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RESUMO 

A placenta é um importante órgão de transição que forma uma ponte entre 

a mãe e o feto durante a gravidez. As alterações no ambiente intrauterino 

impactam a saúde do feto podendo ser influenciada pela dieta materna. No 

presente estudo, nosso objetivo foi investigar os efeitos de intervenções na dieta 

materna (restrição calórica e dieta hiperlipídica) e suplementação de probióticos 

durante a gravidez na morfologia, biometria e mediadores inflamatórios na 

placenta, além dos parâmetros bioquímicos séricos maternos. Camundongos 

fêmeas receberam dietas padrão (CONT), restritivas (RD) em 30% a menos que o 

controle, ou dietas hiperlipídicas (HFD) por 16 semanas, durante o acasalamento 

e gestação, até o 18º dia de gestação (GD). Durante a gestação, os grupos 

CONT+PROB e HFD+PROB receberam por gavagem o probiótico Lactobacillus 

rhamnosus LB1.5, contagens viáveis de 1,3 x 10⁸ ufc/ml, 3 vezes por semana, os 

grupos CONT, RD ou HFD foram gavados com leite desnatado na mesma 

frequência em que os grupos que receberam probióticos. No 18º GD as fêmeas 

foram eutanasiadas, o sangue troncular e a placenta foram coletados. No sangue 

foram analisadas as concentrações séricas de glicose, colesterol total e 

triglicerídeos e na placenta, sua morfologia e citocinas inflamatórias. Não houve 

diferença significativa no número de fetos, reabsorção fetal, taxa de viabilidade, 

mediadores inflamatórios na placenta, glicose, colesterol totais e triglicerídeos 

analisados no soro das mães que receberam dietas diferentes ou nos grupos com 

suplementação de probióticos. Em relação à morfologia placentária, HFD e 

HFD+PROB apresentaram aumento da espessura da zona labiríntica quando 

comparados a CONT+PROB. Em conclusão, esses achados sugerem que as 

dietas utilizadas neste modelo, assim como a suplementação probiótica de 

Lactobacillus rhamnosus LB1.5 durante a gestação, não impactam os mediadores 

inflamatórios nos parâmetros placentários e bioquímicos. 

PALAVRAS-CHAVE: Lactobacillus rhamnosus, restrição calórica, dieta 

hiperlipídica, DOHaD. 
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ABSTRACT 

The placenta is an important transitional organ forming a bridge between 

mother and fetus during pregnancy. Changes in the intrauterine environment 

impact the health of the fetus may be influenced by the maternal diet. In the 

current study, our objective was to investigate the effects of interventions in the 

maternal diet (caloric restriction and high fat diet) and probiotics supplementation 

during pregnancy on morphology, biometry and inflammatory mediators in the 

placenta, in addition to maternal serum biochemical parameters. Female mice 

received standard (CONT), restrictive (RD) by 30% less than control intake, or 

high-fat (HFD) diets for 16 weeks, during mating and pregnancy, until the 18th 

gestation day (GD). During pregnancy, the CONT and HFD groups received by 

gavage the probiotic Lactobacillus rhamnosus LB1.5, viable counts were 1, 3 x 10⁸ 

ufc/ml, 3 times a week During pregnancy, the CONT+PROB and HFD+PROB 

groups received by gavage the probiotic Lactobacillus rhamnosus LB1.5, viable 

counts were 1,3 x 10⁸ ufc/ml, 3 times a week , the groups RD, CONT and HFD 

were gavaged with skim milk at the same frequency as the probiotic groups. On 

the 18th GD the females were euthanized, the trunk blood and placenta was 

collected. In the blood, serum concentrations of glucose, total cholesterol and 

triglycerides were analyzed and in the placenta, its morphology and inflammatory 

cytokines were analyzed. There was no significant difference in the number of 

pups, fetal resorption, viability rate, inflammatory mediators in the placental, 

glucose, total cholesterol and triglycerides analyzed in the serum of the mothers 

who received different diets or in the groups with probiotic supplementation. 

Regarding placental morphology, HFD and HFD+PROB showed increased 

thickness of the labyrinth zone when compared to CONT+PROB. In conclusion, 

these findings suggest that the diets used in this model, as well as the 

Lactobacillus rhamnosus LB1.5 probiotic supplementation during pregnancy, did 

not impact the inflammatory mediators in the placental and biochemical 

parameters. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 Nutrição e ambiente intrauterino 

 
A alimentação materna é fundamental para o pleno desenvolvimento do 

feto [1]. Estudos têm evidenciado a relação complexa entre a dieta da gestante e 

as condições de saúde do recém-nascido, as modificações do ambiente 

intrauterino e os padrões de crescimento com desfechos metabólicos na vida 

adulta [2]. Fatores ambientais nos quais a mãe possa ser exposta podem 

ocasionar uma reprogramação celular fetal e assim, modificar a vida do animal 

quando adulto [3]. Além disso, alterações no suporte nutricional placentário 

podem afetar o desenvolvimento fetal [4]. 

 
1.2 Teoria da origem desenvolvimentista da saúde e da doença 

(DOHaD) 

 
Na década de 60, surgiu a ―hipótese do genótipo poupador‖, que se 

baseava na possibilidade de uma mutação ser tornar uma adaptação benéfica 

para indivíduos que foram expostos a escassez alimentar e sendo este caráter 

transmitido para outras gerações [5]. Já em 1970 iniciaram-se os estudos com os 

descendestes das mães que passaram pela fome holandesa, pois durante a 

Segunda Guerra Mundial a Alemanha cercou a Holanda privando-a de abastecer-

se, e observou-se que havia diferenças nas condições corporais de acordo com a 

fase em que a gestante sofreu desnutrição. Neste estudo, observaram que se a 

desnutrição ocorresse no primeiro semestre gestacional estes indivíduos 

apresentavam tendência à obesidade, caso a desnutrição fosse ao terço 

gestacional final a incidência a obesidade era baixa [6]. Na década de 80, Baker 

propõe a teoria do ―fenótipo poupador‖, em que as situações adversas 

intrauterinas e durante a infância aumentariam as chances de desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares na vida adulta [7]. Estes estudos e teorias surgiram 
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como tentativas de entender a importância da nutrição adequada em períodos 

críticos de vida. 

