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RESUMO

A programacéo metabdlica € um fendmeno desencadeado por altera¢des nutricionais e/ou hormonais
que ocorrem em fases criticas do desenvolvimento, como a lactacdo, podendo promover mudancas
metabdlicas e funcionais que determinam a maior predisposicéo a estados patoldgicos na vida adulta.
O trabalho teve como objetivo caracterizar o efeito da manipulacdo do nimero de filhotes da ninhada
sobre os parametros biométricos, metabdlicos e histolégicos maternos e sua repercussao sobre a
prole em diferentes fases da lactacdo. No 3° dia apds o0 nascimento o numero de filhotes da prole foi
ajustado em Ninhada Normal (NN), 9 filhotes e Ninhada Reduzida (NR), 3 filhotes. As Maes-NN e
M&es-NR, bem como, os Filhotes-NN e Filhotes-NR foram estudados ao 7°, 14° e 21° dia de lactacao
avaliando o perfil metabdlico, composicdo corporal e aspectos histolégicos. Os resultados
demonstraram diminuicdo de consumo alimentar das Maes-NR, maior estoque de gordura
retroperitoneal e menor deposito de gordura no tecido adiposo marrom (TAM). A glandula mamaria
apresentou menor grau de desenvolvimento alveolar, com aumento da adiposidade, resultando em
leite com maior teor caldrico. M@es-NR também apresentaram redug¢do no tamanho de ilhotas
pancreéticas, reducéo de peso do figado, com aumento da glicemia. Filhotes-NR apresentaram maior
peso corporal, obesidade, acompanhada de aumento do TAM e indicios de menor atividade
termogénica. Adicionalmente estes animais apresentaram menor peso cerebral e adrenal durante a
progressdo da lactacdo. Filhotes-NR também apresentaram elevagdo da glicemia e proteinemia.
Deste modo, o estudo confirmou que a redug&o de ninhada durante o periodo lactacional promove
alteracdes morfofisiol6gicas materna com repercussdes sobre o peso corporal e metabolismo da
prole, eventos que podem ser marcadores de programacao e suas complica¢des ao longo da vida.

Palavras-chave: Lacta¢do. Programacao metabdlica. M&es. Prole.



ABSTRACT

Metabolic programming is a phenomenon triggered by nutritional and/ or hormonal changes that occur
at critical stages of development, such as lactation and may promote metabolic and functional
changes that determine the greater predisposition to pathological conditions in adulthood, as obesity
and DM2. The work aims to characterize the effect of reducing the number of offspring pups on the
biometric parameters, metabolic and histological maternal and offspring at different stages of lactation.
On the 3™ day after birth the number of offspring pups was adjusted Normal Litter (NL), and 9 puppies
Reduced Litter (RL), 3 puppies. Mothers and Mothers-NL-RL and the puppies and puppies-NL-RL
were studied after 7, 14 and 21 day lactation evaluating the metabolic profile, body composition and
histological aspects. The results demonstrated decreased food intake Mother-RL in 3 stages of
lactation, higher stock of retroperitoneal fat and increased thermogenic activation in brown adipose
tissue (BAT). The mammary gland presented a lower degree of alveolar development with increased
adiposity, resulting in milk with higher calorie content. Mothers-RL also show a reduction in the size of
pancreatic islets, liver weight reduction with increased blood glucose levels. Puppies-RL had higher
body weight, obesity, accompanied by increase in BAT and indications of lower thermogenic activity in
this sector. Additionally these animals showed less brain and adrenal weight during the progression of
lactation. Puppies-RL also have elevated blood glucose and serum protein. Thus, the study confirms
that litter reduction during the lactation period promotes maternal morphophysiological changes with
effects on body weight and metabolism of offspring, events that can be programming markers and its
complications throughout life.

