédo neutralizando o impacto do estresse e
promovendo o sucesso da gestacao. Por outro lado, ha um aumento dos hormdnios
desse eixo no final da gestacdo preparando o feto e o organismo materno para a
parturicdo (PETRAGLIA, F.; VOLTOLINI, C.; 2014).

Na presenca de um estimulo estressor, 0s neur6nios hipofisiotropicos do
hipotdlamo sdo estimulados a sintetizar e secretar o CRH, que ir& modular
receptores sinérgicos da hipofise anterior estimulando a sintese e secrecdo de
ACTH; ACTH ir4 atuar sobre a zona fasciculada da glandula adrenal (suprarrenal)
estimulando a sintese de glicocorticoides (BRUNTON, P.J; RUSSEL; J.A; 2008).

Os glicocorticoides s&@o hormonios esteroides, sintetizados no cortex da
glandula adrenal, que afetam o metabolismo dos carboidratos e reduzem a resposta
inflamatéria (GOODMAN &GILMAN, 2003).

O papel dos glicocorticoides € essencial durante o desenvolvimento fetal uma
vez que promovem a maturacdo do pulméo e da producgéo de surfactante necessario
para a funcdo do pulméo extrauterina (PROUD; SUBAUSTE; WARD; 1994). Os
glicocorticéides também promovem o desenvolvimento do cérebro iniciando a
maturagdo correta, remodelacdo dos axodnios e dendritos, e afetam diretamente a
sobrevivéncia celular (MEYER, 1983; YEHUDA et al , 1989).

Johnson et al., (2007) mostraram que, além da reducdo do peso fetal, a

administracéo de glicocorticéides em macacos Rhesus, houve redugcédo de multiplos
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orgéos incluindo o pulmao, figado, cérebro, pancreas e glandulas suprarrenais.

Os glicocorticéides modificam a fisiologia do sistema nervoso em Varios niveis,
interferindo com processos moleculares envolvidos na modulacdo da resposta
neuroinflamatoria, neurodegeneracdo, viabilidade neuronal e equilibrio celular e
metabdlico. Os glicocorticéides ainda modificam a reatividade emocional,
comportamento global e cognitivo (KALAFATAKIS et al., 2016).

Por outro lado, exposicdo materna a elevadas concentracbes de
glicocorticéides altera o desenvolvimento fetal. O excesso de glicocorticéides ocorre
fisiologicamente quando ha reducdo da expressdo da enzima placentaria 1lbeta
hidroxisteroide desidrogenase ou quando a mae € exposta a algum tipo de estresse
(HARRIS 2010).

Os glicocorticéides na circulagdo fetal também afetam o metabolismo de
glicose, a deposicdo e a mobilizacdo de glicogénio nos tecidos fetais durante a
gestacao (FOWDEN & FORHEAD, 2009).

2.5 METIRAPONA- UM INIBIDOR DE SINTESE DE GLICOCORTICOIDES

O farmaco Metirapona (2-metil-1,2-bis-(3-piridil)-1-propapnolona) (Met) foi
desenvolvido como um potencial inibidor de esteroidogénese (LIDDLE et al., 1958)
possui um mecanismo de agdo rapida e uma meia-vida curta de cerca de 2 horas.
Nos EUA é usada principalmente como terapia adjuvante com outros inibidores de
esteroidogénese com terapia de radiacdo (SHARMA et al., 2015).

Os glicocorticoides séo sintetizados na zona fasciculada da adrenal, e requer
a acdo de cinco enzimas diferentes pertencentes a familia do citocromo
P450(CYP11A1/CYP 11 B1/ CYP17/ CYP21A2/ HSD3B2. A Met inibe a 11 beta
hidroxilase (CYP11B1) inibindo a fase final de sintese de glicocorticéides, reduzindo
0s niveis de cortisol e aldosterona, e elevando os niveis de 11- Deoxicortisol e
desoxicortisona (DOCA) (CANINI et al., 2009).

Foi demonstrado que a administracdo de Met aboliu os efeitos dos

glicocorticéides apds a administracdo de LPS em fémeas gravidas, e ainda alterou o
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equilibrio de citocinas sistémicas (por exemplo, IL-6). (BRENT et al., 2011).

A Met melhora a hipertensédo arterial e a reducdo do numero de néfrons

causados pela restricao proteica (HABBIB, S. et al. , 2011).

Paek et al.,(2014), constatou que a Met reverte os efeitos da sinalizacdo Wnt
e diferenciacdo de fibroblastos, ambos efetuados pelos glicocorticoides. A restricao
alimentar provoca um aumento do nivel de glicocorticéides que estimulam a via Wnt.
A Met estimula a expressédo de beta-catenina, um mediador da via Wnt, bem como
aumenta a expressdo de fibronectina e calponina. A Met reverte os efeitos da
restricdo alimentar sobre a alveolarizagcdo atuando diretamente sobre a via Wnt e
seus mediadores.

A administracdo de Met no final da gestacdo resultou em um aumento de
ACTH na circulacdo e crescimento adrenal, porém, as concentracfes de cortisol
plasmético ndo sofreram alteracdes em decorréncia do uso de Met. A Met atua no
feedback negativo do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal, e que baixas concentracoes
de cortisol intracelulares estdo associadas com o aumento da adrenal e diminui¢do
da expressdo do RNAm 11bHSD2, tais resultados sugerem que as ac¢des do cortisol
e do ACTH sdo necessérias para o crescimento da adrenal bem como a
esteroidogénese, essenciais na transicdo pré-parto e nascimento (WARNES et al.
,2003).

Eventos de estresse influenciam diretamente a producédo da proteina Bcl-xL
nos neurdnios serotoninérgicos do mesencéfalo, sendo que apdés o estimulo os
niveis de RNAm Bcl-xI aumentam. Em uma situacdo de estresse em que se
administrou Met os niveis de RNAm diminuiram revertendo dos efeitos dos
glicocorticéides. (SHISHKINA et al., 2015).

Em conjunto, os achados na literatura retratam os efeitos prejudiciais da
restricdo alimentar gestacional e o uso da Metirapona nessa fase. Contudo, nao
existem relatos na iteratura sobre os efeitos da Metirapona sobre a viabilidade
gestacional e a morfologia das uNKs quando utilizada do 1° ao 10° dia de gestacéo.
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3 JUSTIFICATIVA

De acordo com dados da WHO (2012) existem muitas pessoas obesas e mal
nutridas por todo o mundo e estes valores, contraditérios vem aumentando de
maneira acelerada no Brasil, ilustrando duas realidades distintas: supernutricdo e
fome. Recentemente, tem sido crescente o numero de pesquisas buscando os
efeitos de desbalanceamento em dietas antes ou durante a gestacdo nas maes de
animais modelo e até mesmo de suas proles.

Sabe-se que a restricdo alimentar materna durante a gravidez é um estimulo
estressor que provoca a producao de corticosteroides como ja amplamente descrito
na literatura.

Apesar do conhecimento encontrado na literatura a respeito dos efeitos da
restricdo alimentar sobre a prenhez de camundongos ou gestacdo de humanos,
escassos sao os dados que expliguem esses efeitos, sobretudo o conhecimento da
acao da restricdo alimentar sobre as UNK. Nesse sentido, desenvolvemos em nosso
laboratério (Salles, 2014) a investigacdo dos efeitos da restricdo alimentar sobre as
UNK e constatamos que essas células diminuem de tamanho, tem sua diferenciacéo
e senescéncia atrasada sem contudo ser observada modificacdes na expressao da
proteina citotoxica perforina. Interessantemente, nesse trabalho a restricdo alimentar
se revelou um estimulo do tipo tudo ou nada, sendo que 50% dos camundongos
submetidos a esse tratamento tiveram perda gestacional, ou seja, ndo estavam
prenhes no 10° ddg.

