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RESUMO

O acumulo excessivo de tecido adiposo associado a estados patolégicos, caracteriza a
obesidade e sobrepeso. Estudos recentes apontam que a obesidade pode ser oriunda das
alteracbes hormonais e/ou neurais ocorridas em periodos criticos do desenvolvimento. A
lactagdo é considerada uma importante janela do desenvolvimento, alteracdes nesta fase
podem programar o metabolismo do filhote e determinar a instalagdo de obesidade na vida
adulta. Dentro deste contexto, poucos estudos exploram o0s ajustes maternos frente a
modificagfes da prole. Objetivo: Deste modo, o objetivo do presente estudo foi investigar as
adaptacbes morfofisiolégicas maternas promovidas pela obesidade da prole induzida no periodo
lactacional. Metodologia: Progenitoras de dois modelos de obesidade obtidos durante a
lactagdo foram estudadas. No modelo de hipernutrigcdo lactacional o niumero de filhotes da prole
foi manipulado no 3° dia apds o nascimento, formando Ninhada-Reduzida (NR, 3 filhotes) e
Ninhada-Normal (NN, 9 filhotes). No modelo de obesidade hipotalamica, os filhotes receberam
no 2° dia apds o nascimento glutamato monossodico (MSG, 4g/Kg) ou salina (CON, controles)
durante 5 dias consecutivos. Assim, 4 grupos de mées foram avaliadas: Mdes-NR versus Mées-
NN; Maes-MSG versus Maes-CON. Para todos os grupos foi acompanhado o peso corporal e a
ingesta alimentar durante a lactacdo. O peso das ninhadas também foi avaliado neste periodo.
No 21° de lactacao, as ratas foram anestesiadas e receberam uma dose de ocitocina (5U/l) para
estimular ejecao do leite. Posteriormente, o leite foi coletado e aliquotas usadas para analises da
composicdo pelo crematdcrito e dosagens das proteinas. Em seguida, as ratas foram
sacrificadas, o sangue coletado para andlises bioquimicas e os depdsitos de gordura retirados e
pesados. Amostras do tecido mamario, tecido adiposo branco (TAB), tecido adiposo marrom
(TAM) e do pancreas foram submetidas a procedimentos histolégicos, coradas com hematoxilina
e eosina (H&E) e analisadas sob microscépio de luz. O teor de leucécitos do leite também foi
avaliado por técnica histoldgica. Os dados foram expressos como média + erro padrdo médio
(epm) e avaliados pelo teste t de Student (p<0,05). Resultados e Discussao: Maes-NR
apresentaram reducdo de aproximadamente 36% no consumo de ragdo e agua. Reducgdo de
10% na ingesta alimentar, sem alterar o consumo de agua também foi observado nas Maes-
MSG. Em ambos, o peso corporal ndo foi afetado. Todavia, Maes-NR e Maes-MSG
apresentaram aumentos de aproximadamente 56% e 40%, respectivamente no teor de gordura
ovariana. Estas alteracfes foram acompanhadas de hipertrofia dos adipécitos da gordura
retroperitoneal, (Maes-NR 67%, Maes-MSG 22%). As Maes-NR apresentaram hipertrofia (30%)
na gordura ovariana e também apresentaram aumento de 28% no numero de adipécitos do
TAM. Analises bioquimicas do plasma demonstraram que em ambos 0S grupos ocorreu aumento
de glicose (Maes-NR 33%, Méaes-MSG 35%), triglicerideos (Maes-NR 43%, Maes-MSG 73%) e
insulina (Maes-NR 46%, Maes-MSG 69%), comparados aos respectivos grupos controles.
Todavia, apenas nas Maes-NR estas altera¢cfes foram acompanhadas de aumento das calorias
do leite (32%) e do teor de gorduras (44%). O leite de Maes-MSG apresentou apenas aumento
na quantidade de leucdcitos (54%). A glandula mamaria de ambos 0s grupos apresentou
aumento no teor de adipécitos (Mdes-NR 1215%, Maes-MSG 41%). Alteracdes morfoldgicas
também foram observadas no pancreas endécrino de ambos os grupos. Ilhotas pancreéticas de
Méaes-MSG apresentaram hipertrofia (70%), enquanto ilhotas pancreaticas de Maes-NR
apresentaram hipotrofia (24%), em relacdo aos grupos controles. Os ajustes morfofisiolégicos
observados em nossos dados provavelmente estdo relacionados a menor demanda energética,
promovida pela reducé@o do nimero de filhotes da prole, no caso de Maes-NR e por alteracbes
na succdo provocadas nos filhotes MSG pela lesdo hipotalamica induzida pelo MSG.
Concluséo: A analise dos dados demonstra que as manipulacdes da prole, promoveram as
seguintes adaptacdes maternas: i) Elevacao do teor de gordura corporal e alteracédo do perfil
lipidico e de carboidratos do plasma materno. ii) Modificagdo da composi¢do do leite,
aumentando o teor calérico. Estas mudancas sdo acompanhadas das alteragcdes na morfologia
da glandula mamaria. iii) alteracdo da histomorfologia do pancreas endécrino, elevando os niveis
circulantes de insulina.

Palavras chave: Programacdo metabdlica, maes, obesidade, lactagéo.



ABSTRACT

The excess of adipose tissue associated to pathological states, characterizes obesity and
overweight. Recent studies have pointed out that the obesity might originate from hormonal
and/or neural changes occurred in critical periods of development. Lactation is considered an
important developmental window; nutritional changes in this phase might program the offspring
metabolism to determine the installation of obesity in adult life. Within this context, few studies
have explored the mother adjustments to the offspring changes. Objective: The objective of this
present study was to investigate the mother’'s morpho-physiological adaptations promoted by the
offspring obesity induced in the lactation period. Methodology: Mothers of two kinds of obesity
obtained during lactation were studied. In the hyper-nutrition model of lactation the number of
offsprings was manipulated 3 days after birth forming a reduced-litter (NR, 3 offsprings) and
normal-litter (NN, 9 offsprings). In the hypothalamic obesity model the offsprings received
monosodium glutamate (MSG, 4g/Kg) or saline (CON, control) from the 2" day after birth for five
consecutive days. Thus, 4 groups of mothers were evaluated: Mothers-NR x Mothers-NN;
Mothers-MSG x Mothers-CON. All groups had body weight and food intake monitored throughout
the lactation period. The litter weight was also evaluated during this period. On the 21% day of
lactation, after weaning, the rats were anesthetized and received a dose of oxytocin (5U/I) to
stimulate milk ejection. Then the milk was collected and aliquots used for the analysis of
composition by the creamatocrit and proteins. Next, the rats were sacrificed and the blood
collected for biochemical analysis and the fat deposits were extracted and weighed. Mammal
tissue samples, white adipose tissue (WAT), brown adipose tissue (BAT) and pancreas were all
submitted to histological procedures, dyed with H&E and analyzed through microscopy. The milk
leukocytes content was also evaluated through the histological technique. Data were expressed
as mean = standard error of the mean (sem) and evaluated through the Student t test (p<0,05).
Results and Discussion: Mothers-NR presented about 36% reduction in the consumption of
food and water. 10% reduction in food intake, without changes in water consumption was
observed with the Mothers-MSG. There was no alteration of body weight. However, Mothers-NR
and Mothers-MSG presented increase of about 56% and 40%, respectively, in ovary fat content.
These changes were followed by retroperitoneal fat adipose hypertrophy, (Mothers-NR 67%,
Mothers-MSG 22%). The Mothers-NR presented ovary fat hypertrophy (30%), also presented
28% increase in the number of BAT adipose. Biochemical measurements of plasma revealed that
both groups presented increase in glucose (Mothers-NR 33%, Mothers-MSG 35%) triglycerides
(Mothers-NR 43%, Mothers-MSG 73%) and insulin (Mothers-NR 46%, Mothers-MSG 69%) when
compared to the control groups. However, only the Mothers-NR presented changes followed by
increase in the milk calories (32%) and fat content (44%). The Mothers-MSG’s milk presented
only increase in the amount of leukocytes (54%). The mammal gland in both groups presented
increase in adipose content (Mothers-NR 1215%, Mothers-MSG 41%). Morphological changes
were also observed in the endocrine pancreas of both groups. Mothers-MSG’s pancreatic islets
presented hypertrophy (69%), while the Mothers-NR’s pancreatic islets presented hypotrophy
(24%) in relation to the control groups. Morpho-physiological adjustments observed in this data
are probably related to the lower energy demand, promoted by the reduction in the number of
offsprings, in the case of Mothers-NR and due to changes of suction provoked in the MSG
offsprings by the hypothalamic lesion induced by MSG. Conclusion: Data analysis shows that
the offspring manipulation promoted the following mother adaptations: i) increase in body fat
content and changes in the lipid profile and mother plasma carbohydrates. ii) changes in the milk
composition, with increase in the caloric content. These changes were followed by alteration of
the mammal gland morphology. iii) changes in the endocrine pancreas histo-morphology,
increasing insulin circulating levels.

Key words: Metabolic programming, mothers, obesity, lactation.
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1 INTRODUCAO

A principal atividade dos seres vivos, tanto no reino animal como vegetal é a
aquisicao de energia, processo que garante a sobrevivéncia. Na sociedade humana
ndo é diferente, todavia neste caso, além do papel fisioldgico, a alimentacdo inclui
aspectos culturais e comportamentais (MINTZ, 2001). Atualmente, a competicao por
“status”, quem pode mais come mais e “melhor”, impera na nossa civilizacdo
ocidental, que é capitalista e consumista. Rodeados por alimentos hipercaldricos e
seguindo a lei do menor esforgo, chega-se ao desequilibrio energético. Ingere-se
mais energia do que se precisa. Este é o principal caminho para a obesidade,
delineada por mdultiplos fatores, tais como, genéticos, epigenéticos, endocrinos,
neurais, comportamentais e ambientais (TIBANA; PRESTES, 2013). Em conjunto,
estes fatores ditam o perfil metabdlico de um organismo, determinando o equilibrio
entre a energia ingerida e a consumida, evento fisiologicamente definido como
“homeostase energética” (GUYTON; HALL; GUYTON, 2006; PINNEY; SIMMONS,
2010). O excesso de energia ingerida € convertido em formas estocaveis de reserva
energética, como glicogénio e triglicerideos. O tecido adiposo desempenha um papel
primordial neste processo, uma vez que é capaz de armazenar grande quantidade
de substratos energéticos na forma de gordura, contribuindo para o ganho de peso
corpéreo (GUYTON; HALL; GUYTON, 2006; FRUHBECK, 2008).

Sobrepeso e obesidade sdo definidos pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como “acumulo anormal ou excessivo de tecido adiposo que apresenta risco
para a saude” (WHO, 2011). Ambos sdo considerados os principais fatores de risco
para doencas crbnicas como diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doencas
cardiovasculares (DCV) (CUNHA, 2007; ESPOSITO et al.,, 2012; XIAO; YANG,
2012). Achados clinicos como resisténcia a insulina (RI) hiperinsulinemia,
dislipidemia, hiperleptinemia, obesidade abdominal e hiperglicemia de jejum séo
sinais caracteristicos da sindrome metabdlica (SM), um conjunto de alteracdes
originadas pelo excesso de tecido adiposo, 0s quais somados sdo agravantes para
as doencas acima citadas (CORNIER et al., 2008; KITZINGER; KARLE, 2013).

Algumas pessoas possuem um risco aumentado para desenvolver obesidade
e SM na idade adulta. Ravelli; Stein e Susser (1976) no estudo classico de

desnutricdo materna, responsabilizam as alteracfes nutricionais, durante o periodo
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gestacional, pelo ganho de peso e obesidade na idade adulta. Este processo tem
sido amplamente estudado e foi definido como programacao fetal ou metabdlica,
caracterizado por mudancas ocorridas em periodo critico do desenvolvimento
(gestacdo e/ou lactacdo), capazes de determinarem alteragcbes metabdlicas no
individuo adulto (TZSCHENTKE; PLAGEMANN, 2006).

Na maioria dos mamiferos, o desenvolvimento de varios 6rgdos ndo esta
completo no nascimento, o periodo de amamentacdo € portanto, uma importante
fase para a maturacdo de muitos sistemas fisioldgicos, tanto em aspecto histolégicos
como funcionais (PLAGEMANN et al., 1992). Sanchez-Muniz et al (2012) em seus
estudos concluiram que estimulos ambientais, nutricionais, de natureza fisica,
quimica ou mental neste periodo podem influenciar a expressdo genémica na prole,
para melhor adaptacdo ao ambiente.

Quando em fases especiais do desenvolvimento, tal como a lactacdo, o0s
estimulos sédo inadequados eles podem afetar permanentemente o controle do
apetite, a dindmica de crescimento e a homeostase energética na idade adulta. A
exemplo, a hipernutricdo durante o periodo perinatal tem sido associada com a
suscetibilidade ao excesso de peso, obesidade e suas comorbidades na vida adulta
(OOSTING et al., 2013). Em roedores, a hipernutricdo precoce pode ser induzida por
reducdo no tamanho da ninhada, como demonstrado pela primeira vez por Kennedy
(1957). Estudos subsequentes de Plagemann et al (1992; 1999) na década de
1990, demonstraram em ratos, que a reducdo do tamanho da ninhada, logo apés o
nascimento, leva a aumentos significativos na ingestédo alimentar da prole, devido a
maior disponibilidade de leite materno no periodo critico imediato pés-natal.

Em geral, os estudos sobre obesidade com modelo animal podem partir de
interferéncias provocadas nos progenitores ou diretamente nos individuos a fim de
gerar obesos. As interferéncias podem ser genéticas, nutricionais, fisicas, quimicas
ou ambientais, podendo seguir por geragfes (RIBEIRO, 2009). Considerando a
grande importancia das inter-relagdes hormonais e metabdlicas entre mées e filhos,
a grande maioria dos estudos tem explorado as consequéncias destes processos
para a prole, porém nao trazem dados a respeito das modificacdes morfofisioldgicas
ocorridas nas maes, frente as alteracdes pos-natais provocadas na prole.

Deste modo, o presente trabalho explora a importancia das intera¢cdes neuro-
hormonais entre mae e sua prole, considerando em particular as alteracdes

morfologicas e fisiolégicas maternas, resultantes da manipulacdo na prole, no
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periodo de lactacdo. Assim, avalia-se a possibilidade das progenitoras reproduzirem
sinais gerados pela manipulacédo da prole na inter-relacdo dos filhos com a mae, no
periodo do aleitamento, em analogia a sinalizac¢éo intrauterina do periodo pré-natal.
Para esta finalidade trabalha-se com as progenitoras de dois diferentes modelos de
inducdo de obesidade, ambos ocorrendo por manipulacdo da prole no periodo
lactacional. No primeiro modelo, o numero de filhotes da prole é reduzido,
promovendo hipernutricdo lactacional, reproduzindo o modelo de marcagao
metabodlica. No segundo modelo, os filhotes sdo submetidos a leséo hipotalamica
quimica, baseada na aplicacdo de sobrecarga de glutamato monossédico (MSG)

também no periodo lactacional.
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1.1 PROGRAMACAO METABOLICA

A maioria das células no corpo humano contém o mesmo DNA, ainda que
possuam uma imensa variedade de formatos, tamanhos e fun¢des. Tais diferencas
que surgem em modifica¢des quimicas no DNA e nas proteinas associadas ao DNA
sdo chamadas de modificacbes epigenéticas que ajudam a guiar uma célula para
exprimir apenas um subconjunto de genes, dando origem a caracteristicas diferentes
para cada tipo de célula. Algumas alteracdes epigenéticas promovem a saude e o
desenvolvimento normal, enquanto que outras podem contribuir para uma variedade
de doencas. Epigenética foi definido por Holliday como "Heranca Nuclear que néo se
baseia em diferencas na seqiéncia de DNA" (HOLLIDAY, 2006).

A vida comeca como um “saco de genes”, mas € no inicio da vida (momento
da concepcao, durante a vida intrauterina e infancia) que exposi¢coes ambientais e
celulares ditardo como estes genes funcionardo. Uma pequena mudanca nesse
ambiente tem o potencial para alterar permanentemente a acdo dos genes (YAINIK;
DESHMUKH, 2012). Esses processos, que regem a evolucdo do fendtipo de um
individuo, a partir do genoma, da “epigenética”, envolvem modificagcdes quimicas na
estrutura da cromatina, que por metilacdo do DNA ou por acetilacdo das histonas,
influenciam a expressédo genética. Tais modificacBes quimicas alteram o fendtipo
apesar da heranca de um mesmo gen6tipo (YAJNIK, 2010).

Segundo Waterland e Michels (2007), influéncias ambientais transitorias
durante o desenvolvimento podem alterar permanentemente a regulacao epigenética
do gene resultando em programacdo metabdlica que afeta a susceptibilidade do
individuo a doenca na vida adulta. Dentro deste contexto, estudos do Developmental
Origins of Health and Disease (DOHaD), uma especialidade emergente no conceito
da programacdo/marcacdo metabdlica, descreve o inicio da vida (no momento da
concepcao e/ou durante a vida fetal e primeira infancia), como ambiente capaz de
induzir mudancas no desenvolvimento que tém impacto de longo prazo sobre a
saude e risco de doenca mais tarde na idade adulta (POWER; SCHULKIN, 2013).

Em dois exemplos de estudo com alimentacao hiperlipidica em ratas, durante
a gestacao e lactacdo, foram observados que os pesos de nascimento dos filhotes
eram semelhantes ao grupo controle, mas a partir do sexto dia os filhotes das méaes

de dietas hiperlipidica j& apresentam diferenca significativa no peso. Isso indica que



19

a producao diaria de gordura, proteinas e lactose do leite foi alterada pela
manipulacdo da gordura na dieta e consequentemente afetaram o crescimento da
ninhada e geraram a programacao (DEL PRADO; DELGADO; VILLALPANDO, 1997,
NOGUEIRA NETO, 2008).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GLANDULA MAMARIA (GM)

A GM é um 6rgdo exclusivo para a classe “Mammalia”, com a funcao
especifica de sintetizar, secretar e entregar o leite para o recém-nascido na
demanda por sua nutricdo ideal, protecdo e desenvolvimento (NEVILLE, 2001,
BRAGULLA; KONIG, 2004). Sob o ponto de vista anatdbmo-microscépico, a GM ¢é
uma glandula sudoripara exdécrina modificada, tubuloacinosa, composta por tipo
secretoério apdcrino, isto €, o produto de secrecdo é descarregado junto com porcdes
do citoplasma apical (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). A GM, geralmente em
namero par, é constituida de tecido adiposo (TA), tecido glandular (parénquima) e o
estroma ou tecido conjuntivo, ricamente vascularizado (BRAGULLA; KONIG, 2004).

GM é unico 6rgdo que trabalha continuamente, passa por mudancgas plastica
e ciclica durante a vida reprodutiva dos mamiferos do sexo feminino. Ela esta
localizada entre o tecido subcutaneo e o depdsito de TA no dorso ventral. Durante a
gravidez e lactacdo, o depdsito adiposo subcutaneo do 6rgao passa por mudancas.
O TA, progressivamente desaparece e um substancial desenvolvimento dos
componentes da glandula epitelial secretoras de leite I6bulo-alveolar ocorre. Logo
apos o término da lactacéo, regridem os componentes glandulares e uma rapida e
significante adipogénese restaura a prevaléncia de tecido adiposo (MASSO-WELCH
et al., 2000). Semelhante a outros depdsitos adiposos, a GM é composta por
adipécitos e a proporgdo relativa desses varia significativamente de acordo com a
idade, espécie, temperatura do ambiente e do estado nutricional (SMORLESI et al.,
2012).

Existem evidéncias de que durante a gravidez/lactacdo os adipdcitos e as
células epiteliais sofrem alteragbes em conjunto com a glandula, com declinio
progressivo no numero de adipdcitos e consequente formacdo de glandulas
epiteliais alveolares secretoras de leite (MCNAMARA, 1995). Este é um fendmeno
plastico e reversivel no final da lactacdo quando os componentes secretores de leite
sdo substituidos por adipécitos restaurando a anatomia pré-gestacional. Segundo

estas pesquisas todo o processo seria decorrente de propriedades biolégicas



21

intrinsecas dos adipdcitos, que sdo capazes de realizar transdiferenciacéo reversivel
(CINTI, 2009).