Keywords: Lactation. Metabolic programming. Mothers. Offspring.
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1 INTRODUCAO

O genoma determina o desenvolvimento das caracteristicas morfologicas e
funcionais dos seres vivos. Entretanto, estudos epidemioldgicos em humanos assim
como, estudos em animais demonstram que a regulacdo génica pode ser
significativamente modificada por alteracbes ambientais durante periodos criticos do
desenvolvimento, tais como, as fases pré-natal (gestacdo) e pos-natal (lactacédo e
inicio da infancia). Nestas fases, insultos nutricionais, como varia¢cdes na quantidade
e/ou composicado dos nutrientes ou oscilagdes hormonais promovem marcagdes no
funcionamento do organismo que séo refletidas em alteracdes morfolégicas e/ou
fisiolégicas na vida adulta (GUILLOTEAU et al.,, 2009). O desenvolvimento
ontogenético envolve eventos de plasticidade, permitindo assim que o mesmo
gendtipo possa gerar variados estados fisiolégicos e morfolégicos importantes para
as adaptacoes a diferentes condicdes ambientais (WELLS, 2007; MATHERS;
MCKAY, 2009).

Dentro deste contexto, ha diversos estudos mostrando que o ambiente sub-
Otimo no Utero ou durante fases iniciais da vida alteram o desenvolvimento do
organismo e predispde o individuo a problemas de saude ao longo da vida, tais
como a Sindrome Metabdlica (SM). A SM é caracterizada pela associacdo de
diferentes distdrbios metabdlicos e endocrinos, como obesidade, resisténcia a
insulina, intoler&ncia a glicose, hipertensédo arterial e dislipidemias. Elementos que
favorecem a instalacéo precoce do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Esta situacéo que
relaciona periodos criticos do desenvolvimento com a instalacdo de doencas na vida
adulta € denominada programacao metabdlica, inicialmente chamada de imprinting
metabodlico!, estd diretamente envolvida com as denominadas “Respostas
Adaptativas Preditivas” ou “Origens Fetais das Doengas” (HARDER et al., 1999;
GUILLOTEAU et al., 2009).

Corroborando com estas hipoteses, diferentes estudos epidemioldgicos e
experimentais vém demonstrando que a saude e o estado nutricional materno
durante a gestacao e lactacdo tém efeitos a longo prazo sobre os sistemas centrais

e periféricos que regulam o balango energético de seus descendentes, e deste modo

1 0 termo imprinting metabdlico foi empregado pela primeira vez por Waterland e Garza
(1999) ao se referir aos fendbmenos biologicos basicos que supostamente sustentam as relagbes
entre experiéncias nutricionais do inicio da vida e doencas posteriores.
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modulam o desenvolvimento da prole predispondo a instalacdo de obesidade e suas
comorbidades em particular a DM2 ao longo da vida (SULLIVAN; GROVE, 2010).

A reducédo do numero de filhotes da prole em roedores durante o periodo
lactacional € um modelo experimental bastante utilizado para induzir hipernutricdo
precoce e investigar sua relacdo com programacao metabodlica, bem como, explorar
0 seu impacto sobre o estado de saude futuro da prole (HABBOUT et al., 2013).
Usando este modelo experimental diferentes estudos confirmam a associacao entre
a hipernutricdo lactacional e a instalagdo de obesidade, intolerancia a glicose,
dislipidemia e complicagbes cardiovasculares na vida adulta. Todavia, a maioria dos
estudos exploram os efeitos da programacao lactacional e sua repercussao na vida
adulta, havendo portanto uma lacuna nos aspectos que tangem oS momentos
iniciais desta programacéo, particularmente aqueles dependentes da inter-relacao
mae e filho durante o periodo lactacional.

Deste modo, considerando a lactacdo uma importante fase do
desenvolvimento, vulneravel a eventos de programacao metabdlica, compreender 0s
eventos precoces que alteram a morfofisiologia materna e sua repercussao para a
prole durante as etapas distintas da lactacdo permite identificar quais os elementos
promotores da programacdo metabdlica. Assim, nosso estudo pretendeu
caracterizar as alteracbes de peso corporal, morfologia e metabolismo de maes
durante etapas distintas da lactacdo, bem como, acompanhar a repercussao destes
eventos sobre o leite materno e sobre as caracteristicas metabdlicas e morfolégicas

da prole.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROGRAMACAO METABOLICA

A programagdo metabolica € um fendmeno desencadeado por alteragdes
nutricionais e/ou hormonais que ocorrem em fases criticas do desenvolvimento, tais
como a gestacdo e/ou lactacdo, podendo promover mudancas metabdlicas e
funcionais que determinam a maior predisposicdo a estados patolégicos na vida
adulta, como obesidade e DM2 (WATERLAND; GARZA, 1999).