Portanto, fruto da fragmentacdo de conhecimento a respeito dos efeitos da
restricdo alimentar sobre a gestacéo e particularmente células uNK e com o intuito
de investigar os efeitos do glicocorticoides sobre o uUtero, células uNK e perda
gestacional em animais sob restricdo alimentar, propusemos nha presente
dissertacdo o uso da Met, um inibidor da sintese de glicocorticoides nesses animais.
Com esse estudo pretendiamos investigar se os glicocorticoides secretados pela
adrenal seriam os responsaveis pelos efeitos deletérios da restricdo alimentar na
prenhez de camundongos, animais esses que sdo amplamente utilizados como

animal modelo em biologia da reproducao.
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4 OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da Met na viabilidade gestacional, morfologia uterina, sobre
as células UNK DBA++, e analise morfométrica do tecido adiposo marrom em
camundongos prenhes submetidos ou ndo submetidos a restricdo alimentar do 1° ao
10° ddg.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os efeitos da Met no comportamento de camundongos prenhes
submetidos ou ndo submetidos a restricdo alimentar nos parametros

relacionados a ansiedade;

b) Avaliar o efeito da Met sobre o peso da adrenal de camundongos

submetidos ou ndo submetidos a restricdo alimentar durante a gestacao;

c) Avaliar por meio de estudo morfoldgico e citoquimico os efeitos da Met na
viabilidade gestacional, morfologia do Utero e na expresséo de N-acetil-D-
Galactosamina pelas células uNK em camundongos prenhes submetidos

ou ndo submetidos a restricdo alimentar.;

d) Avaliar por métodos estereoldgicos os efeitos da Met no tamanho dos

adipdcitos marrons;

e) Avaliar a viabilidade gestacional no 10° ddg e a termo.
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5 MATERIAL E METODO

Nas proximas secdes sdo descritos todos os métodos utilizados para a
realizacdo desse trabalho, que foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas-UNIFAL/MG (Protocolo
18/2017, Anexo A).

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss oriundos do
Biotério da UNIFAL-MG. As fémeas foram acasaladas com 0s machos da mesma
linhagem em sistema de arem (3 fémeas para cada macho) e foi considerado o
primeiro dia de gestacao (1° ddg) o dia no qual se constata a presenca do tampao
vaginal. As fémeas consideradas prenhes foram mantidas com acesso a agua e
comida ad libitum (Racdo Controle-RC) ou submetidas & restricdo alimentar (RA),
em ciclo de 12/12 horas claro e escuro. Todos os procedimentos animais foram
submetidos e executados ap6s a aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da UNIFAL-MG n° 18/2017.

5.2 Organizacédo dos Grupos Experimentais

Todos os animais foram tratados do primeiro ao 10° ddg por gavagem com
solucdo salina 0,3M ou Met, periodo no qual existe maior incidéncia de células uNK
(PAFFARO JR et al., 2003) e analisados no 10° ddg ou apds o parto. Os animais
foram subdivididos nos seguintes grupos: Camundongos que receberam racéo
controle e solucao salina 0,3M (RC), que receberam ragéo controle e Met (Met), que
foram submetidos a restricdo alimentar (4 gramas de racdo controle por dia) e
solucéo salina 0,3M (RA), e que foram submetidos a restricdo alimentar e Met
(RA+Met)(FIGURA 1). A organizacdo e tamanho das amostras dos diferentes grupos

estudos estao demonstrados na figura 2.
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Racéo Controle (RC) Restri¢ao alimentar (RA)

Racao ad libidum (Ingestdo média=8 gramas) 4 gramas de ragdo por dia

Gavagem: Salina (300ul/08h00min) Gavagem: Salina (300 uL/08h00min)

Metirapona (Met) Restricao alimentar+Metirapona ( RA+Met)
Ragao ad libidum 4 gramas de racdo por dia

Gavagem: Metirapona-0,5 mg/ml/kg /Veiculo: Gavagem: Metirapona-0,5 mg/iml/kg /Veiculo:
salina(300uL/08:00min) salina(300uL/08:00min)

FIGURA 1 - Grupos experimentais e respectivos tratamentos.

(Fonte: da autora)

A
| | |
12 ddg 102 ddg 20-212 ddg Parto/Aandlise a termo
Detecgdo do plug vaginal Anidlise de comportamento Andlise da prole
Analise de ganho de peso
Morfologia macroscdpica
Peso da adrenal
mMorfologia microscdpica e morfometria
B
Prenhes 102 ddg | N&o prenhes 102 ddg | Prenhes atermo | Nao prenhes a termo Total
RC ‘ 10 0 5 0 15
Met ‘ 10 0 5 0 15
RA ‘ 10 14 3 2 29
RA+Met ‘ 10 15 1 4 30

FIGURA 2 - Organizagéo dos grupos experimentais e tamanho das amostras (n).
Experimentos realizados (A).Tamanho da amosra experimental
(B).Grupo submetido a racdo controle (RC). Grupo submetido a
racdo Controle e Metirapona (Met). Grupo submetido a Restricdo
alimentar (RA). Grupo submetido & restricdo alimentar e Metirapona
(RA+Met).

(Fonte: da autora)
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5.3 GANHO DE PESO DOS CAMUNDONGOS PRENHES

Apés constatacdo do tampdo vaginal, os camundongos prenhes foram
pesados diariamente entre o 1° e 10° dia de gestacdo a fim de se detectar

alteracdes no ganho de peso.

5.4 ANALISE DO COMPORTAMENTO

Os testes de comportamento foram realizados sempre no 10° ddg, no periodo
da manhad. Foram gravados utilizando-se uma céamera de video previamente
instalada na sala de analise de comportamento do Laboratério de Biologia Animal
Integrativa (LABAInt) da UNIFAL-MG.

O aparato do campo aberto € constituido por um circulo de acrilico de 90 cm
de diametro, com paredes de 35 cm de altura. O fundo desta arena é marcado por 4
circulos concéntricos, cortados por 2 retas dividindo a arena em 12 quadrantes
disformes. O teste foi realizado introduzindo o animal no centro da arena de
experimentacdo, deixando que o mesmo explorasse livremente por um periodo de 5
minutos. Durante a realizacdo do teste, ndo houve a presenca do pesquisador no
recinto, como forma de evitar possiveis situacfes de estresse para 0 animal.Antes
da realizac&o do teste o animal foi submetido a ambientalizagcédo, onde permaneceu
no aparato por 20 minutos .

Durante a analise do video, o comportamento do animal foi averiguado,
medindo-se a frequéncia de defeca¢Bes (numero de bolos fecais),nimero de realling
ou rumping, ou seja, do comportamento de levantar, (movimento no qual o animal
apoia-se sobre as patas traseiras tocando as paredes laterais do cilindro de acrilico).
Foi analisado também o tempo de exploracdo dos animais nos quadrantes centrais e
periféricos, medindo-se também o numero de cruzamentos nos quadrantes
periféricos e nos quadrantes centrais. Entre a exposicdo de um animal e outro foi
realizada a limpeza do chéo da arena com alcool 10% secando bem e deixando
circular um pouco de ar. Foi considerado cruzamento entre quadrantes quando o

animal colocou suas 4 patas no mesmo (TOYAMA, 2012).
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5.5 ANALISE DA VIABILIDADE GESTACIONAL E DO PESO DA ADRENAL NO
10° ddg.

A viabilidade gestacional foi analisada por meio da analise macroscopica dos
sitios de implantacdo no 10° ddg. Macroscopicamente os uteros prenhes de
camundongos foram avaliados quanto a ocorréncia de sitios de implantacdo os
quais foram quantificados. Além disso, as adrenais de todos 0s grupos estudados
foram dissecadas e pesadas.

5.6 PROCESSAMENTO PARA EMBEBICAO EM PARAFINA

Os animais foram perfundidos com paraformaldeido 4% em Tampé&o Fosfato
0,05 M pH7, 4 sob anestesia (Isoflurano 2%, 1ml/ml, via inalatéria). Os sitios de
implantacdo embrionaria de cada animal e tecido adiposo marrom, foram coletados e
desidratados em gradientes crescentes de etanol e diafanizados em xilol para
embebic&o em parafina (Paraplast, Sigma Chemical Co. USA). Foram obtidos cortes
histolégicos dos blocos de parafina com espessura de 7 ym os quais foram
montados em laminas previamente revestidos com poli-L-lisina a 10%. Os cortes
histol6gicos foram submetidos a coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE) para

avaliacdo morfologica, a citoquimica de lectina DBA .