Segundo descricdo de Smorlesi e colaboradores (2012), durante a gravidez,
os adipécitos da GM parecem se transformar progressivamente em células epiteliais,
formando a parte I6bulo-alveolar da GM responsavel pela producéo de leite. No fim
da lactacdo, o componente l6bulo-alveolar desaparece e uma nova populacdo de
adipdcitos restabelece a anatomia anterior a gravidez (SMORLESI et al., 2012).
Tanto Smorlesi et al (2012), quanto Cinti (2009), sdo a favor da explicacdo de
transformacao direta de células epiteliais produtoras de leite em adipocitos e vice
versa. Segundo Cinti (2009), os dados morfolégicos sugerem uma sucessao de
passos intermediarios nos processos de “transdiferenciacdo” que converte 0s
adipdcitos em células do epitélio alveolar e ainda reverte este epitélio novamente em

adipdcitos durante a involucdo mamaria.

Em busca de dados sobre o desenvolvimento da GM, para compreender
melhor os processos de secrecao do leite, os evolucionistas encontraram evidéncias
de que na sequéncia do desenvolvimento da GM, a protecéo foi a primeira funcao
deste tecido e depois se instalou a funcédo de nutricdo da prole, como secundéria
(VORBACH; CAPECCHI; PENNINGER, 2006).

Sob a odtica da amamentacdo e da ligacdo desta com a obesidade,
pesquisadores investigaram lactantes sob dieta com alto teor de gordura. Elas
apresentaram tecido da GM com maior nimero de adipdocitos e maiores, 0s lumens
alveolares eram menores e 0s alvéolos de formas irregulares além de apresentarem
a expressdao de enzimas e receptores que regulam a involugdo da GM,
significativamente aumentados. Os dados coletados indicam que sob dieta
hiperlipidica ocorre a reducdo da atividade da glandula e de secrecdo do leite
(HERNANDEZ et al., 2012).

Considerando a importancia das alteragcbes da GM para a producao lactea,
neste estudo se incluiu a avaliagdo morfologica deste tecido.

2.1.1 Evolucdo da GM

Oftedal (2002) prop6s que, na evolucdo dos monotremados em direcao aos

marsupiais, a GM foi derivada de uma glandula apécrina da pele que estava
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associada aos foliculos pilosos. A posicdo anatdmica reforca a hipétese de a GM ter
evoluido a partir do tecido glandular associado com foliculos pilosos (MCCLELLAN;
MILLER; HARTMANN, 2008). O precursor do leite pode ter sido secretado pela
glandula hipertrofiada e tal secrecao teve a selecao natural favorecida por impedir a
dessecacao do “ovo” e 0 atague microbiano, visto que, em contraste com 0S 0v0os
das aves, que possuem casca rigida, os ovos dos “monotremados” possuiam
apenas uma pelicula fina e porosa, sem casca e eram suscetiveis as intempéries
(OFTEDAL, 2002).

Alguns pesquisadores buscam novas evidéncias apoiando a hipétese de que
a funcao nutricional do leite evoluiu apds a sua funcéo protetora e sugerem que 0S
componentes nutricionais evoluiram a partir de componentes do sistema imune
inato, embora haja um forte argumento para sugerir que a GM evoluiu a partir da
resposta inflamatdria a infeccdo e danos no tecido (OFTEDAL, 2012; HERNANDEZ
et al., 2012). Porém, imaginar que a protecdo ampla que se desenvolveu no leite a
fim de evitar ativamente uma inflamagé&o, iniciou provocando inflamacéo parece ser
uma contradicgdo (MCCLELLAN; MILLER; HARTMANN, 2008). Na verdade, a
maioria dos componentes nutricionais do leite que evoluiram, como proteinas,
carboidratos e gorduras ndo sdo apenas exclusivos para leite, mas compartilham
uma ascendéncia com 0s componentes do sistema inato imunitario. Portanto, é
razoavel supor que havia uma ligacdo estreita entre a nutricdo evolutiva e sistema
imune (MCCLELLAN; MILLER; HARTMANN, 2008).

O reflexo de ejecdo do leite é altamente conservado em todas as espécies de
mamiferos, a partir do “equidna” e “quokka” (mamiferos que péem ovos) até nas
mulheres. A ocitocina é avaliada como um dos horménios mais altamente
conservados; os peptideos de ocitocina existem em peixes, répteis, aves e
mamiferos, nos quais diferem apenas por um ou dois aminoacidos. Assim,
comportamentos maternos que sdo protecdo e sustento, regulados pela ocitocina
podem ter estado presentes antes da evolucdo da lactacdo. Subsequentemente,
guando o aleitamento evoluiu, a ocitocina foi cooptada para ter um papel essencial
na nutricdo, facilitando a retirada do leite (VORBACH; CAPECCHI; PENNINGER,
2006).

Além disso, ha evidéncias de que os compartimentos epiteliais e adiposos da

GM sofrem rearranjos e deslocamentos regulados pelo metabolismo lipidico,
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controlados por proteinas como perilipina e adipofilina, que sdo supostos
reguladores de acumulo de lipidios nas células eucariéticas. Portanto, os tecidos
adiposo e epitelial da GM, sao responsaveis pelo aumento relativo e pela
disponibilidade de acidos graxos quando necessarios, para a sintese de lipideos nas
células secretoras do leite (RUSSELL et al., 2007). Por fim, a lactacdo € regulada
por importantes hormdnios, a leptina, a prolactina (PRL) e a insulina, que juntos
coordenam desde a diferenciacdo celular até a regulacdo final da secrecdo lactea
passando pela sintese de lipideos e dos aminoacidos para todas as espécies de
mamiferos (PICO et al., 2007; MOHAMMAD; HAYMOND, 2013; CARRE; BINART,
2013).

2.1.2 Morfologia da GM - Regulagdo do Crescimento

O parénquima alveolar é o conjunto de células epiteliais que sintetizam alguns
componentes do leite e retiram outros do plasma, secretando-os no lumen. Os
alvéolos maméarios drenam o leite para ductos pequenos que vao progressivamente
se unindo a ductos maiores até abrir em uma cisterna ou diretamente no exterior do
mamilo (BRAGULLA; KONIG, 2004). Os alvéolos sdo agrupados em unidades
conhecidas como Iébulos, cada um deles envolvido por um septo distinto de tecido
conjuntivo. Os lobulos sdo agrupados em unidades maiores denominadas lobos, que
também sdo rodeados por septos de tecido conjuntivo. Os alvéolos sé@o recobertos
por células contrateis de natureza mioepitelial e que respondem ao reflexo de ejecao
do leite. As células mioepiteliais também se localizam ao longo dos ductos,
contribuindo para a ejecdo (BRAGULLA; KONIG, 2004; BARTOL et al., 2013). Perto
da abertura do mamilo, os ductos galactéforos encontram-se dilatados para dar
origem aos seios galactoforos. As aberturas externas dos ductos galactoforos sdo
revestidas por epitélio pavimentoso estratificado, formando o mamilo ou teta. Sendo
gue toda esta estrutura esta envolta pelo tecido adiposo. Em ratos os ductos se
unem e formam um canal galactéforo Gnico que se abre no mamilo. Em humanos
existe a saida de 15 a 25 dutos no mamilo (LEITE et al., 2007).

Desde a concepgao a GM passa por cinco fases de desenvolvimento, sendo
elas: a embriogénese ou mamogénese; o0 desenvolvimento puberal; o

desenvolvimento da gravidez ou lactogénese (estabelecimento da secrecédo lactea);
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a lactacdo ou galactopoiese (manutencdo da secrecdo lactea) e a involucdo, as
quatro primeiras fases estdo representadas na Figura 1. A embriogénese € iniciada
no feto em todas as espécies de mamiferos. Durante esta fase, formam-se as GMs,
a partir de uma crista ectodérmica, formando o sistema ductal mamario rudimentar,
que esta presente no nascimento. Antes da puberdade, o crescimento da GM é
apenas isométrico (NEVILLE, 2001; SVENNERSTEN-SJAUNJA; OLSSON, 2005).

Embriogénese Puberdade Galactqp_niese Lactagao

A

- Y Tecido
Adiposo

Ducto
Lateral |

Ducto Primario
Tecido
Emori onario
15

Alvéolos
Maduros

Ductos
Galactoforos

Figura 1 — Desenho esquemaético representativo de quatro fases do desenvolvimento da
glandula mamaria de rato. Adaptado de (HENNIGHAUSEN; ROBINSON, 2005).

Em mamiferos é durante a puberdade que a GM tem seu desenvolvimento
principal. As mamas nesta fase estdo principalmente sob a acédo do estrogénio para
a formacdo dos ductos primarios. Entretanto, outros horménios também sé&o
descritos, como o hormdnio do crescimento (GH) no desenvolvimento da GM, além
dos hormonios tireoidianos, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), que participam da
morfogénese e diferenciagcdo da GM de ratas (ANDERSON et al., 2007).

Apos a fecundacéao, na gravidez, a placenta produz estrégenos que estimulam
a producado da progesterona e outros horménios (GH, hidrocortisona e insulina) que
coordenam a proliferacéo celular para o crescimento l6bulo-alveolar e a ramificacao
dos ductos. Estes hormdnios promovem o desenvolvimento do sistema responsavel
pela secrecdo do leite, porém inibem, até o nascimento, a secrecdo do leite. A
concentracdo da prolactina que exerce funcdo importante no crescimento e na
diferenciacdo da GM no sangue da mée, sobe desde a 52 semana até ao final da
gravidez, quando atinge niveis 10-20 vezes superiores ao basal. Devido aos efeitos
supressivos dos estrogenos e progesterona, até ao nascimento, apenas alguns

mililitros de liquido € produzido. O liquido secretado nos ultimos dias antes do parto



25

ja é o colostro, que contém concentracdes de proteinas e glicose semelhantes as do
leite, mas contém pouca gordura. Os hormoénios tireoidianos, T4 e T3 nesta fase

estimulam a sintese e a secregdo de a-lactoalbumina (LEITE et al., 2007).

Por fim, ap0s o parto, existe 0 aumento na expressdo de genes de proteinas
do leite e enzimas de biossintese de lipideos (MARINA et al., 2002). Com a saida da
placenta, a taxa de progesterona e hormoénios estrogénicos cai subitamente no
sangue e eleva-se a taxa de prolactina que € o hormonio essencial para estimular a
secrecdo lactea em todos os mamiferos, exceto dos ruminantes em que o GH
domina a galactopoiese (BRAGULLA; KONIG, 2004). A histologia da GM de rata

esta representada na Figura 2.

-
e

Alvéolo

Figura 2 — Fotografias de histologia de glandula mamaéaria de rata corada em H&E. A barra
representa 100um. (a-d) Representacéo dos periodos de desenvolvimento da mama: aos 15 dias de
gestacdo (a); aos 17 dias (b), 19 dias (c); e final da lactag&o/involugédo (d). Adaptado de (LOPEZ-
FONTANA et al., 2012).

Em geral, o leite é secretado continuamente para dentro dos alvéolos, mas
nao flui livremente para o sistema ductal e chega ao mamilo; para tal, tem que ser

ejetado. A ocitocina é o principal horménio responséavel pela ejecdo do leite. E um
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pequeno peptideo que além da ejecao de leite, tem numerosas funcdes relacionadas
com a reproducdo, bem como da modulacdo dos comportamentos sociais,
reprodutivos e agressivos (ZAGOORY-SHARON et al., 2008). O estimulo dos
mecanoceptores, localizados nas papilas mamarias dos animais, durante o ato da
amamentacao, propagam impulsos nervosos, até o hipotalamo que seguem para a
neuro-hipofise, de onde ocorre a liberacdo da ocitocina para a corrente sanguinea. A
ocitocina se liga aos receptores nas células mioepiteliais e ocorre contracéo destas e
dos alvéolos. Esta contracao resulta na expulsdo do leite do lumen alveolar para os
ductos mamarios. Acredita-se que a insulina atua estimulando a sintese de lipideos
e proteinas enquanto a ocitocina estimula a ejecdo do leite (ANDERSON et al.,
2007; RUDOLPH et al., 2007).

A PRL é conhecida como horménio secretado pela hipofise, reguladora da
lactacdo na GM. Porém, descobertas de 2006 revelam que ela é produzida também
pelo tecido adiposo como adipocina envolvida nas funcdes do TA. Biologicamente
ativa a PRL é secretada por todos os depdsitos de TA examinados: Mamas, visceral
e subcutaneo. A expressdo da PRL adiposa ndo é regulada pela pituitaria, e é
alterada pela obesidade (BRANDEBOURG; HUGO; BEN-JONATHAN, 2007). A PRL
exerce varias acoes fisiolégicas em humanos e em roedores. Além do conhecido
papel na lactacdo e reproducéo, esta surgindo evidéncias de que a PRL tem papel
no balanco energético, pois no tecido adiposo a PRL coordena a adipogénese.
Estudo com camundongos deficientes em receptores de PRL forneceram evidéncias
diretas de que a sinalizacdo da PRL esta envolvida na regulacdo do balanco de
energia (CARRE; BINART, 2013).

Para ser concluida a nutricdo, é necessaria a succdo dos neonatos e para
tanto a GM precisa ter passado pelo desenvolvimento adequado e produzir leite de
qualidade e quantidade suficientes. A gravidez € um momento critico pra o
desenvolvimento da GM e se ocorrerem danos durante este periodo, isso pode ter
um prejuizo potencial para a sua diferenciacdo secretdria (MIRANDOLA, 2007). Em
ratos, o tamanho do alvéolo e o nimero na GM podem diminuir por problemas
maternos como a hipertensdo, horménio placentario insuficiente, obesidade,

deficiéncia de vitamina A e deficiéncia de zinco (PROBYN et al., 2013).

A regressdo pos lactacional, ou involucdo, ocorre em taxas diferentes em

diferentes espécies, mas simultaneamente com a remodelacdo do tecido e
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“rediferenciacdo” do estroma rico em TA. Assim, a inducdo a morte celular é
coordenada com sinais que asseguram a fagocitose eficaz dos constituintes
restantes do leite, permitindo o colapso do tecido e retorno a remodelagédo da
arquitetura (CARRE; BINART, 2013). A involucdo ocorre em duas fases. Foram
descritos em experimento com camundongos, que filhotes removidos no pico da
lactacdo e devolvidos a progenitora em até 48 horas resultou em reinicio da
lactacdo. Esta é a primeira fase e € reversivel, presumivelmente para permitir
atrasos na amamentagdo do neonato. Na segunda fase de involugdo, que ocorre
depois de dois dias de afastamento da mae e dos filhotes, a lactacdo ndo pode
recomecar e a involucdo progride (WATSON, 2009). Neste estudo, os resultados
associam a involucdo com a resposta inflamatdria de fase aguda, que se caracteriza
pela migracdo de leucdcitos, embora a transdiferenciacdo celular ndo esteja
associada com infeccdo (WATSON, 2009).

Outro estudo afirma que a involugcdo da GM, assim como a obesidade, se
assemelha a um processo inflamatério. Ainda afirma que enzimas e receptores que
regulam a involucdo se apresentam significativamente aumentados na glandula de

animais sujeitos a alimentagao com alto teor de gordura (HERNANDEZ et al., 2012).

2.1.3 Composicgao do Leite

Trés fracdes podem influenciar a composicao do leite, sendo essas fracdes
classificadas em: emulsédo, suspensao e solucdo. A fracdo emulsdo corresponde a
fase lipidica do leite, na qual se concentram os 0Oleos, as gorduras, 0s acidos graxos
livres (AGL), as vitaminas e demais constituintes lipossollveis. Os lipideos sao a
fonte principal de calorias (energia) aproximadamente 45 a 55% do valor cal6rico
total do leite, constituidos principalmente de triglicerideos (TG), representando 98 a
99% da gordura total. Porém um novo carater tem sido associado as lipoproteinas
do leite, o seu papel protetor (ASSUMPCAO et al., 2004). Além, de servirem como
fonte de pronta energia, alguns acidos graxos de cadeia média, do leite, quando
ingeridos, reduzem os processos de inflamagdo no intestino. Quando ligados a
receptores na membrana celular eles tém atividades bioldgicas similares aos
agentes antimicrobianos contra varios microrganismos, incluindo bactérias, fungos e

virus envelopados. No contexto do leite, estudos apresentam o acido palmitico como
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tendo importante papel na promocao do metabolismo de lipoproteinas e a regulacéo
da biossintese das lipoproteinas no figado em bebés (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006;
RUDOLPH; NEVILLE; ANDERSON, 2007; GERMAN; DILLARD, 2010). Na Tabela 1

estdo os dados comparativos da composicao do leite, entre roedores e humanos.

Tabela 1 — Componentes do leite em roedores e humanos.

Componentes Roedores  Humano
Gordura (%) 30 4,0
Lactose (%) 5 6,9
Proteina (%) 12 1,2
Calorias (kcal/mL) 140 70

Adaptado de Ribeiro (1997); Park et al. (2007); Almeida (2009).

O leite humano contém de 3 a 5% de lipidios, dentre os quais 98% sédo de
triacilglicerois, 1% de fosfolipidios e 0,5% de esterdis. O leite humano ordenhado
contém, aproximadamente 4,0 g de gordura/100mL e 70,0 Kcal/200mL. Os &cidos
graxos saturados do leite humano constituem cerca de 41%, sendo predominante o
acido palmitico. Dentre os insaturados, o oléico e olinoléico estdo presentes em
maior quantidade (SILVA et al.,, 2007). No estado alimentado, sob condicdes de
dieta rica em gorduras, os lipideos, sob a forma dos quilomicrons, sao transferidos
para a célula secretora do alvéolo mamario para a sintese dos TG. No entanto
durante um estado de jejum, os &cidos graxos continuam a ser derivados do plasma,
mas agora oriundos do figado como as Lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) ou AGL, derivados do tecido adiposo, transportados no plasma pela
albumina até a GM. Em animais alimentados com uma dieta de baixo teor de
gordura uma proporgdo maior dos acidos graxos para a sintese de TG s&o derivados
da glicose por vias de sintese dos acidos graxos (ANDERSON et al.,, 2007,
RUDOLPH; NEVILLE; ANDERSON, 2007). Os depésitos de gordura normalmente
acumulados durante a gravidez constituem uma importante fonte de PUFA (acidos
graxos poli insaturados) para a sintese do leite durante a lactacdo. Portanto,
alteracbes mostradas no plasma de ratos lactentes podem ser uma consequéncia da
mobilizacdo de suas préprias reservas de gordura, a fim de fornecer a seus filhos
uma composicdo de leite adequada mesmo com uma dieta hipocalérica
(ASSUMPCAO et al., 2004; PRIEGO et al., 2013).
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A fracdo suspenséao refere-se a porcéo branca suspensa do leite humano, na
qual estdo as proteinas e quase a totalidade do célcio e do fésforo que se encontram
presentes na forma micelar, constituindo uma suspensdo coloidal na &agua.
Composta pelas proteinas do soro: a-lactoalbumina, lactoferrina, imunoglobulinas,
albumina, além da caseina. Maes com dieta hipoproteica geram animais desnutridos
que apresentam menor ganho de peso, 50% para as fémeas e de 53% para 0s
machos até o 10° dia de lactacdo (DESAI; BABU; ROSS, 2007). A desnutricdo
perinatal € um dos fatores ambientais mais bem estudados como indutor de
plasticidade fenotipica. Em humanos tém sido demonstrado que a desnutricdo
perinatal aumenta a predisposicdo do individuo a desenvolver doencas
cardiovasculares e fatores de risco associados, como hipertensdo arterial,
resisténcia a insulina, hiperlipidemia e obesidade (DESPRES et al., 2008). Em ratos,
foi demonstrado que restricdo alimentar (30% - 50% da ingestdo do controle) ou
dieta hipoprotéica (8% de caseina) no periodo perinatal parecem provocar deficits no
desenvolvimento do cérebro, no tamanho do encéfalo, nidmero de neurdnios,
aprendizagem e memoéria (TZSCHENTKE; PLAGEMANN, 2006; PEREIRA, 2009).