11

O desenvolvimento do organismo é caracterizado por fases importantes
marcadas por intensas mudancas morfolégicas e funcionais, nas quais evidenciam-
se aumento da capacidade proliferativa e de diferenciacdo, com acentuado
crescimento. Estes periodos criticos do desenvolvimento sdo etapas de maior
vulnerabilidade dos organismos a programacdo metabdlica, sendo por isso,
denominados “janelas de programacao”. Insultos hormonais, nutricionais e/ou
metabdlicos que ocorrem nestas fases tem grande impacto sobre o organismo,
promovendo alteracbes e adaptacdes a nivel celular, tecidual e sistémico com
repercussdes para o estado de salde na vida adulta (GUILLOTEAU et al., 2009;
WATERLAND; GARZA, 1999).

Os mamiferos estdo em contato com dois ambientes distintos durante o seu
desenvolvimento, o ambiente intra-uterino na fase pré-natal, e o extra-uterino
durante a lactacdo e a infancia precoce, como fase pos-natal. Nestas etapas do
desenvolvimento o0s organismos podem ser afetados tanto pelas condi¢des
metabdlicas maternas, quanto pelo ambiente social e nutricional que estéo inseridos.
Estas condicbes podem promover a programacao de futuras respostas metabdlicas
da prole ao estimulo que ocorre durante um periodo critico do desenvolvimento,
como o tipo e quantidade de nutricdo disponiveis, sendo cruciais na sobrevivéncia e
sucesso reprodutivo (SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). Inicialmente o propdsito
da programacdo metabdlica € permitir a sobrevivéncia da prole, particularmente em
situacdo de desnutricdo intra-uterina, de modo a utilizar os nutrientes disponiveis da
forma mais eficiente, priorizando alguns setores, como o caso do Sistema Nervoso
Central (SNC) em detrimento a outros sistemas. Todavia, em longo prazo estes
ajustes funcionais poderdo determinar a predisposicdo a doencas na vida adulta
(SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011).

Diversos mecanismos fisiologicos, metabdlicos e hormonais estdo
envolvidos no processo de programacdo, entre os quais destacam-se: inducdo de
variacbes na estrutura de alguns oOrgaos, com alteragcbes na vascularizacdo, na
inervacao ou na justaposicao das diferentes células do orgao; alteracées no numero
de células e diferenciacdo metabdlica. Em todas estas condicbes observa-se
modificacbes na expressdo génica, acarretando em variagbes na sintese de
enzimas, hormonios, receptores hormonais e transportadores (WATERLAND;
GARZA, 1999). Deste modo a base molecular para explicar a programacao
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metabdlica tem sido, a epigenética. A epigenética compreende mudancas na
expressao génica nao relacionadas com alteracdo de sequéncia do DNA, dentre os
diferentes mecanismos de modificacbes do DNA envolvidos em programacao
metabdlica, destacam-se as metilagbes das bases do DNA, bem como, as
acetilagdes de histonas. Estas marcagdes génicas parecem fornecer uma “memaoria”
de respostas plasticas aos eventos que ocorrem durante o desenvolvimento, sendo
capazes de promover modificagbes nos fendtipos que se manifestam ao longo da
vida (GOTTLIE et al., 2007; HANLEY et al., 2010; WATERLAND; MICHELS, 2007).