A teoria da origem desenvolvimentista da saúde e da doença (DOHad) 

surgiu como um dos estudos que tenta explicar como intervenções ocorridas 

durante fases precoces do desenvolvimento humano podem promover o 

desenvolvimento de doenças crônicas ao longo da vida [8]. Mudanças, como 

intervenções na dieta materna, durante períodos de alta plasticidade neuronal, 

como a vida pré-natal, pode alterar a ordem do funcionamento do organismo e 

implicar em consequências ao longo da vida [8,9,10]. O ambiente intrauterino com 

seus hormônios, produção de citocinas e metabólitos modulam a programação 

fetal devido a interação entre eles [8]. 

Devido aos estudos de DOHaD existem evidências de que a alimentação 

durante o período de desenvolvimento possa alterar epigeneticamente a 

expressão gênica e assim afetar a saúde do indivíduo a longo prazo [8]. A 

epigenética é definida como modificações nas expressões gênicas herdáveis sem 

alterar a sequência do DNA [11]. Estes processos epigenéticos são feitos através 

de modificações de histonas, regulação de RNA não codificante e pelo processo 

mais descrito no contexto de DohaD, a metilação do DNA [12]. Assim, a dieta 

materna e outros fatores ambientais são os principais reguladores dos 

mecanismos epigenéticos que irão reprogramar fenotipicamente o feto e assim, 

torná-lo mais suscetível ou menos a doenças metabólicas como diabetes tipo 2, 

doenças cardiovasculares e a obesidade [13,14]. 
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           Figura 1. Esquema que representa intervenções ambientais, como a dieta, 

durante a fase gestacional e que alteram epigeneticamente o fenótipo do adulto e 

mudam sua suscetibilidade a doenças metabólicas (Figura adaptada de 

YUANYUAN.L., 2018). 

 

1.3 Placenta 

 
 

A placenta é um órgão provisório responsável pelos processos de nutrição, 

excreção e trocas de gases entre a mãe e o feto. Além disso, a placenta confere 

proteção imunológica ao feto através de hormônios e fatores de crescimento que 

suas células especializadas produzem [16]. A placenta regula o transporte de 

ácidos graxos, este transporte é feito por difusão simples controlada pelo 

gradiente de concentração entre a circulação materna e a fetal ou por difusão 

facilitada com as proteínas de transporte da membrana como reguladoras [17]. 

Assim como a implantação, o processo de formação e organização da 

placenta envolve a interação de células de ambos os organismos, tanto materno 

quanto fetal, e isso varia bastante entre as diferentes espécies. A placenta de 

roedores é do tipo hemocorial, pois os vasos fetais são banhados diretamente 
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pelo sangue materno [18]. E por fazer a comunicação entre mãe e feto por um 

local restrito, cotilédone, é classificada como discóide [19]. 

Em roedores a formação da placenta começa com a implantação do 

blastocisto no corno uterino, este processo de implantação finaliza-se no 

momento em que o feto está encoberto pelo epitélio endometrial e está totalmente 

incorporado à parede uterina [16,17]. Nos camundongos entre os dias 10,5 e 11,5 

a placenta já está completamente estruturada [16]. O útero de roedores contém 

dois cornos uterinos com múltiplos embriões, cada embrião possui uma placenta 

individual [17]. 

O desenvolvimento da placenta é um processo complexo de diferenciação 

de células derivadas do blastocisto e de células maternas. A comunicação entre 

os dois organismos, que formam a interface materno-fetal, é fundamental para o 

desenvolvimento adequado do embrião e, consequentemente, para o sucesso da 

gestação [20,21]. A placenta é formada por uma porção fetal, originada do saco 

coriônico, a placa coriônica; e uma porção materna, originada do endométrio, a 

decídua basal. Estes componentes delimitam o espaço interviloso, local onde o 

sangue materno comunica-se através de lobos com o sangue fetal que se 

estendem da placa coriônica [22]. 

A estrutura placentária de mamíferos divide-se em 3 camadas: a mais 

externa chamada decídua mesometrial, que possui as células do útero e a 

vascularização materna, que são responsáveis pelo transporte sanguíneo ao sítio 

de implantação; a camada intermediária definida como zona juncional, camada 

endócrina [23]; e camada mais interna, zona labirinto onde ocorrem as trocas de 

nutrientes efetivamente [24]. 

A decídua materna, que é a camada mais distal do feto, é composta por 

células endometriais modificadas. Estas células secretam citocinas, hormônios e 

fatores de crescimento. Além destas, as células natural killers uterinas (uNK) 

estão presentes e são responsáveis pela angiogênese e imunologia. Nesta 

camada encontramos vasos maternos encobertos pelas células trofoblásticas 

gigantes e estes canais atravessam até o labirinto [25]. 
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A zona juncional é estreita e avascular. É composta por 

espongiotrofoblasto e células trofoblásticas gigantes parietais [25]. 

O labirinto fica entre a zona juncional e a placa coriônica, formado por 

células de origem materna e embrionária. É formado por uma rica camada de 

vasos, pois é nesta camada onde ocorrem as trocas de nutrientes, metabólitos e 

gases entre a mãe e o feto [25]. 

A placenta não é apenas um canal passivo de transmissão de nutrientes ao 

feto, a placenta responde às mudanças ambientais e modifica o transporte 

placentário, como exemplo podemos citar a obesidade materna que leva a 

adiposidade fetal devido a uma maior transferência de nutrientes [26]. 

