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INTRODUCAO:

De acordo com a Organizagao Mundial
da Saude (OMS), a obesidade pode ser
definida como o acumulo anormal ou excessivo
de gordura corporal, que pode em algum
momento prejudicar a saude do individuo.
Considerada uma doenca crénica, a obesidade
possui causas multifatoriais que podem afetar
todos os ciclos da vida e nos ultimos anos
demonstrou um aumento epidémico
preocupante em suas taxas mundiais, que se
tornou um problema de saude publica em
varios paises. Atrelado ao crescimento das
taxas populacionais globais, o numero de
mulheres com sobrepeso ou obesidade durante
a gestacdo e lactacdo também aumentou
acentuadamente nas Uultimas décadas, sendo
este dado preocupante, visto que estudos
recentes sugerem que o quadro de sobrepeso e
obesidade materno podem estar associados
com aumento do risco de complicagdes
gestacionais/neonatais e na composi¢gdo do
leite humano (LH), que pode impactar a
programacdo inicial do desenvolvimento do
lactente (HORTA, et al., 2019; LEGHI et. al.,
2020; CHEN et al. 2017) . O leite materno é
um fluido biolégico produzido pelas glandulas
mamarias de mamiferos para conferir nutricao a
seus filhos e possibilitar o desenvolvimento de
seus sistemas fisioldgicos (ANDREAS et al,,
2015). No inicio da vida, o leite é a unica fonte
de nutricdo para o recém-nascido lactente,
portanto a composicdo deste alimento
demonstra ser um fator crucial para o
desenvolvimento de alteragdes metabdlicas e
os desfechos vitais do recém-nascido (CHEN et
al. 2017).

Na literatura cientifica, estudos ja
demonstram que durante a gestagao e lactagao
de camundongos, uma dieta rica em gordura
(HFD) e a obesidade encontram-se associadas
com alteragbes no metabolismo lipidico,
aumento dos niveis de colesterol,

desenvolvimento de figado gorduroso, estresse
do reticulo endoplasmatico, desregulacdo da
homeostase energética e da ingestao alimentar,
dentre outras modificagbes na prole (FANTE et
al., 2016; DESAI, HAN, ROSS, 2016. LEMES et
al., 2018;). Um estudo realizado por Kruse e
colaboradores em 2013, evidenciou que a prole
de maes obesas alimentadas com uma HFD na
idade adulta apresentou um aumento do peso
corporal, aumento dos niveis de glicose e
insulina no sangue e de triglicerideos hepaticos
em comparagao a prole controle (KRUSE et al,
2013).

O estudo de Ellsworth e seus
colaboradores  (2020), mostrou que a
composicdo do leite humano de maes obesas
duas semanas poés-parto apresentou maiores
niveis de insulina e alteracéo no perfil de acidos
graxos, quando comparado as maes eutroficas,
havendo redugédo de acidos graxos com agao
protetora, como o acido oleico e o acido
linoleico, e maiores niveis de acidos graxos
promotores de inflamacdo e obesidade,
incluindo o acido palmitico. (ELLSWORTH, et
al., 2020). Ademais, outro estudo realizado por
Prentice e colaboradores (2016), evidenciaram
que mudangas na composi¢ao do leite humano
tém o potencial de promover ganho de peso e
deposicao de gordura no lactente, quadro esse
que pode aumentar o risco do desenvolvimento
de obesidade e outras doencas metabdlicas,
como hipertensao e diabetes (PRENTICE et al,
2016).

Desta forma, \verifica-se que as
alteragdes na composi¢ao do leite ocasionadas
pelo estado nutricional e dieta materna podem
impactar na programacéo inicial do crescimento
e desenvolvimento infantil, estando associadas
ao sobrepeso e obesidade durante a infancia e
a vida adulta (GEORGE et al, 2019;
ELLSWORTH et al., 2020).

Assim, tendo em vista que a
composicao do leite materno, influenciado pela
dieta e estado nutricional da lactante, pode
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afetar a programagdo metabdlica dos
recém-nascidos e assim também pode
influenciar no desenvolvimento de disturbios
metabdlicos futuros, o objetivo geral do
presente projeto foi correlacionar o perfil lipidico
do leite materno de camundongas da linhagem
C57/BL6, submetidas a dieta hiperlipidica (HF)
e controle (CT), com parametros metabdlicos
da prole.

METODOLOGIA:
1. Animais Experimentais
Todos os  procedimentos  foram

executados conforme as diretrizes da
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) e de acordo com a
legislacao vigente que estabelece
procedimentos para uso cientifico de animais
(Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008).
Praticas de biosseguranga animal foram
aplicadas e houve o monitoramento frequente
de saude de todos os animais experimentais. A
aprovagdo prévia do Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEUA) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) foi obtida
através do Protocolo n® 5639-1/2020.

Foram utilizados camundongos Mus
musculus da linhagem C57/BL6 com 5
semanas de idade provenientes do Centro de
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB). Os animais
foram alojados individualmente ou em grupos
de até 4 animais por caixa, dispostas em
estantes ventiladas sob ambiente com
termoneutralidade constante (22 + 1°C) e ciclos
de 12 horas claro (06:00am. as 18:00pm.) e 12
horas escuro (18:00pm as 6:00am.), com livre
acesso a alimentacédo e agua.