Considerando a programag¢ao um fendmeno que modula os mais variados
aspectos do desenvolvimento, estudos das ultimas décadas confirmam claramente
seu papel em diversas condi¢cdes patoldgicas. Assim, estudo epidemioldgico
realizado por Dyer e Rosenfeld (2011) concluiram que a programacdo metabdlica
contribui para a etiologia da obesidade, bem como aumento concomitante de
doencas crbnicas relacionadas ao excesso de tecido adiposo, como o DM2 e as
doencas cardiovasculares. Dentro deste contexto, a inter-relacdo mae e filho tem um
papel evidente, uma vez que a condicdo materna terd impacto direto sobre os
descendentes. Interessantemente, diversos estudos tém demonstrado que situagdes
antagbnicas nutricionais, tais como, a desnutricdo e a hipernutricdo materna
aumentam o risco da prole de desenvolver obesidade, doencas metabdlicas e
cardiovasculares na vida adulta. Atualmente a hipernutricdo é a principal causa de
alteracdo metabodlica e corporal materna, sendo sobrepeso e obesidade, uma
condicdo que afeta a maioria das mulheres em idade fértil, gerando um risco direto
aos seus descendentes (KING, 2006).

A condicdo metabdlica materna e a dieta na gestacdo e lactacdo
influenciam de forma exponencial o ambiente perinatal, impactando a longo prazo o
balanco energético da prole e trazendo o risco de desenvolvimento de doencas
metabdlicas e cardiovasculares (SULLIVAN; SMITH; GROVE, 2011). Segundo
Franco e colaboradores (2012), as perturbacbes observadas no sistema endocrino
da prole adulta, como hiperleptinemia e hipertireoidismo séo decorrentes das
mudancgas observadas na composi¢ao do leite materno, ofertado durante a lactacao.
Deste modo, a lactacdo e seu principal componente, o leite materno tem impacto
direto sobre o crescimento e metabolismo do organismo em desenvolvimento, o que

exige especial atencao a esta etapa importante do desenvolvimento.
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2.2 LEITE E LACTACAO

2.2.1 Composicao do Leite

O leite é um liquido corporal complexo, que exerce efeitos muito além do seu
valor nutricional, tendo seus componentes um papel direto no desenvolvimento
infantii e na condicdo futura de saude. Funcionalmente, diferentes hormonios
coordenam o desenvolvimento da glandula mamaria e a lactagénese, incluindo os
ajustes entre o desenvolvimento reprodutivo e as necessidades da prole (NEVILLE,
2012; NEVILLE; MCFADDEN; FORSYTH, 2007).

A nivel nutricional o leite materno é composto de lipideos, carboidratos e
proteinas. Em roedores as proteinas representam cerca de 12% da composi¢do do
leite, compreendendo a caseina, a lactoalbumina, a lactoferrina e as
imunoglobulinas. A lactose e a glicose sdo os carboidratos encontrados no leite,
sendo que a lactose tem uma concentragcdo muito maior, representando 5% do total
do leite. Os lipideos representam 30%, sendo a principal fonte de energia, cerca de
50% do valor calorico total. A principal categoria de lipideo encontrada no leite sdo
os triglicerideos, representando cerca de 98% (ASSUMPCAO et al., 2004).

A lactacdo € a situacdo nutricional mais precoce do recém-nascido, dando
continuidade a nutricdo iniciada na vida intra-uterina. O leite materno contém
hormoénios e fatores do crescimento que atuardo no crescimento, diferenciacéo e
maturacdo funcional de 6rgdos especificos, afetando o desenvolvimento da prole
(WAGNER, 2002; HIRAI et al.,, 2002; HAMOSH, 2001). A composicao do leite
materno pode estar envolvida no processo de programacdo metabdlica, causando
alteragcbes no numero e/ou tamanho dos adipdcitos e induzindo o fendbmeno de
diferenciacdo metabodlica. A complexidade da rede neuroenddcrina que regula o
balanco energético, devido aos seus inimeros componentes e aos fatores bioativos
no leite sugere uma infinidade de potenciais mecanismos de atuacdo do leite
materno neste processo (BALABAN; SILVA, 2004).

Em estado homeostatico, as concentracbes dos componentes do leite sdo
ideais as necessidades dos lactentes. Todavia, diversos fatores podem influenciar
na composicdo e/ou volume da secrecdo de leite, principalmente os fatores

genéticos, a reposicao hidrica materna, além de modulagbes que ocorrem em
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diferentes etapas da lactacdo dos roedores (ANDERSON et al., 2007; RUDOLPH et
al., 2007). A constituicdo do leite materno pode estar envolvida em eventos de
programacao metabolica, sendo que a composicdo pode sofrer alteracdo de acordo
com o numero de filhotes da prole, ocasionando também consequentemente

alteracdes teciduais na glandula mamaéaria.