5.7 CITOQUIMICA COM LECTINA DBA

Os cortes histologicos contendo os sitios de implantagcdo embrionéaria
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. Apos hidratacéo, os cortes foram
submetidos a reacéo de citoquimica para lectina DBA da seguinte maneira:

» Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH 7.4 por 3
vezes;
* Incubacgédo com H,0O, (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;
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Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

Incubagdo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30 minutos;
Incubacédo com lectina DBA (Dolichos biflorus) biotinada (Sigma Chemical Co.
USA) diluida na proporc¢éo de 1:300 em PBS/BSA 1% pH 6,8, overnight, a 4°
C em camara Umida;

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

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

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

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

Lavagem com agua destilada;

Contra-coloracdo com Hematoxilina durante 30 segundos, lavagem em agua
destilada e diferenciacdo com solucdo supersaturada de carbonato de litio
durante 30 segundos;

Os cortes foram entdo desidratados em gradientes crescentes de etanol e
diafanizados em xilol, e montados em meio permanente para observacao ao
microscépio foténico (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.

COLORACAO COM HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

As laminas contendo as seccdes teciduais foram desparafinizadas em xilol

(dois banhos de 20 min), desidratadas em bateria de etanol (Absoluto | e Il, 95% e

70% - 5 min cada), coradas com Hematoxilina por 45 segundos, lavadas em agua

corrente e agua destilada para a retirada do excesso de corante e coradas com

Eosina por 30 segundos. As laminas foram entdo desidratadas por uma bateria

crescente de etanol: 70%, 90%, 95%, absoluto I, Il e Il (5 min cada), banhadas em

Xilol (2 vezes - 5 minutos) e montadas com balsamo do Canada.
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5.8 ANALISE MORFOMETRICA DO TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo marrom foi analisado ao microscopio foténico (Nikon Eclipse
80i/Japan) com camera digital acoplada (Digital Sigth-Fil/Nikon/Japan).). A area dos
adipdcitos foi medida com auxilio do programa NIS-Elements (Nikon/Japan), onde
foram fotografados cinco campos aleatérios, de um corte de tecido adiposo marrom,
de cada animal, no aumento de 40x. Em cada campo fotografado, foram medidos 15
adipécitos aleatoriamente e coletados os valores das suas areas em micrometros

quadrados (um3).

5.9 ANALISE DA PRENHEZ A TERMO, TAMANHO E PESO DA PROLE.

Foram analisados cinco animais de cada grupo analisado quanto a prenhez a
termo. Neste estudo foi analisada a viabilidade gestacional pela verificacdo ou nao
do parto. Além disso, foi contado o numero de filhotes, bem como, analisados o
tamanho (medida com paquimetro da distancia cefalo-caldal) e peso dos filhotes

(prole).

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos foram realizados por meio do software PRISMA 5.01.
Para os dados de ganho de peso foi procedido o teste de anova one way e pos-teste
de Tukey. Para os testes de viabilidade Gestacional (nUmero de animais prenhes) no
10° ddg e na prenhez a termo foi realizada a analise de contingente seguida do teste
do qui-quadrado (x2). Para todos os demais dados foi procedido o teste de ANOVA
two-way seguida de poés-teste de Bonferroni. O indice de significancia adotado no

estudo foi sempre p <0, 05.
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6 RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos dos grupos RC, RA, Met,
Restricdo +Met em nosso estudo; com os respectivos gréficos e descricdo dos

resultados.

6.1 ESTUDO NA DOSE INICIAL DE 7,5 MG/ML/KG DE MET EM SALINA.

Propusemos em nosso trabalho inicialmente a utilizacdo da dose de Met 7, 5
mg/ml/Kg administrada por gavagem do 1° ao 10° ddg. Assim sendo dois animais de
cada um dos quatro grupos: RC, Met, RA e RA + Met foram inicialmente utilizados
nesse estudo prévio. Porém notamos que apesar do grupo RC possuir Gteros com
sitios de implantacdo de aspecto normal como esperado, todos 0s animais que
receberam Met na concentracdo de 7,5 mg/ml/Kg do 1 °© ao 10° dia de gestacao
continham muitos sitios de implantacdo em avancado estagio de reabsorcdo e o
aborto era muito evidente (imagens ndo mostradas). Portanto, a dosagem inicial
proposta de 7, 5 mg/ml/Kg de Met se mostrou inviavel em nosso estudo.

6.2 ESTABELECIMENTO DA CONCENTRACAO IDEAL DE MET

Fruto de nossos problemas encontrados com o uso de Met na concentragao
de 7,5 mg/ml/Kg propusemos um teste para determinacdo da concentracéo ideal de
Met em nossos trabalhos.

Na literatura existe descricdo da restricdo alimentar concomitante com
administracdo de Met em animais da segunda metade da gestacéo (a partir do 10°
ddg) até o término da prenhez (BLONDEAU et al., 2001; HUESON, C.M; DEAK, T.,
2014; KHORRAM et al., 2013), em vias de administragéo e dosagens heterogéneas.

Portanto, nossos dados iniciais mostraram que a administracdo por gavagem
de Met na concentracdo de 7,5 mg/ml/Kg em camundongos gestantes do 1° ao 10°
ddg era muito alta para tornar viavel sua utilizacdo. E importante ressaltar que n&o
existem relatos na literatura de administracdo diaria de Met em camundongos
prenhes na primeira metade da gestagcao (do 1° ao 10° dia). No entanto, a primeira

metade da gestacdo de camundongos € um momento onde as células uNK uterinas
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proliferam e se diferenciam atingindo seu maior pico no 10° ddg (PAFFARO JR et
al., 2003) o que justifica nosso interesse na realizacdo do estudo nesse periodo
gestacional.

Para transpassar o obstaculo referente a dosagem de Met, realizamos um
estudo para determinar a concentracdo ideal dessa droga a ser administrada
oralmente por meio de gavagem na primeira metade da gestacdo. Para tanto 10
animais foram acasalados com machos da mesma linhagem para obtencédo de
animais prenhes. Esses camundongos prenhes foram submetidos a doses diarias de
Met do 1° ao 10° ddg nas concentracdes de 0,25 mg/ml/Kg ou 0,5 mg/ml/Kg ou
0,75mg/ml/Kg ou 1,0 mg/ml/Kg ou 1,25 mg/ml/Kg.

Para este estudo foram utilizados dois animais para cada uma das dosagens
testadas. Este estudo revelou que a dose de 0,5 mg/ml/Kg foi a dose ideal para
nosso estudo, pois por meio dela foi possivel obter animais com Uteros contendo
sitios de implantacdo que aparentavam morfologicamente viaveis e que poderiam
possibilitar nossos estudos posteriores (Figura 3).

Sendo assim, em nossos estudos posteriores todos 0s grupos receptores de
Met foram tratados com a dose de 0,5 mg/ml/Kg.

Portanto, ap6s o0 estabelecimento da concentracdo ideal de Met para
observacéo dos sitios de implantagdo embrionaria de camundongos foi iniciada a
analise de efeitos da Met na gestacdo de camundongos sob-restricdo alimentar nos

grupos experimentais descritos no item 4.2 e na figura 1.



FIGURA 3: Imagens macroscopicas de sitios prenhes no 10° d.d.g. Sitios de
implantacdo (B), sitios em reabsorcdo (C), Uteros com auséncia de
implantacédo (A; D e E). Doses de 0,25 mg/ml/Kg (A); 0,5mg/ml/Kg (B);
0,75 mg/ml/Kg(C);1,0 mg/ml/Kg (D) e 1,25 mg/ml/Kg (E). Ovérios (cabeca
de seta). Sitio de implantacao /Utero (setas).

