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SUPERALIMENTAGAO NA LACTAGAO PROGRAMA ALTERAGOES METABOLICAS
AO DESMAME EM RATOS MACHOS WISTAR
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Isabela Peixoto Martins?, Paulo Cezar de Freitas Mathias?, Audrei Pavanello!2

RESUMO

E reconhecida na literatura a importancia da
nutricdo durante a infancia. Sabe-se que
insultos nutricionais em periodos criticos do
desenvolvimento  podem  programar 0
metabolismo  para  consequéncias que
perduram até a vida adulta. O objetivo do
trabalho foi avaliar os efeitos causados por
uma superalimentagdo durante a lactacdo
sobre parédmetros metabdlicos do lactente.
Para tanto, foram avaliados ratos machos no
modelo de reducdo de ninhada, de modo a
simular uma superalimenta¢cdo nas ninhadas
reduzidas. Os ratos foram mantidos sob
ambiente controlado e pesados a cada dois
dias, com eutandsia aos 21 dias, ao
desmame. Foi medido o comprimento
nasoanal dos filhotes, coletadas as principais
reservas de gordura, assim como o figado,
para pesagem e avaliagdo dos parametros
biométricos. Além disso, foi realizada a coleta
do sangue dos filhotes e do leite das maes
para analises bioquimicas. Os animais
submetidos a superalimentacéo apresentaram
aumento de peso total, assim como um grande
aumento de suas principais reservas de
gordura. Além do aumento no peso, estes
apresentaram disfungdo metabdlica, como
aumento dos niveis de colesterol total e
triglicerideos. A composi¢cdo bioquimica do
leite ndo apresentou diferenca entre os grupos
analisados. Conclui-se que ratos
superalimentados na lactacdo apresentam
distarbios metabdlicos e biométricos aos 21
dias de vida. Os achados reforcam a
importancia de uma alimenta¢do saudavel no
inicio da vida, de modo a evitar distirbios
metabolicos nessa fase e na vida adulta.
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ABSTRACT

Overfeeding in lactation program metabolic
changes at weaning in male wistar rats

The importance of nutrition during childhood is
recognized in the literature. It is known that
nutritional insults in critical periods of
development can program the metabolism for
consequences that last until adulthood. The
aim of the work was to evaluate the effects
caused by overfeeding during lactation on the
infant's metabolic parameters. For that, male
rats were evaluated in the litter reduction
model to simulate overfeeding in the reduced
litters. The rats were kept in a controlled
environment and weighed every two days, with
euthanasia at 21 days, at weaning. The
nasoanal length of the pups was measured,
the main fat reserves were collected, as well
as the liver, for weighing and evaluation of the
biometric parameters. In addition, blood was
collected from the puppies and the mothers'
milk for biochemical analysis. The animals
submitted to overfeeding showed an increase
in total weight, as well as a major increase in
their main fat reserves. In addition to the
increase in weight, they showed metabolic
dysfunction, such as increased levels of total
cholesterol and triglycerides. The biochemical
composition of the milk showed no difference
between the groups analyzed. It is concluded
that rats overfed during lactation present
metabolic and biometric disorders at 21 days
of life. The findings reinforce the importance of
healthy eating at the beginning of life to avoid
metabolic disorders at this stage and in adult
life.
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INTRODUCAO

Obesidade e sobrepeso sédo dois dos
problemas mais graves da atualidade, e sua
prevaléncia aumentou a niveis de pandemia
nos ultimos 50 anos (Plagemann, 2006).

A obesidade foi declarada como
doenca crbnica progressiva pela World
Obesity  Federation (WOF) e outras
organizac6es (Apovian, 2016; Bluher, 2019).

O fator determinante para que
atingisse esse status, é sua fisiopatologia,
onde pessoas obesas desenvolvem
mecanismos homeostaticos responsaveis por
dificultar a perda de peso e facilitar o seu
ganho.