2.2.2 Glandula Mamaria

A Glandula Mamaria (GM) € um 0rgdo que sintetiza e secreta leite,
constituida de tecido adiposo e tecido glandular, regido do parénquima; de tecido
conjuntivo, que compreende o estroma (BRAGULLA; KONIG, 2004; NEVILLE, 2001;
BRAGULLA; KONIG, 2004). O parénquima alveolar € uma porcdo de células
epiteliais que sintetizam alguns componentes do leite e captam outros do plasma.
Os alvéolos mamarios drenam o leite para ductos que se unem a ductos maiores até
abrir em uma cisterna ou no exterior do mamilo (BRAGULLA; KONIG, 2004). Estes
alvéolos sdo agrupados em unidades, l6bulos, cada um deles envolvido por um
septo distinto de tecido conjuntivo, sendo agrupados em unidades maiores, 0s lobos.
Os alvéolos sdo recobertos por células mioepiteliais contrateis e respondem ao
reflexo de ejecdo do leite (BRAGULLA; KONIG, 2004; BARTOL et al., 2013). Os
ductos galacto6foros proximos ao mamilo encontram-se dilatados para dar origem
aos seios galactoforos. As aberturas externas dos ductos galactoforos séo
revestidas por epitélio pavimentoso estratificado, formando o mamilo ou teta (LEITE
et al., 2007).

Nos periodos de gravidez e lactacdo o depédsito de tecido adiposo
subcutaneo se modifica, com diminuicdo de tecido adiposo e importante
desenvolvimento dos componentes da glandula epitelial secretora de leite |6bulo-
alveolar. Ap6s o fim da lactacdo, os componentes glandulares diminuem e uma
rapida e grande adipogénese restaura o tecido adiposo mamario (MASSO-WELCH
et al., 2000). Assim como explica Cinti (2009), que os achados morfologicos
sugerem um processo de transdiferenciacdo que converte os adipocitos em células
do epitélio alveolar e posteriormente reverte este epitélio em adipécitos durante a
involugdo mamaria.

Durante a gravidez os adipdcitos da glandula maméaria supostamente podem
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se transformar em células epiteliais, acrescentando a parte I6bulo-alveolar que
sintetiza leite. Ao final da lactacdo o componente lobulo-alveolar regride e os
adipécitos retornam como em situacbes anteriores a gestacdo e lactacéo
(SMORLESI et al., 2012).

A constituicdo morfolégica da GM pode ser modulada pela condicdo
materna. Neste sentido, estudos demonstram que a dieta hiperlipidica em lactantes
promove aumento no numero e tamanho de adipécitos na glandula mamaria,
diminuicdo dos lumens alveolares, alvéolos irregulares e com expresséo de enzimas
e receptores que regulam a involugdo da glandula aumentados, sugerindo que a
producdo e/ou composicao do leite pode ser afetado nesta condicdo (HERNANDEZ
et al., 2012).

Adicionalmente, outros fatores afetam a secrecdo do leite, entre os quais
destaca-se a frequéncia da amamentagdo. A retirada regular de leite da glandula
mamaria é essencial para manter a secrecdo de leite. Estudos realizados em
roedores demonstraram que as mudancas na frequéncia de ordenha influenciava o
fluxo sanguineo mamario, o numero de ceélulas mamarias e sua atividade.
Evidenciou-se também que o aumento da frequéncia de ordenha durante o inicio da
lactacdo estimula o aumento da producdo de leite que parcialmente persiste até o
final da lactacéo, indicando os efeitos a longo prazo sobre a funcdo mamaria (WALL,
MCFADDEN, 2012).

Deste modo, durante a lactacdo o leite € o vinculo nutricional entre mae e
filho e fornece um meio pelo qual eventos de programacéo podem ocorrer na prole.
Neste sentido, o estado fisiolégico materno pode ser importante condicéo

relacionada a composicao e volume do leite.