A fracdo solugdo inclui todos os constituintes hidrossolaveis, vitaminas,
minerais, carboidratos, enzimas e horménios estdo somados a agua. Juntos
representam aproximadamente 87,5% da sua composi¢do. O principal carboidrato
presente no leite € a lactose que esta presente em diferentes concentracfes
(RIBEIRO, 2009). Em leite humano s&o cerca de 130 oligossacarideos diferentes
(MCCLELLAN; MILLER; HARTMANN, 2008). A lactose fornece 42% da energia na
dieta e gradiente osmoético para a formacédo da fase aquosa do leite (VORBACH,;
CAPECCHI; PENNINGER, 2006). As células secretoras de lactose iniciam a sintese
de uma proteina do leite original, a-lactalbumina, no reticulo endoplasmatico rugoso
(ZHAO; CHI; CAO, 2010) A a-lactoalbumina € entdo transportada para o aparelho de
Golgi. A proteina transmembrana no Golgi se liga a UDP-galactose, produzindo uma
mudanca conformacional que permite que a-lactoalbumina seja convertida em
lactose (BRANDEBOURG; HUGO; BEN-JONATHAN, 2007).

Os minerais sdo importantes para o crescimento, o desenvolvimento e
manutencdo da salde dos tecidos corporais (sodio, potassio, célcio, magnésio e
fésforo, entre outros microelementos ou elementos tracos, como o cobalto, cobre,

iodo, fldor, molibdénio, selénio, cromo, ferro, zinco e outros). As necessidades do
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organismo para os macroelementos séo relativamente elevadas, enquanto que para
0s elementos tracos, sdo baixas. As principais vitaminas presentes no leite sdo: A,
B1, B2, B6, C, E, K, niacina e &cido félico. Em condi¢cdes normais, as concentracdes
mostram-se adequadas as necessidades dos lactentes, embora possa variar com
espécie e a nutricdo materna. Dentre os fatores que podem influenciar tanto na
composicdo quanto no volume da secrecdo lactea, destacam-se: 0s genéticos, a
reposicao hidrica e fase de lactacdo. (ANDERSON et al.,, 2007; RUDOLPH et al.,
2007).

A amamentacdo ganhou papel de destaque nos ultimos 20 anos no combate
a obesidade e suas consequéncias, conforme a declaracdo de Plagemann e Harder
(2005):

"Além de seu papel importante para a ligagdo mae-filho, a
amamentacao, em comparacdo com férmula, tem um consideravel
namero de efeitos positivos a curto e longo prazo sobre o
desenvolvimento humano, como uma diminui¢do da incidéncia de
infeccdes respiratdrias altas, um menor risco de asma e diminuicao
do risco de hipertenséo arterial, diabetes tipo 2, bem como diabetes
tipo 1. Além disso, existe evidéncia profunda de que a
amamentacdo tem o potencial de diminuir permanentemente o
risco, em longo prazo, do desenvolvimento da obesidade...”.

Segundo Neville et al (2012) devido ao fato, da amamentacdo desempenhar
papel fundamental na regulacdo e desenvolvimento das redes neurais do recém
nato, é que tém sido estudadas as trocas dinamicas que existem entre a mée e sua
prole. Dados atuais indicam que o leite ndo é s6 importante para a protecdo e
nutricdo do recém nascido, mas tem relevancia devido sua constituicdo interferir na

homeostase energética por toda a vida do individuo.

2.2 HOMEOSTASE

A homeostase € definida como processo de manutencdo da constancia do
equilibrio do meio interno em relacdo as oscilacdbes do ambiente externo de um
sistema ou organismo (GUYTON; HALL; GUYTON, 2006). A aquisicao de energia e
sua distribuicdo € um processo que sustenta a homeostase metabdlica. Por meio do

processo da ingestdo alimentar o0s organismos vivos adquirem formas
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macromoleculares de fontes energéticas, que sdo decompostas, por reacdes
quimicas enzimaticas catabdlicas, em monémeros que podem ser usadas como
fontes de energia celular (MADONNA et al., 2013). Por outro lado, dentro do
organismo, as reagdes anabdlicas promovem a conversdo das substancias simples
em estruturas macromoleculares complexas, culminando com o crescimento,
regeneracao e manutencéo de tecidos, 6rgaos e sistemas. O metabolismo é a soma
destas acOes antaglnicas, catabdlicas e anabodlicas (HEITMANN et al., 2012).0s
processos de sintese e degradacdo dos nutrientes visam a manutencdo do
constante equilibrio da homeostase energética que em ultima instancia determinam
a composicdo do peso corporal (HEITMANN et al., 2012; KITZINGER; KARLE,
2013).

Dois sistemas sdo centrais na manutencdo da homeostase energética, o
sistema nervoso central (SNC) e o sistema enddcrino (SE). Promovendo a inter-
relacdo entre estes dois sistemas esta o hipotalamo, uma regido cerebral com
intensa comunicacdo metabdlica e hormonal com os diversos sistemas fisiologicos
periféricos (HETHERINGTON; RANSON, 1940; ELMQUIST; ELIAS; SAPER, 1999;
PEREIRA, 2009).

2.3 SISTEMA NERVOSO CENTRAL - Homeostase Energética

O SNC é dividido, anatdomica e funcionalmente, em dois: Sistema Nervoso
Auténomo (SNA) e Sistema Nervoso Voluntario ou Somatico. O SNA, que comanda
as funcéo vegetativas, por sua vez, também pode ser subdividido em duas partes: O
Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e o Sistema Nervoso Parassimpatico (SNP), que
possuem funcdes opostas, principalmente no que se refere ao gasto energético
(SCHWARTZ et al., 2000). O ramo simpético estimula o gasto energético com efeito
catabdlico e prepara o organismo para luta e fuga. O ramo parassimpatico regula o
armazenamento de energia, promovendo em geral efeitos anabdlicos, vegetativos
associados a conservacao e a restauracdo energética (SCHWARTZ et al., 2000;
GUYTON; HALL; GUYTON, 2006). Ao equilibrio desta regulacdo chama-se
homeostase energética (BARTOL; WILEY; BAGNELL, 2008). Além dos efeitos
autondmicos, o equilibrio energético também depende de uma rede de sinalizacao

neuro hormonal, a qual engloba sinais fisiologicos provenientes: do trato
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gastrointestinal; do tecido adiposo; das glandulas endocrinas e aqueles oriundos
dos nutrientes circulantes (SCHWARTZ et al., 2000). Todos estes sinais sao
integrados pelo SNC, e direta ou indiretamente, sdo modulados nas redes neurais
do hipotdlamo, pelas quais serdo enviadas as respostas adequadas ao ajuste
metabolico necessario para definir o peso corporal (PEREIRA et al., 2006; BAYS et
al., 2008).

O hipotadlamo é uma pequena parte do diencéfalo, ao redor do terceiro
ventriculo e é o principal local de interacdo entre fatores de origem central e
periférica da regulacdo da homeostase energética (MORRISON et al., 2008). Dentre
as acdes do hipotalamo, destaca-se seu papel no controle da ingestdo alimentar,
regulando os processos de fome e saciedade. Isto foi demonstrado através de
estudos de lesbes em algumas regifes do hipotalamo de ratos. As lesdes na area
ventromedial causavam hiperfagia e obesidade (HETHERINGTON; RANSON, 1940).
O hipotadlamo é formado por mais de 40 ndcleos, que sao conjuntos de neurdnios
responsaveis pelas funcbes fisiologicas. No que se refere ao metabolismo
energético foram destacados: o hipotdlamo anterior (HA); o ndcleo paraventricular
(NPV); hipotalamo dorsomedial (HDM); hipotalamo ventromedial (HVM); o ndcleo
arqueado (ARQ); o nucleo supradptico (NSO) e o hipotalamo lateral (HL) como os
centros reguladores energéticos (SNITKER et al., 2000). Estudos subsequentes
apontaram o ARQ como centro integrador dos demais centros, sendo o principal
responsavel pela homeostase energética (NISWENDER; BASKIN; SCHWARTZ,
2004).

Quando existe uma diminuicdo das reservas nutricionais o desejo de ingerir
alimentos - o apetite - torna-se uma necessidade, que passa a ser denominada
“fome”. Quando a alimentacdo produz o desaparecimento do desejo ou da
necessidade de ingerir alimentos a este estado € denominado “saciedade”
(CINGOLANI; HOUSSAY, 2004; GUYTON; HALL; GUYTON, 2006). Sinais de fome
podem ser gerados em 6rgaos periféricos, como a grelina, horménio liberado pelo
estbmago no estado vazio, mas a maioria deles sdo expressos no hipotalamo
(KOJIMA et al., 1999). Sinais de saciedade, como a colecistoquinina (CCK), Peptidio
similar ao Glucagon 1 (GLP1), peptideo YY e séo liberados a partir do trato
digestivo, em resposta, tanto caldrica quanto volumétrica, a ingestdo de alimentos
em uma refeicdo (DRUCKER, 2013). A leptina e insulina, sdo mobilizados, em

resposta a alteragcbes no estado nutricional (SCHWARTZ et al., 2000). Porém,
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alimentos palataveis, ou seja, alimentos ricos em gordura e acucar, aumentam a
expressao de sinais de fome e a0 mesmo tempo, atenuam a resposta aos sinais de
saciedade, 0 que ajuda a explicar o problema crescente da obesidade em todo o
mundo (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005).

O ARQ é o nucleo que possui dois grupos de neur6nios de primeira ordem,
que expressam receptores para insulina, leptina, grelina e para outros sinais de
saciedade/fome ou obesidade (NISWENDER; BASKIN; SCHWARTZ, 2004)
(FRIEDMAN; HALAAS, 1998). Estes neurbnios enviam suas projecdes para areas
cerebrais relacionadas ao consumo de alimentos e ao gasto energético, onde
liberam seus neuropeptideos (neurotransmissores). Portanto o ARQ é considerado
nacleo central no controle energético (FRIEDMAN; HALAAS, 1998; ELMQUIST,;
ELIAS; SAPER, 1999; KERSHAW,; FLIER, 2004; RIBEIRO, 2009). Um dos grupos
de neurdnios do ARQ co-expressam neuropeptideo Y (NPY) e proteina agouti
relacionada (AgRP) com acdo anabodlica ou orexigénica e o outro grupo de
neurdnios, de acdo catabdlica ou anorexigénica, expressam pro-opiomelanocortina
(POMC) que é precursor do horménio estimulante de melandécito a (a-MSH) e do
Transcrito relacionado a Anfetamina e Cocaina (CART). Ambos os grupos de
neurdnios respondem a insulina e leptina, mas fazem de maneira oposta (RIBEIRO,
2009; PEREIRA, 2009). Sendo que na presenca de insulina ou leptina os neurdnios
do NPY/AgRP séo inibidos para liberagdo de seus neurotransmissores, enquanto 0s
neurénios POMC sao estimulados. Na auséncia destes hormonios ha a liberacédo
dos neurotransmissores dos neurbnios NPY/AgRP, em contrapartida ocorre a
inibicdo do POMC, conforme representado na Figura 3 (BARSH; SCHWARTZ,
2002).
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Figura 3. Representacdo esquemaética da ampliacdo do ARQ e sua localizagdo no encéfalo. A
figura la mostra esquematicamente o ARQ com seus neurdnios, que expressam receptores de
insulina e leptina para promover a regulacdo da homeostase energética através da integracdo com
estes sinais periféricos. Ambos os neurdnios respondem a insulina e leptina, mas atuando de maneira
oposta. Via inibicdo dos neurdnios que, expressam NPY/AgRP ou ativacdo dos que expressam
POMC. b. Corte transversal do Encéfalo, selecionando o ARQ do Hipotalamo. Adaptado de (BARSH,;
SCHWARTZ, 2002).

Estudos recentes indicam claramente que o futuro metabdlico de um individuo
pode ser programado em estagios de desenvolvimento. Por exemplo, filhos de mées
diabéticas tém um maior risco de se tornarem obesos e diabéticos na vida adulta
(RODRIGUES, 2010). Estudos em animais demonstraram que a hiperinsulinemia
e/ou hiperglicemia, durante a vida perinatal podem prejudicar permanentemente a
organizacdo e a funcdo das redes do hipotalamo que controlam o apetite e a
homeostase da glicose, levando-os a obesidade por hiperfagia (PATEL;
SRINIVASAN, 2011).

Durante a lactacédo diversas alteragcdes no metabolismo sédo requeridas para
garantir a homeostase energética da mée e de sua prole. A lactacdo € caracterizada
pelo aumento de NPY/AgRP no HDM, que é importante modulador da hiperfagia
associada a lactagdo (SANCHEZ-MUNIZ; GESTEIRO; BASTIDA, 2012). De acordo
com a literatura, a hiperfagia na lactacdo também é reforcada pela queda da
sensacao de saciedade, que ocorre pela reducdo dos niveis de CCK. As mudancas
atingem o SNS, promovendo a reducdo do gasto energético nos tecidos nao

mamarios, canalizando as energias para a amamentacdo (ZAGOORY-SHARON et
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al., 2008). Estas alteracBes no controle alimentar, caracteristicas da lactacdo, sao
acompanhadas de alteracbes no metabolismo materno, em especial o controle

glicémico.

2.4 METABOLISMO DA GLICOSE

Os carboidratos constituem a mais importante fonte de energia dos
mamiferos, sendo o principal carboidrato a glicose. O nivel de glicose na circulagéo
sanguinea depende de fonte exdgena (alimentos) e/ou de fonte enddgena
(glicogendlise e gliconeogénese) para se manter constante inclusive nos periodos
interdigestivos e em condicéo de jejum (MADONNA et al., 2013).

Por suas caracteristicas fisico-quimicas, a glicose necessita de
transportadores especificos, para atravessar a bicamada lipidica que compfe a
membrana celular. Os transportadores de glicose (GLUT) sdo proteinas integrais de
membrana que permitem a passagem da glicose por difusdo facilitada. J& foram
descritas, em humanos, 14 tipos diferentes de GLUT, de 1 a 14 (MUECKLER,;
THORENS, 2013). Cada GLUT possui caracteristicas funcionais e distribuicdo
tecidual diferente, sendo o transporte bidirecional (entrada ou saida da célula)
dependente do gradiente de concentracdo (WOOD; TRAYHURN, 2003;
MUECKLER; THORENS, 2013).

Os transportadores mais abundantes sdo GLUTL, 2, 3 e 4. O GLUT1 é
predominante em tecido embrionario/fetal, mas presente em pequena quantidade no
pbés-natal em todos os tecidos, pois este transportador € responsavel pela captacédo
basal de glicose. O GLUT2 esta presente em hepatdcitos, células B pancreaticas,
mucosa intestinal e rins. O GLUT3 esta presente no cérebro e na placenta. Estes
trés transportadores estdo constitutivamente, expressos na superficie das células
respectivas, sdo classificados como transportadores independentes da insulina,
mantendo o aporte energético destes tecidos, livre e continuamente (MUECKLER,;
THORENS, 2013). O GLUT4 €& abundante no tecido adiposo e nos musculos
esquelético e cardiaco. Estes tecidos sdao denominados insulinodependentes,
porque dependem da presenca e ligagdo do hormonio insulina ao seu respectivo
receptor para que ocorra a captacdo de glicose. Nestes casos, quando a insulina liga

no receptor, este emite sinais, para que os GLUT4 sejam translocados do espaco
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intra para o extracelular, para entdo permitir o acesso da glicose a célula (WOOD,;
TRAYHURN, 2003).

Os tecidos insulinodependentes sdo responsaveis pela rapida captacédo e
armazenamento da glicose pés-prandial, para a manutencdo da homeostase
glicémica. ApOs a sinalizacdo da insulina, a célula produz, consequentemente, o
aumento imediato em 10 a 20 vezes do transporte da glicose para o interior da
célula para estocé-la ou consumi-la (MUECKLER; THORENS, 2013). A captagéo de
glicose dependente de insulina € um mecanismo seletivo e controlado, importante
para a reducdo da glicemia pos-prandial, para coordenar a formacao de reservas,
porém é ainda mais necessario para sempre permitir a livre captacdo da glicose,
primeiramente pelos 6rgdos essenciais, em particular o tecido neural (MACHADO,
1998; WOOD; TRAYHURN, 2003; MUECKLER; THORENS, 2013).

A glicose é fundamental para o metabolismo celular, deste modo a
manutencdo da glicemia dentro de valores adequados é um processo central no
metabolismo energético. A hipoglicemia, glicemia abaixo de 60mg/dL, mesmo que
por um periodo pequeno de tempo, pode ocasionar confusdo, convulsdo até mesmo
coma. Por outro lado, a hiperglicemia repetida e persistentemente, valores acima de
200mg/dL, pode provocar diurese osmatica, que pode levar a desidratacdo severa,
hipertenséo, colapso vascular e arritmia cardiaca (MA; ZHU, 2013). Diabetes mellitus
(DM) é a patologia caracterizada pelo desequilibrio da homeostase glicémica,
situacdo em que o individuo fica sujeito diariamente ao risco, tanto de ter hiper
guanto hipoglicemia, mesmo sob tratamento. Diversos estados patoldégicos rompem
a homeostase energética, dentre 0s quais se destaca a DM2 que atualmente é
considerada uma epidemia, intimamente ligada ao avanco da obesidade
(GUILHERME et al., 2008; MUOIO; NEWGARD, 2008).

Desde o inicio da lactacdo, ocorrem alteracdes para suprir as demandas
glicémicas mamarias, entdo a sintese da glicose hepatica é aumentada no primeiro
dia ou ainda quando o fornecimento de substrato alimentar é inadequado. Ao
mesmo tempo, a utilizacdo da glicose pelo tecido adiposo e muscular é reduzida e
ocorre um aumento da captacdo da glicose pela glandula mamaria, mudancas que
estdo relacionadas a expressdo de GLUT4 pelos tecidos, para manter o aporte
energético do leite (BURNOL et al., 1986). Sendo a sinalizacdo da PRL responsavel
pela diminuicdo da expressdo de transportador mRNA GLUT4 nos tecidos

insulinodependente, que reflete em menor captacdo de glicose por estes.
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2.5 SISTEMA ENDOCRINO - O Pancreas no controle glicémico

O péancreas apresenta secrecdo merdcrina, isto é, liberada por meio de
exocitose, sem perda de material celular e € composto por dois tipos de glandulas:
glandula exdcrina, que secreta enzimas digestivas no lumen intestinal e glandula
enddcrina, que secreta hormbdnios na corrente sanguinea. A glandula enddcrina é
caracterizada por agregados celulares, denominados Ilhotas de Langerhans
(PIPELEERS; MAES; VAN DE WINKEL, 1982; DRAZNIN; MELMED; D, 1989;
SANDER; SHIH; WANG, 2013). As ilhotas de Langerhans sdo muito vascularizadas,
distribuidas por toda a porcdo exocrina do pancreas e constituida por quatro
principais tipos de células secretoras: células Alfa (a) que secretam glucagon;
células Beta (B) que secretam insulina, pro-insulina, amilina e peptideo de conexao
(peptideo C); células Delta (8) que secretam somatostatina; as células F ou PP que
secretam polipeptideo pancreatico (PP) por fim (PIPELEERS; MAES; VAN DE
WINKEL, 1982; CINGOLANI; HOUSSAY, 2004; GUYTON; HALL; GUYTON, 2006;
SANDER; SHIH; WANG, 2013).

A insulina é o horménio, de secrecdo regulada, mais importante para o
controle glicémico. O estimulo principal para sua secrecao € a glicose, porém outros
nutrientes também séo capazes de produzir estimulo, como aminoéacidos e lipideos
(SALTIEL; KAHN, 2001). A insulina é responsavel pela captacdo da glicose pelos
tecidos adiposo e muscular esquelético, que juntos representam a maior massa
tecidual do corpo humano e mantém os valores da glicemia entre 70 e 110 mg/dL
em situacdo de jejum (DIMITRIADIS et al., 2011). Ap6s uma refeicdo rica em
carboidratos a concentracdo da glicose aumenta para valores entre 150 mg/dL até
200 mg/dL. A producao, secrecao e concentracao plasmatica de insulina aumentam
proporcionalmente a glicose, em individuos que apresentam tolerancia normal a
glicose. Os niveis glicémicos retornam novamente aos de jejum dentro de no
maximo duas horas (SALTIEL; KAHN, 2001; DIMITRIADIS et al., 2011; PESCHKE;
BAHR; MUHLBAUER, 2013).