(Fonte: da autora)
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6.3 ANALISE DE GANHO DE PESO DOS CAMUNDONGOS PRENHES

ApOs estabelecida a concentracdo ideal de Met, todos os

camundongos prenhes foram pesados no 1°, 2°, 4°, 6°, 8° e 10° d.d.g para

andlise do ganho de peso nos grupos estudados. Nao foram encontradas

diferencas significativas entre o ganho de peso do 1° ao 6° ddg nos

animais de todos os grupos. Os animais do grupo RC e Met apresentavam

ganho de peso semelhante do 1° ao 10° ddg. No entanto, os animais dos

grupos RA e RA+Met tinham menor peso médio no 8° ddg (37,74 g e
36,71, p=0,01) e 10° ddg (37,139 e 35,76 g, p=0,0025), ou seja, animais
RA e RA+met exibiram menor ganho de peso estatisticamente notado a
partir do 8° ddg. (Figura 4).

* *k
504
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46 - = RA
44 -4 Met
> 424 < RA+Met
o 2
B ol
o
36
34
32-
30 L] L] L) L) L] L]
a 9 > © > K
A
ddg
PESO (g)
ddg 1° 2° 4° 6° 8° 10°
RC 37,48+3,304 39,18+2,627 39,81+2,729 40,28+3,215 41,26+2,682 40,11+1,773
RA 41,663,506 41,36+x3,420 39,36+x3,712 38,613,435 37,74x2,725* 39,31+1,866*

Met

41,215,520 43,276,171 43,88+5,583 45,26+x5,403 45,91+5,527 44,41+2,052

RA+Met 41,4615 458 39,95+4,885 38,10+4,702 36,86+4,276 36,16x3,826* 38,05%2,256*

B

FIGURA 4- A. Ganho de peso dos animais prenhes do 1° ao 10° ddg. Racéo Controle (RC),

Restricdo Alimentar (RA) Met (Met), RA + Met (RA+Met). (*) refere-se a
diferencga estatistica onde p <0,01. (**) Refere-se a diferenga estatistica em
relacdo ao grupo RC, onde p<0,001. B. Valores do ganho de peso expressos

como médiatdesvio padrao (Testes ndo paramétricos).

(Fonte: da autora)
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6.4 ANALISE COMPORTAMENTAL

Em nossos estudos etologicos, no teste de campo aberto, foi encontrado um
aumento do numero de bolos fecais apenas no grupo RA (p<0, 0401) em
comparacao ao grupo RC (Figura 5A).

Foram notadas diminuicdes no numero de reallings (Figura 5B) nos grupos
Met (p<0, 0149), RA (p<0, 0036) e RA+Met (p<0, 0209) quando comparados ao
grupo RC. No entanto, o tratamento com Met ndo reverteu os efeitos de a restricao
alimentar na diminuicdo de reallings ja que esse namero foi semelhante nos grupos
RA (22, 10) e Met+RA (23, 90).

Quanto ao numero de entradas centrais no teste do campo aberto (Figura 5C)
houve uma reducdo desses cruzamentos centrais nos animais do grupo RA (p<o0,
0213). A observacdo do numero de entradas periféricas (Figura 5D) demonstrou
uma diminuicdo no nimero destas entradas nos grupos RA (p<0, 0179) e RA+ Met
(p<0,048) quando comparado ao grupo RC.

Foi observada uma diminuicdo no tempo de permanéncia no centro (Figura
5E) em animais do grupo RA+Met (p<0,058) demonstrando que o tratamento
conjunto de Restricdo alimentar e Met diminuiu a permanéncia dos camundongos no
centro do campo aberto em relacdo ao grupo RC.

Uma diminuicéo significativa foi também notada no tempo de permanéncia na
periferia (Figura 5F) em animais do grupo Ra+Met (p<0,055) quando comparado ao
grupo RC, novamente demonstrando o efeito conjunto dos tratamentos restricao

alimentar e Met.
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FIGURA 5- A-F. Estudo Comportamental no teste de campo aberto.

* e * referem-se as diferengcas estatisticas quando

dados foram comparados ao controle (A-F). Analise da

variancia do teste de campo aberto. (ANOVA twoway,

se

guido de pos-teste de Bonferroni.

(Fonte: da autora)
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6.5 ANALISE DA VIABILIDADE GESTACIONAL E DO PESO DA ADRENAL NO
10° ddg.

No 10° ddg, os animais submetidos & eutanasia foram analisados quanto a
presenca de sitios de implantagdo embrionéaria para diagnostico da prenhez. Todos
0s cinco animais dos grupos RC (Figura 6A e 6F-6J) e Met (Figura 6A e 6K-60)
apresentavam sitios de implantacdo embrionaria de aspecto macroscopico normal.
No entanto, a viabilidade gestacional foi bastante comprometida nos grupos RA e
RA+Met ao ponto de serem necessarios 22 animais para obtencdo de 5 animais
apresentando sitios de implantacdo embrionaria no grupo RA (Figura 6A e 6P-6T).
Além disso, foram necesséarios 25 animais do grupo RA+Met para obtencdo de
apenas 3 animais com sitios de implantacdo embrionaria nesse grupo (Figura 6U-
6Y). Destes trés animais do grupo RA+Met contendo sitios de implantacdo, um deles
apresentava sitios de implantacédo pequenos e em reabsorcédo (Figura 6v).

Como fito da investigacdo dos efeitos da restricdo alimentar e/ou Met sob o
peso da adrenal, no décimo dia de gestacdo, foi procedida também a coleta e
pesagem das adrenais de animais contendo sitios de implantacao (Figura 6B e 6D).
As adrenais dos camundongos do grupo RA tinham peso (0,02776g, +0,006) similar
ao do grupo RC (0, 02173, +0,007g). No entanto, a estatistica revelou que as
adrenais do grupo Met pesavam mais (0, 0287+0, 06) que o grupo RC (p<0, 0269).
No que diz respeito as adrenais do grupo RA+Met, estas tinham peso (0, 01302+0,
0125) estatisticamente menor (p<0, 05) que o grupo RC mostrando o efeito mais
contundente da soma dos dois tratamentos, restricdo alimentar e Met, em nossos
estudos.

Nos animais que apresentavam sitios de implantacdo no 10° ddg, esses sitios
foram contados (Figura 6C e 6E), sendo observados em média 14, 2 sitios no grupo
RC, 14 sitios no grupo RA, 14, 6 sitios no grupo Met e 15, 33 sitios no grupo
RA+Met, ou seja, ndo foram observadas diferencas estatisticas (p>0, 05) no nimero

de sitios de implantag&o entre os animais prenhes de todos 0s grupos.
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FIGURA 6- Viabilidade gestacional (A)e peso da adrenal(B). . Numero de sitios de

implantacdo(C). Imagens macroscépicas de Uteros no 10° ddg de animais do grupo
RC. (F-J). Imagens macroscépicas de Gteros no 10° ddg de animais do grupo Met.
(K-O). Imagens macroscoépicas de uteros no 10° ddg de animais do grupo RA. (P-T).
Imagens macroscopicas de Uteros no 10° ddg de animais do grupo RA+Met(U-Y).
Analise de variancia ANOVA two-way, seguido de pds teste de Bonferroni) das
amostras referentes ao peso da adrenal. Andlise de variancia ANOVA two-way,

seguido de pés teste de Bonferroni) das amostras referentes ao nimero de sitios

de implantacdo. (Fonte: da autora)
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6.5.1 Andlise morfoldgica e citoquimica

Os sitios de implantagdo embriondria do 10° ddg de animais de todos os
grupos foram processados para embebicdo em parafina e submetidos a citoquimica
de Lectina DBA e coloracdo de HE. Por meio da citoquimica foi possivel observar as
células uNK reativas para lectina DBA (DBA'UNK) espalhadas pela regi&o
mesometrial dos sitios de implantacdo embrionaria de animais de todos o0s grupos
analisados em nosso estudo (Figuras 7A-7D). A microscopia de luz em aumentos
panoramicos, os sitios de implantacdo de animais do grupo RC continham uNK que
eram fortemente reativas para lectina DBA (Figura 7A). No entanto, nos animais do
grupo Met a reacdo para lectina DBA parecia mais fraca (Figura 7B) quando
comparado ao grupo RC. A reacgao positiva para Lectina DBA nas uNK parecia mais
forte nos grupos RA (Figura 7c) e RA-Met (Figura 7D) quando comparadas com a
observada nos sitios de implantacdo do grupo Met.