2.2.3 Adaptacdes e Condicdes Maternas

Considerando o leite um produto complexo, cujo volume e composicdo sao
diretamente afetados pela condicdo metabdlica, hormonal e nutricional materna sua
producdo exige ajustes fisioldgicos e teciduais maternos. Em particular durante a
lactacédo observa-se mudancas na relacdo de tecido adiposo branco (TAB) e tecido
adiposo marrom (TAM) nas lactantes. Os adipécitos brancos armazenam energia, ao

passo que os adipécitos marrons dissipam energia para a termogénese. Os ajustes
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funcionais destes dois depdsitos de tecido adiposo materno, sdo fundamentais para
manter a producéo de leite durante a lactacdo (SMORLESI et al., 2012).

A importancia da lactacdo e da dieta materna sobre o metabolismo da prole
podem ser observados em estudos de Sullivan (2012). Neste trabalho os autores
demonstram que o consumo aumentado de lipideos na dieta materna durante a
gestacao e lactacdo dos roedores pode alterar o leite, resultando num aumento dos
niveis de lactose, triglicerideos e proteinas. Consequentemente, os filhotes foram
expostos a uma hipernutricdo pos-natal precoce que promoveu aumento no peso
corporal e adiposidade no momento do desmame. Adicionalmente, acompanhando a
adiposidade, a prole pode apresentar hiperglicemia, hiperleptinemia e sinais de
resisténcia a leptina no nucleo arqueado do hipotalamo, o que pode contribuir para a
hiperfagia. Similares achados confirmados em outros estudos durante a lactagéo,
mostrando que a dieta materna influencia a regulacdo do sistema enddécrino, a
homeostase energética, a reproducdo e mecanismos comportamentais, tais como
respostas ao estresse, da prole (SULLIVAN, 2012). Deste modo, o periodo
lactacional é considerado uma janela critica do desenvolvimento que torna o
individuo mais suscetivel a insultos nutricionais, em especial a alteracbes na
composicao e/ou volume do leite materno terdo impacto e repercussdes na prole.

Adicionalmente, além dos nutrientes, importantes hormonios reguladores do
peso corporal podem atingir o lactente via leite. Por exemplo, maes diabéticas
apresentam aumento dos niveis de insulina no leite, um importante hormdnio
programador no periodo da lactacdo, em especial para a obesidade e suas
comorbidades (SULLIVAN; GROVE, 2010, p. 4 apud PLAGEMANN et al., 2002).

A composicdo corporal materna € modificada durante a lactacao,
modificando particularmente a distribuicdo do tecido adiposo. Em pequenos
mamiferos observa-se intensa reducdo de suas reservas de gordura para niveis
baixissimos durante este periodo. A diminuicdo do tecido adiposo induz a reducao
de adipocinas, como a leptina, o que poderia ter um papel na estimulacdo da
hiperfagia durante a lactacéo (CUI et al., 2011).

Assim, frequentemente animais lactantes consomem maiores quantidades
de alimento que os animais ndo-lactantes, mas o consumo de energia parece ser
limitado na fase tardia da lactacdo. A teoria do limite de dissipacdo de calor sugere

7

que a ingestdo de alimentos durante o periodo lactacional € limitada pela
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capacidade da méde em dissipar o calor, um ajuste que envolve a supressao da
termogénese no TAM (GAMO et al., 2013). A termogénese do TAM diminui na
lactacédo, reduzindo o gasto energético a fim de poupar para a producédo de leite. Em
humanos, os estoques de TAM ndo sofrem alteragcfes significativas na lactacao,
porém a lipogénese no tecido esta diminuida (PEDRAZA et al., 2000). Os efeitos da
termogénese sobre a lactogénese também tem sido observados por Krdl, Johnson e
Speakman (2003) em ratos, estes autores mostraram que a capacidade de producéo
de leite ndo est4 limitada a atividade das glandulas mamarias, mas a capacidade do
animal em dissipar o calor gerado pelo corpo como subproduto do processamento
de alimentos e producéo de leite.