A obesidade também esta relacionada
com uma série de consequéncias,
principalmente doencas ndo comunicaveis
(como céncer, doencas cardiovasculares e
diabetes mellitus) as quais sdo responsaveis
por mais de 70% das mortes prematuras na
atualidade (Plagemann, 2006; Marousez e
colaboradores, 2019).

A etiologia da obesidade é complexa e
multifatorial, néo sendo totalmente
compreendida, porém o principal motivo seria
0 desbalanceamento a longo prazo entre a
quantidade de calorias consumidas e gasto
energético (Apovian, 2016; Bluher, 2019).

Alguns estudos tentaram associar alto
IMC com causas genéticas, e apesar do fato
de haver uma relacdo, esses fatores ndo
conseguem explicar o aumento na prevaléncia
de obesidade e sobrepeso que ocorreu nos
Ultimos anos.

Foi estimado que a genética afetaria
de 40-70% do IMC de uma pessoa, € O
restante seria por causas ambientais (Apovian,
2016; Bluher, 2019).

Essa teoria se consolidou mais ainda
ao ser observado que a maioria dos
tratamentos de obesidade que abordavam a
mudanca de habitos, como aumento de
atividade fisica e melhora da alimentagao
ingerindo menos calorias diarias
frequentemente falham.

A partir de uma analise mais profunda
e da elaboragdo do Obesity System Map pelo
UK Foresight Programme, ficou claro que o
comportamento de um individuo, assim como
sua fisiologia, é fortemente influenciado pela
sociedade e pelo ambiente em que ele vive
(Apovian, 2016).

As causas ambientais citadas séo
numerosas, complexas e interligadas. Um
exemplo de grande importancia é o estigma

social sobre o peso corporal, e a discriminacao
gue o acompanha, gerando estresse e
pressdo psicolégica sobre o individuo,
gerando, portanto, mecanismos de
enfrentamento como o aumento do consumo
de alimentados altamente cal6ricos, ou até o
desenvolvimento do vicio de “comer” (Apovian,
2016).

Outros fatores que sdo associados
com a obesidade sdo: baixo status
socioecondmico, estilo de vida ocidental, idade
materna avancada; ambiente intrauterino,
escolha de alimentacdo (influenciada pela
casa, escola, ambiente de trabalho,
comunidade), aumento da producdo de
comidas ultra processadas, baixa
disponibilidade de exercicios fisicos, filosofia
de baixa importancia das atividades fisicas em
comparagdo  com outras é4reas da
educacéol/trabalho, cronodisrupc¢ao,
tabagismo, e até mesmo iatrogenia
farmacéutica (antidepressivos, antipsicoticos,
contraceptivos  orais, anticonvulsionantes,
betabloqueadores, glicocorticoides) (Apovian,
2016; Bliiher, 2019).

Esse conjunto de fatores ambientais,
principalmente no inicio da vida, apresenta
efeitos profundos e permanentes no
metabolismo.

Portanto, insultos realizados em
periodos criticos do desenvolvimento sé&o
capazes de programar permanentemente o
metabolismo. Dessa forma, ha uma
modulacdo do ambiente sobre o sistema
neuroenddcrino (Plagemann, 2006; Fernandez
e colaboradores 2013; Plagemann, 2008;
Reynolds e colaboradores, 2015).

Este sistema em questdo € um dos
Ultimos a sofrer maturagdo em seres humanos
e ao nascimento ainda ndo se encontra
totalmente formado, portanto, h4& uma maior
plasticidade modulatéria, principalmente nos
periodos gestacional e neonatal (Plagemann,
2006; Fernadndez e colaboradores, 2013;
Plagemann, 2008; Reynolds e colaboradores,
2015).

O estudo Pima Indian demonstrou a
prevaléncia de obesidade e diabetes em
juvenis provenientes de maes diabéticas,
comprovando ser significativamente maior nas
maes hiperglicémicas quando comparado as
maes normoglicémicas ou pré-diabéticas
(Plagemann, 2008).

