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INTRODUGAO:

A obesidade materna é considerada um
fator de risco para o desenvolvimento de
complicagdes (VARMALOV, 2025), que afetam
tanto a saude da mae quanto do bebé, como a
pré-eclampsia, diabetes mellitus gestacional
(DMG), partos prematuros, mortalidade pré
natal e desordens no crescimento fetal. Tais
desfechos relacionam-se as alteracoes uterinas
e placentarias que ocorrem em gestagdes com
obesidade. Ademais, estudos pré-clinicos
mostram o impacto dela a longo prazo na
saude da prole associada ao maior risco de
doengas na fase adulta. (GODFREY, et al.,
2016).

A placenta é o 6rgao temporario que faz

a interface entre o corpo da mae e do bebé,

onde ocorre as trocas de nutrientes, oxigénio,
metabdlitos e horménios. Em especial, a
placentacao é a formacgao da placenta e fixagéao
do embrido no endométrio, processo no qual os
trofoblastos, as células que a constituem,
precisam invadir e migrar para o intersticio do
endométrio, a fim de remodelar as artérias
uterinas e conecta-las ao embrido, concedendo
um suprimento sanguineo satisfatério. E,
portanto, imprescindivel para o]
desenvolvimento adequado do feto (BURTON,
et al., 2015).

Entretanto, frente ao ambiente de
obesidade, a placenta sofre prejuizos na sua
funcdo e crescimento, decorrente do aumento
do estado inflamatdrio, estresse oxidativo,
hiperinsulinemia, dislipidemia e disturbios na

vascularizagdo (SCHENKELAARS, et al,
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2025). Sob essa dtica, os fatores de
crescimento semelhante a insulina (IGF) em
conjunto com a insulina, sdo horménios que
promovem a proliferagdo, migracdo e
diferenciacdo nas células placentarias e fetais,
além de estarem relacionados com o transporte
de nutrientes, migracdo dos trofoblastos e
metabolismo da placenta (KELLY, et al., 2020).
Alteragdes nas vias do IGF e da insulina em
consequéncia de uma gestagdo com obesidade
podem estar associadas aos desfechos
negativos citados anteriormente, porém os
mecanismos que os englobam ainda n&o sao
claros.

Sendo assim, nosso projeto buscou
avaliar a modulagao das vias de sinalizagao do
IGF e da insulina, através da via AKT/mTOR,
na placenta de animais com obesidade.
Ademais, ensaios de migracao celular foram
elaborados a fim de investigar a capacidade de

migracao de trofoblastos em meio obesogénico.

METODOLOGIA:

Questodes éticas e animais experimentais

Foram utilizadas amostras de tecidos
placentarios de camundongos Swiss fémeas
(CEUA n° 6390-1/2024), provenientes do
projeto de uma aluna de doutorado do mesmo

grupo, que deu origem a este trabalho.

Primeiramente, o0s animais foram
divididos em dois grupos: um que recebeu a
dieta controle e o grupo que recebeu a dieta
rica em gordura (45% das calorias provenientes
de lipidios), ao longo de quatro semanas. Apds
esse periodo, os animais que receberam a
dieta hiperlipidica foram divididos em dois

grupos: resistentes ao desenvolvimento de

obesidade (HFR) e

desenvolvimento de obesidade (HFP). Essa

propensos  ao

divisdo é feita a partir da média do peso dos
animais que consumiram a dieta hiperlipidica;
aqueles que ficaram acima dessa média sao
classificados como propensos, € 0s animais

abaixo, como resistentes.

Depois da classificagdo, foi feito o
acasalamento e acompanhamento da gestacao,
durante 19 dias, em que as dietas controle e
hiperlipidica s&o continuamente administradas,
e posteriormente realizado a eutanasia e
extracdo dos tecidos da placenta para analise
de Western Blotting a fim de avaliar o conteudo
proteico dos alvos IGF, AKT e mTOR,

participantes da via da insulina e IGF.
Cultura de Células e Ensaio de Invasao

A linhagem de células trofoblasticas
originadas de coriocarcinoma, denominadas
BeWo, foram utilizadas para realizagdo dos
ensaios de invasao celular sob ambiente de
obesidade, caracterizado pelo nosso modelo
experimental (SANCHES et al.,, 2022). As
células foram cultivadas em meio RPMI 1640,
contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de

penicilina e estreptomicina.

Para avaliar qualitativamente a
migracao celular dos trofoblastos, efetuamos o
ensaio de invasao celular, descrito por Monaco,
et al.,, (2009), que consiste em semear as
células em placas das 24 pocos, até atingir uma
camada de confluéncia, e trata-las com
palmitato 0,3mM, adiponectina 1uL/mL e
insulina 100nM, para reproduzir o meio
obesogénico correspondente ao modelo citado

anteriormente. A partir disso, é feita a
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raspagem de cada po¢o com uma ponteira de

200uL, a fim de inferir uma area vazia.

As células foram fotografadas com
microscopio o6ptico no tempo 0 (assim que
houve a raspagem), 6h, 24h e 48h, mantendo
os tratamentos e sem lavagens intermediarias.
A lesdo foi quantificada usando o software
ImagedJ e os resultados foram expressos como
% de reinvasdo da area raspada em

comparagao com o tempo 0.