Além disso, algumas gestantes diabéticas e/ou obesas apresentam um 

quadro inflamatório sistêmico de baixo grau. Nestes casos inflamatórios a 

placenta produz altos níveis de citocinas inflamatórias [27,28]. Estudos com 

gestantes obesas comprovaram que a obesidade materna está relacionada com 

estresse hipóxico fetal e ao supercrescimento placentário [29]. Estudos com 

ovelhas mostraram uma tendência à desnutrição fetal quando há abundância da 

oferta de nutrientes através da dieta materna no final da gestação sugerindo uma 

alteração na vascularização placentária e no transporte de nutrientes [30]. Ou 

seja, apesar de existir fortes evidências de que intervenções na dieta alterem o 

desenvolvimento e o transporte placentário [31,32], ainda existem resultados 

contraditórios nas pesquisas devido às diferentes dietas, que diferem em macro e 

micronutrientes, como também, o tempo de exposição a estas dietas 

obesogênicas [33]. Outro estudo com ratas alimentadas por 8 semanas com dieta 

de cafeteria, foram analisados marcadores inflamatórios plasmáticos e o gene 

inflamatório no tecido adiposo materno, fígado fetal e em diferentes zonas 

placentárias, não aumentando o estado inflamatório da mãe, da placenta ou do 

feto no final da gestação [34]. 

 
1.4 Dietas 
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Estima-se que 35% dos homens e 40% das mulheres nos Estados 

Unidos sejam obesos [35]. No Brasil, calcula-se que até 2030, 68% da população 

será obesa [36]. Mundialmente, a obesidade infantil afeta 107 milhões de crianças 

[37]. Entretanto, segundo relatório da ONU de 2020 a fome aumentou no mundo 

nos últimos anos, principalmente na África [38]. Ainda de acordo com este 

relatório, para cada 10 homens com insegurança alimentar, havia 11 mulheres 

com insegurança alimentar em 2020 (comparados a 10,6 em 2019) e quase um 

terço das mulheres em idade reprodutiva sofriam de anemia. E, como 

consequência, em 2020 mais de 149 milhões de crianças padecia de desnutrição 

crônica [38]. Estas desigualdades nutricionais tornam a necessidade de estudo, 

pesquisa e compreensão dos mecanismos envolvidos uma urgência no âmbito 

acadêmico a fim de providenciar melhores capacitações nos sistemas de saúde 

para atender esta população com melhor eficiência. 

O ganho de peso durante a gestação aumenta as chances das mães 

desenvolverem hipertensão, diabetes gestacional e os filhos obesidade infantil 

[39,40]. Já a restrição alimentar materna pode predispor a prole ao 

desenvolvimento de doenças cardíacas e obesidade [41]. 

A restrição calórica (RC) é uma realidade para boa parte da população 

mundial e, por isso, seus efeitos têm sido objeto de estudo por parte da 

comunidade científica. Já é bem consolidado os efeitos que uma dieta RC exerce 

de beneficamente na cognição durante o processo de envelhecimento e entre 

outras doenças crônicas [42,43]. O retardo de crescimento intrauterino tem como 

umas das principais causas a nutrição deficiente e podem acarretar altos índices 

de morbidade peri e neonatal [44]. Dietas de restrição calórica moderada podem 

melhorar o aprendizado espacial e atenuar os distúrbios de humor [45]. Os efeitos 

positivos das dietas de restrição podem ser atribuídos à neurogênese no 

hipocampo em adultos [46]. Além disso, essas dietas podem ativar vias anti-

inflamatórias e antioxidantes [46]. Em um estudo com a RC controlada durante a 

gestação foi observado que esta dieta protege o cérebro da prole do estresse 

oxidativo durante a vida adulta [47]. Porém, outros estudos constataram 
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que a dieta RC durante o período gestacional pode prejudicar o desenvolvimento 

placentário e assim, dificultar a vascularização e o transporte de nutrientes ao 

feto, prejudicando sua formação e induzindo a doenças metabólicas ao longo da 

vida [48, 49, 50]. Por outro lado, estudos com humanos e animais demonstraram 

que a restrição calórica durante o período gestacional pode diminuir a massa de 

células β- pancreáticas e sua disfunção e aumentar a intolerância da glicose nesta 

prole quando adulta [51]. 

Dietas hiperlipídicas (HFD) são definidas como dietas ricas em calorias e 

macronutrientes como proteínas, carboidratos e gorduras ou uma combinação 

destes nutrientes. Observamos que a obesidade em ratos, induzida pelo 

consumo de dietas HFD causam resistência à insulina periférica, dislipidemia e 

estresse oxidativo (EO). Além disso, dietas ricas em calorias e gorduras podem 

prejudicar o processo de memorização e aprendizagem [52]. 

Estudos em humanos com mães obesas verificou-se o aumento do risco 

de pré-eclâmpsia, diabetes gestacional e hipertensão gestacional [53]. A prole das 

mães obesas aumenta as chances de morte pré-natal e defeitos congênitos [54]. 

Além disso, a obesidade materna predispõe a prole a nascer com um alto peso e 

a desenvolver obesidade ao longo da vida [55]. 

Filhotes de mães alimentadas com dietas ricas em gorduras durante o 

período gestacional e lactacional apresentaram alta taxa de depósito de gordura 

corporal, aumento do fator de necrose tumoral (TNF-α) e de interleucina 1β (IL-

1β) [56]. Em outro estudo com ratos fêmeas Sprague-Dawley, alimentadas com 

HFD por 5 semanas antes da gestação e durante a gestação, os filhotes 

apresentaram baixos níveis de leptina ao nascer, o que pode acarretar transtornos 

alimentares ao longo da vida [57]. Dietas HFD induzem inflamação placentária 

[58], alteram o transporte placentário modificando o tamanho dos fetos [59] e o 

aumento do colesterol, disbiose e uma inflamação crônica de baixo grau. [60,61]. 