Nos cortes histolégicos dos sitios de implantacdo de animais do grupo RC em
microscopia de luz de maior aumento foi possivel observar claramente a reacao
positiva para lectina DBA nos granulos e delineando a superficie das células uNK,
sendo encontradas muitas células com granulos citoplasmaticos DBA reativos,
nucleo onde predominava a eucromatina e nucléolo evidente (Figura 7E).

Interessantemente, nos cortes histolégicos de sitios de implantacdo dos
animais grupo Met submetidos & microscopia de luz de maior detalhe, as células
uNK continham granulos de aspecto vazio e claramente menos reativos a Lectina
DBA em células uNK onde as superficies exibiam auséncia ou irregularidade de
reacao para lectina DBA (Figura 7F).

No entanto, nos cortes histolégicos de sitios de implantacdo de animais do
grupo RA, as células uNK apesar de fortemente reativas para lectina DBA pareciam
menores e com poucos granulos citoplasmaticos (Figura 7G).

Aspecto semelhante a esse das uNK DBA" pode ser observado em sitios de
implantagcdo embrionaria de animais do grupo RA+Met (Figura 7H).Nos cortes
histologicos de sitios de implantacdo de animais do grupo RC submetidos &
coloracdo de HE foram observadas células semelhantes 4s uNK DBA" que
apresentavam nucleo onde predominava a eucromatina, nucléolo evidente e
granulos aciddfilos, ou seja, corados pela eosina (Figura 71). Nos cortes de sitios de

implantagdo de animais do grupo Met submetidos ao HE, células semelhantes as
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uNKs tinham citoplasma de aspecto extraido e os granulos acidofilos eram raros ou
ausentes (Figura 7J). Nos cortes histoldgicos de sitios de implantagdo corados com
HE dos grupos RA (Figura 7K) e RA+MET (Figura 7L), as células semelhantes as
uUNK pareciam menores que as do grupo RC e Met, mas continham granulos

aciddfilos em seu citoplasma (Figura 8B).

FIGURA 7- Fotomicrografias de cortes histoldgicos de sitios de implantagdo submetidos a
Citoquimica com lectina DBA. Sitio de implanta¢éo do grupo RC reativo a
lectina DBA (A) Met(B), RA (C), RA+Met(D); fotomicrografia de célula
natural killer uterine no grupo controle(E), no grupo Meirapona(F), no grupo
Restricdo alimentar(G) e no grupo Restricdo+Metirapona (H).Sitio de
implantacdo controle submetido a  HE(l),Metirapona(J),Restricao(K),
RestricAo+Metirapona(L). Célula natural killer uterina (Cabeca de seta). Vasos
Sanguineos(VS). (Fonte: da autora)
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6.6 MORFOMETRIA TECIDO ADIPOSO MARROM

ApOs processamento e coloracao de rotina foi possivel a andlise morfologica
e morfométrica do tecido adiposo marrom. Os tecidos de ambos o0s grupos
apresentavam células poligonais com nucleos esféricos, e citoplasma preenchido
por goticulas lipidicas. Apenas no grupo RA (FIGURA 8D) foi observada uma
reducao significativa na area (p<0,024) em relagéo ao grupo RC (FIGURA 8B).
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FIGURA 8: Andlise morfométrica do tecido adiposo marrom. Gréfico da area dos adipoécitos
(A). Fotomicrografias de cortes histolégico de tecido adiposo marrom (40X)
submetido a HE: RC (B); Met(C); RA (D); RA+Met (E). (Fonte: da autora)
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6.7 ANALISES DA PRENHEZ A TERMO, TAMANHO E PESO DA PROLE.

Para avaliacdo da prenhez & termo, camundongos prenhes de todos os
grupos analisados foram mantidos até o término da gestacdo. Nestes animais foi
primeiramente realizada a observacgéo do parto (prenhes) ou ndao ocorréncia do parto
(n&o prenhes) (figura 8A). Em todos os animais do grupo RC foi observado o parto.
Nos 5 animais do grupo Met utilizados nesse estudo foi também verificado o parto.
No entanto, dos 5 animais do grupo RA utilizados em apenas 3 (60% )foi observado
0 parto, enquanto 2 ndo estavam prenhes no término do periodo gestacional
analisado e possuiam Uteros de aspecto virgem (figura 8B). O Parto ocorreu em
apenas 1 (20%)animal do grupo RA+Met e nos 4 animais restantes o parto ndo
ocorreu e seus uteros tinham também o aspecto de Uteros virgens (Figura 8C).

Foi procedida a contagem dos filhotes dos animais de todos os grupos apés o
parto. Os animais do grupo RC tiveram em média 11 filhotes, enquanto os animais
do grupo Met tiveram 12,67, os do grupo RA tiveram 9,5 e os do grupo RA+Met
tiveram 12 filhotes (Figura 8D). Nao foram encontradas diferencas significativas

entre o numero de filhotes quando comparados os diferentes grupos (Figura 8G).

Os filhotes de todos os grupos utilizados também foram pesados (figura 8E).
Os filhotes dos animais do grupo controle tinham em média 1,89 g. Os filhotes dos
animais do grupo Met tinham o peso médio de 1,94, enquanto os do grupo RA
tinham 2,2g e os do grupo RA+Met tinham 1,8g. Também néo foram identificadas
diferencas significativas entre os pesos dos filhotes em nosso estudo (Figura 8H).

Quanto ao tamanho dos filhotes dos diferentes grupos analisados também
nao foram encontradas diferencas significativa da distancia céfalo-caudal entre todos

0s grupos analisados (Figura 8F e 8I)
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FIGURA 9 -A. Gréfico do numero de animais prenhes e ndo prenhes diagnosticado a
termo. B e C. Imagens macroscoépicas do Utero de aspecto virgem de
animais do grupo RA (B) e RA+Met (C) a termo. D. nUmero médio de
filhotes. E. Peso da Prole. F. Tamanho dos Filhotes. G, H e |. Analise
estatistica respectivamente do numero, peso e tamanho dos filhotes
(ANOVA twoway, seguida de pos teste de Bonferroni). (Fonte: da autora)
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7 DISCUSSAO

Com base em estudos na qual a Met foi administrada em animais da metade
ao final da prenhez BLONDEAU et al.,( 2001); HUESON, C.M; DEAK, T., (2014);
KHORRAM et al.,( 2013), propusemos a concentracdo de 7,5 mg/ml/Kg de Met em
Salina 0,3 M para execucdo de nosso estudo. Inicialmente, portanto, a Met foi
administrada nessa concentracao pela via oral por meio de gavagem do 1° ao 10° de
gestagdo de camundongos.

Pra nossa surpresa, nessa concentracao inicial a Met provocou perda fetal,
sendo observados sitios de implantagdo embrionaria em estdgio avancado de
reabsorcdo tornando o aborto bastante evidente. Constatamos dessa maneira,
nesse estudo prévio que a Met na concentracdo de 7,5mg/ml/Kg tem efeito abortivo
inviabilizando os estudos posteriores. Ndo existem relatos na literatura do efeito
abortivo de Met em qualquer concentracao. Portanto, esse € o primeiro relato de que
a administracdo na prenhez inicial (do 1° ao 10° ddg) desse inibidor da sintese de
glicocorticoide na concentracao de 7,5 mg/ml/kg de animal tem efeito extremamente
prejudicial a gestacao.

Esse achado evidenciando o efeito abortivo da Met na concentracdo de
7,5mg/ml/Kg fez-nos realizar novo estudo em busca da concentragao ideal de met a
ser administrada na fase inicial da gestacdo de camundongos. Nesses testes para
obtencdo da concentracdo ideal de Met, foi notado que as concentracbes de
1,25mg; 1,0mg; 0,75mg e 0,25mg/ml/Kg também provocaram aborto. No entanto,
com a dosagem de 0,5mg/ml/Kg foram observados sitios de implantacdo de aspecto
normal no 10° ddg evidenciando a viabilidade da gestacao o que nos fez adotar essa

dosagem em nossos estudos posteriores.