A prinicipal via de secrecao de insulina pelas células 3 esta representada na

Figura 4. Nesta via alteragcbes do metabolismo da glicose estdo acopladas a
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oscilacbes do potencial de membrana e influxo de calcio. Pelo papel central dos
canais de K' sensiveis ao ATP (K'atp) ela é também conhecida como via
dependente dos canais de K'atp. Todavia, existem mecanismos de secrecdo de
insulina que sao independente destes canais, que age auxiliando o processo de
secrecdo, através de sinalizacbes celulares e fosforilacbes (WOOD; TRAYHURN,
2003; SANDER; SHIH; WANG, 2013). Adicionalmente, os subprodutos da glicélise
também ativam uma série de mensageiros intracelulares, responsaveis pela
regulacdo da secrecdo da insulina, os quais participam da sinalizacao celular e
sintese de mais insulina (RORSMAN; BRAUN, 2013).

Canais KaTp

. Cadeia
- ! respiratoria ¢
he@quinase

Canais de Ca*? "
voltagem dependents, =

Estoque de granulos de
insulina

Figura 4 - Representac¢ao da secregao de insulina pela célula . Esta via é dependente dos canais
de K". A glicose entra na célula via GLUT2, é fosforilada pela hexoquinase, segue pela cadeia
respitatéria aumentando a razdo ATP/ADP. Este aumento de ATP inativa os canais de K' sensiveis
ao ATP (Katp), despolariza a membrana da célula causando a abertura dos canais de Ca*?. O influxo
deste ion culmina com a exocitose dos granulos de insulina na corrente sanguinea. Adaptado de
(ASHCROFT; RORSMAN, 2012).

O refinamento do controle secretor de insulina estimulado pela glicose é
executado pela modulacdo autonémica sobre o pancreas enddcrino. As células B
pancreaticas sdo intensamente inervadas por ambas as subdivisdes autonémicas.
Os neurdnios pos-ganglionares do ramo autondmico, parasimpatico e simpatico,
liberam seus neurotransmissores, acetilcolina (ACh) e noradrenalina,

respectivamente, nas inervacdes do pancreas (MADONNA et al., 2013). A ACh via
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receptores muscarinicos potencializa a secre¢cdo de insulina, enquanto a
noradrenalina, bem como seu horménio analogo, a adrenalina age inibindo a
secrec¢do de insulina via receptores alfa adrenérgicos (RORSMAN; BRAUN, 2013) .

DM é a doenca metabdlica, com etiologias diversas, caracterizada por
hiperglicemia, principalmente em jejum, com niveis acima de 110mg/dL, que resulta
da deficiéncia na secregao de insulina pelas células [, resisténcia a acdo da insulina
ou ambas (ASHCROFT; RORSMAN, 2012). DM tipo 1 (DM1) é caracterizada pela
absoluta deficiéncia na producdo de insulina, decorrente, na grande maioria dos
casos, de uma destruicdo autoimune das células B. Pode surgir em qualquer idade,
mas predomina em criancas, adolescentes e adultos jovens (SANDER; SHIH;
WANG, 2013). DM2 é caracterizada por altera¢des que levam a hiperglicemia devido
a um mecanismo de bloqueio da acéo da insulina, tanto nos receptores de insulina,
guanto na sua via de a¢ao e sinalizacao nos tecidos alvos (ASHCROFT; RORSMAN,
2012). Algumas das principais alteracdes fisiopatologicas responsaveis por DM2 sao
"decorrentes” da obesidade que levam a RI, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose,
dislipidemia e leptinemia (GUILHERME et al., 2008). A hipersecre¢édo da insulina
frequentemente induz as alteracbes na histomorfologia das ilhotas de Langherans.
Diante da maior demanda da insulina as ilhotas hipertrofiam para promover
consequente aumento na produgédo insulinica (GALLAGHER; LE ROITH, 2013). Em
geral ocorre a reducdo em numero, mas aumento no tamanho das ilhotas
pancreaticas, apresentando tanto a densidade quanto volume significativamente
aumentados, seguida de faléncia das ilhotas por sobrecarga de trabalho.
Consequentemente, na DM2 os tecidos insulinodependente ndo conseguem captar
a glicose (COTRAN; ROBBINS, 2000; HARISHANKAR et al., 2011; GALLAGHER,;
LE ROITH, 2013).

Alteracbes na secrecdo de insulina no sexo feminino ocorrem durante a
gravidez, mas logo apos o parto a secrecao de insulina retorna gradativamente aos
niveis normais, desaparecendo a hipertrofia das ilhotas comum na gestacéo
(BARBOUR et al., 2007). Durante a lactacdo, o pancreas sofre diminuicdo tanto do
tamanho quanto na densidade devido a reducéo da atividade secretoéria das células
B. Segundo estudos em roedores os menores niveis circulantes de secre¢do de
insulina estdo associados a lactacdo quando comparados os periodos nao
gestacionais, gestacionais, pos-natais com lactacdo (BURNOL et al., 1986). O

decréscimo da atividade secretdria das ilhotas na amamentacédo, quando comparada
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as ratas nao lactantes, pode estar ligado em parte ao decréscimo do conteudo de
calcio nas ilhotas, durante a lactacéo, causado pela demanda aumentada de célcio
para a producdo de leite. (MARYNISSEN; MALAISSE; VAN ASSCHE, 1987;
BARBOUR et al., 2007).

2.5.1 Via de Ac¢ao da Insulina

A insulina possui funcao anabdlica, sendo o indicador celular para sintese de
carboidrato, gordura e proteina. No tecido adiposo e muscular o principal efeito da
insulina é a translocacdo do GLUT4, aumentando a taxa de transporte e lise de
glicose na célula (NOLAN; DAMM; PRENTKI, 2011). Também diminui a taxa de
degradacédo de glicogénio no musculo e figado. Diminui a taxa de lipdlise e aumenta
a lipogénese no tecido adiposo e portanto, diminui o nivel de acidos graxos no
plasma e aumenta a absorcao de triglicérides do sangue para tecido adiposo e
muscular (SALTIEL; KAHN, 2001). No muasculo diminui a velocidade de degradacao
de proteinas, além de ser responsavel em todo o organismo pela diferenciacao,
proliferagcdo celular entre outras funcdes (CINGOLANI; HOUSSAY, 2004,
DIMITRIADIS et al., 2011).

O Receptor de Insulina (IR - do inglés Insulin Receptor), pertence a uma
familia de receptores de fatores de crescimento que tem atividade tirosina quinase
intrinseca. IR é uma proteina heterotetramérica, composta por duas subunidades a,
na face externa da célula e duas subunidades B, que transpassam a membrana até
a face interna da célula (SALTIEL; KAHN, 2001).

A sensibilidade celular a insulina é determinada ndo apenas pelo numero e
afinidade aos seus receptores, mas também pelo estado funcional das vias de
sinalizacao intracelulares de cada tipo celular. A integridade desta via de sinalizacéo
€ responsavel pela resposta celular a presenca da insulina (CARVALHEIRA;
ZECCHIN; SAAD, 2002). Embora a insulina ndo apresente uma acao direta na
captacdo de glicose em tecidos, como os do cérebro e figado, ela influencia
indiretamente a taxa de utilizacéo da glicose ou outros substratos neles. Com 0 uso
das vias de fosforilacéo e transcricao descritas na figura 5, € que a insulina é capaz
de acionar no figado a formacdo de glicogénio (gliconeogénese) e inibir a
glicogendlise hepéatica (NOLAN; DAMM; PRENTKI, 2011). No SNC estas vias de
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sinalizacao da insulina agem como reguladores da ingestéo alimentar controlando a
vontade de comer (WHITEHEAD et al., 2000; CINGOLANI; HOUSSAY, 2004;
DIMITRIADIS et al., 2011).

. ® :
Glicose @ Insulina clli;b
®

Receptorde
insulina
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. . GLUT4 \
. . MAPK

Figura 5 - Vias da fosforilagdo e transcrigdo da insulina. A insulina, ao se ligar na subunidade a
do seu receptor (IR) da membrana da célula alvo, ativa a acao catalitica da subunidade 8 que por sua
vez, catalisa sua autofosforilagéo, tornando-o apto a recrutar substratos intracelulares e fosforila-los
nos residuos de tirosina, ativando proteinas da familia dos substratos do receptor de insulina (IRS -1
ao IRS-4). Cada um quando ativado, da continuidade e amplitude ao sinal da insulina e ativam
enzimas fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), que em seguida ativam Akt, e PKC, ou Proteinoquinase
ativada por mitdégeno (MAPK). Dependendo da via de sinalizacdo e da célula estimulada, estas
reacdes regulam o transporte de glicose, a sintese de glicogénio, lipideos e proteinas, expressdes
génicas especificas do metabolismo da glicose ou inespecificas (SALTIEL; KAHN, 2001).

Porém, problemas com a sinalizacdo da insulina podem ocorrer
frequentemente na obesidade pelo desequilibrio metabdlico do tecido adiposo e séo
responsaveis pelo evento chamado Rl que € a primeira e principal caracteristica da
SM (MUOIO; NEWGARD, 2008).

A RI pode ocorrer em varias condic¢des fisioldgicas aléem da obesidade, como
acontece no periodo gestacional e parcialmente no periodo lactacional (BARBOUR
et al., 2007). Um estudo com ratas durante a lactagao relatou hipersensibilidade
sistémica a acdo da insulina, porém, no tecido adiposo e muscular com sensibilidade
reduzida, retornando ao normal apdés o desmame de maneira gradual (BURNOL et
al., 1986; BUCHANAN et al.,, 2007; LIRA; DIMENSTEIN, 2010). Atualmente é
também reconhecida a agéo da insulina para a lactacdo, pois ela é responsavel pela
diferenciacao celular da GM durante a gestacao (NEVILLE et al., 2013). Finalmente,

a insulina € o principal horménio lipogénico e regulador da homeostase glicémica,
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modulacdes na sua acdo sdo fundamentais para o controle do metabolismo de
lipidios e carboidratos, essenciais no processo de sintese de leite (ROSEN;
SPIEGELMAN, 2006; DIMITRIADIS et al., 2011).

2.6 TECIDO ADIPOSO

Ao TA estdo associadas vérias funcdes, entre elas: armazenamento de
energia, regulacdo hormonal dos sistemas homeostaticos, termogénese, barreira
fisica ao trauma, protec&o contra o impacto para as visceras e isolamento térmico. E
principalmente conhecido como reservatério energético por sua capacidade
especializada em armazenar lipideos (triacilgliceréis) em suas células (adipdcitos),
funcionalmente o TA ndo € mais considerado apenas como um tecido inerte, mas
esta emergindo como participante ativo na regulacdo de processos fisioldgicos e
patolégicos, incluindo a imunidade e a inflamacédo (KERSHAW, FLIER, 2004). O TA
produz e libera uma variedade de fatores pré-inflamatérios e anti-inflamatérios
(HOTAMISLIGIL, 2006).

O SNA atua diretamente e indiretamente sobre o TA. Quando o SNS é
ativado, pela leptina ou insulina, promove acdes catabdlicas de lipdlise e
termogénese, por meio da liberacdo de noradrenalina e subsequente ativacdo dos
receptores B-adrenérgicos nos adipdcitos. Adiciona-se a este efeito lipolitico a acédo
endocrina da adrenalina durante as ativacbes do eixo simpatoadrenal
(NISWENDER; BASKIN; SCHWARTZ, 2004). Por outro lado, o SNP organiza as
acbes anabolicas sobre o tecido adiposo indiretamente. A ACh liberada pelos
terminais parassimpaticos atua estimulando o0s receptores muscarinicos no
pancreas, potencializando a secrecdo de insulina, esta por sua vez estimula a
lipogénese por aumentar a captacdo de glicose e de &cidos graxos no TA
(ELMQUIST; ELIAS; SAPER, 1999).

Em mamiferos, existem dois tipos de TA: tecido adiposo branco (TAB) e TAM
(GUILHERME et al.,, 2008; JIALAL, 2013). Estes tecidos diferenciam-se
morfologicamente (Figura 6) e funcionalmente, apresentando importantes alteracfes

durante estados especiais, tais como, a lactacdo conforme descreveremos a seguir.
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Figura 6 — Micrografia eletrénica de tecido adiposo — Tecido adiposo marrom (TAM) a esquerda e
tecido adiposo branco (TAB) a direita. O TAM possui adipécitos com depésitos multiloculares
contendo lipideos e apresenta formato poliédrico, a barra da escala representa 40 um. No TAB os
adipdcitos tém formato esférico e o depdsito de lipidio é unilocular, a barra da escala equivale a 25
pum (CINTI, 2009).

2.6.1 Tecido Adiposo Branco — TAB

No balanco energético, a energia excedente (ndo consumida) pode ser
estocada como glicogénio (figado ou musculo esquelético) ou como triacilglicerol
(TG) no tecido adiposo (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006). TG é a forma mais eficiente
de armazenamento, tanto em termos de quantidade, uma vez que grande volume
pode ser armazenado sem ocupar muito espaco, quanto em termos energéticos,
uma vez que fornece quatro vezes mais ATP do que os carboidratos. Deste modo, o
excesso de calorias ingerida resulta em balan¢co energético positivo e expanséo da
massa do TAB (SMORLESI et al., 2012). No TAB, os adipGcitos armazenam estes
acido graxos como uma Unica gota dentro da célula, apresentando capacidade de
armazenamento praticamente ilimitada, pela expansédo do adipdcito (hipertrofia),
replicagdo e diferenciagcdo de pré-adipécitos em novos adipécitos (hiperplasia)
(BAYS et al., 2008; SMORLESI et al., 2012).

Nas ultimas décadas o papel do TAB foi revisto, o que antes era considerado
apenas local de armazenamento de gordura, € atualmente considerado o centro de
uma rede fisiologica complexa e que participa da regulacdo de uma grande
variedade de funcdes biolégicas. Dentro do contexto metabdlico da obesidade
destaca-se o papel do TAB como regulador dominante de lipideos e da homeostase

glicémica. Evidéncias experimentais, indicam que as disfun¢gdes no metabolismo do
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tecido adiposo tem impacto direto sobre a homeostase energética, um processo que
envolve a producdo e liberagcdo de sinalizadores denominados adipocinas, cujo
papel sera descrito posteriormente (FRUHBECK, 2008; GUILHERME et al., 2008).

Em condi¢cdes de balanco energético positivo, a expansdo do TAB, ocorre
tanto por hipertrofia quanto por hiperplasia. Porém a hipertrofia estd mais associada
a inflamacdo do TAB, apresentando a infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo
além de outras células do sistema imune como Natural Killer e células T, que tem
sido descritas em obesidade tanto em ratos quanto em humanos (HOTAMISLIGIL,
2006). A gordura visceral € considerada a mais sujeita a hipertrofia, inflamacao
moderada e, portanto, mais diretamente envolvida na instalacdo da Rl e SM. Esta
gordura é representada por trés depositos: o retroperitoneal, o perigonadal e o
mesentérico. (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004; BAYS et al., 2008). Em
obesidade, os adipdcitos sofrem expansdo e secretam mais fatores pro-
inflamataorios, provocando a instalagcdo de um processo inflamatério subcrénico. Tais
fatores proé-inflamatérios séo responsaveis pelo recrutamento e ativacdo de
leucécitos e macréfagos que acentuam o quadro inflamatério da obesidade, que esta
diretamente relacionado com o desenvolvimento de RI, DM2 e ao risco de doenca
cardiovascular (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006; LEE, 2013). Estudos sugerem que o
adipécito possui um volume de tamanho maximo, que nao pode ser ultrapassado. O
volume maximo, também referido como o tamanho critico da célula (TCC), seria
determinado geneticamente e especifico para cada depdsito. Assim, os adipdcitos
crescem em volume e podem pode chegar até o tamanho maximo critico, situacao
gue provavelmente induz ao estresse celular relacionado com hipoxia, levando a
morte celular (CINTI, 2009). Similarmente, também estd bem estabelecido que o tipo
de depodsito do TAB determine o grau de Rl e suas complicacdes. Dentro deste
contexto, 0 acumulo de gordura visceral é importante em termos clinicos, uma vez
que, esta mais intimamente associado com SM e o DM2 (RUSSELL et al., 2007).
Conforme demonstram estudos em roedores e humanos obesos, a gordura visceral
é formada por adip6citos menores do que da gordura subcutanea, porém o tecido é
mais infiltrado por macrofagos. Os adipdcitos viscerais alcangam o TCC mais cedo
que os adipdcitos subcutaneos (CINTI, 2009; PATEL; ABATE, 2013).

A lactogénese é acompanhada por alteracdes no metabolismo do TA, que

passa para 0 estado catabdlico durante a lactacdo, apresentando em diversos
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depdsitos aumento da lipdlise e diminuicdo da lipogénese. Ocorre o aumento da
mobilizacdo dos lipideos e da utilizacdo das reservas proteicas dos tecidos
musculares, como fonte energética para a GM objetivando a lipogénese especifica
para a producdo do leite (CINTI, 2009). A prolactina contribui no metabolismo do
tecido adiposo podendo promover a lipdlise ou lipogénese simultaneamente.
Dependendo dos receptores da prolactina expressos nas células, esta acao é
regulada pela insulina (CARRE; BINART, 2013). Em estudos realizados com
roedores, as ratas lactantes sob condi¢gdes normais de alimentacdo apresentaram
balanco energético negativo, com mobilizacédo de cerca de 1g de tecido adiposo por
dia para suprir as necessidades nutricionais (CARRE; BINART, 2013). A lipase de
lipoproteina (LPL) é a enzima envolvida diretamente ao catabolismo do TG
(NEVILLE; PICCIANO, 1997). Em ratas lactantes LPL estd com sua atividade
aumentada na GM e reduzida no tecido adiposo. O papel principal da LPL durante a
lactacdo é o redirecionamento dos TG circulantes para a GM para a sintese do leite
para garantir a adequada producdo do leite para o crescimento normal e
desenvolvimento dos filhotes (ASSUMPCAO et al., 2004). Deste modo, importantes
aspectos funcionais e morfolégicos dos adipécitos do TAB podem variar durante a

lactacao.

2.6.2 TAB e Adipocinas

Adipocinas sao horménios produzidos pelos adipécitos do TAB. Os niveis
circulantes das adipocinas sdo determinados principalmente pela quantidade de
massa adiposa. Dentre as principais adipocinas estdo a leptina, adiponectina,
visfatina, resistina, retinol-binding-protein-4 (RBP4), fatores de complemento B, C3, e
D (adipsinas, que s&o adipocinas com fungao imunoldgica), além do inibidor do fator
ativador de plasminogénio 1 (PAI-1) e de citocinas pro-inflamatérias, tais como o
fator de necrose tumoral a (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6) (HOTAMISLIGIL, 2006).

A leptina, mais estudada e conhecida como “hormdnio da saciedade”, tem
como alvo primério o cérebro, atuando nas mesmas regides hipotalamicas da
insulina (FANTUZZI, 2005; MUOIO; NEWGARD, 2008; RIBEIRO, 2009; RE, 2012).

A concentracdo desta adipocina no sangue € diretamente proporcional a quantidade
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de adipdcitos, porém outros tecidos além do TA expressam leptina, mas em baixa
concentracdo (FRIEDMAN; HALAAS, 1998).

As acdes da leptina incluem o aumento do gasto energético e ativacdo do
SNS e diminuicdo da ingesta alimentar (NISWENDER; BASKIN; SCHWARTZ, 2004).
No figado, a leptina estimula a oxidacédo de acidos graxos, captacédo de glicose pelo
aumento da sensibilidade a insulina (KERSHAW; FLIER, 2004). Em tecidos nao
adipogénicos ela previne a lipotoxicidade (acumulo de lipidios), aumenta a funcao
imunoldgica, aumenta a producdo de citocinas, a adesdo e a fagocitose em
macrofagos, além de estimular a proliferacdo das células T, levando ao aumento da
competéncia imunolégica (RE, 2012; ECHEVERRY; PENAGOS; RUIZ-CORTES,
2012).

Pouco mais de uma década atras, descobriu-se que o TNF-a e a IL-6
apresentam expressdo aumentada no tecido adiposo de modelos animais de
obesidade. Esta descoberta foi o primeiro elo molecular entre inflamacdo e
obesidade, atrelando a liberacdo destas citocinas pelo tecido adiposo (adipocinas)
ao quadro inflamatorio da obesidade (FANTUZZI, 2005). A IL-6 diminui a sinalizacao
da insulina nos tecidos periféricos, bloqueando a sinalizacdo do IR,
consequentemente inibe a adipogénese e diminui a secrecao de adiponectina (uma
adipocina benéfica). Estes efeitos periféricos da IL-6 sdo compativeis com
resultados epidemiolégicos mostrando elevados niveis desta citocina nos quadros
de obesidade e resisténcia a insulina (FANTUZZI, 2005).