Com 5 semanas de vida, as fémeas
foram divididas aleatoriamente em dois grupos:
fémeas alimentadas com dieta controle (CT,
Research Diet D12450B) e fémeas alimentadas
com dieta hiperlipidica (HF, Research Diet
D12451) para inducdo da obesidade materna
(Tabela 1). Os machos foram alimentados com
dieta controle. Apés 8 semanas de adaptagao
com as respectivas dietas ocorrera o
acasalamento. A mesma dieta da adaptacao
sera mantida durante a gestacéao e lactagao.

Para avaliar a influéncia do ambiente
materno durante gestacdo e lactagdo, apds o
nascimento da prole foi realizado o pareamento
dos filhotes machos e fémeas, sendo
estabelecido 6 filhotes por ninhada (3 fémeas e
3 machos); estes permaneceram mamando em
suas respectivas maes e apdés o desmame os
animais foram eutanasiados para futuras

analises.
Tabela 1. Composicdo da dieta controle (Research Diet D124508B)

e hiperlipidica (Research Diet D12451)
CONTROLE HIPERLIPIDICA

Carboidratos (%) 70 35
Proteinas (%) 20 20
Gorduras (%) 10 45
Densidade energética (kcal/g) 3.82 47

Fonte Proteica: caseina e L-cistina. Carboidratos: sacarose (CT=35%
sacarose, HF= 17% sacarose), amido de milho e maltodextrina. Lipidios:
oleo de soja e banha de porco.

2. Coleta de Leite

O leite foi coletado das fémeas no 12° e
16° dia de lactacdo. Para a realizagao do
procedimento, as maes e seus filhotes foram
separados por 2 a 4 horas. Apds este periodo,
foi administrado ocitocina (4Ul/kg, ip) e, em
seguida, as fémeas foram anestesiadas com
anestésico inalatério isoflurano. A area dos
mamilos foi umedecida com agua esterilizada e
o leite foi coletado por meio da ordenha
manual.
3. Analise do Leite

As amostras de leite coletadas foram
congeladas a -80 ° C para andlise de
triglicerideos, colesterol e glicose.
4. Parametros Metabdlicos da prole

O peso corporal da prole foi aferido
durante o periodo de lactagao (dias 4,8,12, 16 e
20) e ap6s o desmame (dia 21). Logo apds o
desmame foi realizado o teste de tolerancia a
glicose (GTT) e o teste de tolerancia a insulina
(ITT). Para estes testes, os animais foram
submetidos ao jejum noturno de 12 horas,
seguido por um periodo de 2 horas de
realimentagdo, e novamente um jejum de 4
horas. Para o inicio dos testes, foi administrada
glicose (1g/kg,ip) para o GTT e insulina
(1,5Ul/kg, ip) parao ITT.
5. Sacrificio e extragao

Para a preparacdo da eutanasia, todos
0s animais ficaram em jejum noturno de 12
horas. As maes e os filhotes foram
eutanasiados por meio da administracdo de
anestesia (Quetamina de Sddio, Xilazina).
Foram coletados os tecidos adiposos epididimal
(machos), epigonadal (fémeas) e
retroperitoneal.
6. Analise estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado
o software GraphPad Prism 9.0 (La Jolla, CA).
Os dados foram verificados quanto a aderéncia
a normalidade por meio do teste Shapiro-Wilk,
e quanto a igualdade das varidncias pelo teste
de Levene. Para os dados com distribuicao
normal e homoscedasticidade, foi realizado o
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teste T de Student ndo pareado ou teste
Two-Way Anova seguido do poOs-teste
Bonferroni. Para os dados nao-normais e/ou
sem igualdade de variancias, foi realizado o
teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis,
seguido pelo pos-teste de Dunn. Para avaliagao
da correlagao entre as variaveis foi aplicado a
Correlacdo de Pearson. Os resultados foram
apresentados em Média + Erro Padrdo da
Média, com nivel de significancia estabelecido
em 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Apdés o periodo de lactacdo, foi
observado que as maes do grupo HF
apresentaram um peso corporal (g) maior
quando comparado ao grupo CT (Figura 1A).
Também foi observada uma tendéncia a uma
maior quantidade de massa gorda (g) e massa
magra (g) nas maes HF quando comparada as
maes CT (Figura 1 B-D).