Esta inflamação de baixo grau altera o ambiente intrauterino modificando a 

programação fetal e assim, resultando em fetos com desenvolvimento de 
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síndromes metabólicas [62]. No soro destes fetos de mães alimentadas com HFD 

foram encontrados aumento nos níveis de TNF-α e de IL-1β [63]. 

 

Figura 2. Efeitos da dieta materna na imunomodulação e sua influência no 

desenvolvimento da prole (Figura modificada de CAROLYN A. THOMSON AND KATHY 

D. MCCOY .,2021) . 

 
O tempo em que as dietas são fornecidas ocasiona resultados diversos nas 

pesquisas, afetando resultados bioquímicos como estrutura placentária. Por 

exemplo, em camundongos C57BL/6J, alimentados com dieta HFD e high sugar, 

por 12 semanas, verificou-se que os animais ficaram com dislipidemia, 

hiperglicemia e hiperinsulinemia, durante a gestação [65], já em outro estudo, com 
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dieta HFD uma semana antes da concepção foi suficiente para elevar os níveis 

de glicose [66]. 

No estudo com as mães holandesas que passaram pela fome de 1944-

1945, observou-se que aquelas privadas de comida no primeiro terço gestacional 

e que depois receberam suprimento nutricional adequado tiveram placentas 

maiores do que as que receberam nutrição adequada durante todo período 

gestacional [67]. Em ratos, a RC até metade do período gestacional promoveu 

peso placentário reduzido e zona juncional maior. No entanto, após este período, 

se elas voltarem a receber dieta normalmente, a placenta volta a sua estrutura e 

peso normal [68]. Estes estudos mostram a capacidade adaptativa da placenta. 

 
1.5 Probióticos 

 
 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS) PROB são definidos 

como "microrganismos vivos não patogênicos que quando ingeridos em 

quantidades adequadas exercem efeitos benéficos ao organismo‖ [69]. Já o 

Instituto Internacional de Ciências da Vida define PROB como ‗‗um ingrediente 

alimentar microbiano vivo que, quando consumido em quantidades adequadas, 

confere benefícios à saúde dos consumidores‘‘[70]. 

Uma das primeiras observações em relação aos efeitos benéficos dos 

PROB foi feita por Elie Metchnikoff, no começo do século 20, na Bulgária. Ele 

observou que o consumo de leite fermentado contendo bactérias ácido lácticas 

aumentava a longevidade da população búlgara [71]. Existem exigências 

estabelecidas pela FAO/OMS para que um PROB possa ser utilizado na 

alimentação, e são as seguintes: identidade da cepa, avaliação de segurança, 

estudos in vitro e estudos in vivo [71]. 

Os PROB podem ser usados tanto na prevenção de doenças em 

indivíduos saudáveis como na atenuação de doenças em indivíduos doentes [72]. 

Os principais mecanismos de ação dos PROB para beneficiar o hospedeiro são: 
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competição com bactérias patogênicas por locais de adesão e nutrição, 

imunomodulação (produção de citocinas), melhoria do sistema imune e produção 

de neurotransmissores e alteração da funcionalidade da barreira epitelial [73]. 

O uso dos PROB possibilita uma mudança no perfil das citocinas pró/anti-

inflamatórias [74]. Em um estudo com camundongos C57BL/6J, alimentados com 

HFD, por 12 semanas, e depois administrado oralmente o L. rhamnosus foi 

observado que houve diminuição do peso corporal, glicemia em jejum e 

diminuição no tamanho das células dos adipócitos, ou seja, pareceu ter 

propriedades anti-inflamatórias e anti-obesidade [75]. 

A administração de PROB durante a gravidez é considerada segura [76] e 

há estudos de que sua administração durante a gestação em humanos alterou os 

marcadores inflamatórios na placenta, tais como a modificação na expressão 

gênica de toll-like receptors na placenta [77]. 



23 
 

 

 
 

Figura 3. Possíveis rotas da suplementação probiótica materna afetar a 

microbiota intestinal do neonato e assim modificar o sistema imune (Figura 

modificada de SWARTWOUT, B. AND X. M. LUO., 2018). 

 
O consumo   de   Lactobacillus   fermentum MTCC:   leite   fermentado 

5898 atenuou a dislipidemia, a inflamação e o estresse oxidativo em ratos machos 

alimentados com dieta rica em colesterol [78]. Camundongas C57BL/6, 

alimentadas com HFD, por 8 semanas, e em seguida suplementadas por 4 

semanas com probióticos Bifidobacterium animalis subsp. lactis, BB-12 reduziu o 

ácido ribonucléico mensageiro (mRNA) de TNF-α placentário em GD12 e mRNA 

de interleucina-10 (IL-10) em GD19 [80]. 
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Neste trabalho testamos a viabilidade e funcionalidade no hospedeiro um 

potencial candidato a PROB, isolado de leite cru de búfala. Utilizamos a cepa 

Lact. rhamnosus LB1.5. A fim de uma nova cepa ser considerada segura para o 

consumo humano são necessários alguns testes in vitro antes de serem testados 

in vivo. A inocuidade é testada através da verificação da presença dos fatores de 

virulência e a suscetibilidade antimicrobiana [81], além dos testes de tolerância 

gastrointestinal, sobrevivência aos sais biliares e a adesão ao trato 

gastrointestinal [82]. Por responder positivamente a sua capacidade de adesão, 

capacidade de agregação e tolerância às condições de simulação do intestino, 

além de sua associação a resposta transcricional de genes relacionados para 

adesão, agregação, tolerância ao estresse, reparo de ácido desoxirribonucléico 

(DNA) e metabolismo central que simulam as condições gastrointestinais, 

optamos por testar esta cepa in vivo [83]. 