Dentro do mesmo, abordou-se uma
relagdo particular associada ao nivel da
insulina no liquido amniético ou
hiperinsulinemia perinatal, o aumento relativo
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do peso corporal e risco de intolerancia a
glicose no decorrer da vida de criancas
provenientes das méaes diabéticas.

As hipoteses abordadas na explicacédo
destes resultados associam o0 excesso de
horménios induzido pela supernutricdo, tanto
na fase gestacional como poés-natal, e a
desregulacao das vias neuroenddcrinas.

Essa ma programacdo estaria
relacionada principalmente ao  sistema
oroxigénico, representado pelo neuropeptideo
Y (NPY), o qual é secretado por neurbnios
presentes no ndcleo arqueado que se
projetam para 0 nucleo paraventricular
hipotalamico (Plagemann, 2006; Marousez e
colaboradores, 2019; Reynolds e
colaboradores, 2015; Desal, Jellyman, Ross,
2013; Vickers, 2014).

A contraregulacdo desse sistema esta
diretamente relacionada com as
concentracbes de insulina e leptina, que
caracterizam os sinais indicativos de
saciedade.

Dessa forma, niveis circulantes
elevados de insulina e leptina nos periodos
gestacional e pds-natal precoce estédo
atrelados a uma posterior resisténcia ao efeito
fisiolégico desses hormbnios (Plagemann,
2006; Reynolds e colaboradores, 2015; Desai,
Jellyman, Ross, 2013; Vickers, 2014).

A resisténcia hipotalamica a esses
sinais é percebida e comprovada por estudo
que avaliou a resposta eletrofisiolégica da
leptina no nlcleo arqueado, ao qual observou
irresponsividade praticamente completa aos
sinais da leptina (Reynolds e colaboradores,
2015; Desai, Jellyman, Ross, 2013).

Dentre as hip6teses envolvidas na
hereditariedade envolvida com a mé
programacéo, destacam-se 0S mecanismos
epigenéticos.

A epigenética se refere ao estudo de
mudancas hereditarias na expressao génica,
que resultam de modificagbes da cromatina
(por exemplo, metilacdo do DNA, modificacbes
de histonas) sem alteracdo na sequéncia de
DNA. Como tal, a epigenética tem sido
considerada um mecanismo primario de
reprogramacao celular e memdria do ambiente
passado (Desai, Jellyman, Ross, 2013; Van
Dijk e colaboradores, 2015).

O uso de animais para testes dessas
hipéteses se mostra fundamental, pois
apresentam tempo de maturacdo diminuto em
relacdo ao ser humano, e permitem acesso a
tecidos importantes (Marousez e
colaboradores, 2019).

O wuso de ratos demonstra-se
especialmente vantajoso devido a facilidade
de manejo, ganho rapido de peso, periodo
gestacional curto e maturagcao neuroendocrina
semelhante a humana.

Quanto aos modelos utilizados, um
modelo em particular, que utiliza a
superalimentacdo na infancia, consiste em um
método bem descrito na literatura como
modelo de reducdo de ninhada, em que ha
reducdo do numero de filhotes em uma
ninhada com intuito de induzir o aumento do
aporte energético fornecido pela mée. Alguns
estudos também apontaram que a quantidade
de triglicerideos no leite das médes em
ninhadas reduzidas é mais alta em relagdo ao
leite das ninhadas controles (Marousez e
colaboradores, 2019).

Esses ratos superalimentados
apresentam  hiperinsulinemia, hiperfagia,
sobrepeso, aumento da pressao sistolica, e
toleréncia a glicose comprometida, alteracdes
estas que se iniciam na infancia e persistem
na vida adulta (Plagemann, 2006).