Similarmente, em obesos existe uma forte correlagdo inversa entre TNFa e
metabolismo de glicose, devido também a supressao da sinalizacdo da insulina.
Como consequéncia ocorre aumento da lipdlise, que eleva os niveis de AGL na
circulacdo, reduzindo ainda mais a fosforilagho em tirosina IRS-1 e também
impedindo a fosforilagdo em sequéncia da PI3K, que tem como resultado a reducgao
da sintese e translocacdo do GLUT4 para a membrana (FONSECA-ALANIZ et al.,
2007; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). TNF-a é hiperexpresso no tecido adiposo
e no musculo esquelético de camundongos e humanos obesos, casos em que ha
expansao dos adipécitos e que ira desencadear outros sinais que conduzem a
quimiotaxia de macrofagos. Embora algumas destas moléculas tenham, sobretudo,
acao autdcrina ou paréacrina, algumas também contribuem significativamente para a

inflamacdo sistémica (LIU et al., 2013). Assim, particularmente em modelos
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experimentais, estd evidente que a producdo aumentada de TNFa no tecido
adiposo, mantém o estado de baixa inflamacao crbénica que é uma caracteristica
importante da obesidade, além de interferir na sensibilidade periférica da insulina e
contribuir significativamente para a Rl (HOTAMISLIGIL, 2006; CINTI, 2009).

Algumas adipocinas tém papel fundamental na apoptose de células B e,
consequentemente, na patogénese do DM2. Além da elevacdo dos niveis
circulantes de TNFa e IL-6 em obesos, a hiperglicemia aumenta a expresséao de IL-1
dentro das ilhotas de Langerhans no pancreas de ratos (COSTA; DUARTE, 2006).
Estas citocinas ativam serinas quinases como IKKb e JNK também poderéo induzir
fosforilacdo em serina do IRS-2, com consequente degradacdo deste substrato, que
bloqueia a sinalizagdo da insulina, concomitantemente induzindo apoptose de
células B (HOTAMISLIGIL, 2006; SMORLESI et al., 2012).

A reducdo do tamanho do adipocito também leva a liberagcdo de citocinas,
entre as quais se destaca a adiponectina. Esta adipocina circula em altas
concentragbes no sangue humano e apresenta atividades biolégicas benéficas, tais
como, eleva a oxidacdo muscular dos acidos graxos, reduz a concentracdo de
glicose plasmatica e possui fun¢des imunologicas anti-inflamatorias, pois age como
fator de protecdo cardiovascular e aumenta a sensibilidade a insulina (COSTA;
DUARTE, 2006). Ao contrdrio da maioria das adipocinas, a liberacdo da
adiponectina € inversamente proporcional ao tamanho do TA. Quanto maior o TA
menor a expressdo de adiponectina (FANTUZZI, 2005). Em situacOes de equilibrio
da adiposidade, a leptina e adiponectina sao classificadas como "anti-
diabetogénicas”, conforme representado na Figura 7. Deste modo, dependendo do
estado funcional e morfolégico do TA, as adipocinas podem apresentar efeitos
positivos ou negativos sobre o metabolismo energético, em especial sobre a
homeostase glicémica e lipidica (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006; MUOIO;
NEWGARD, 2008; GUILHERME et al., 2008).
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Figura 7 — Adipocinas: a direita da linha central pontilhada, estdo as adipocinas com efeitos
positivos para o metabolismo da glicose e a esquerda da linha, as adipocinas com acdo negativa.
Adaptado de (HOTAMISLIGIL, 2006)

A lactacdo € um periodo de mobilizacdo do TA e intensa lipdlise, assim, os
niveis circulantes de leptina durante a lactacdo sdo diminuidos ligados a reducgéo
dos estoques de gordura. A auséncia do efeito de saciedade da leptina contribui
para a hiperfagia da mae, para deste modo evitar o balanco energético negativo na
producao do leite (PEDRAZA et al., 2000; VERNON, 2005; ZAGOORY-SHARON et
al., 2008). Estudo em vacas indicam que o0s niveis das adipocinas caem no inicio da
lactacdo para promover aumento da lipolise e maior mobilizagdo dos depoésitos de
gordura para suprir a producdo de TG no leite (SINGH et al., 2013). Mulheres que
amamentam apresentam hipoadiponectinemia devido ao efeito na expressao da
PRL na secrecdo de adiponectina, sendo a PRL que regula a liberacao de leptina no
tecido adiposo de ratos (BRANDEBOURG; HUGO; BEN-JONATHAN, 2007). E
importante salientar que a leptina € conhecida por reduzir a ingestdo de alimentos,
para induzir a lipélise e inibir a lipogénese (OLLER; ILIC; WILLIAMSON, 1989;
CARRE; BINART, 2013). Em estudo em ratos Wistar com dieta de alto teor de
gordura versus dieta de baixo teor de gordura, os resultados indicaram que o
consumo de dieta com alto teor de gordura, danifica o tecido do parénquima
mamario e dificulta a sua capacidade de sintetizar e segregar leite. Possivelmente
através de um aumento na producdo de uma enzima reguladora da serotonina e
através da elevacédo de IL-6 e TNF-a (HERNANDEZ et al., 2012).
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2.6.3 Tecido Adiposo Marrom - TAM

Os primeiros estudos sobre TAM relacionaram sua presenga em organismos
que ndo tremiam durante a producdo de calor para aumentar a temperatura
corporea, caso dos animais hibernantes e filhotes dos mamiferos (CANNON;
NEDERGAARD, 2004). Estudos subsequentes confirmaram que os depdsitos de
gordura marrom sao encontrados em roedores e outros animais, durante toda a vida,
com a funcéo de gastar energia com producao de calor sem tremor. Em humanos o
TAM foi descrito como abundante somente em lactentes, porém estudos recentes
revelam que ele persiste em adultos, disperso pelo corpo, misturado ao TAB e em
pequena quantidade (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006; SYMONDS et al., 2012).

Adipdcitos marrons sao caracterizados por armazenar 0s acido graxos em
multiplas pequenas vesiculas de TG por célula, para facilitar a lipélise. A principal
funcdo do TAM, contrario ao TAB que tem funcdo de guardar energia, é o gasto de
energia para cumprir funcdo termorreguladora nos mamiferos, uma adaptacdo a
clima frio, agindo contra a hipotermia e a obesidade. Um alto teor de mitocondrias e
a presenca da proteina desacopaldora-1 (UCP-1) sdo as principais caracteristicas
deste tecido. As UCP-1 permitem a célula a utilizacdo da energia derivada da
oxidacdo de acidos graxos para a geracdo de calor. A ativacdo do TAM é controlada
pelo SNS, sendo que um dos sinais € a temperatura abaixo termoneutralidade, o
que induz a ativacdo do SNS e consequentemente a do TAM (LEITNER;
BARTNESS, 2009; CINTI, 2009).

A hiperexpressdo da proteina UCP1l nos adipOcitos marrons promove
resisténcia a obesidade em ratos. Dentro deste contexto, porém contrario a ele,
estudos com ratos obesos por razbes genéticas mostram que estes animais
apresentam reducdo na termogénese e desenvolvem hiperfagia (CANNON;
NEDERGAARD, 2004). Similarmente, na obesidade induzida por redugédo de
ninhada também ha reducdo na termogénese no TAM. De acordo com 0s autores,
esta reacdo € promovida pelo reduzido fluxo simpatico, pelo menor niumero de

receptores [(-adrenérgicos e reduzidas inervacfes noradrenérgicas 0 que
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provavelmente aumenta a suscetibilidade destes a obesidade (XIAO et al., 2007,
HABBOUT et al., 2013).

Devido a capacidade do TAM de gastar energia no processo de termogénese
e devido as confirmacfes da sua presenca em seres humanos adultos, existe um
interesse no direcionamento do TAM como um tecido anti-obesidade em humanos
(SMORLESI et al., 2012). As pesquisas mais recentes sobre o TAM, levantaram a
hipotese de que os adipdcitos apresentam caracteristica transdiferenciagdo, ou seja,
com determinado estimulo celular podem ser convertidos de TAM em TAB, de TAB
em TAM ou ainda de TAB em tecido mamario (CINTI, 2009).

A aclimatacdo em diferentes temperaturas, a gravidez e lactacdo, obesidade,
jejum prolongado e disponibilidade de ingestéo caldrica sdo condigbes mais comuns
fisiolégicas e patolégicas nas quais a natureza plastica do 6rgdo adiposo esta
envolvida. Ha varias evidéncias, dentre elas a de que durante a exposicdo a
aclimatacao fria, o fenotipo do adipdcito branco muda para marrom (CINTI, 2009).
As mudancgas foram comprovadas pela histomorfologia das mitocondrias, das
vesiculas de lipideos e pela expressdo de UCP-1 comprovada por analise
imunohistoquimica. Estes dados sugerem que a maior parte do novo “adipdcito
bege” surgiu da transformacéo direta de branco em marrom (SMORLESI et al.,
2012). A morfologia dos adipécitos marrons e a expressdo da proteina UCP-1
variam em relacdo aos niveis teciduais de noradrenalina, portanto a presenca de
receptores [3-adrenérgicos parecem desempenhar um papel crucial mediando a
transdiferenciacdo dos adipécitos brancos para marrons. Porém os adipocitos
marrons constitutivos ndo possuem a origem na mesma linhagem de célula de

desenvolvimento do que os adipdcitos brancos (CINTI, 2009).

Na lactacdo, a funcéo termogénica do TAM diminui, associada a hiperfagia e
reducdo do gasto energético, situacao fisiolégica para canalizar energias para a
producdo do leite. Em roedores , a fungédo termogénica do TAM diminui durante a
lactacdo com hipotrofia do tecido, uma diminuicdo na biogénese mitocondrial e
expressao prejudicada do gene da UCP-1. A massa de TAM em humanos pode nao
alterar muito durante a lactacdo, mas a lipogénese do TAM esta diminuida
(PEDRAZA et al., 2000).
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2.7 SINDROME METABOLICA

A “sindrome X", que atualmente & denominada SM foi descrita em 1988 por
Reaven, propondo a interrelacdo entre obesidade, resisténcia a insulina,
hipertensdo, DM2 e DCV (REAVEN, 1988; CORNIER et al., 2008). Mais
recentemente, a obesidade foi considerada pela OMS (2011) como fator de risco
para SM. Estudos epidemiolégicos indicam forte associagdo entre os riscos de
desenvolvimento de cancer no sistema digestivo, de diabetes, de DCV e morte
precoce em portadores de SM (TIBANA; PRESTES, 2013). No entanto, a populagéo
de obesos nédo é perfeitamente sobreposta com a populacdo com SM, sendo esta
um indicador melhor do que a obesidade para prevenir DCV e DM2. Recentemente
foi demonstrado que o aumento do tecido adiposo, com consequente secrecao
exagerada de adipocinas, contribui para o grau de estado pré-inflamatério crénico da
SM e a RI. Neste perfil inflamatério da obesidade com SM as adipocinas podem
contribuir para aumentar a Rl e para promover o aumento do risco de DM2 e DCV
(JIALAL, 2013).

Havendo resisténcia periférica a insulina (incapacidade das células de tecidos
periféricos em responder a acao da insulina), podem ocorrer alteracdes imediatas no
metabolismo, tais como: diminuicdo da captacédo de glicose; diminuicdo da sintese
de proteinas, acidos graxos e glicogénio; aumento da producdo hepatica de glicose
(via aumento da gliconeogénese e glicogendlise) e hiperglicemia. Em consequéncia,
pode haver um aumento da secrecdo de insulina como um mecanismo
compensatorio para normalizacdo da glicemia, sem o individuo apresentar nenhum
sintoma. Apesar de silenciosa, Rl € uma condicao fisiopatologica com repercussdes
clinicas e DCV (MUOIO; NEWGARD, 2008).

Um problema comum no processo de diagnéstico da Rl é a utilizacdo de
apenas dois parametros de glicemia: em jejum e pos prandial. Normalmente estes
parametros podem apresentar-se normais por muitos anos, enquanto o paciente
desenvolve a RI. Quando estes exames se alteram o diabetes pode estar em estégio
avancado de desenvolvimento com menores possibilidades de reversdo da doenca.
Entretanto, este aumento na secrecao de insulina ndo se mantém a vida toda e a

hiperglicemia da sinais. Em longo prazo ocorre a faléncia das células B, pela
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sobrecarga e a incapacidade das células B em secretar os niveis tdo altos de
insulina necessarios para manter normais os niveis de glicose no sangue. Entdo a RI
evolui para DM2, podendo até, ser verificado menor numero de GLUT2 na célula 3,
consequéncia da diminuicdo na expressao destes, resultando em um menor influxo
de glicose na célula e menos insulina secretada (CUNHA, 2007; GUILHERME et al.,
2008).

Outros fatores desencadeantes da SM na obesidade advém do excesso de
AGL originados pela reacéo inflamatéria e apoptose dos adipécitos hipertrofiados.
Os AGL induzem ao estresse do reticulo endoplasméatico e seus subprodutos
interferem na sinalizacdo da insulina nas células, aumentando ainda mais a
inflamacdo do tecido adiposo com piora do quadro, culminando com DM2
(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).

No DM2 o individuo apresenta resisténcia a acdo da insulina nos tecidos
muscular, adiposo e no figado, acompanhado de menor secre¢do de insulina. Nos
altimos anos, ficou evidente que inumeros fatores podem regular negativamente a
acdo da insulina, agindo tanto no IR quanto em moléculas pos-receptor
(WHITEHEAD et al., 2000). Assim, fatores produzidos por adipécitos podem
promover a ativacao de serinas-quinases, especialmente a IKK e a JNK, capazes de
fosforilar moléculas da via em residuos de serina, como IRS-1 e -2, inibindo a
sinalizacao da insulina (PEREIRA, 2009; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).

A presenca de SM por si s6 ndo pode prever o risco de DCV ou DM2. Mas a
obesidade abdominal - a manifestacdo mais comum de SM - € marcada por "TA
disfuncional”, refletindo a incapacidade relativa de TA para atuar como um
reservatério metabdlico de protecdo para o armazenamento da energia adicional
derivada de TG dietéticos, levando a deposicdo ectopica em depositos como
musculo esquelético, figado, coracao e etc. Assim, a obesidade visceral pode ser,
em parte, um marcador de um estado de disfuncdo metabdlica e uma causa da SM
(DESPRES, 1993; DESPRES et al., 2008).

Em um estudo sobre a amamentacao para a méae diabética foi relatado que o
colostro das maes diabéticas, apresenta aumento dos niveis de glicose. Além disso,
0s autores afirmam que as concentracdes de insulina no leite materno de maes
diabéticas séo varias vezes superiores ao considerado normal (CRUME et al., 2011).

A insulina pode atravessar a barreira hemato-mucosa intestinal durante o periodo
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neonatal, sendo plausivel que os niveis aumentados de glicose e de insulina no leite
materno possam aumentar os niveis de glicose e de insulina no sangue da crianca
(CRUME et al., 2011; NEVILLE et al., 2012). Estas afirmac¢fes sédo complementadas
por estudo com ratos, demonstrando que quando uma prole, de fémea considerada
normal, foi amamentada por méae diabética, apresentou alteracdes metabdlicas. Os
filhotes apesar de apresentarem niveis normais de glicose, insulina e leptina ao
desmame, apresentaram aumento da expressao de neuropeptideos hipotalamicos
orexigenos, tais como o NPY e AgRP, no ARQ, enquanto que a expressdo de
neuropeptideos anorexigeno, POMC e a-MSH, foi diminuida. Resultados similares
aos desenvolvidos por superalimentacdo neonatal de reducdo de ninhada
(PLAGEMANN; HARDER, 2005). No entanto, estes autores seguem explicando que
as criancas expostas a altas concentracfes de glicose e insulina no Utero de maes,
com diabetes gestacional (DG), ja possuem um risco acentuado de apresentarem
excesso de peso e RI mais tarde, na vida adulta. Portanto, alertam que tais
alteracdes no colostro de mdes DG podem ser responsaveis por acentuar ainda
mais as consequéncias, enquanto sugerem que o leite materno de mulheres nao
diabéticas pode proteger (PLAGEMANN; HARDER, 2005).

Contrério a opinido descrita acima, estudo sobre a amamentacdo humana, em
mae diabética durante seis meses ou mais, demonstrou proteger da obesidade na
infancia e reduzir os niveis de adiposidade associados com a exposi¢cdo a diabetes
no utero, quando comparadas as criancas que nao receberam a amamentacéo das
suas maes diabéticas pelos seis meses. Estes dados indicam para as maes que
tiveram DG que amamentar seus bebés, ainda é a melhor maneira de reduzir o risco
de obesidade infantil ou adulta dos filhos em comparacdo com o leite formulado
(CRUME et al., 2011).

2.8 MODELOS DE OBESIDADE

A obesidade envolve alteracdes, principalmente nas interacdes entre
pancreas, figado, musculo esquelético, tecido adiposo, intestino e cérebro
(FRUHBECK, 2008). Para compreendé-la melhor é necesséario o uso de modelos
animais de estudo, que séo pecas fundamentais para toda a ciéncia biomédica. O

uso de animais é necessario para o desenvolvimento de diagnéstico e tratamento de
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doencas transmissiveis ou ndo transmissiveis e para a producdo e controle de
medicamentos (BUENANO ZAMBRANO, 2012). Em obesidade, os mamiferos s&o
0S animais que possuem a génese desta patologia mais proxima a dos humanos,
apesar de nao existir modelo perfeito devido as particularidades e adaptacdes na
evolucdo de cada espécie (MCMURRAY; COX, 2011). Dentre os animais mais
utilizados estdo os ratos e os camundongos pela facilidade do manuseio e ciclo de
vida curto (BUENANO ZAMBRANO, 2012). Os estudos sobre a obesidade s&o
baseados em protocolos de manipulacdo (modelos) para a producdo de individuos
obesos, que a partir de alteragbes genéticas, alimentares, comportamentais,
fisiologicas, metabdlicas, entre outras, resultam em acumulo de tecido adiposo
(RIBEIRO, 2009). Nos estudos recentes da obesidade esta definido que o
aleitamento materno € responsavel pela sinalizacdo metabdlica e tem importante
papel na programacédo do perfil da homeostase energética da prole, bem como no
aparecimento de doencas cardiometabdlicas neles, na idade adulta (MELNIK;
JOHN; SCHMITZ, 2013; OOSTING et al.,, 2013; POWER; SCHULKIN, 2013;
STACHOWIAK et al.,, 2013). Entretanto, ndo foram encontrados registros de
possiveis adaptacbes maternas, diante da manipulacdo s6 na prole, durante periodo
lactacional, para a inducao da obesidade, como no caso dos modelos de obesidade

pelo uso do MSG ou de programacgéo metabdlica.

2.8.1 Modelo de Programacao Metabdlica

As primeiras evidéncias de que alteragdes nutricionais durante o periodo
gestacional contribuem para a obesidade e SM surgiram do estudo classico de
desnutricdo materna, no periodo da “Fome Holandesa” (1944 a 1945). Recrutas que
nasceram nesse periodo apresentavam um aumento na incidéncia de obesidade e
doencas tais como, DM2 e hipertensao na idade adulta (RAVELLI; STEIN; SUSSER,
1976). De acordo com este estudo, a desnutricdo materna culminou com baixo peso
dos bebés ao nascimento. Este periodo de restricdo nutricional imprimiu nos filhos o
“Fendtipo Poupador”, hipétese postulada por Hales e Backer, em 1992. De acordo
com estes autores, a programacdo do metabolismo pode ocorrer no utero e que SM
e DM2 sdao resultados do desafio metabdlico pds-natal sem restricdo de nutrientes,
porém programado para ter perfil poupador (HALES; BARKER, 1992; HALES,;

BARKER, 2001). Similarmente, a superalimentacdo peri-natal, também é capaz, de
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induzir alteracdes no circuito neuronal/energético programando o individuo para
desenvolvimento da obesidade, SM, DM2, alteracBes cardiovasculares e outras
complicagbes na vida adulta (WATERLAND; GARZA, 1999; LEVIN, 2006;
PLAGEMANN et al., 2009; PATEL; SRINIVASAN, 2011; GENTRIC; DESDOUETS;
CELTON-MORIZUR, 2012). Estes eventos precoces que programam o metabolismo
na vida adulta tém sido chamados de programacdo metabdlica, marcacao
metabdlica ou “metabolic imprinting” (LEVIN, 2006).