 
Baseado no exposto, a hipótese central deste estudo é que a restrição 

calórica e a administração de probióticos no período gestacional poderão proteger 

a interface materno fetal prevenindo alterações metabólicas, comportamentais, 

imunológicas e genéticas no feto que podem ser causadas pela alimentação 

materna. 
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2 OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo Geral 

 
 

          Nosso estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de intervenções na dieta 

materna (restrição calórica e dieta hiperlipídica) e suplementação de probióticos 

durante a gravidez na morfologia, biometria e mediadores inflamatórios na 

placenta, além de parâmetros bioquímicos séricos maternos. 

 
 
 

2.2 Objetivos Específicos 

 
 

● Avaliar o ganho de peso das fêmeas ao longo da administração da dieta; 

● Analisar o perfil bioquímico sérico das mães; 

● Verificar o número de fetos e reabsorção embrionária (perfil reprodutivo); 

● Analisar a morfologia da placenta; 

● Determinar os níveis de citocinas na placenta.
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ABSTRACT 

 

The placenta is an important transitional organ forming a bridge between mother and 

fetus during pregnancy. Changes in the intrauterine environment impact the health of the 

fetus may be influenced by the maternal diet. In the current study, our objective was to 

investigate the effects of interventions in the maternal diet (caloric restriction and high fat 

diet) and probiotics supplementation during pregnancy on morphology, biometry and 

inflammatory mediators in the placenta, in addition to maternal serum biochemical 

parameters. Female mice received standard (CONT), restrictive (RD) by 30% less than 

control intake, or high-fat (HFD) diets for 16 weeks, during mating and pregnancy, until 

the 18th gestation day (GD). During pregnancy, the CONT and HFD groups received by 

gavage the probiotic Lactobacillus rhamnosus LB1.5, viable counts were 1,3 x 10⁸ ufc/ml, 

3 times a week. On the 18th GD the females were euthanized, the trunk blood and placenta 

was collected. In the blood, serum concentrations of glucose, total cholesterol and 

triglycerides were analyzed and in the placenta, its morphology and inflammatory 

cytokines were analyzed. The HFD-fed dams showed an increase in body weight gain from 

the 13th week of treatment when compared to the RD and CONT groups. During gestation, 

the HFD group was a significant increase in body weight in the last week of gestation when 

compared to dams in the RD and CONT+PROB groups. There was no significant 

difference in the number of pups, fetal resorption, viability rate, inflammatory mediators in 

the placental, glucose, total cholesterol and triglycerides analyzed in the serum of the 

mothers who received different diets or in the groups with probiotic supplementation. 

Regarding placental morphology, HFD and HFD+PROB showed increased thickness of the 

labyrinth zone when compared to CONT+PROB. These findings suggest that the diets used 

in this model, as well as probiotic supplementation with Lactobacillus rhamnosus during 

pregnancy, did not alter the gestacional viability rate, inflammatory mediators in the 

placenta or the biochemical parameters studied. However, HFD promotes an increase in 

placental labyrinth zone thickness. 

 

Keywords: Lactobacillus rhamnosus, restrictive diet, high-fat diet, DOHaD, IL-6, TNF-α. 
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Key Points:  

 Maternal restrictive and high-fat diet for 20 week or probiotic supplementation 

with Lactobacillus rhamnosus during pregnancy did not modification the 

gestacional viability rate, inflammatory mediators in the placenta or the 

biochemical parameters. 

 Maternal high-fat diet change de morphology in the placenta. 

 

1. INTRODUCTION  

The importance of maternal diet during pregnancy to neonate health is accentuated 

by the years of study with the Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) 

hypotheses, which says that conditions in utero can have a strong effect on health in 

adulthood [1]. It has been reported that the placenta plays an important role in 

“programming’’ the susceptibility to diseases in adult life [2]. 

The placenta mediated maternal health and fetal development providing the primary 

nutrient transport, oxygen delivery and hormone production to the fetus [2]. The structure 

of the murine placenta consists of layers: the outer maternal layer, decidia basalis, with 

maternal vasculature and deciduals cell; the junctional zone with spongiotrophoblast and 

parietal trophoblast giant cell layer; and the inner layer, labyrinth, with fetal and maternal 

blood, this layer provides the means to communicate and transfer nutrient, gasses and 

hormones between mother and fetus [3,4]. 

Maternal diet can control inflammation at the maternal-fetal interface [5]. Poor 

nutrition during pregnancy has been linked to low birth weight and the development of 

metabolic diseases such as obesity [1]. Specifically, the high-fat diet (HFD) has been 

linked to placental inflammation, cytokine production [6], and increased risk of diabetes 

mellitus [7]. Therefore, non-pharmacological interventions that minimize this placental 

inflammatory process have become important [8].  

Supplementation with probiotics is a non-pharmacological alternative that can be 

explored, since evidence shows its anti-inflammatory potential and improves the immune 

system [9]. Probiotics are live microorganisms that confer favorable health to the host 

when administered in adequate volume [10]. There are a lot of benefits of consuming 
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probiotics, such as decreasing cholesterol [11] and lipid levels in serum [12], and anti-

inflammatory effects [13]. Lactobacillus rhamnosus LB1.5, a novel probiotic candidate 

used for this study, was isolated from buffalo milk and characterized for its standard 

probiotics like the strains demonstrated adhesion ability to Caco-2 cells, co-aggregated 

with S. aureus and E. coli and maintained cell viability after gastrointestinal simulation in 

vitro, suggesting their probiotic with potential beneficial effects to health [14]. However, 

the effects of Lactobacillus rhamnosus LB1.5 on improving inflammatory parameters in 

mice placenta and other benefits are still unknown.  

Environmental factors, such as maternal nutrition, act early in the animal's life (fetal 

life, lactation and early childhood) and are associated with fetal health programming. 