Portanto, o objetivo desse estudo foi
avaliar o perfil biométrico e metabdlico da
prole macho de ratos Wistar submetida a
superalimentacdo durante a lactagdo ao
desmame, com o0 intuito de evidenciar as
alteracdes metabdlicas decorrentes da
programacdo metabdlica durante esse
periodo.

MATERIAIS E METODOS
Consideragdes éticas

Todos o0s experimentos foram
conduzidos de acordo com as diretrizes da
Associacdo Brasileira de Experimentagéo
Animal (COBEA).

Os protocolos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Estadual de Maringa (protocolo
namero 5067250918).

Animais e condi¢cdes experimentais

Ratas Wistar adultas fémeas e
machos fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual de Maringa (UEM)
foram postos para cruzamento na proporgao
de trés fémeas para cada macho no Biotério
Setorial do Laboratério de Biologia Celular da
Secrecéo, onde foi realizado o]
acompanhamento dos animais. Constatada a
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prenhes, as fémeas permaneceram em caixas
individuais.

ApOs o nascimento os animais foram
divididos em 2 grupos experimentais: Ninhada
Controle (NN) e Ninhada Reduzida (NR).

Os animais NN compuseram ninhadas
de 9 lactantes por mde e os animais NR
compuseram ninhadas de 3 lactantes por mée.
Ao primeiro dia de vida, as ninhadas de ambos
0s grupos foram padronizadas para 9 filhotes
por mae.

Ao terceiro dia de vida, as ninhadas
pertencentes ao grupo NR foram reduzidas
para apenas 3 filhotes por méde. Os animais
foram mantidos sob condi¢des controladas de
luz (12 horas claro/12 horas escuro),
temperatura (22 + 2°C), agua e ragdo a
vontade (Nuvital®, Curitiba-PR, Brazil).

Foram utilizadas 3 ninhadas por grupo,
com um N minimo de 9 animais para cada
grupo experimental. Aos 21 dias de vida foram
realizados os procedimentos experimentais.

Avaliagcdo dos parametros biométricos

Durante todo o periodo de
acompanhamento, a evolugcdo do peso
corporal dos grupos foi mensurada a cada dois
dias, bem como o peso corporal das maes. Os
animais foram eutanasiados no final do
periodo lactacional, aos 21 dias de vida.

Ap6s laparotomia, as gorduras
periepididimal, retroperitoneal, mesentérica e o
figado foram removidos e mensurados. O peso
das estruturas retiradas foi expresso em
relacdo ao respectivo peso corporal do rato
(9/100 g de peso corporeo).

Dosagens bioquimicas

Amostras sanguineas dos filhotes em
estado de jejum (6 horas) foram coletadas
para posteriores dosagens dos niveis
plasmaticos de glicose, triglicerideos e
colesterol total por meio de reagentes

colorimétricos. As leituras de absorbancia das
amostras foram feitas em espectrofotdmetro
(Analisador bioquimico semi-automatico, BIO
200FL, Bio Plus®, Sao Paulo-SP, Brasil)
(Simdes e colaboradores, 2007).

Coleta de leite e analises bioquimicas

Aos 21 dias, as maéaes foram
submetidas a um periodo de 6 horas de jejum
e posteriormente anestesiadas com Tiopental
(45mg/kg) para coleta de leite. Para induzir a
secrecdo de leite, as ratas receberam uma
injecdo intraperitoneal de ocitocina sintética
(2.5 UI/Kg) (Ribeiro e colaboradores, 2017).

Amostras de leite foram coletadas por
meio de massagem manual dos mamilos
(Aml/m&e) e armazenadas a -20°C para
posteriores analises. As amostras foram
diluidas (1:20) para dosagem de glicose,
triglicerideos, colesterol total e proteinas.

Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados
como média + erro padrdo da média. Os
dados foram submetidos ao teste t de student.
As analises foram realizadas através do
programa GraphPad Prism® versdo 8
(Windows GraphPad Prism® Software, San
Diego/CA, USA) usando como intervalo de
confiabilidade, valores de p < 0.05.