Parnham (1976) demonstrou em estudo classico que a Met estimula tanto a
producdo de Prostaglandina E (PGE) quanto a producédo de Prostaglandina F (PGF),
engquanto que em doses elevadas ha estimulo somente para a producéo e liberacéao
de PGE e a PGF fica inibida. O autor acrescentou que o estimulo a producao de
PGE e PGF em baixas doses de Met se deve a inibicdo do metabolismo de
prostaglandinas. Além disso, 0 mesmo autor revelou o efeito inibitorio direto causado
pela administragdo da Met no musculo circular do Utero de ratas prenhes, de forma

dose-dependente, inibindo a contragdo muscular uterina em baixas doses ao mesmo
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tempo em que estimulou a producdo de prostaglandinas. No nosso estudo,
verificamos também a forma dose-dependente de acdo da Met, pois em altas doses
de Met foi capaz de causar 100% de aborto, enquanto que a dose baixa de
0,5mg/ml/Kg do 1° ao 10° ddg ndo comprometeu a gestacdo possibilitando
viabilidade de 100% até mesmo no parto.

A partir do estabelecimento da dosagem viavel de Met, ou seja, 0,5mg/ml/Kg,
passamos a realizar as demais analises planejadas em nosso estudo.

Inicialmente, analisamos o ganho de peso dos camundongos prenhes 1° ao
10° ddg de todos os grupos planejados em nosso estudo, ou seja, animais que
receberam Racdo Controle (RC), Racao controle + Met (Met), Restricdo alimentar
(RA) e RA + Met(RA+Met).

Como esperado, os animais dos grupos submetidos & restricdo alimentar (RA
e RA+Met) tiveram ganho de peso estatisticamente menor quando comparado a
animais ndo submetidos a restricdo alimentar. Esses dados concordam com o0s
dados de Salles (2014) que demonstraram a perda de peso em camundongos
prenhes submetidos a restricdo alimentar do 1° ao 10° ddg. Ferrari e colaboradores
(1992) demonstraram também a perda de peso em ratas prenhes submetidas a
restricdo alimentar de 50%.

Visando verificar a possibilidade do tratamento por Met impedir os efeitos
deletérios da sintese de corticoides em situacdo de estresse provocado pela
restricdo alimentar todos os grupos estudados foram submetidos & analise etoldgica
no aparato de campo aberto.

Durante esse teste foi procedida a contagem de bolos fecais nos diferentes
grupos e nesse parametro analisado houve um aumento no namero de bolos fecais
no grupo RA. A defecacdo pode estar relacionada com indices de estado emocional
(HALL, 1934). Alguns autores encontram correlacdo negativa existente entre a
atividade locomotora e a defecacdo (STOHR et al., 1998). Hall (1934), em estudo
classico, afirmou que uma diminuigdo no indice de defecacdes com concomitante
elevacdo da atividade locomotora seria indicativa de uma alta reagdo de
emocionalidade.

Quanto ano numero de reallings ou rumpings no campo aberto foi observado
diminuicdo significativa nesse parametro comportamental em todos 0s grupos
quando comparados ao RC. No entanto a Met ndo foi capaz de impedir esse

aumento de reallings, ou seja, ndo pode impedir os efeitos da restricdo alimentar



49

nesse parametro.

O ato de empinar o corpo colocando as patas dianteiras nas paredes laterais
do labirinto, levantando a cabeca e se apoiando sob as duas patas dianteiras é
denominado rumping ou realling. Essa é uma medida importante a ser observada
nos testes etoldgicos, pois indicam aumento da atividade de ansiedade nos animais
(BARBALHO, 2007; GIANLORENCO, 2009; LACERDA, 2006; MAGALHAES, 2011;
SERAFIM, 2008). No entanto, outros autores relatam que a diminuicdo do numero
de rearing pode estar associada a diminuicdo locomotora do animal (COLE;
RODGERS, 1993; CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). Nao obstante, o realling € mais
usado para mensurar a atividade de locomocao vertical e pode-se observar também
gue sua frequéncia tende a aumentar nos bracos fechados em outro teste
comportamental denominado labirinto em cruz elevado (MARTINEZ et al., 2002).
Portanto, nossos estudos indicam que tanto a restricdo alimentar quanto a Met
tiveram  efeito  ansiogénico nos camundongos prenhes  diminuindo
concomitantemente sua atividade locomotora.

Os roedores submetidos ao teste do campo aberto tendem a preferir a
exploracé@o e a permanéncia nos quadrantes periféricos em detrimento do quadrante
central (CAROLA et al., 2002; LISTER, 1990; PRUT; BELZUNG, 2003; RAMOS et
al., 1997). Dessa forma, um tempo de permanéncia maior no quadrante periférico e
uma menor permanéncia no quadrante central pode estar relacionado a um aumento
da ansiedade neste teste (CHOLERIS et al., 2001). Em contrapartida, um aumento
na ambulacdo do animal e maior permanéncia do mesmo na regiao central seriam
indicativos de uma reducédo da ansiedade (LISTER, 1990; CHOLERIS et al., 2001).
Em nossos estudos encontramos diminuicdo da permanéncia no centro no grupo
RA+Met e maior tempo de permanéncia na periferia no mesmo grupo. Além disso,
nos grupos RA e Met foi notada uma diminuicdo nas entradas periféricas.

Portanto, nosso estudo comportamental em conjunto sugere que tanto Met
quanto a restricdo alimentar sdo capazes de induzir comportamento do tipo
ansiedade em animais prenhes, diminuindo concomitantemente a atividade
locomotora. Contudo, Met ndo foi capaz de impedir os efeitos da restricdo alimentar
no comportamento destes animais.

Cinco animais de cada um dos grupos analisados foram, no 10° dia de
gestacdo, submetidos a eutanasia para estudo da viabilidade gestacional e

verificagdo do peso das adrenais. Nos grupos RC e Met foram observadas 100% de
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viabilidade gestacional sendo que todos os Uteros destes animais possuiam sitios de
implantacdo. No entanto, grande foi a dificuldade de obtencdo de sitios de
implantacdo de aspecto viavel em animais dos grupos RA e RA+Met. Sendo assim,
foram necessarios 22 animais do grupo RA e 25 animais do grupo RA+Met para
obtencdo respectivamente de 5 animais e 3 animais prenhes nesses grupos.
Portanto, em nosso estudo a viabilidade gestacional dos grupos RA e RA+Met foi
estatisticamente menor no 10° ddg. Paralelamente, no grupo Met foi notada um
discreto aumento do peso médio das adrenais e uma diminui¢do significativa nesse
peso foi observada no grupo RA+Met. Interessantemente os animais quando
prenhes mesmo pertencentes ao grupo RA e RA+Met tinham sitios de implantacédo
em ndamero normais.

Nossos estudos da viabilidade gestacional no 10° ddg concordam com 0s
achados de Ferrari et al., (1992), os quais mostraram que a restricdo proteica em
ratas adultas pode levar a reducdo de ninhadas, sendo observado aumento nas
taxas de natimortos e de mortalidade perinatal. Os mesmos autores comentaram
ainda que a restricdo alimentar pode provocar um quadro de estresse mais intenso
que a restricdo proteica. Estudo recente em nosso laboratério Salles( 2014) também
demonstrou uma queda na viabilidade gestacional de animais submetidos a restricao
alimentar na mesma proporcéo realizada em nosso estudo. Salles (2014) sugeriu
que é razodavel supor que a restricdo alimentar possa impedir a implantacdo ou
provocar a morte embrionaria, o que tornou inviavel a gestacéo de cerca de 50% das
fémeas do grupo RA deste estudo. Nesse sentido, observamos uma perda ainda
maior da gestacdo no grupo RA em nossos estudos, ou seja, da ordem de 73%.
Quando os animais submetidos a restricdo alimentar foram tratados com Met, grupo
RA+Met, a perda gestacional foi semelhante ao grupo restricdo alimentar, ou seja,
75%.