Furthermore, during pregnancy, the placenta is the only exchange interface between the 

mother and fetus. Considering that the placenta aims to nourish and control the passage of 

several substances to the fetus, our objective was to evaluate the effects of interventions in 

the maternal diet (caloric restriction and high fat diet) and probiotics supplementation 

during pregnancy on morphology, biometry and inflammatory mediators in the placenta, in 

addition to maternal serum biochemical parameters. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Animals 

Ten male and 50 female C57BL/6J mice were obtained from the Animal Housing 

Facility of Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA). 

Animals were properly housed and maintained under controlled temperature (23±1°C), 

humidity (55±5%) and illumination (12 h light/dark cycle; lights on at 7 a.m.) conditions. 

All procedures followed the ethical rules established by the guidelines of the Brazilian 

Society for Neuroscience and Behavior and the Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals of the Institute for Laboratory Animal Research. The Institutional Animal Care 

and Use Committee of UFCSPA (#273/20) approved this study. All efforts were made in 

order to minimize animal suffering and to use only the number of animals necessary to 

produce reliable scientific data. 
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2.2 Experimental Procedures 

On the 60 day of age the females (N=38), weighing between 14-18 g, were divided 

into 5 groups according to the diet received, and housed 5 per cage, with water ad libitum. 

Male mice, used for mating, were housed 5 per cage with food and water ad libitum.  

Female mice of the control group (CONT) received standard chow (Nuvital, Curitiba, 

Brazil) ad libitum, with a total energy content of 3.4 kcal/g (63% carbohydrate, 26% 

protein, 11% fat); the restrictive diet group (RD) had a 30% caloric restriction adjusted 

according to the consumption of CONT group; the high-fat diet group (HFD) received a 

chow (Pragsoluções Biociências, Jaú, Brazil) with a total energy content of 5 kcal/g (32.2% 

carbohydrate, 10,6% protein, 57.2% fat). Females received their diets according to their 

group for 16 weeks. The composition of the diets (standard and HFD) is described in Table 

1.  

Then, they were housed with male mice, in a ratio of 3:1, for mating. Confirmation of 

pregnancy was performed by identifying the copulatory plug in vaginal smears. During 

pregnancy, the females were kept in individual cages.  

Thus, the females were fed with CONT, RD or HFD diets until mating, after the 

confirmation of pregnancy and throughout gestation, the CONT and HFD groups were 

divided into 2, to receive probiotics or only the vehicle in which the probiotic was diluted 

(skim milk), totaling 20 weeks of dietary intervention. 

The new probiotic candidate preparation comprised of Lactobacillus rhamnosus 

LB1.5 contained viable counts of 1.3 x 10⁸  cfu/ml. Supplementation with the probiotics 

was administered 3 times per week by gavage, and the groups that did not receive new 

probiotic candidates were gavaged with skim milk at the same frequency as the probiotic 

groups. 

The analysis of body weight gain was performed weekly throughout the experiment. 

The 5 experimental groups were abbreviated according to the diets received: CONT, 

CONT+PROB, RD, HFD and HFD+PROB. 
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2.2. Placenta and blood collection 

On the 18th day of pregnancy the females were euthanized by decapitation after 

receiving an average dose of 240 mg/kg of ketamine and 30 mg/kg of xylazine 

intraperitoneally, and trunk blood was collected in sterile tubes. These blood samples were  

centrifuged for 10 min, at 1500g and 4 °C. Serum was separated and stored at -80 °C for 

biochemical analysis. The placenta of each animal was dissected, rapidly frozen in liquid 

nitrogen and stored at −80 °C, and other fragments were formalin-fixed for histological 

analysis. In addition, the numbers of total fetal resorption and placentas with live fetuses 

were recorded [4].  

 

2.3 Biochemical analysis 

The serum concentration of glucose, triglycerides and total cholesterol were 

analyzed by enzymatic colorimetric method using commercial kits (Labtest, Brazil) 

according to the manufacturer's specifications [15]. 

 

2.4 Placental morphology analysis 

A placental fragment was fixed in 10% neutral buffered formalin and embedded in 

paraffin. Transversal full-face sections, taken from the center of the placental disk and 

including the full thickness of the decidua and the full thickness of the labyrinth were 

mounted and stained with hematoxylin and eosin [16]. The total thickness of each placental 

labyrinth layer was outlined manually and quantified using Image J (National Institutes of 

Health, Bethesda, MD,155 USA) [17]. 

 

2.5 Cytokines assay 

The placenta tissue was homogenized with a RIPA buffer and a protease inhibitors’ 

cocktail, and then centrifuged for 10 minutes at 8,000 rpm. Total protein concentration was 

determined by Bradford protein assay [18]. Multiplexed immunoassay based on Luminex 

xMAP technology was performed using Rat Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panels 

for measuring iInterleukin-1α (IL-1α), interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), and 
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tumor necrosis factor alpha (TNF-α). Assays were performed according to the 

manufacturer’s instructions [19]. 

 

2.7 Statistical analyses 

The normality of the data was tested by Kolmogorov-Smirnov test. Data were 

expressed as mean ± S.E.M. Results were analyzed by one-way analysis of variance 

(ANOVA) followed by Bonferroni multiple comparison test. Statistical analyses were 

made using GraphPad Prism 9 (La Jolla, USA). Differences were considered statistically 

significant when p<0.05. 

 

3. RESULTS 

Table 2 shows the characteristics of mice pregnancy. There was no significant 

difference in the number of pups, fetal resorption, and viability rate when compared dams 

from control (CONT), control diet plus probiotics (CONT+PROB), restrictive diet (RD), 

high-fat diet (HFD) and high-fat diet plus probiotics (HFD+PROB) groups. 

Regarding body weight gain (Figure 2A), we observed a significant increase in body 

weight gain from the 13th to 17th week of diet only in the HFD group when compared to 

RD (p<0.001) and CONT (p<0.01). During pregnancy (Figure 2B), we observed a 

significant increase in body weight in the last week of gestation of the HFD when 

compared to dams in the RD and CONT+PROB groups (p<0.05). 