A programacdo metabdlica em ratos, pode estar relacionado também ao
comportamento. No rato, as variacbes no cuidado materno parecem influenciar o
desenvolvimento de respostas comportamentais e endécrinas ao estresse na prole.
Uma manipulagdo ambiental imposta, durante o desenvolvimento inicial da prole,
que altere o comportamento materno, pode afetar o padrédo de transmissao
comportamental nas geracdes subsequentes (PORTHA et al., 2013). Esta sendo
cada vez mais aceito que 0s componentes ambientais, incluindo os nutrientes,
podem produzir mudangas na atividade do genoma que, apesar de nao alterar a
sequéncia de DNA pode produzir altera¢cdes importantes, estavel e transgeracional
no fendtipo. As mudancas epigenéticas, em especial a metilacdo do DNA e
acetilacdo/metilacdo de histonas, fornecem uma "memoaria” de respostas plasticas
do desenvolvimento e sdo fundamentais para a geracdo de fendtipos e sua
estabilidade ao longo da vida. Seus efeitos s6 podem manifestar-se mais tarde na
vida (HANLEY et al., 2010; PORTHA et al., 2013).

Plagemann demonstrou pela primeira vez, em 2009, uma alteracdo no padrao
de metilagdo do DNA adquirida nutricionalmente e , conseqientemente, a alteracao
do "set point" de um gene promotor que é fundamental para a regulacdo do peso
corporal. Sua pesquisa revelou a superalimentacdo como um fator de risco
epigenético da programacdo de obesidade, SM e consequentemente diabetes e
DCV. Em sua pesquisa Plagemann relacionou o gene promotor do principal neuro-
hormonio anorexigeno POMC, com a programacédo metabdlica (PLAGEMANN et al.,
2009).

No entanto, o cérebro ndo é o Unico tecido que é sensivel as condi¢cdes
perinatais e responsavel pela programacéo perinatal de controle do peso corporal.

Dados recentes indicam que o desenvolvimento de outras estruturas,
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tais como a inervacdo periférica do SNS, também podem ser alteradas durante o
desenvolvimento e tém um impacto importante na adiposidade e no metabolismo
futuro da descendéncia (PRIEGO et al., 2013).

A reducao de ninhada tem sido amplamente utilizada, como modelo de
inducéo de obesidade, pelo beneficio do baixo custo. A manipulacdo do numero de
filhotes da prole durante o periodo lactacional modula o volume de producéo do leite
das maes promovendo efeitos na prole. Este modelo tem como principal
caracteristica a hiperfagia dos animais hiperalimentados, promovida também por
alteracdes hipotalamicas, s6 que de carater ndo lesivo. Deste modo, a reducéao do
namero de filhotes da prole causa hiperalimentacdo lactacional, marcando o
metabolismo da prole e predispondo a RI, hiperinsulinemia, dislipidemia e obesidade
na vida adulta (HOTAMISLIGIL, 2006). Assim, com este estudo, pretende-se
explorar o impacto que a alteracdo no numero de filhotes da prole exerce sobre a
morfofisiologia materna, no intuito de compreender melhor os processos metabdlicos

gue interligam méaes e filhos.

2.8.2 Modelo Glutamato Monossddico (MSG)

Desenvolvido por Olney em (1969), este modelo tem sido muito utilizado por
caracterizar bem a SM com suas alteracbes neuroendocrinas. O glutamato € o
principal neurotransmissor excitatério do SNC (LAU; TYMIANSKI, 2010). Quando o
MSG é utilizado, em tratamento neonatal em altas doses, causa no SNC destrui¢do
neurotoxica das células do ARQ do hipotalamo. A quantidade de MSG a ser utilizada
foi calculada para ser suficientemente alta para induzir a obesidade em adultos, mas
baixa o suficiente para evitar a destruicdo extensa do SNC (OLNEY, 1969; BUENO
et al., 2005). Os principais motivos da geragdo da obesidade por lesdo no ARQ,
estdo associados ao desarranjo autondmico com reducdo do gasto energético, que
levam a hipercolesterolemia e hiperinsulinemia (LEITNER; BARTNESS, 2009;
MIRANDA et al., 2013).

A obesidade na idade adulta de ratos tratados com MSG se desenvolve sem
hiperfagia no pds-natal, mas com reduzido gasto de energia, com aumento nos
depositos de TAB. Consequentemente, apresentam hiperinsulinemia e demais

carcteristicas da SM, porém sem desenvolver DM2 no inicio da idade adulta (60
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dias) (TOLEDO-RODRIGUEZ; SANDI, 2011). Camundongos e hamsters siberianos
adultos, tratados neonatalmente com MSG mostram capacidade termogénica
reduzida no TAM, com uma resposta a exposicdo aguda ao frio prejudicada
(SCHOELCH et al., 2002; LEITNER; BARTNESS, 2009).

Este modelo de obesidade por lesdo hipotalamica neonatal se mostrou bem
adequado para compor o presente trabalho por permitir a manipulacéo da prole, em
periodo lactacional, sem manipulacdo a ingesta alimentar e hidrica da progenitora.
Por outro lado se apresenta ainda mais representativo por ndo ter sido encontrado
dados sobre o impacto da lactagcdo da prole sobre as méaes, mesmo sendo um

modelo estudado desde o século passado, na década de 60.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as adaptacbes morfofisiolégicas maternas promovidas pela
obesidade da prole induzida no periodo lactacional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o desenvolvimento de obesidade na prole, submetida a manipulacao

quimica e/ou de reducao de ninhada;

- Avaliar os efeitos da manipulacdo das proles sobre o consumo de &gua,

racao e no peso corporal das maes;

- Investigar o perfil bioquimico do sangue materno com relacdo ao

metabolismo glicémico e lipidico;
- Estudar a composicéo do leite materno diante da manipulacéo das proles;

- Quantificar alteracdes nos depositos de tecido adiposo branco e marrom das

maes decorrentes de manipulacdes da prole;

- Analisar a morfologia das glandulas mamarias e pancreaticas maternas

frente a manipulacdes da prole.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas fémeas nuliparas de ratos (Rattus norvegicus), linhagem
Wistar, fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG), integrantes de trés projetos de pesquisa, conforme Cartas de Aprovacdo do
Protocolo n® 03482/2012 processos 16/2012, 17/2012 e 18/2012 da Comissao de
Etica no Uso de Animais CEUA-UEPG da Diretoria de Pesquisa desta Institui¢&o,

constante no Anexo 9.1.

As ratas foram acasaladas na proporcao de trés fémeas para cada macho,
mantidas em caixas (dimensdes 60 x 50 x 22 cm). Receberam tanto racdo quanto
agua ad libitum, sendo que a racdo comercial fornecida foi da marca Nuvital

Nutrientes Ltda e foi utilizada agua do abastecimento publico.

Durante todo o experimento, as condicbes de Iluminosidade foram
controladas, com 12/12 horas de ciclo intercalado de claro e escuro (07 as 19 horas)
e a temperatura média ambiente mantida em 21° + 2°C. Os consumos de agua e
racdo, peso das mées e das ninhadas foram anotados diariamente durante os 21
dias de lactacdo. Os grupos foram organizados conforme descrito a seguir e
representado na Figura 8. Por existir, dentre outras diferencas, a do numero de
filhote entre os protocolos de producédo de obesidade é que neste estudo incluimos

um grupo controle para cada modelo.
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Modelos de obesidade em
Ratos Wistar

Programacédo Metabdlica Lesdo Quimica Hipotaldmica
10 filhotes 6 filhotes

Ap6s 3° dia
Ninhada Normal Ninhada Reduzida
: _ Controle Glutamato
9 filhotes 3 filhotes Vieesséalies
(NN) (NR) gl ((YN®)
|
Maes-CON Maes-MSG

I coleta de leite, sangue , glandulas mamarias, gorduras periovariana, retroperitoneal e pancreas das maes. I

Figura 8 - Representagao esquematica do fluxograma da composic¢do dos grupos

Modelo (1) Programacao Metabdlica:

Neste grupo todas as maes tiveram suas ninhadas ajustadas para 10 filhotes no
1° dia do nascimento. Somente no 3° dia ap6s 0 nascimento as ninhadas foram
rearranjadas em 2 grupos, para o periodo de lactacéo restante:

e Maes-Ninhada Normal (NN), com 9 filhotes por mae, n= 8 maes;
e Maes-Ninhada Reduzida (NR), com 3 filhotes por mée, n=17 maes.

De acordo com a afirmativa de Plagemann et al (1999), até o 3° dia de
lactacd@o a producdo de leite pode ser ajustada de acordo com o numero de filhotes
da prole. Portanto, ao reduzir a ninhada apos este periodo € garantido maior aporte
de leite a ninhada reduzida, consequentemente estes filhotes estardo expostos a
uma hipernutricdo lactacional que favorece a obesidade e o ganho de peso na vida
adulta.

Modelo (2) Lesdo hipotalamica por Glutamato Monossddico (MSG):

Neste modelo, as ninhadas foram ajustadas para 6 filhotes no 1° dia de
nascimento. No 2° dia, os filhotes foram expostos a administracdo subcutanea de 2
diferentes tratamentos, conforme descrito abaixo. O mesmo numero de filhotes foi

mantido durante todo o periodo lactacional.
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e Maes-MSG - Grupo MSG em que os filhotes receberam a aplicacéo intradérmica
de glutamato monossodico, MSG (4g/Kg) nos cinco primeiros dias de vida, n= 6
maes;

e Maes-CON — Grupo Controle (CON) em que os filhotes receberam a aplicacao

intradérmica de salina equimolar nos cinco primeiros dias de vida, n= 6 méaes.

O tratamento neonatal com MSG € um modelo de les&o hipotalamica que pela
acao neurotoxica causada pela aplicacao de altas doses de glutamato monossadico,
ainda em periodo de desenvolvimento do SNC, promove desarranjos
neuroendocrinos culminando com obesidade na vida adulta (OLNEY, 1969).

4.2 ORDENHA DO LEITE

As lactantes, sempre pela manhé do dia do desmame, foram separadas dos
filhotes com 4 horas de antecedéncia da ordenha, para obter acimulo de leite nas
glandulas mamarias. As méaes foram mantidas em jejum conforme protocolo
padronizado por LEITE et al. (2007). Posteriormente, as méaes foram anestesiadas
intramuscularmente com a mistura v:v de xilasina (0,2 mg/g) e quetamina (0,5 mg/g).
Seguindo a anestesia foi aplicada ocitocina sintética da marca Vertnil formulada com
10 unidades internacionais por mililitro (10 Ul/mL), administrada uma dose
intraperitoneal de 5Ul/kg de peso da rata, para estimular a ejecdo do leite.
Finalmente foi iniciada a ordenha manual para coleta de aproximadamente 500uL de
leite por lactante. As amostras de leite foram coletadas em microtubos estéreis e
imediatamente congeladas a -20° C, para posteriores.

4.3 CONTAGEM DE LEUCOCITOS NO LEITE

Uma amostra do leite coletado de cada uma das maes foi utilizada para a
realizacdo do leucograma (contagem global dos leucdcitos no leite) pelo método de
distensdo celular (esfregaco). Neste procedimento, 50uL de leite foram
homogeneizados por cinco minutos em homogeinizador automatico e em seguida a
aliquota transferida sobre lamina de vidro. Foi realizada a distensdo da gota com o

auxilio de outra lamina deslizando em angulo de 40° sobre a gota de leite.
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Posteriormente seguiu-se a fixagcdo seca por ser mais recomendada em distenséo
de células sanguineas e utilizado o sistema para coloracdo hematoldgica de May-
Grunwald — da marca Bioclin conforme recomendacdo do fabricante QUIBASA
QUIMICA BASICA Ltda de Belo Horizonte MG — Brasil. Para esta etapa, as laminas
contendo o esfregaco foram cobertas com 20 gotas do corante-1 May- Grinwald,
mantidas durante trés minutos. Foram adicionadas 20 gotas de agua destilada, por
um minuto. As solugbes foram entdo escorridas, sem lavar e foram adicionado 20
gotas da preparacao-2 Giemsa, deixado agir por 15 minutos. Por fim, foram lavadas
as laminas com agua corrente. Depois de seco, puderam ser observadas ao
microscopio com objetiva de imersdo. Para as analises foi determinado o numero
total de leucécitos, conforme pesquisa de leucocitos em fluidos corpéreos e
hemograma por campo, em 10 campos por lamina, sendo uma lamina para cada
mae (MOLINARO, 2010). As laminas foram analisadas por profissional
Farmacéutico/Bioquimico do Laboratério Escola da UEPG, sob a microscopia éptica
com Olympus BX 40, mediante aumento de 1000X (objetiva de imersédo), n=6 a 8

maes por grupo. O resultado foi expresso pela média + erro padréo da média (epm).

4.4 CREMATOCRITO DO LEITE

A partir do leite ordenhado de cada rata, foi realizado o crematdécrito, que é a
técnica analitica que permite a estimativa do conteudo energético do leite (LUCAS et
al., 1978; COLLARES; GONCALVES; FERREIRA, 1997). Para cada amostra de
leite, trés aliquotas de 75 pL foram coletadas em tubos microcapilares (75 mm x 1
mm X 1,5 mm), nos quais uma das extremidades foi vedada com auxilio de
aguecimento com o bico de Bunsen. Posteriormente, os tubos foram dispostos em
microcentrifuga com as extremidades vedadas na direcdo centrifuga (para fora) e
submetidos a centrifugagdo por 15 minutos, em 3500 rota¢cdes por minuto (rpm).
Apos centrifugacao, duas colunas sdo observadas, a coluna de creme e a coluna de
soro. Ambas sdo medidas com auxilio de régua e os dados expressos em milimetros
(mm). Os calculos foram realizados, a partir das medidas das colunas, estimando o
valor caldrico e porcentagem de gordura do leite das progenitoras e comparando-0s

com seus controles, baseados em uma equacao de regressao, usando fatores de
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conversdo de kcal/g de lipideos, carboidratos e proteinas (WANG et al., 1999).
Conforme o protocolo do manual do Banco de Leite: Funcionamento, Prevencéo e
Controle de Riscos (BRASIL; ANVISA, 2008) descrito a seguir.

e Avaliagcéo do teor de creme: Coluna de creme (mm) x 100 + coluna total (mm) = %
de creme.
¢ Avaliacéo do teor de gordura: (% de creme - 0,59) + 1,46 = % de gordura.

¢ Calculo do conteudo energético total: (% de creme x 66,8 + 290) = kcall/litro.

Obs.: Coluna total = coluna de creme + coluna de soro

Coluna de creme = componentes lipossolUveis + conteudo proteico.

4.5 DETERMINACAO DAS PROTEINAS NO LEITE

A determinacdo das proteinas totais no leite foi realizada pelo método de
Bradford, em duplicata. Esta técnica para a determinacéo de proteinas totais utiliza o
corante de “Coomassie brilliant blue”. A leitura foi feita em espectrofotometro em 595
nm de comprimento de onda, em leitora de microplaca de absorbancia da marca
Biotek® modelo ELx 800 (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998). As amostras foram diluidas
1:20, em agua destilada. Para determinar o teor proteico a leitura de cada amostra
foi comparada com curva padréo de solugéo de albumina (0,5 mg/mL a 5,0 mg/mL).
Os resultados foram convertidos de mg/mL para pg/uL.

4.6 AVALIACAO DO CONSUMO DE AGUA E RACAO

Foi avaliado diariamente, o peso corporal das maes e das ninhadas, bem
como o consumo alimentar e hidrico das mées, com base na subtracdo entre a
racdo e agua ofertadas e a sobra diaria. Os dados foram expressos como g/100g de
peso corporal.
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4.7 AVALIACAO DA GORDURA

Todas as progenitoras foram eutanasiadas por decapitacdo ao término da
experiéncia, enquanto estavam mantidas pela anestesia. Logo apés, foram retirados
os depositos de gordura periovariana e retroperitoneal. Ambos foram pesados e 0s
dados expressos em g/100g de peso corporal. Adicionalmente, uma amostra de
tecido adiposo de ambos os depésitos foi separada e submetida a técnicas

histol6gicas, conforme procedimento descrito a seguir.

4.8 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

Apdés os procedimentos anteriores, no momento da decapitacdo o sangue
total foi coletado em tubos heparinizados, sendo em seguida centrifugados em 3000
rpm por 15 minutos para a separacdo do plasma. O plasma foi armazenado em
microtubos, congelado a -20°C para uso posterior. Os plasmas foram submetidos as
analises de glicose e triglicérides, por método enzimatico, usando “kit” comercial
Gold Analisa® conforme instrucdo do fabricante. A leitura da absorbancia em
duplicata foi realizada em espectrofotbmetro a 540 nm e os resultados foram
expressos em mg/dL. A insulina foi determinada pela técnica de Radioimunoensaio
(RIE).

4.9 HISTOLOGIA

Para analises histologicas foram retirados os seguintes tecidos maternos: os
depositos do TAB (retroperitoneal e periovariano), TAM, GM e pancreas. Para
representar a GM, foi eleita a mama inguinal inferior direita das maes. Para o
pancreas, foi padronizada a retirada de aproximadamente 2 cm? da porcdo caudal
do pancreas por se tratar da por¢cdo mais ativa deste. Quanto ao TAM foi retirado
todo depdsito inter-escapular. Todas as amostras de tecidos retirados foram
imediatamente fixadas em alfac (alcool 80%; formol 40%; acido acético glacial; na
razdo de 85:10:5 respectivamente) por 14 a 18 horas. Para obtencdo dos cortes

histolégicos dos tecidos foi seguido protocolo de rotina conforme dados da Tabela 2.
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Tabela 2 — Protocolo de histologia para inclusdo em parafina.

Etapa Procedimento Reagente Tempo
1 Desidratacéo Alcool 70 % 1h
2 Desidratac&o Alcool 80 % 1h
3 Desidratac&o Alcool 90 % 1h
4 Desidratacao Alcool Absoluto | 1h
5 Desidratacéo Alcool Absoluto I 1lh
6 Clarificacéo Xilol 1 30 min.
7 Clarificagéo Xilol 1 30 min.
8 Impregnacéao Parafina | 30 min.
9 Impregnacéo Parafina Il 30 min.
10 Incluséo Parafina Indeterminado

Fonte: Laboratério de Histologia da UEPG.