Todos os resultados foram apresentados
como meédia desvio padrdo, e empregada

significancia estatistica p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Figura 1: Conteido protéico de IGF e mTOR,
proteina participante da sinalizagao da insulina e
IGF. (A) Nivel de proteina do IGF. (B) Nivel de
proteina da mTOR. n= CT (n=6), HFR (n=4) e HFP
(n=3). Os valores sdo mostrados como média * erro
padrdo da média. *p <0,05. One-Way ANOVA,
seguido do teste post-hoc Tukey.

O IGF apresentou niveis aumentados no grupo
HFP em comparagdo com o controle. Niveis
maiores de IGF foram encontrados em
placentas de maes com  obesidade
(MARTiN-ESTAL, et al, 2022), causando
disfungcdes metabdlicas e possivel modulagao
no crescimento feto-placentario. Outros estudos
também associam os niveis de IGF e insulina

com macrossomia fetal, tendo em vista o

importante papel desses horménios no
transporte de nutrientes para o bebé
(OLAUSSON, et al.,, 2010). A razédo para o
crescimento fetal excessivo seria a ativacao
das vias intracelulares pelo IGF e insulina,
aumentando o fornecimento de nutrientes e
favorecendo a adiposidade. (KELLY, et a.,
2022)

Entretanto, ao avaliar a proteina mTOR,
alvo a jusante dessa via, ndao foi observado
maior conteudo proteico. Isso possivelmente
indica que as células placentarias n&o estao
respondendo ao sinal do IGF e da insulina,
corroborando para dados anteriores do nosso
grupo de menor peso da placenta e menor

crescimento da prole.

A Adiponectina é uma adipocina
importante na sensibilizacdo da insulina, tem
relagdo inversa com a obesidade, diabetes e
crescimento fetal em humanos (HOWELL,
2018). Tendo isso em vista, dados do nosso
grupo ja demonstraram que os niveis de
adiponectina  estavam  aumentados em
camundongos Swiss fémeas, o que poderia
representar uma resposta materna a resisténcia
a insulina, e, no ambiente placentario, uma
menor ativagdo da via IGF/Insulina intracelular
e consequente baixo crescimento fetal
(SANCHES, et al. 2022), em consonancia com

os resultados apresentados acima.
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Figura 2: Ensaio de invasao celular. (A)
Reinvasdo da area raspada em porcentagem nos
tempos 0, 6 horas, 24 horas e 48 horas apos a
lesdo. (B) Imagens representativas das células
BeWo. Os valores sdo mostrados como média * erro
padrao da média. One-Way ANOVA, seguido do
teste post-hoc Tukey. As letras diferentes indicam
diferenca estatistica entre os grupos.

Os resultados do ensaio de invasdo
celular apresentaram uma menor invaséo do
grupo tratado com palmitato e com todos os
tratamentos em relagcdo ao controle. Esses
dados sugerem que o palmitato foi o fator
crucial que afetou as células e a migracao,
tendo em vista que a insulina e a adiponectina
isolada nao apresentaram diferenga em relagao
ao grupo controle. Entretanto, ao combinar
todos os tratamentos, a insulina e a
adiponectina parecem n&o reverter ou

intensificar os efeitos negativos do palmitato,

em que o resultado da migracdo foi
praticamente o mesmo. Também & possivel
observar nas imagens representativas dos
grupos Palm e Todos que houve um grande
espacamento entre as células conforme o
passar dos tempos e uma regressao da
monocamada confluente, indicando morte
celular.

O ambiente lipotéxico causado pelo
palmitato foi visto em outros estudos com
células BeWo, em que o tratamento com acidos
graxos saturados foi capaz de modular
positivamente a expressao de genes unicos
envolvidos na resposta inflamatéria e na
producdo de citocinas pré inflamatorias
(SABEN, 2013), acompanhando os mesmos
achados em placentas de maes obesas.
Acreditamos que o estresse oxidativo a partir
do desequilibrio da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) também tenha
participacdo nos resultados observados. O
estresse oxidativo e a inflamacao na obesidade
materna possuem uma interagdo complexa, em
que citocinas inflamatérias estimulam a
producdo de EROS, que por sua vez estimula
diferentes vias de inflamacao, exacerbando os
efeitos negativos de ambas.

Ainda sado escassos na literatura dados
com células BeWo tratadas com meio
obesogénico  relacionados a  migracéo,
evidenciando a relevancia dessas analises.
Considerando o papel da migragdo dos
trofoblastos para a placentacao e
desenvolvimento apropriado do bebé, esses
dados demonstram uma possivel relagdo com
as complicacbes causadas pela obesidade
materna, em especial as alteragcdes que os

acidos graxos saturados propiciam.
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CONCLUSOES:

Nossos dados sugerem que a
obesidade materna é capaz de modular a via
do IGF e da insulina, assim como as respostas
intracelulares em placentas de animais,
revelando interferéncias no desenvolvimento
placentario e fetal. Além disso, o tratamento
com palmitato e meio obesogénico foi capaz de
impactar negativamente a migragcdo e a

sobrevivéncia de células trofoblasticas.
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