The Figure 3 shows the serum biochemical parameters including glucose (A), total 

cholesterol (B), and triglycerides (C) of dams fed with standard (CONT), standard plus 

probiotics (CONT+PROB), restrictive (RD), high-fat (HFD) and high-fat plus probiotics 

(HFD+PROB) diets. We did not find significant differences among the groups studied in 

relation to the biochemical parameters (p>0.05). 

In the analysis of cytokines in the placental tissue, we did not find any significant 

difference when comparing the dams of the studied groups (Figure 4). 

The thickness of the labyrinth zone was significantly increased ([F(4,18)=3615; 

p=0.024) in the HFD (p=0.040) and HFD+PROB (p=0.040) groups when compared to 
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CONT+PROB.  

 

4. DISCUSSION 

Our findings showed a significant increase in body weight gain in the group of 

females fed HFD from the 13th week of treatment. In the period of pregnancy, when 

probiotic supplementation was administered, we found that weight gain occurred only in 

the third week of gestation and was greater only in the HFD group. However, a previous 

study (20) with Balb/c mice on day 22 postpartum showed no difference in weight gain 

with mothers submitted to a restrictive and hypercaloric diet.  

Differently from our findings, other studies in the pre-gestational, gestational and 

lactation periods demonstrated differences in the biochemical parameters in mice fed with 

HFD and with cafeteria (CAF) diet [21,22]. Indeed, studies with male mice in HFD [23] or 

rats CAF-fed [24] confirm changes in the body weight and weight gain, and in the 

concentration of glucose, triglycerides and total cholesterol in relation to the standard diet 

group. It should be noted that the composition of obesogenic diets used in animal models is 

highly variable and that most studies are in males, which may explain different results. In 

addition, we analyzed these parameters at the end of pregnancy, period of discharge 

metabolic demand due to the physiological changes that the maternal organism undergoes 

to ensure fetal development and growth. 

Another important aspect of our results was to demonstrate that RD, HFD and 

probiotic supplementation groups showed no change in the number of fetuses per fetal 

resorption and in the viability rate. Our data corroborate those presented by [25, 26, 27] 

who also found no differences in the number of fetuses or fetal resorption when HFD, RD 

or probiotic supplementation was administered.  

The placenta is a highly adaptable organ, it has a high degree of plasticity and is 

able to promote changes in the microenvironment whenever it changes. The purpose of this 

adaptation is to promote the protection and well-being of the fetus [11]. Some studies have 

analyzed the impact of different types of diet on placental histomorphology. Rats HFD-fed 

during pregnancy had a decrease in the placenta junctional zone, but no change in the 

placental labyrinth zone [28,29]. On the other hand, Sprague-Dawley rats fed an 
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obesogenic diet in the same period showed a marked decrease in the maze area compared 

to the standard diet group [30]. Besides, a previous study by [31] did not report any 

difference in the placental labyrinth zone when comparing HFD mothers with the ones who 

received a standard diet. In the present study, we showed that our diet model or probiotic 

supplementation increased the thickness of the placental labyrinth zone. Our results 

compared the effects of HFD before and during pregnancy, but probiotic supplementation 

only occurred during pregnancy. 

When we analyzed the RD-fed dams, we found that no layer of the placenta was 

altered. Similar findings had already been reported in other studies with mice fed with 50% 

calorie restriction throughout gestation (32) or three weeks before mating until day 11.5 of 

gestation that showed preservation of the labyrinth zone [33, 34].  This set of evidence 

allows us to suggest that there was an adaptation to restricted food. 

The placenta is the primary interface between the maternal and fetal environments 

and selectively transfers nutrients and oxygen to the fetus, removing waste. This organ 

provides a semipermeable bridge for inflammatory molecules present in the maternal 

circulation which may influence fetal development [35, 36, 37]. It also contains lipids as 

important precursors of hormones and inflammatory mediators that support pregnancy, so 

maternal dyslipidemia can impair placental function and impair pregnancy (38).  

According to our findings, neither diets offered, nor supplementation with 

probiotics affected the concentration of cytokines in the placenta. A similar study with 

females HFD (60%) and RD (30% less fat) fed for 8 weeks before pregnancy also showed 

no changes in placental cytokines from its inflammation [39]. However, other published 

studies have conflicting results where dams fed with HFD showed increased TNF-α and 

IL-6 in serum and placenta [31]and increased mRNA expression of IL-1β  [31].  Probiotic 

supplementation reduced placental TNF-α mRNA at D12 and IL-10 mRNA at D19 in 

HFD-treated dams [40]. 

 

5. CONCLUSIONS 

In summary, nutritional interventions during the reproductive period should always 

be used with caution. Our findings suggest that high-fat and calorie-restricted diets, as well 
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as probiotic supplementation with Lactobacillus rhamnosus during pregnancy, they do not 

cause alterations in the gestacional viability rate, in the inflammatory cytokines in the 

placenta and in the studied serum biochemical parameters. However, HFD promotes an 

increase in the thickness of the placental labyrinth zone. It is important to highlight 

differences such as composition, time of receiving the diet, strains of probiotics, being used 

as supplements and the species of the animal model. 
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FIGURES LEGENDS 
 

Table 1. Nutritional composition of the standard and high-fat diets. 

Table 2. Number of pups, fetal resorption, and viability rate of the dams on the 18th day of 

pregnancy fed with standard (CONT, n=8), standard plus probiotic (CONT+PROB, n=5), 

restrictive diet (RD, n=9), high-fat (HFD, n=7) and high-fat plus probiotic (HFD+PROB, 

n=6). Data are expressed as mean ± SEM compared by the one-way ANOVA followed by 

Bonferroni multiple comparison test.  

Figure 1. Experimental procedure scheme. 

Figure 2. Body weight gain of females during treatment weeks (A) and during pregnancy 

(B). Data are expressed as mean ± SEM compared by the one-way ANOVA followed by 

Bonferroni multiple comparison test. * when compared to CONT, ** when compared to 

RD.  