Os blocos foram cortados em micrétomo rotativo manual da marca Leica®©,
modelo RM2125. Os cortes foram obtidos com 5 um de espessura. Foi utilizada a
albumina em glicerina como adesivo nas laminas. Para evitar andlise das mesmas
estruturas celulares, os cortes seguiram um padrao semi-seriado. A cada lamina
obtida, foram descartados 10 cortes de 20 um cada. A distancia entre os cortes foi
de 200 pm aproximadamente. Produzindo 3 laminas para cada 6rgdo. Todos o0s
cortes foram posteriormente corados em hematoxilina-eosina (H&E), fotografados e
analisados sob o microscopio de luz com sistema Optico, Olympus BX41l com
captura digital de imagem com o Software DP71 Controler. Foi fotografado um
campo aleatério de cada uma das trés laminas, de cada 6rgdo, de cada mae (n=4-
5), em geral 12 fotos de cada tecido, para cada grupo, para a avaliagdo estatistica
das imagens pelo software Image J. Para a obtencdo da média da area dos
adipécitos e numero destes por campo, da regido periovariana e retroperitoneal as
fotos foram capturadas em aumento de 200 vezes (200X). Para a avaliagdo do
namero de adipécitos na GM e a avaliacdo do numero e tamanho das ilhotas
pancreaticas foi utilizado o aumento de 40x. A variagdo no numero de laminas em

cada grupo é decorrente das perdas de tecido durante a coloracdo das laminas.
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4.10 PROLE

Para a confirmacédo da obtencdo de prole obesa, os filhotes foram mantidos
até os 90 dias de vida, em caixas dimensdes 60 x 50 x 22 cm com cinco animais por
caixa. Receberam tanto racdo quanto &gua ad libitum. Durante este periodo, as
condicbes de luminosidade foram mantidas, com 12/12 horas de ciclo intercalado de
claro e escuro (07 as 19 horas) e a temperatura média ambiente mantida em 21° +
2°C. Eles foram decapitados aos 90 dias, sendo retirado e pesado o depdsito de
gordura retroperitoneal para obter informac&o sobre a adiposidade da prole. Apenas
os filhotes machos participaram da pesquisa, para descartar variagcdes decorrentes

das oscilacdes estrais as quais as fémeas sdo sujeitas.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
estatisticamente avaliados pelo teste t de Student, com p<0,05 adotado como critério
de significancia. O software GraphPad Prism® versao 5.0 foi utilizado para analise de
dados e elaboracdo de gréaficos. Os resultados obtidos sobre os grupos foram

comparados: Maes-NN versus Maes-NR e Maes-MSG versus Maes-CON.
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5 RESULTADOS

5.1 PARAMETROS BIOMETRICOS E CONSUMO DE AGUA E RACAO

Os efeitos da manipulacdo da prole sobre o consumo alimentar e hidrico das
maes durante o periodo lactacional estédo representados na Figura 9 (A, B, D e E)
com as respectivas areas sob a curva (ASC). Durante este periodo, as Maes-NR
apresentaram menor consumo alimentar e hidrico. Deste modo, a analise da ASC
das Méaes-NR apresenta reducéo de 37,4 % e 36,2% respectivamente, no consumo
alimentar (A) e hidrico (B), quando comparadas as Méaes-NN (p<0,05). Por outro
lado, as Méaes-MSG apresentaram uma queda de 10,3% na ASC do consumo
alimentar (C) em relacdo as Maes-CON sem, entretanto, afetar o consumo hidrico
(D). Durante o periodo de 21 dias de lactacdo ndo foram verificadas alteracdes
significativas nos pesos das Méaes-NR em relacdo as Maes-NN conforme Figura 9
(E). Todavia, foram verificado 10% de aumento nos pesos das Maes-MSG em

relacdo as Maes-CON, conforme representado em (F).
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Figura 9 — Efeito da manipulagdo da prole sobre o consumo de ragdo, de agua e peso das
maes durante a lactagcdo. Cada ponto nos graficos de linha representa a média + epm; Maes-NN
n=8; Maes-NR n=17; Maes-CON e MSG n=6. A respectiva analise da ASC esta no inserte acima de
cada gréfico. O consumo alimentar esta representado nos graficos A e D, o consumo de agua esta
representado nos graficos B e E, enquanto o peso esta representado nos graficos C e F. Os simbolos
sobre as barras representam diferencas estatisticas de p<0,05 no teste t de Student. *M&es-NN
versus Maes-NR; #Maes-CON versus Maes-MSG.

5.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

O perfil bioquimico plasmatico das maes esta representado na Tabela 3.
Conforme os resultados obtidos, no modelo de programacdo metabdlica as Maes-
NR apresentaram aumento de 33,4%; 46,7% e 43,7% respectivamente, nos valores
glicémicos, insulinémicos e de triglicerideos em relacdo as Maes-NN (p<0,05). No
modelo de lesdo quimica, os aumentos foram mais significativos, observa-se que as
M&es-MSG apresentaram aumentos de 35,1%; 69,3% e 73,1% respectivamente na

glicemia, insulinemia e triglicerideos comparados as Maes-CON (p<0,05).



Tabela 3 — Pardmetros bioquimicos do plasma das mées aos 21 dias de lactacéo.
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Maes-NN Mées-NR Maes-CON Mées-MSG
Glicose (mg/dL) 156,8 + 5,8 209,2 + 18,6 * 148,3+2,4 200,0 + 20,5 *
Insulina (ng/mL) 0,554 +0,175 | 0,813 +0,259* | 0,326 +0,072 | 0,553 + 0,097 *
Triglicerideos (mg/dL) 95,6 +7,0 137,4 +10,4% 92,8 +11,2 160,6 + 25,1 *

Os dados representam a média + epm; Mdes-NN n=8; Maes-NR n=17; Maes-CON e MSG n=6. Os
simbolos acima dos ndmeros representam diferencas significativas de p<0,05 no teste t de Student.
*Maes-NN versus Maes-NR; #Maes-CON versus Maes-MSG.

5.3 COMPOSICAO DO LEITE

O estudo também avaliou o impacto da manipulacdo da prole na composicéo
e na quantidade de leucdcitos, conforme demonstram os dados da Tabela 4. O leite
de Maes-NR apresentou aumento de 32,2% no teor de calorias, acompanhado do
aumento de 44% na quantidade de gordura, quando comparado ao leite de Maes-
NN (p<0,05). Todavia, o contetudo de proteinas e o niumero de leucocitos no leite de
Méaes-NR foram similares ao leite de Maes-NN. O leite de Maes-MSG apresentou
aumento de 53,7% no numero de leucoécitos em relacdo ao leite de Maes-CON

(p<0,05). Neste grupo os demais parametros ndo foram alterados significativamente.

Tabela 4 — Composicao do leite das mé&es no 21° dia de lactacao.

Méaes-NN Mées-NR Mé&es-CON Mées-MSG
Calorias (kcal/mL) 130,3 £ 10,7 172,3+11,2* 148,3 £ 9,7 143,7 £ 9,4
Gordura (%) 99+11 143 +1,1* 11,8+1,0 11,3+0,9
Proteinas (ug/pL) 69,8 £ 3,7 73,8 £6,3 73,3t4,1 71,9+2,6
Leucécitos (10 campos/ "

26,0+2,2 228+1,2 29,8+ 3,6 458+ 1,8

1000X)

Os dados representam a média £ epm; Maes-NN n=8; Maes-NR n=17; Maes-CON e MSG n=6. Os
simbolos acima dos ndmeros representam diferencas significativas de p<0,05 no teste t de Student.
*Maes-NN versus Méaes-NR; #M&es-CON versus Maes-MSG.
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5.4 HISTOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA - GM

O estudo revelou o impacto da manipulacao da prole durante a lactagao sobre
a morfologia da GM, conforme mostram os dados da Figura 10. A contagem de
adipécitos das GM constante nos graficos A e B da Figura 10 revelou aumento na
porcentagem de gordura para Maes-NR de 1215% e de 41,4% para as Maes-MSG
em relacdo aos seus controles no ultimo dia de lactagdo, baseado no namero de

adipdcitos por campo.
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Figura 10 — Efeito da manipulacdo da prole durante o periodo lactacional sobre a
histomorfologia das glandulas mamaérias: As estrelas nas fotos indicam os alvéolos mamarios e as
setas indicam o tecido conjuntivo, com ou sem tecido adiposo visivel. O tecido foi corado com H&E,
aumento de 200X. Nos gréficos os valores representam a média + epm; n=12 laminas por grupo. Os
simbolos sobre as barras representam diferencas estatisticas de p<0,05 no teste t de Student. *Mées-
NN versus Maes-NR; #Maes-CON versus Maes-MSG.
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5.5 HISTOLOGIA DO TECIDO ADIPOSO BRANCO - TAB

5.5.1 Gordura Periovariana

Os depositos de gordura periovariana foram avaliados pela medida do peso,
pela analise histoldgica da area média dos adipdécitos e determinacdo do numero de
adipdcitos por campo, conforme demonstram os dados da Figura 11. A massa de
gordura periovariana aumentou 55,9% e 40,1%, respectivamente, nas Maes-NR e
Méaes-MSG (Figura 11 A e B) em relacdo ao mesmo depdsito nos respectivos
grupos controles (p<0,05). Todavia, na analise histologica deste depdsito no grupo
de Mé&es-MSG nédo houve alteracdo no tamanho (Figura 11 D) ou no nimero médio
de adipdcitos por campo, conforme mostra na Figura 11 F, comparada ao seu grupo
controle. Por outro lado, o depdsito periovariano das Méaes-NR apresentou reducao
de 19% do numero de adipdcitos por campo, como consta na Figura 11 E,
apresentando também um aumento de cerca de 30%, na area média dos adipocitos
quando comparados as Maes-NN, conforme a Figura 11 C (p<0,05).
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Figura 11 - Efeitos da manipulagdo da prole no conteldo e morfologia da Gordura
Periovariana das Maes. Nos graficos A e B os valores representam a média + epm; n=6-17 ratas, do
peso da gordura periovariana (g/100 g do peso corporeo). Os gréaficos C, D, E e F representam area
média (um?) e o nimero de adipécitos por campo; n=10-12 laminas por grupo, em aumento de 200X.
Os simbolos sobre as barras representam diferengas estatisticas de p<0,05 no teste t de Student.
*Maes-NN versus Maes-NR; #Mé&es-CON versus Méaes-MSG. As fotos digitalizadas representam o
tecido adiposo periovariano, em aumento de 200X, corado com H&E.
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5.5.2 Gordura Retroperitoneal

Conforme demonstra a Figura 12, o peso (g/100 g de peso corpéreo) das
gorduras retroperitoneais (A e B) das Maes-NR e Maes-MSG aumentou 85,7% e
59%, respectivamente, comparado ao mesmo depdsito nos grupos controles
(p<0,05). Em ambos os grupos o aumento da massa foi acompanhado pelo aumento
na area média (em um?) dos adipécitos, de 67,4% (Maes-NR) Figura 12 C e 22,6%
(M&es-MSG) Figura 12 D, em relagdo aos respectivos grupos controles. Conforme
os dados da Figura 12, o numero de adipécitos por campo no grupo de Maes-NR
apresentou reducao de 32% (E) e nas Maes-MSG a reducédo foi de 14% (F), em

relacdo aos controles.
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GORDURA RETROPERITONEAL
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Figura 12 — A morfologia da gordura retroperitoneal das mées, sob o efeito da manipulacéo na
prole. As fotos representam o tecido adiposo retroperitoneal, aumento de 200X, corado com H&E.
Abaixo das fotos seguem os graficos A e B - peso das gorduras das Maes-NN e NR, e Mdes- CON e
MSG respectivamente, representadas em g/100g do peso corporal, n=6-17 ratas. Os graficos C, D, E
e F representam area média (Um?) e o niimero de adipdcitos por campo, os valores representam a
média + epm; n=10-12 lAaminas por grupo. Os simbolos sobre as barras representam diferencas
estatisticas de p<0,05 no teste t de Student. *M&es-NN versus Maes-NR; #Maes-CON versus Maes-
MSG.
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5.6 HISTOLOGIA DO TECIDO ADIPOSO MARROM - TAM

A manipulacdo na prole produziu alteracdo no depdsito interescapular de
gordura do TAM das Maes-NR, com aumento de 28% (p<0,05) no numero de
adipdcitos por campo (Figura 13 A). Qualitativamente, também podemos observar
que os adipdcitos do TAM de Maes-NR, apresentam menor teor das goticulas de
gordura em seu citoplasma comparado aos de Maes-NN. Entretanto, o TAM das
Mé&es-MSG nao apresentou alteragdes em relagéo ao controle (Figura 13 B).
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Figura 13 — Avaliacdo da manipulacdo da prole durante a lactacdo sobre o tecido adiposo
marrom interescapular em Maes. O tecido foi corado com H&E, aumento de 400X. Gréfico do TAM,
namero de adipdcitos/campo. A - Mdes-NN e NR; B — Maes-CON e MSG. Os valores representam a
média + epm; n=12 laminas por grupo. Os simbolos sobre a barra representa diferenca estatistica de
p<0,05 no teste t de Student. *Maes-NN versus Maes-NR; A seta branca aponta para uma goticula de
gordura e a seta preta aponta para o nucleo de adipécito marrom.
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5.7 HISTOLOGIA DO PANCREAS

Nosso estudo também demonstrou que a manipulagdo da prole durante a
lactacdo altera a morfologia do pancreas endocrino, conforme dados da Figura 14.
As Mées-NR apresentaram reducao do tamanho das ilhotas de 23,6% em relacéo as
Maes-NN e as Maes-MSG apresentaram aumento do tamanho das ilhotas de 69,8%
em relacdo as Maes-CON, alteracdes sdo confirmadas pela histomorfometria
representada na Figura 14 (A e B). Sendo que as Maes-MSG apresentam também
aumento de 35,9% no numero de ilhotas por campo (D) em relacédo ao seu controle.
N&o houve alteragdo no numero de ilhotas por campo nas Maes-NR (C) em relagéo

ao controle NN.
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FIGURA 14 — Efeito da manipulacdo da prole na morfologia do pancreas das maes: Histologia
dos péancreas das mées corados com H&E. As setas nas imagens indicam a localizacdo da(s)
llhota(s) de Langerhans (aumento de 200x). Os graficos representam a média + epm da area média
em um® (A e B) e ndmero de ilhotas por campo (C e D) dos grupos de Maes-NN e NR e Mdes-CON e
MSG. n=12-15 laminas por grupo. O simbolo sobre a barra representa diferenca estatistica de p<0,05
no teste t de Student. *M&es-NN versus Maes-NR; #M&es-CON versus Méaes-MSG.
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5.8 PROLE

Conforme mostram os dados da Figura 15, aos 90 dias de vida, os filhotes,
apresentaram aumento de 26% e 121% no conteudo de gordura retroperitoneal,
respectivamente nos Filhotes-NR e Filhotes-MSG em relagdo aos seus controles
(p<0,05).

GORDURA RETROPERITONEAL DA PROLE
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Figura 15- Peso da gordura retroperitoneal da prole (g/100g aos 90 dias). Os dados representam
a média + epm, n=26-33 para todos os grupos. Os simbolos acima das barras representam
diferencas significativas de p<0,05 no teste t de Student. &Filhotes-NN versus Filhotes-NR; $Filhotes-
CON versus Filhotes-MSG.
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6 DISCUSSAO

Estudos recentes tém demonstrado claramente que as inter-relagées neuro-
hormonais entre maes e filhos durante a gestacao e a lactacdo podem determinar o
metabolismo e o0 estado de saude dos filhotes na vida adulta (HABBOUT et al.,
2013; PORTHA et al., 2013; O'DOWD; STOCKER, 2013). Dentro deste contexto, a
maioria dos estudos explora os efeitos da obesidade na prole. Todavia, nosso
estudo registrou as adaptacdes maternas oriundas da manipulacéo da prole durante
o periodo lactacional em dois modelos classicos de obesidade: o modelo de

programacao metabdlica e o modelo MSG.

A obesidade é marcada pelo excesso de adiposidade visceral que pode ser
promovida pelas caracteristicas metabdlicas e neurais dos dois modelos
(DOLNIKOFF et al., 2001; CUNHA, 2007; FONSECA-ALANIZ et al., 2007;
BRANDEBOURG; HUGO; BEN-JONATHAN, 2007). No modelo de obesidade por
programacao metabdlica, promovido pela reducéo do namero de filhotes da prole no
periodo neonatal, ocorrem alteracdes nas sinaliza¢des hipotalamicas entre o ARQ e
NPV que induzem a hipernutricdo da prole e a obesidade na idade adulta
(PLAGEMANN; HARDER; RAKE; VOITS; et al., 1999). O outro modelo de obesidade
€ promovido pela lesdo hipotalamica por MSG que também atinge o ARQ, ativa
neste local a apoptose e ocasiona a descontinuidade da sinalizacéo hipotalamica de
saciedade e fome, que pré-dispbe os individuos a obesidade na idade adulta,
entretanto apresentam hipo ou normofagia (MARTINS et al., 2001). Conforme
demonstraram nossos dados, os ratos adultos Filhotes-NR e Filhotes-MSG
apresentaram excesso de tecido adiposo visceral, comprovando a eficacia destes
tratamentos para inducdo de obesidade na vida adulta. Estes dados sé&o
concordantes com estudo de Morrison et al (2008) que relata que quando adultos os
animais MSG apresentam excesso de tecido adiposo e caracteristicas da SM. Ratos
adultos oriundos de ninhadas reduzidas apresentam hiperfagia, reduzido gasto
energético e acumulo de gordura retroperitoneal A obesidade MSG é primariamente
promovida pela reducdo da atividade do SNS, acompanhada de aumento nos niveis
de insulina que favorecem a lipogénese (LAU; TYMIANSKI, 2010; MIRANDA et al.,
2013). Em ambos os modelos, os efeitos sobre a prole ja estdo bem estabelecidos

na literatura, porém em nenhum deles foi avaliada a morfofisiologia materna.
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A homeostase energética materna € alterada durante a lactacéo,
primariamente pela alta demanda energética necessaria para a producédo de leite
(PRIEGO et al.,, 2013). Estudos em ratos demonstram que durante a lactagao
ocorre aumento de até 300% na ingestdo de alimentos e isso é acompanhado por
hipertrofia do trato intestinal (100%) para permitir uma absorcdo mais rapida dos
nutrientes. Ha também a hipertrofia da glandula mamaria (cerca de 400%), figado
(cerca de 40-50%) e do coracdo. Resultados similares foram obtido nos estudos de
Krol et al (2011). Isso porque a lactagdo é o periodo mais exigente em termos
energéticos durante a vida de uma fémea, conforme afirmou Nogueira Neto (2008).
Dentro deste contexto, nossos dados demonstraram que a ingestdo alimentar de
Méaes-NR e MSG durante o periodo lactacional foi reduzida pela manipulagdo da
prole. Em Ma&es-NR esta reducdo na ingesta alimentar estd provavelmente

relacionada a menor demanda energética para alimentar uma prole menor.

Segundo, Woodside e Popeski (1998) o estimulo da succdo € fundamental
para o grau de liberacdo de prolactina e consequente producdo do leite. Estes
autores ainda demonstram que o principal estimulo para a lactacdo é o numero de
mamilos sugados, portanto, quanto menor numero de filhotes recebe um menor
estimulo lacteo. Este fator também tem impacto no grau de liberacéo de prolactina.
Considerando que a prolactina contribui para hiperfagia caracteristica da lactacao,
acredita-se que ocorre o menor estimulo em Maes-NR por possuirem um numero
menor de filhotes (WOODSIDE; POPESKI, 1998). Neste sentido, os estudos de
Brandebourg e outros (2007), mostram que o tamanho da ninhada, interfere na
ingestdo materna de alimentos, que por sua vez, interfere no tamanho da massa
intestinal e a capacidade de absorcdo de nutrientes (BRANDEBOURG; HUGO;
BEN-JONATHAN, 2007).

Todavia em Méaes-MSG nao é o numero de filhotes da prole que determina
alteragcbes da ingesta alimentar. Segundo Schoelch et al (2002) as altas
concentracbes de MSG aplicados no periodo neonatal promovem destruicdo maior
das células de sintese do NPY do que das células de sintese de POMC, que sao
menos suscetiveis a destruicdo. O resultado desta destruicdo foi verificado pela
reducdo da ingestdo de leite materno e esta ingestédo reduzida de alimentos persiste
na vida adulta. Este perfil hipofagico faz parte dos eventos ligados as alteracdes da

atividade autondémica caracteristica deste modelo (MORRISON et al., 2008;
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MIYATA; MINAI; HAGA, 2009). Adicionalmente, ratos MSG apresentam massa
muscular reduzida promovida pela queda do GH (LAU; TYMIANSKI, 2010). Assim,
sugere-se que ninhadas MSG apresentem menor atividade de sucgcdo, o que
promoveria reducdo do volume de leite ingerido exigindo menor demanda das Maes-
MSG. Neste sentido, estudos cientificos sugerem que normalmente a ingestao do
leite € regulada por apetite do filhote e ndo pela capacidade da méae produzir leite
(DEWEY; LONNERDAL, 1986; MCCLELLAN; MILLER; HARTMANN, 2008;
HEITMANN et al., 2012).

Acompanhando a ingesta alimentar, também se observou reducdo na ingesta
hidrica. Considerando que o componente aquoso do leite € bastante significativo o
aumento da ingestéo liquida durante a lactacéo favorece a producéo do leite (ZHAO;
KEATING, 2007). Dentro deste contexto, estudo em vacas demonstra que a
restricdo na ingestdo de agua promove uma reducdo na producdo de leite.
Adicionalmente, a ingesta hidrica também pode ser afetada pelo tamanho corporal,
sendo assim, quanto maior o peso do corpo maior o consumo de agua (MEYER et
al., 2004). E provavel que a reducéo na ingesta de 4gua observada em nosso estudo
tenha relacdo com a menor producéao de leite.