Com relagao a ingestao de leite da prole
durante o periodo da primeira e segunda
semana de lactagao, foi observado que a prole
fémea de maes HF apresentaram maior
ingestdo na primeira semana, bem como uma
tendéncia ao maior consumo de leite
acumulado ao longo da lactacdo, quando
comparado a prole fémea de maes CT (Figura
2d). Nao foi observado diferenca estatistica nos
machos (Figura 2A-B). Em relacao a evolugao
do peso corporal da prole durante o periodo de
lactacao, foi observado um aumento no peso a
partir do 12° dia de lactacdo em machos e
fémeas de maes HF, quando comparados a
prole CT (Figura 3A-B).
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FIGURA |. Andlise da composigdo corporal de fémeas (CT e HF)
apos o periodo de lactagio em gramas (g) e porcentagem (%)
relativa a composig3o corporal total. (A) Peso bruto corporal (g).
(B,C) Quantidade de massa gorda (g e %). (D,E) Quantidade de
massa magra (g e %). (F) Composicdo Corporal Total (%).
N=6/grupo. (*) p<0.05.
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Figura 2. Ingestdo de leite da prole durante o periodo de lactagdo.
(a,b,c) Ingestdo de leite na primeira e segunda semana de vida de
filhotes machos do grupo CT e HF. (d,e,f) Ingestdo de filhotes
fémeas pertencentes ao grupo CT e HF, n=2-6/grupo. Foi aplicado o
teste T de student ndo pareado para a comparagdo entre grupos.
(*) p<0.05.
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Figura 3. Evolugdo do peso corporal da prole durante o periodo de lactagdo.
N=10/grupo. ANOVA twoway foi utilizado para a comparagdo entre os grupos. (*)
p<0.05.

Parametros metabdlicos da prole estao
apresentados nas Figura 4 a 10. Por meio da
avaliacdo da composigdo corporal da prole
ap6s o desmame, foi observado um aumento
de massa magra (g) e de massa gorda (g) em
machos HF (Figura 4A). No caso da prole
fémea, foi identificado maior peso corporal e
aumento na massa magra (g) no grupo HF
(Figura 4B).
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Ao 28° dia de vida da prole, foi realizada
afericdo da glicemia em jejum e a eutanasia
seguida pela coleta dos tecidos adiposos
epigonadal e retroperitoneal, para calculo da
adiposidade da prole. Nao foram identificadas
diferencgas significativas entre os grupos CT e
HF (Figura 9).

Quanto a analise da composicao do leite
materno de camundongos fémeas, nao foram
observadas diferencas estatisticas entre os
niveis de glicose, triglicerideos e colesterol total
nos grupos CT e HF (Figura 10).
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FIGURA 9. (A e B) Dados da prole CT e HF com 28 dias de vida. Adiposidade em filhotes machos e fémeas. (D e
E) Tecido adiposo epigonadal (g) de machos e fémeas. (F e G) Tecido adiposo retroperitoneal (g) de machos e
fémeas. (H e 1) Glicemia em jejum de machos e fémeas (mg/dL). n=12/grupo (*) p<0.05
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CONCLUSOES:

No presente estudo, verificamos os
efeitos de uma dieta materna rica em gordura
durante a gestacdo e lactagdo sobre os
parametros metabdlicos da prole pds-lactagao.
Através do desenho experimental, foi
observado que a exposicdo materna a uma
dieta rica em gordura durante esse periodo de
desenvolvimento foi capaz de contribuir para
um maior ganho de peso corporal e uma
tendéncia a maior adiposidade em seus
descendentes.

Considerando que a unica nutricao
recebida pelos filhotes até o 21° dia de vida foi
o0 leite materno, observou-se uma possivel
interferéncia da dieta materna no
desenvolvimento dos descendentes, ja que foi
constatado maior peso a partir do 12° dia de
lactacdo da prole de maes alimentadas com
dieta HF, quando comparado a prole de maes
CT. Adicionalmente, a dieta materna HF

durante a gestacdo e lactacdo também
impactou no aumento da ingestdo de leite em
fémeas de maes HF, mas ndo em machos.

Quanto a analise de parametros
metabdlicos da prole, ndo foram encontradas
diferencgas significativas entre os dois grupos.
Acredita-se que essa auséncia estatistica seja
ocasionada pela composicado da dieta materna,
visto que a fonte dos nutrientes é semelhante
na dieta CT e HF, e a dieta controle apresenta o
dobro na quantidade de sacarose, um acucar
simples que pode apresentar efeitos no
metabolismo glicidico, bem como em outros
parametros metabdlicos (SHARMA, 2008).

Mesmo com um numero baixo de
amostras para a analise da composigao do leite
e sem diferencas estatisticas entre os
resultados, € possivel sugerir que o leite
materno de maes HF apresente modificagcbes
em sua composigcdo do 12° ao 16° dia de
lactacdo. Devido a dificuldades encontradas
durante a coleta do leite materno de
camundongos, destacando-se o baixo numero
de camundongas aptas para a realizagcdo da
coleta e baixa quantidade de leite obtida, nao
foi possivel realizar o experimento de avaliagao
do perfil de acidos graxos no leite materno
previsto para esse projeto. Por isso, enfatiza-se
a necessidade de um projeto futuro, seguindo
as mesmas metodologias para a obtencéo de
maiores quantidades de leites.

Deste modo, concluimos que a dieta
materna HF foi capaz de induzir um aumento
na ingestao lactea, quando comparada a dieta
materna CT, o que contribuiu para maior ganho
de peso da prole. No entanto, a exposi¢cao
materna a ambas as dietas ndo culminou em
alteragdes bioquimicas e moleculares
expressivas nas proles, muito provavelmente
devido ao fato da dieta CT também apresentar
efeito obesogénico como a dieta HF, o que
precisa ser melhor investigado.
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