Berg (1965) obteve resultados semelhantes aos obtidos em nosso estudo nos
grupos RA e RA+Met. Esse autor realizou a restricdo alimentar em ratas gestantes
nas proporcdes de 25%, 50% e 70% e observaram gue alguns animais tiveram uma
gestacdo bem sucedida e com ninhadas de tamanho normal, enquanto outras nao
apresentavam sitios de implantacdo, ou seja, ndo estavam prenhes. Adicionalmente,
Pascalon e Bertrand (1987), realizando a restricdo alimentar de 70%, 50% e 25% em
ratas prenhes, mostraram haver um fenémeno de “udo ou nada” com relacdo ao

nascimento da prole e, quando havia morte embrionaria precoce, esta ocorria em
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sua maioria antes do 10°ddg, corroborando os dados de Salles (2014), bem como,
com nossos dados.

Em nosso trabalho, podemos afirmar que, ao contrario do que proposto na
concepcao de nosso estudo, a Met ndo foi capaz de impedir os efeitos da RA na
perda gestacional de camundongos até o 10° ddg. No entanto, tanto os
camundongos do grupo RA quanto os do grupo RA+Met, quando diagnosticados
prenhes, apresentavam sitios de implantacdo em quantidades semelhantes aos do
controle. Nossos dados reforcam, portanto que a restricdo alimentar € capaz de
provocar um tipo de resposta “tudo ou nada “ na gestacdo de camundongos que nao
pode ser impedida pela administracao do inibidor de glicocorticoide, metirapona, nas
fases iniciais da gestacdo destes animais.

Como descrito anteriormente, os cortes histologicos dos sitios de implantacao
embrionéria de camundongos no 10°ddg foram submetidos a citoquimica de lectina
DBA que é capaz de seletivamente identificar quatro subtipos lectina DBA reativos
no Utero de camundongos prenhes. Além disso, esses sitios de implantacdo foram
também corados rotineiramente com hematoxilina e Eosina.

Em todos os cortes de sitios de implantacdo provenientes dos grupos
estudados foi possivel observar varias células uNKDBA®, no entanto, pra nossa
surpresa, a reatividade para essa lectina era mais fraca em sitios de implantacédo de
camundongos do grupo Met.

Paffaro et al., (2003) caracterizaram 4 subtipos de célula uNK DBA reativos. O
Subtipo | de uNK exibia reatividade para lectina DBA em sua superficie, era
pequeno, possuia nucleo onde predominava a heterocromatina e ndo possuia
granulos em seu citoplasma. O segundo subtipo de uNK (Subtipo II) apresentava
superficie positiva para lectina DBA, era um pouco maior e tinha poucos granulos
citoplasmaticos DBA reativos. O Subtipo Il exibia superficie fortemente reativa para
lectina DBA, era grande, com nudcleo onde predominava a eucromatina e nucléolo
evidente e com muitos granulos DBA positivos em seu citoplasma, O subtipo IV era
também grande mas possuia descontinuidade de marcacdo para lectina DBA em
sua superficie, granulos DAB reativos, nucleo e citoplasma de aspecto extraido

sugestivos da senescéncia desse tipo celular.

Em nossos estudos todos esses subtipos caracterizados por Paffaro et al.,

(2003) foram observados em cortes histologicos de sitios de implantacédo de animais
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RC. Esses animais exibiam, por exemplo, muitas uNK DBA® com nlcleo onde
predominava a eucromatina, nucléolo evidente e com forte marcagéo de delineava a
sua superficie e evidenciava seus muitos granulos, caracteristicas observadas no
subtipo Il de uNK.

Pra nossa surpresa a observacéo detalhada dos cortes histolégicos dos sitios
de implantacdo de animais do grupo Met revelou que muitas uNK nesses animais
tinham uma menor reatividade para lectina DBA, sendo que, nessas esta ausente ou
descontinua a marcacdo em sua superficie e varios granulos eram menos reativos
para essa lectina, tendo uma aspecto de vazios.

Zavan et al., (2016) recentemente sugeriram que a infeccdo mimetizada pelo
lipopolissacarideo de e-coli (LPS) é capaz de ativar as células uNK alterando seu
padrdo de reatividade para a lectina DBA originando um novo tipo celular
denominado DBA"uNK. Tais DBA®"uNK exibiam auséncia ou descontinuidade na
reatividade para lectina em suas superficies e tinham granulos com marcacao fraca
e de aspecto vazio. Nesse estudo, os autores demonstraram que apés 2 horas da
injecdo de LPS no 10° ddg, grande era o nimero dessas DBA°“UNK e essas
alteracdes eram concomitantes a perda de reatividade para o anticorpo anti-perforina
0 que sugeriu a ativacao da citotoxidade destas células. No entanto, o conjunto dos
achados destes autores lhes permitiu sugerir que a resposta citotéxica pelas uNK ao
LPS seria importante para manutencdo da homeostasia uterina e viabilidade
gestacional, jA que a administracdo de nimesulide, um inibidor da inflamacéo via
COX-2, impediu as modificagbes nas uNK causadas pelo LPS causando 100% de
perda fetal.

Demonstrando a grande responsividade das uNK quando camundongos
prenhes sao submetidos a estimulos inflamatérios, além dos estudos utilizando LPS,
Salles (2014) demonstrou que tanto o tratamento crbnico as racdes hiperlipidica
guanto hipercalérica foi capaz de causar o surgimento e acumulo de células
DBA"uNK.

Os animais do grupo Met de nosso estudo apresentaram, portanto, células de
aspecto semelhante as DBAuUNK encontradas nos estudos de Zavan et al., (2016)
e Salles (2014), o que sugere que a metirapona tenha ativado as células uNK a

exemplo do que foi por esses autores em seus estudos.

A Met é um inibidor da sintese de glicocorticéides que atua inibindo a 11b-
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hidroxilacdo da desoxicorticosterona (DOC) em corticosterona no cortex da glandula
adrenal (JENKINS et al., 1958). No entanto, a literatura traz relatos sobre o efeito
paradoxal da metirapona. Rotllant & Armario (2005), por exemplo, relataram que
uma unica dose de Met (200mg/ml) em ratos machos causou uma desregulacao do
eixo HPA, apresentando caracteristicas tipicas de um estimulo estressor. Drouet et
al.,, (2011) também demonstrou que a metirapona pode desencadear marcadores
biologicos de estresse, mas também pode ter efeito na reducdo da ansiedade
provocada pelo estresse. Por outro lado, em ratas prenhes Khorram et al., (2015)
descreveram que a Met administrada do 10° d.d.g até a gestagéo a termo é capaz
de reverter os efeitos da desnutricio materna sobre a remodelagdo da artéria
cardtida da prole destes animais.

Portanto, em nosso estudo, é razoavel supor que a administracdo de
metirapona tenha provocado uma desregulacdo do eixo HPA, fenbmeno este que
pode ter provocado alteracdes na gestacao a ponto de ativar a resposta das uNK
DBA" com o fito de regulacdo da homeostase uterina e manutencio da prenhez. De
fato as UNK DBA" sido conhecidas pela sua acdo angiogénica Chen et al.,( 2012) e
na manutencdo da decidua e da nutricdo do embrido (Erlebacher, 2013). Apesar
destas células possuirem muitos granulos citotéxicos, as uNK de camundongos néo
exibem citotoxidade in vitro, pois ndo conseguem lisar as células de mielona YAC-1
em cultura STEWART e PELL( 1993), além de que nao existem também evidéncias
in vivo da degranulacdo destas células que indiquem sua atividade citotoxica
(ASHKAR e CROY, 2001;CROQY e KIS0, 1993; GUIMOND et al., 1997).

Quanto a andlise microscopica dos sitios de implantacdo de animais dos
grupos RA e RA+Met, em nosso estudo, foi observada que a maioria das células
uNK DBA" pareciam menores e continham poucos granulos citoplasmaticos. Esse
resultado obtido nos grupos submetidos a restricdo alimentar concorda com os de
Salles (2014), no qual revelaram que a restricdo alimentar do 1° ao 10° ddg causou
reducdo significativa no tamanho das uNK, bem como, em seus granulos). Salles
(2014), em seu estudo prospectivo sugeriu que a restricdo alimentar € capaz de
prejudicar a diferenciagdo das uNK aumentando o numero de subtipos menos
diferenciados (subtipo | e Il) diminuindo os subtipos mais diferenciados (Subtipo Il
elV) de células uNK.