RESULTADOS
Parametros biométricos aos 21 dias

De acordo com a Figura 1A, a é&rea
sob a curva (ASC) do peso das maes de
ninhadas NR foi 80,7% menor do que a ASC
das mées de ninhadas NN (p<0.05). A ASC
referente ao peso dos filhotes NR se
apresentou 20.2% maior que a ASC dos
animais NN (p<0.05), como observado na
Figura 1B.
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Figura 1 - Peso corporal das mées (A) e dos filhotes (B) durante a lactacdo. Dados apresentados
como média * erro padrdo da média (E.P.M) de 3 ninhadas para cada grupo experimental. Os painéis
superiores de cada figura representam a area sob a curva (ASC) para os periodos analisados. As
diferencas significativas entre os grupos NN e NR s&o representadas por *P<0.05. NN= ninhada

normal; NR= ninhada reduzida.

A Figura 2A mostra que o grupo NR
teve o peso final 11.8% maior em relagdo ao
grupo NN aos 21 dias (p<0.01).

O comprimento nasoanal (CNA), visto
na Figura 2B, ndo apresentou diferenca
significativa entre os dois grupos. Analisando
0s principais depositos de gordura corporal
(Figura 2 C, D, E), o grupo NR apresentou

maior deposicdo de gordura retroperitoneal
(185.1%, p<0.0001), periepididimal (93.4%,
p<0.001) e mesentérica (61.1%, P<0.05) em
relacdo ao NN.

O grupo NR apresentou uma
diminuicdo de 8,4% no peso de seu figado em
comparagdo com o grupo NN (p<0.01), como
mostrado na Figura 2F.
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Figura 2 - Parametros biométricos aos 21 dias. Peso corporal final (A), CNA (B), gordura
retroperitoneal (C), gordura periepididimal (D), gordura mesentérica (E) e peso do figado (F). Dados
apresentados como média * erro padrdo da média (E.P.M) de 9-10 animais por grupo (3 ninhadas
diferentes). As diferencas significativas entre os grupos NN e NR s&o representadas por *P<0.05,
**p<0.01, **P<0.001 e ***P<0.0001. NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida.

Parametros bioquimicos aos 21 dias

Em relagdo as dosagens bioquimicas
aos 21 dias de vida dos filhotes, a figura 3A
mostra que a concentragcdo de glicose
plasmética ndo obteve diferenca significativa
entre os grupos. A Figura 3B aponta um

aumento de 46.5% dos triglicerideos
presentes no sangue do NR em relacdo ao NN
(p<0.05) e de acordo com a Figura 3C, h4 um
aumento de 23.5% nos niveis de colesterol
total dos animais NR em relagdo aos NN
(p<0.01).
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Figura 3 - Parametros bioquimicos dos filhotes aos 21 dias. Glicemia (A), triglicerideos (B) e

colesterol total (C). Dados apresentados como média *

erro padrdo da média (E.P.M) de 9-10

animais por grupo (3 ninhadas diferentes). As diferencas significativas entre os grupos NN e NR sé&o
representadas por *p<0.05, **p<0.01. NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida.

Pardmetros bioquimicos do leite aos 21
dias
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Conforme observado na Figura 4, em relacéo
aos parametros do leite materno analisados,
ndo foi encontrada nenhuma diferenca
significativa entre os grupos NN e NR.
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Figura 4 - Parametros bioquimicos do leite aos 21 dias. Glicose (A), triglicerideos (B), colesterol (C) e
proteinas (D). Dados apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M) de 3 ninhadas para
cada grupo experimental. NN= ninhada normal; NR= ninhada reduzida.