Modulacdes do balanco energético podem ser refletidas em variacbes do
peso corporal, afetando as massas musculares e adiposas. Estudos em humanos
tém demonstrado que mées que amamentam perdem aproximadamente 0,44 kg por
més devido ao balanco energético negativo deste periodo (KAC et al., 2004). No
presente trabalho as Maes-NR nao apresentaram variacbes do peso corporal,
apesar da menor ingesta. O que reforca nossa hipétese de que a reducdo do
namero de filhotes da prole promove menor demanda energética durante a
amamentacao. Por outro lado, Maes-MSG apresentaram um pequeno aumento no
peso corporal, que se atribui a diferenca de peso que ja havia na formacdo dos
grupos e foi mantida durante a lactagéo.

Nosso trabalho também encontrou que ambos 0s processos de manipulacao
da prole elevam o teor de triglicerideos, glicose e insulina no plasma das mées ao
final da lactacdo. Conforme mostra os estudos de Neville; McFadden e Forsyth
(2002) o aumento dos TG plasmaticos durante a lactagdo é oriundo das particulas
transportadoras de gordura VLDL e quilomicrons, ambos séo direcionados a sintese
do leite. Similarmente durante a lactacdo as méaes apresentam também aumento da

sintese hepéatica de glicose, acompanhado de queda da insulina, o que favoreceria o
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aumento de glicose sanguinea para sintese de carboidratos no leite (RUDOLPH et
al., 2007). Todavia, embora TG e carboidratos estejam elevados nosso estudo
encontrou niveis elevados de insulina no plasma das mées de ambos 0s grupos.
Este dado indica indiretamente que esta ocorrendo RIl, uma vez que, embora a
insulina esteja elevada, isto ndo € suficiente para baixar os niveis de glicose.
Conforme sera descrito posteriormente o teor de gordura visceral das maes nos dois
modelos estudados estava elevado, o que pode também estar ligado a instalagdo de
RI. Estas alteragfes plasméticas sdo importantes uma vez que, estes nutrientes
podem ser usados para sintese do leite, alterando sua composi¢do. Dentro deste
contexto, Bartol; Wiley e Bagnell (2008), enfatizam a importancia da transmisséo de
sinais maternos lactécrino vindas do leite como elementos da programacéo
epigenética na prole que pode favorecer a instalacdo de obesidade. Por exemplo,
ratas alimentadas com uma dieta rica em gordura durante a gestacdo e lactacao,
apresentam aumento significativo no teor de gordura do leite no periodo de lactacao,
0 que pode contribuir para mudancgas, a longo prazo, no peso corporal e adiposidade
dos filhotes (PURCELL et al., 2011). A reducao da utilizagdo da glicose por outros
tecidos é justificada por Sanchez-Muniz et al (2012) como estratégia importante para
assegurar glicose ao cérebro materno e a GM. Para completar este quadro do
metabolismo materno, ocorre durante a lactagdo o aumento da glicemia em
decorréncia da demanda deste carboidrato pela GM na producdo do leite. Em
detrimento, o tecido muscular, tem menor captacdo da glicose, simulando uma
resisténcia periférica a insulina, porém a sensibilidade a ela nos outros tecidos
permanece alta (BURNOL et al., 1986)

Considerando o alterado perfil plasmético e a possibilidade desses elementos
estarem também em excesso no leite, a composicado do leite materno foi avaliada
nos dois modelos. Apenas o leite de Maes-NR apresentou alteracdes na
composicao, com maior teor de TG e consequente aumento de calorias. Este dado
confirma outros estudos, tais como, o realizado por Nogueira Neto (2008) em ratos
com programacdo metabdlica por reducdo de ninhada. Segundo este autor o
aumento na taxa de crescimento dos filhotes pode ser influenciado ndo s6 pelo
aumento de 20% a 30% no consumo de leite, mas pode estar relacionado a maior
concentracdo de lipideos encontrada na composicdo do leite de ratas que
amamentavam trés ou quatro filhotes (ninhada reduzida). Similarmente, CUNHA

(2007) também demonstrou que o leite produzido pelas lactantes das ninhadas
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reduzidas apresenta maior concentracdo de triglicerideos e esta modificacdo
qualitativa da relacdo entre os nutrientes, € sugerido por Cunha como determinante
nas respostas adaptativas observadas nos animais das NR, mas néo é interpretado
como resultado da manipulacdo, mas sim como tentativa fisiologica da méde em
prover melhores condi¢cdes para sua prole que ja esta restrita (CUNHA, 2007). A
insulina estimula a sintese de lipidios do leite (LORENSON et al., 2012) assim é
também possivel que os elevados niveis de insulina em Maes-NR tenham
contribuido para elevar TG no leite.

Por outro lado, ndo ha nenhum estudo avaliando o leite de M&es-MSG e
neste caso, nossos dados indicam que ndo houve relacdo entre os parametros
plasmaticos e a composicdo do leite, visto que, o leite de Maes-MSG néao
apresentou mudanca na composi¢cdo ou caloria, embora as Maes-MSG também
tenham apresentado alteracbes plasmaticas similares as das Maes-NR. Desta
forma, a obesidade MSG observada nos filhotes € atribuida a lesao hipotalamica e
ndo a mudancas da composicao do leite materno. Isso sugere que alterar o numero
de filhotes da prole tem impactos na composicdo do leite. Porém como neste
trabalho s6 foi verificada a composicdo do leite no ultimo dia de lactacdo, como
sugestdo para trabalhos futuros, vé-se que estas variaveis também devem ser
investigadas em outras fases da lactacao, visto que os periodos de maior demanda
energética da lactacdo, estdo em torno do 10° ao 15° dia de lactacao. Neste periodo
os filhotes ainda estdo com a lactacdo como Unica fonte energética, a partir deste
periodo gradativamente eles vao inserindo a alimentacdo sdlida até concluir o
desmame préximo do 21° (DEWEY; LONNERDAL, 1986).

Novas evidéncias sugerem que o conteudo celular do leite materno é
influenciado pelo estado de saude tanto da mée quanto da crianca (HASSIOTOU;
GEDDES; HARTMANN, 2013). Investigacdo recente, sobre alteracbes nos fatores
imunoldgicos no leite materno humano, descobriu que aumenta o conteudo de
leucdcitos no leite das maes, durante infec¢des respiratdrias ou gastrointestinais de
suas criancas e, em seguida, diminui significativamente no periodo de
convalescéncia (RISKIN et al., 2011). Isso ocorre porque o0s leucdcitos e outras
moléculas do sistema imunolégico séo transferidos para a GM e desta para o leite
materno (HASSIOTOU; GEDDES; HARTMANN, 2013). Neste trabalho o aumento do

namero de leucdcitos no leite foi registrado nas Maes-MSG. Resultados
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semelhantes também foram encontrados em outro estudo, onde o leite materno de
maes de criancas hospitalizadas com bronquiolite mostrou um maior nimero de
leucécitos e citocinas direcionadas para o virus sincicial respiratério, que é o
principal organismo responsavel pela bronquiolite (BRYAN et al., 2007). E possivel
que 0s microorganismos da crianca ou sinais da imunidade inata possam ser
transferidos para o peito, o mais provavel durante uma pausa na amamentacao,
estimulando uma resposta imune local, através de um refluxo ductal durante a
ejecdo do leite (HASSIOTOU et al., 2013). Mas também existe evidéncias para outro
link imunolégico entre a mae seus filhos, que pode estar na transmisséo de sinais na
saliva ou outra secrec¢ao, resultando em um leite personalizado (BRYAN et al., 2007;
HASSIOTOU; GEDDES; HARTMANN, 2013).

A lactacao € regulada por hormdénios como leptina, prolactina e insulina, que
juntos coordenam a diferenciacao celular, bem como a secrec¢éo lactea. A GM é o
orgdo exclusivo para a producdo do leite propriamente dita, sendo ela quem
determina quais componentes serdo repassados para o leite. E uma maquinaria
complexa e de refinado controle (PICO et al., 2007). Considerando a importancia da
GM para a sintese do leite e as mudancas observadas no metabolismo e no leite
materno, nosso trabalho avaliou a morfologia da GM em ambos os modelos. As
maiores mudancas morfolégicas observadas na GM de ambos os grupos de mées
foi o elevado teor de adipdcitos, acompanhado de reducdo do numero de acinos. De
acordo com o Carré e Binart (2013), os adipécitos da GM tém plasticidade podendo
em caso de alteracBes fisiolégicas ocorrerem a inativacdo dos acinos que sao
substituidos por adipdcitos. Esta caracteristica do tecido mamario poderia ser
relacionada a reducdo gradativa do volume do leite mamado. Porém, a involugéo
propriamente dita s6 tem inicio apos o terceiro dia sem estimulo da suc¢ado nos
mamilos e consequentemente sem a secre¢do da prolactina (CARRE; BINART,
2013). Mas segundo Hernandez (2012), impactos negativos sobre o
desenvolvimento da GM durante a gravidez, podem ser responsaveis pela
degradacéo dos alvéolos mamarios. A partir destes impactos negativos a producao
de leite pode ser comprometida por reducdo dos alvéolos (HERNANDEZ et al.,
2012). Por exemplo, em ratos, o tamanho do alvéolo, bem como, o nUmero destes
na GM podem diminuir por problemas maternos como a hipertensdo, hormonio

placentario insuficiente, obesidade, deficiéncia de vitamina A e deficiéncia de zinco.
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Adicionalmente, a hipernutricdo e obesidade também tém sido implicados em
modelos animais, na diminuicdo do potencial produtivo de leite e lactogénese
(MEYER et al., 2004). Segundo estudos de Probyn et al (2013) para que a lactagao
seja efetivada é necessaria além da suc¢édo dos neonatos, que a GM tenha passado
pelo desenvolvimento adequado para produzir leite de qualidade e quantidade
suficientes. Juntos estes achados nos permitem sugerir que a maior quantidade de
adipécitos observadas nas GMs pode ser atribuida ao excesso de tecido adiposo
encontrado nas mées, conforme descrito abaixo. Também é importante afirmar que
o desenvolvimento mamario esta sobre o controle enddcrino de horménios como a
PRL e ocitocina (NEVILLE et al., 2012). Ambos sdo produzidos em quantidade
proporcional ao estimulo do mamilo, assim, é provavel que a reducédo do numero de
filhotes da prole, bem como a menor suc¢cdo em ratos MSG, promova um menor

estimulo mamario e consequente menor liberacdo de PRL e ocitocina.

Apesar da reducdo na ingestdo alimentar e manutencao do peso corporal, foi
observado que as manipulagbes da prole afetaram a composicao corporal elevando
o teor de TAB em ambos os grupos. O TAB regula a homeostase energética através
de sua capacidade para armazenar e liberar lipideos (FRUHBECK, 2008). Dados a
respeito dos depdsitos de gordura, como peso e caracteristicas teciduais tém sido
estudados nos Ultimos anos, visando melhor compreensdo dos processos
envolvidos no acumulo de gordura (BRANDEBOURG; HUGO; BEN-JONATHAN,
2007). Neste sentido avaliou-se os valores médios de peso, dos depdsitos de
gordura periovariana, retroperitoneal, sendo estes dois, dos trés representantes do
TA visceral. De acordo com Brandebourg; Hugo e Ben-Jonatan (2007) o acumulo de
tecido visceral est4d mais diretamente relacionado a instalacdo de RI e patologias,
tais como o DM2 . A lactagdo € um periodo de mobilizacdo do TAB, marcado por
intensa lipdlise nos seus depdsitos. Consequentemente 0s niveis de leptina séao
diminuidos, contribuindo para a hiperfagia comentada anteriormente (VERNON,
2005). Assim, o excesso de gordura visceral observada em Maes-NR e Maes-MSG,
ao final da lactagdo pode indicar que a presenca de obesidade seja provavelmente
por hiperleptinemia. Portanto a determinacdo bioquimica da leptina no plasma deve

ser incluida em trabalhos futuros.
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O tamanho do adipécito é um evento critico na producéo de adipocinas, bem
como, reflete no papel deste adipdcito para o metabolismo de lipidios. Adipécitos
hipertrofiados apresentam um perfil inflamatério e maior liberacdo de AGL na
corrente sanguinea (BRANDEBOURG; HUGO; BEN-JONATHAN, 2007). Nosso
estudo demonstra que o maior teor de gordura nas méaes de ambos os grupos foi
acompanhado de hipertrofia dos adipécitos, em especial do tecido adiposo
retroperitoneal. Sendo assim, é provavel que estas mées apresentem alteracdes nos
niveis de adipocinas pro-inflamatérias, tais como, TNF e IL6 com maior
predisposicao a Rl e DM2. Os parametros metabdlicos apresentados abaixo podem
favorecer nossa hipdtese. Foi também observado que as variagbes morfologicas
foram diferentes dependendo do depédsito avaliado, neste sentido, o depdsito
retroperitoneal foi mais susceptivel a hipertrofia. Similares observacdes foram feitas
recentemente por Saremi et al.(2014) estudando diferentes aspectos do TAB
durante a lactacdo em vacas. Adicionalmente, tais alteracdes da responsividade do
TAB, com caracteristicas de crescimento tecidual distintas, podem indicar diferentes
receptores expressos em cada depdsito, respondendo para 0s mesmos hormdnios

de maneira diferente, como citado por Lorenson et al (2012).

Na avaliacdo do TA, inclui-se o TAM por ser considerado importante
componente no balanco energético. Em geral, durante a lactacéo, este tecido fica
sem atividade lipolitica ou com ela reduzida, por este periodo ser caracterizado pela
reducdo do gasto energético nos demais tecidos que ndo a GM. A regulacéo
negativa da atividade do TAM durante a lactacdo pode ser previamente considerada
como um mecanismo de economia de energia para maximizar a energia possivel
para a producdo de leite (XIAO et al., 2007). Porém, outra forma de explicar a
regulacdo negativa do TAM durante a lactacdo é em razdo da producdo de leite
produzir uma quantidade de calor lactogénico que a lactante necessita dissipar
(KROL et al., 2011). Isto sugere que a termogénese do TAM pode decair
diretamente como consequéncia da producdo do calor termogénico para a sintese
do leite, mantendo a rata em termoneutralidade (CANNON; NEDERGAARD, 2004).
No caso das Maes-NR ocorre o inverso, com a reducdo da ninhada a producéo de
calor lactacional € pequena, ou menor que de seu controle, portanto seu TAM
retorna a atividade. Para a conversao dos nutrientes para a sintese do leite, na GM,

ocorrem gastos metabdlicos, em torno de 24 a 43% de toda a energia metabolizada
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da ingestdo. Dentre estes gastos esta a dissipacdo de calor (KROL et al., 2011).
Este é outro motivo para o TAM nado necessitar estar ativo durante a lactacdo, sendo
gue a prolactina, que se encontra em niveis circulantes elevados neste periodo é

quem garante a regulacéo negativa da atividade do TAM (KROL et al., 2011).

No presente trabalho, a manipulacdo na prole apresentou consequéncias no
TAM apenas do grupo de Maes-NR. Neste grupo, foi observada a auséncia de
goticulas de gordura de tamanho médio ou grande e presenca de maior numero de
células por campo. A reducdo da gordura e hipotrofia do tecido deve-se a um
provavel consumo energeético, caracterizando hiperatividade do tecido supondo uma
aceleracdo do metabolismo via SNS nesse grupo de maes. Segundo estudos a
ativacdo do SNS para o TAM também estimula a proliferacdo celular via receptores
beta adrenérgicos (LEITNER; BARTNESS, 2009). Adicionalmente, durante a
lactacdo, o TAM também é regulado pela leptina. Na presenca da leptina, os
receptores de leptina presentes no TAM desencadeiam a sinalizacdo ativando o
TAM e estimulando a termogénese. Mas, na sua auséncia, ocorre a regulacéo
negativa da termogénese (KROL et al., 2011). Portanto, a reativacdo do TAM das
Maes-NR durante a lactacdo pode estar relacionada a elevacdo dos niveis de
leptina, que leva ao gasto energético e reducdo da ingesta alimentar, sugerindo um
possivel balanco energético positivo, por possuir menor numero de filhotes na prole,
com demanda energética menor, retome a atividade normal do TAM. Para tanto
seria necessaria uma avaliacdo da expressao das UCP1 e da atividade mitocondrial

do TAM para melhor esclarecer o processo.

As mudancas na lactagcdo inibem o SNS, promovendo a redugdo do gasto
energético nos tecidos ndo mamarios, canalizando as energias para a amamentacao
(ZAGOORY-SHARON et al.,, 2008). Tais mudancas seguem pelo metabolismo
energético materno, sendo que Neville et al (2002) descreve que na lactacdo, niveis
plasmaticos de insulina sdo mais baixos do que durante a gestacdo ou de antes da
gestacdo. Sabe-se que durante a transicdo da gestacao para a lactacao a adaptacao
materna é caracterizada por perda da massa de células B, e a secrecao de insulina é
inibida pela lactacdo (LELLIS-SANTOS et al., 2012). Sabendo-se da inter-relacédo da
insulina com a amamentacdo é que também foi aqui avaliado o impacto das
manipulacfes da prole sobre o pancreas endécrino. Entretanto, no grupo das Maes-

NR, a secrecdo de insulina estava aumentada sem estar acompanhada da alteracao
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no tamanho das ilhotas pancreéaticas. Embora os mecanismos moleculares que
estdo por tras da programacao adaptativa das células B ainda sejam s&do pouco
compreendidos, ja esta estabelecido que mudancas crescentes na adiposidade e ou
excesso na alimentacdo podem afetar a capacidade de manutencdo da massa de
células B (ALFARADHI; OZANNE, 2011; O'DOWD; STOCKER, 2013; PATEL;
ABATE, 2013). A reducdo do tamanho médio das ilhotas pode estar relacionada a
esta perda de massa de células B. Para tanto seria necessario pesquisar a
ocorréncia de apoptose em trabalhos futuros para dirimir as duvidas.

Uma das mais diretas inferéncias sobre o tamanho das ilhotas de Langerhans
de ratos reside no fato de quanto maior for o diametro, por conseguinte maior sera a
area das mesmas e maior serd a secrecdo de insulina (REAVEN et al.,, 1981).
HAYECK e WOODSIDE (1979) observaram que em ratos obesos com
hiperinsulinemia, ocorre hipertrofia de ilhotas pancreaticas. Esses autores citaram
ainda que a secrecdo de insulina aumenta diretamente em funcdo do aumento de
tamanho das ilhotas pancreéticas. Em ambos os modelos avaliados no presente
trabalho, as mées apresentaram aumento nos niveis de insulina. Porém, somente
nas Maes-MSG o aumento de insulina no plasma foi acompanhado de hipertrofia da
ilhota. Entretanto, considerando que as ilhotas pancreéticas apresentam mais de 5
subtipos celulares, é possivel que outros tipos celulares possam ter sido afetados.
Neste caso, estudos futuros que avaliem a proporcdo de células nas ilhotas, bem

como o tipo do tecido conjuntivo seriam também importantes.

Por fim, pesquisas sobre a vulnerabilidade dos humanos modernos a doenca,
afirmam que a maioria delas esta ligada as perturbacdes durante periodos criticos
no desenvolvimento da vida fetal e neonatal. Estas perturbagdes séo provocadas por
sinais ambientais frequentemente gerados ou transduzidos pela mae e depende de
uma série de moléculas de sinalizacdo, incluindo nutrientes, imunoglobulinas, fatores
de crescimento, hormdnios e inclusive microrganismos, que servem para orientar o
desenvolvimento normal, mas também pode variar em resposta as condicfes
ambientais (POWER; SCHULKIN, 2013). Deste modo e considerando a lactacdo
uma importante janela critica do desenvolvimento, foi possivel observar que nao
apenas a prole, mas o metabolismo e a fisiomorfologia materna sdo adaptadas aos
eventos que modulam a prole. Essas interagbes entre maes e filhos sdo, portanto,

vias de mao-dupla que determinam modificacbes em ambos.
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7 CONCLUSAO

A andlise dos dados demonstra que as manipulacbes da prole promovidas
pela redugcdo do numero de filhotes e pelo tratamento quimico com MSG durante a
lactacdo, nas condi¢cdes metodoldgicas de manipulagdo dos animais aqui avaliados,

promoveram as seguintes adaptacdes maternas:

I) Elevacéo do teor de gordura corporal,

i) Alterac&o do perfil lipidico e de carboidratos do plasma materno;
iif) Elevagéo dos niveis circulantes de insulina no plasma materno;
Iv) Modificagdo da composi¢ao do leite;

v) AlteracBes na morfologia da glandula mamaria;

vi) Alteracdo da histomorfologia do pancreas enddcrino.
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