Sabe-se que animais transgénicos deficientes em uNK (TGE26) (Guimond et
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al., 1996) apresentam diminuicdo na viabilidade gestacional na ordem de cerca de
60%. No entanto, mesmo nesses animais pode ocorrer o parto, ou seja, as UNK sao
importantes na gestacdo, no entanto, sua falta ndo é capaz de permitir 100% de
aborto. Nesse sentido, nossos resultados sugerem que a caréncia nutricional em
periodos iniciais de gestacdo pode prejudicar a diferenciacdo das células uNK
impedindo até mesmo sua resposta ao tratamento com metirapona o que justifica a
grande perda gestacional diagnosticada no 10° ddg nos grupos RA e RA+Met de
nosso estudo.

Com o fito de verificar a viabilidade gestacional na prenhez & termo, animais
de todos os grupos foram mantidos até o parto para comparacdo dos testes de
viabilidade realizados no 10° ddg. Os dados obtidos quanto a viabilidade gestacional
a termo sdo bastante parecidos com aqueles no estudo na metade da gestacao.
Todos os animais do grupo RC e do grupo Met chegaram ao parto. No enantto dos 5
animais do grupo RA e dos 5 do grupo RA+Met, respectivamente apenas 3 e 1
animal chegaram ao parto. Portanto, em cerca de 60% dos camundongos do grupo
RA e 80% do grupo RA+Met néo foi observado o parto. A exemplo do observado nos
teste de viabilidade gestacional do 10° ddg, todos os camundongos que pariram
tiveram proles de niumero e peso semelhantes e o tratamento com Met ndo foi capaz
de reverter a diminuicdo da viabilidade gestacional. Portanto os estudos a termo
confirmam que a restricdo alimentar é capaz de diminuir a viabilidade gestacional
causando um tipo de resposta —tudo ou nadal nos animais como ja caracterizado
por outros autores (Berg, 1965; Pascalon e Bertrand, 1987; Salles, 2014).
Interessantemente, em animais submetidos a apenas (Met) ndo foi diminuida a
viabilidade gestacional, apesar da observacdo das DBA® uNK no 10° ddg deste
grupo. As viabilidades de 100% da gestacéo verificadas no 10° ddg e no parto nos
animais do grupo Met corroboram para a hipotese de que as células uNK séao
responsivas ao tratamento por metirapona e parecem ser ativadas para restaurar a
homeostasia uterina mantendo a gestacéo, a exemplo do que foi proposto por Salles
(2014) e Zavan et al., (2016) que estudaram a resposta das uNK frente a estimulos
inflamatorios como dietas ou LPS.

A gestacao requer uma série de mecanismo de adaptacdo materna sendo
necessaria a modulagdo e ativacdo dos circuitos neuroenddcrinos que
compreendem o cérebro materno e placenta (PETRAGLIA. F; VOLTOLINI, C 2014).

O eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, componente do circuito neuroendocrino,
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desempenha um papel chave na resposta neuroenddcrina ao estresse via secre¢ao
de cortisol, atuando para restaurar a homeostase (BRUNTON & RUSSEL 2010),
sendo que no inicio da gestacdo o0 mecanismo de resposta desse eixo esta
atenuado (BRUNTON et. al.,, 2005; BRUNTON et al.,, 2008; HERRERA, 2000;
WELBERG E SECKL, 2001).

O tecido adiposo marrom, responsével pela manutencdo da temperatura
corporal, produz calor através do catabolismo de substratos energéticos. Os
adipécitos marrons sao ricos em UCP-1(Proteina de desacoplamento uncopolina 1),
proteina presente na membrana mitocondrial que participa nas vias catabdlicas de
lipidios e carboidratos para termogénese. UCP-1 é expressa exclusivamente no
tecido adiposo marrom, sendo que um aumento da massa de tecido marrom pode
melhorar a dissipacdo de energia e o quadro de obesidade (FENZL,A.;KIEFER,F.W.
et al 2014).

O tecido adiposo marrom aumenta durante a gestacédo, reduz no final da
gestacao e hipertrofia novamente na lactagdo como forma de priorizar a nutricdo do
feto.(AGUIS,L.;WILLIANS,D.H 1980). ANDREWS et al., (1986) relataram que a RA
impede a hipertrofia do tecido marrom no final da gestacéo e durante a lactagéo.

A RA reduziu o consumo de oxigénio pelo tecido adiposo marrom reduziu o
conteado de DNA mitocondrial na gordura marrom (ELSUKOVA, E.L et al., 2012).
Contudo, a RA ja aumentou a capacidade termogénica (HAGEN, J.H 1985).

Evidéncias recentes apontam as consequéncias da RA gestacional no tecido
adiposo marrom da prole, ocasionando reducdo da expressao de UCP-1 por
consequéncia reduzindo a termogénese, e reduzindo a expressao de proteinas
mitocondriais (AKITAKE, Y. et al., 2014).

Em nosso estudo, observou-se uma reducéo da area dos adipocitos marrons
maternos, coletados no 10° ddg, periodo equivalente a metade gestacional em
roedores. A reducédo da area dos adipocitos do grupo RA corrobora com os efeitos
da RA sobre o tecido adiposo marrom ja descrito na literatura (ELSUKOVA, E.L et
al., 2012). No entanto, também sobre esse parametro (area dos adipocitos marrons),
o tratamento com Met nédo foi capaz de impedir os efeitos da restricdo alimentar.

Portanto, todas as nossas analises demonstraram que o bloqueio da sintese
de glicocorticoides por Met ndo foi capaz de impedir os efeitos nocivos da restricao
alimentar durante a gestacéo, ou seja, o tratamento com metirapona nao foi capaz

de manter a homeostasia uterina. Esses resultados, em conjunto, sugerem que a RA
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durante a gestacdo causa efeitos que vao além do estresse que provoca a sintese
de glicocorticoides, causando até mesmo um atraso na diferenciagdo das uNK e na

capacidade de resposta frente ao insulto causado por Met.
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8 CONCLUSOES

- A restricdo alimentar do 1° ao 10° ddg diminui a viabilidade gestacional
sem, contudo, diminuir o niumero de sitios de implantacao, peso, nimero e tamanho
dos filhotes caracterizando um tempo de resposta —tudo ou nadal do organismo

gestante frente a restricdo alimentar cronica.

- Tanto a Met quanto a restricdo alimentar sdo capazes de induzir
comportamento do tipo ansiedade em animais prenhes, reduzindo a atividade
locomotora. Porém, a Met ndo impediu os efeitos da RA.

- A restricdo alimentar em camundongos prenhes altera as uNK DBA™ para
células de aspecto menor e com poucos granulos semelhantes a células uNK menos

diferenciadas descritas na literatura.

- Met administrada em altas concentracBes durante a prenhez inicial de

camundongos causa 100% de perda gestacional.

- O efeito da interrupcéo da prenhez em camundongos por parte da Met é

dose dependente, sendo que e a dosagem de 0,5mg/ml/Kg ndo causa aborto.

- A administracdo de Met nas fases iniciais da gestacdo em animais
prenhes submetidos a dieta ad libitum foi capaz de alterar as uNK DBA™+,
possibilitando a observacdo de muitas DBA®"uNK , células que podem restaurar a
homeostasia uterina apos o insulto por Met, de maneira semelhante ao encontrado
em outros estudos em camundongos prenhes apos ingestao de dieta hiperlipidica,

hipercaldrica ou infeccdo mimetizada pelo LPS.

- A Met ndo € capaz de impedir os efeitos deletérios na gestacéo

causados pela restricdo alimentar na prenhez inicial de camundongos.

- No entanto, a restricdo alimentar parece impedir a diferenciacdo plena
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das uNK o que pode prejudicar a ativagcdo das uNK, impedindo a manutencdo da
homeostasia uterina durante a gestacdo em animais submetidos a Restricao

alimentar e Met.

- A RAreduziu a area dos adipdcitos marrons.

- A Met diminuiu ainda mais a viabilidade gestacional em animais

submetidos a restricao alimentar.

- Os glicocorticoides, no inicio da gestacao, possuem um papel protetor e
mimetizador de insultos a gestacédo. A inibicdo da sintese de glicocorticoides reduz a

viabilidade gestacional.
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