DISCUSSAO

O aumento de peso evidenciado nos
animais NR se deve a superalimentagédo

induzida pela reducéo de ninhada e corrobora
com a literatura (Habbout e colaboradores,
2013). Os animais NR apresentaram também
aumento das gorduras viscerais. Essa
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diferenca na gordura visceral tem sido
atribuida a um aumento da quantidade da
enzima &cido graxo sintase, assim como uma
maior atividade lipogénica nos tecidos
adiposos (Habbout e colaboradores, 2013).

No presente estudo, observou-se
reducdo do peso do figado dos animais NR
em relacdo ao grupo NN. Normalmente,
evidencia-se um aumento do tamanho do
6rgdo e composicdo alterada (Habbout e
colaboradores, 2013.

Possivelmente, danos causados no
6rgdo pelo aumento de estresse oxidativo
associado a diminuicdo de enzimas
antioxidantes (Habbout e colaboradores, 2013)
pelo excesso de producdo de triglicerideos
podem ser responsaveis pela diminuicdo de
peso, no entanto, mais estudos sao
necessarios para comprovar essa hipétese.

A literatura apresenta um aumento na
concentracdo de triglicerideos no leite
produzido pela mde NR (Habbout e
colaboradores, 2013; Marousez e
colaboradores, 2019), entretanto, em nosso
estudo ndo houve diferenca significativas na
composicao do leite.

Esses resultados podem ter sido
influenciados pelo ndmero de animais utilizado
no experimento, e mais dados s&o
necessarios para confirmar esse resultado.

As méaes NR apresentaram menor
ganho de peso durante a lactacéo.

Esse menor ganho pode ter sido
causado pelo aumento de lipdlise na fase da
amamentacéo, para gerar  substratos
energéticos para sintese de leite, associado a
uma menor ingesta de comida e agua pela
mde NR, devido a menor demanda de
producéo de leite pela quantidade reduzida de
filhotes.

Animais NR desenvolveram
dislipidemia, evidenciada pelo aumento nos
niveis de triglicerideos e colesterol total,
corroborando com as mudangcas no perfil
lipidico descritas pela literatura (Junior e
colaboradores, 2019; Habbout e
colaboradores, 2012; Habbout e
colaboradores, 2013; Pomar e colaboradores,
2019).

Essa variagdo esta diretamente
associada a superalimentacdo e consequente
aumento do tecido adiposo, o0s quais
persistem na fase adulta (Junior e
colaboradores, 2019; Habbout e
colaboradores, 2012; Habbout e
colaboradores, 2013; Pomar e colaboradores,
2019).

Dessa forma, principalmente a
hipercolesterolemia crénica, atua diretamente
na patogénese do processo aterosclerotico.

Esta ocorre pelo comprometimento da
funcdo endotelial através da produgdo de
radicais livres derivados do oxigénio e
acumulo de lipoproteinas patogénicas (LDL
oxidada e cristais de colesterol) na camada
intima dos vasos sanguineos (Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 2017; Habbout e
colaboradores, 2012; Habbout e
colaboradores, 2013).

Quanto aos niveis glicémicos, o grupo
NR ndo apresentou alteracdes significativas
comparado aos controles. Interessantemente,
a literatura demonstra que o0 aumento
glicémico em animais NR estd associado a
resisténcia insulinica somente na fase adulta
(Pomar e colaboradores, 2019; Habbout e
colaboradores, 2013).

A relevancia do estudo se expressa
pela ocorréncia da programacdo metabdlica
anormal no inicio da vida induzida por esse
modelo, a qual reflete em consequéncias
cardiometabdlicas na vida adulta desses
animais.

Sendo assim, tem-se uma janela de
oportunidade quanto a prevencdo desse
desequilibrio, reiterando a importadncia da
alimentacdo saudavel e proporcional a
necessidade energética no inicio da vida
(Junior e colaboradores, 2019; Habbout e
colaboradores, 2012; Habbout e
colaboradores, 2013; Pomar e colaboradores,
2019).

Conclui-se que a superalimentacdo na
lactagdo programou aumento de peso e
alteracdes metabdlica ao desame em ratos
machos Wistar.
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