Figure 3. Serum glucose (A), total cholesterol (B) and triglycerides (C) parameters of the 

dams on the 18th day of pregnancy fed with standard (CONT, n=8), standard plus probiotic 

(CONT+PROB, n=5), restrictive (RD, n=9), high-fat (HFD, n=7) and high-fat plus 

probiotic (HFD+PROB, n=6) diets. Data are expressed as mean ± SEM compared by the 

one-way ANOVA followed by Bonferroni multiple comparison test.  

Figure 4. Analysis of pro-inflammatory cytokines in the placental tissue of the dams on the 

18th day of pregnancy fed with standard (CONT, n=6), standard plus probiotic 

(CONT+PROB, n=5), restrictive (RD, n=8), high-fat (HFD, n=10) and high-fat plus 

probiotic (HFD+PROB, n=6) diets. Data are expressed as mean ± SEM compared by the 

one-way ANOVA followed by Bonferroni multiple comparison test. Abbreviations: 

interleukin 6 (IL-6), interleukin 1α (IL-1α), interleukin 1β (IL-1β), and tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α). 
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Figure 5. The thickness of the labyrinth zone of the placenta (18th day of gestation) of 

dams fed standard (CONT, n=6), standard plus probiotic (CONT+PROB, n=5), restrictive 

diet (RD, n=8), high fat (HFD, n=10) and high fat plus probiotic (HFD +PROB, n=6) diet. 

Data are expressed as mean ± SEM compared by one-way ANOVA followed by 

Bonferroni's multiple comparison test. * when compared to CONT+PROB.  
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Table 1. Nutritional composition of the standard and HFD diets.  
 

INGREDIENTS (g/kg diet) Standard diet  HFD 

 

Carbohydrates  

- sucrose 

- corn starch 

- dextrinized starch 

545.0 1722,8 

400.0 

922.8 

360.0 

Net protein  

- casein 

225.0  

560.0 

Ether extract  

 - lard 

- soybean oil 

 

42.0 

 

 

27000.0 

360.0 

Fibrous matter 70.0 0.0 

AIN-93 mineral mix 90.0 0.0 

AIN-93 vitamin mix 12.0 40.0 

Amino acids 16.0 7.2 

TOTAL 1000 1000 
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Table 2. Number of pups, fetal resorption, and viability rate per dam, fed a control diet 

(CONT), control diet and probiotics (CONT+PROB), restrictive diet (RD), high-fat diet 

(HFD), and high-fat diet and probiotics (HFD+PROB). 

 

GROUPS 
Number of pups per 

dam 
Fetal resorption Viability rate 

CONT 

(n=7) 
8.250 ± 0.526 0.200 ± 0.200 0.876 ± 0.045 

CONT + PROB 

(n=5) 
7.200 ± 0.969 0.400 ± 0.244 0.951 ± 0.030 

RD (n=9) 6.111 ± 0.454 0.888 ± 0.351 0.907 ± 0.041 

HFD (n=10) 7.000 ± 0.471 0.400 ± 0.163 0.949 ± 0.021 

HFD + PROB (n=6) 7.500 ± 0.428 0.600 ± 0.400 0.960 ± 0.040 
 

Data expressed as mean ± SEM. One-Way analysis of variance followed by Bonferroni 

multiple comparison test. 
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Figure 1. Experimental procedure scheme 
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Figure 2. Body weight gain of females during treatment weeks (A) and during pregnancy 

(B). Data are expressed as mean ± SEM compared by the one-way ANOVA followed by 

Bonferroni multiple comparison test. * when compared to CONT, ** when compared to 

RD.  
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Figure 3. Serum glucose (A), total cholesterol (B) and triglycerides (C) parameters of the 

dams on the 18th day of pregnancy fed with standard (CONT, n=8), standard plus probiotic 

(CONT+PROB, n=5), restrictive (RD, n=9), high-fat (HFD, n=7) and high-fat plus 

probiotic (HFD+PROB, n=6) diets. Data are expressed as mean ± SEM compared by the 

one-way ANOVA followed by Bonferroni multiple comparison test.  
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Figure 4. Analysis of pro-inflammatory cytokines in the placental tissue of the dams on the 

18th day of pregnancy fed with standard (CONT, n=6), standard plus probiotic 

(CONT+PROB, n=5), restrictive (RD, n=8), high-fat (HFD, n=10) and high-fat plus 

probiotic (HFD+PROB, n=6) diets. Data are expressed as mean ± SEM compared by the 

one-way ANOVA followed by Bonferroni multiple comparison test. Abbreviations: 

interleukin 6 (IL-6), interleukin 1α (IL-1α), interleukin 1β (IL-1β), and tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α). 
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Figure 5. The thickness of the labyrinth zone of the placenta (18th day of gestation) of 

dams fed standard (CONT, n=6), standard plus probiotic (CONT+PROB, n=5), restrictive 

diet (RD, n=8), high fat (HFD, n=10) and high fat plus probiotic (HFD +PROB, n=6) diet. 

Data are expressed as mean ± SEM compared by one-way ANOVA followed by 

Bonferroni's multiple comparison test. * when compared to CONT+PROB.  
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CONCLUSÕES 

 
 

Na literatura encontramos uma heterogeneidade nas metodologias 

utilizadas, tais como: diferentes tempos de tratamento, composições, 

quantidades, modelos animais e uma ampla variedade de cepas bacterianas 

testadas como potenciais probióticos. 

Em conclusão, esses achados sugerem que as dietas utilizadas neste 

modelo, assim como a suplementação probiótica de Lactobacillus rhamnosus 

LB1.5 durante a gestação, não impactaram os mediadores inflamatórios nos 

parâmetros placentários e bioquímicos analisados. Por isso, interações materno-

fetais carecem de mais estudos para que seus mecanismos sejam melhor 

elucidados. 
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