Adicionalmente, a producdo de leite € um processo regulado
endocrinamente, tendo a prolactina uma acao central neste processo, visto que é um
modulador da funcdo dos adipdcitos com impacto sobre a homeostase energética,
além de afetar a termogénese adaptativa. A prolactina também pode interagir em
conjunto com outros fatores para alterar a atividade metabdlica dos tecidos-alvo,
sendo que em roedores a prolactina também tem um papel central nos ajustes
fisiolégicos necesséarios a lactagdo, neste sentido, estudos em modelos animais
fornecem uma grande oportunidade para examinar as interacfes entre prolactina e
horménios como insulina, glicocorticides e catecolaminas que afetam o
metabolismo de glicose, a lipogénese, a lipdlise e a liberacdo de adipocinas
(CARRE; BINART, 2014). Estudo realizado por Vernon e Flint (1983) mostra que a
lactacdo ndo resulta somente do aumento da taxa de sintese de acidos graxos na
glandula mamaéaria, mas também na diminuicdo da taxa de sintese dos acidos graxos
nos tecido adiposo, e em ratos, um aumento da taxa de sintese de &cidos graxos
hepética. Segundo os autores a progesterona e a prolactina podem influenciar a taxa
de sintese dos &cidos graxos através da modulacdo da capacidade de ligacdo de
insulina nos tecidos, sendo evidente que o mecanismo de acdo da insulina
subsequente a sua ligacdo ao receptor também seja alterada no tecido adiposo
durante a lactacéao.

Deste modo, fica evidente que as condi¢cfes e habitos alimentares maternos
também interferem com a composicdo do leite, como mostra estudo realizado por
Franco e colaboradores (2012). Neste estudo os autores verificaram que a dieta
hiperlipidica materna muda a composi¢do do leite, resultando em obesidade e
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hiperglicemia nos filhotes machos ja ao desmame, com 21 dias de vida. A obesidade
estd associada a hiperleptinemia e a alteracdes centrais da via de sinalizacdo de
leptina no nucleo arqueado do hipotalamo; que h& aumento das catecolaminas
adrenais na prole, com reducdo de adrenoreceptores hepaticos e no tecido adiposo,
contribuindo assim para o aumento da adiposidade nesses animais. A obesidade
precoce e a hiperleptinemia na prole pode ter um efeito estimulante sobre o eixo
hipotalamo-hipdfise-tiredide como uma resposta adaptativa ao balanco energético
positivo e que isso, com 0 aumento das catecolaminas e hormoénios tireoidianos,
pode afetar a funcdo cardiovascular pelo desenvolvimento da hipertenséo arterial.
Por outro lado, ratas lactantes submetidas a jejum de 12 horas apresentam uma
gueda na taxa de producéo de leite e sintese de acidos graxos na glandula mamaria
(VERNON; FLINT, 1983, p. 321 apud ROMSOS et al., 1978).

Adicionalmente, caracteristicas da prole como tamanho, crescimento e
namero de animais afetam producéo e composicao do leite. Deste modo, a producdo
de leite e a ingestdo de alimentos sdo regulados para coincidir com a capacidade
limitada de crescimento da prole. As diferencas nos niveis observados de producéo
de leite em diferentes condi¢cdes pode refletir em uma complexa interacdo entre
fatores limitantes do desempenho materno, como: a dissipacao de calor e os fatores
gue influenciam o crescimento maximo do filhote, como o tamanho e a temperatura
da ninhada, sendo ideal quanto maior for a temperatura (ZHAO et al., 2013).

O estudo de Morag, Popliker e Yagil (1975) confirmou a teoria de que a
lactacdo € regulada em parte pela intensidade do estimulo de aleitamento, sendo
evidente também que o tamanho da ninhada afeta tanto a secrecdo quanto a
remocao de leite. O rendimento de leite das ratas pode ser estimado pela pesagem
da ninhada, antes e depois de amamentadas (MORAG; POPLIKER; YAGIL, 1975, p.
43 apud WEIHE, 1968).

Como discutido anteriormente, a composicao do leite pode estar relacionada
a programacao metabdlica, de forma que esta possa gerar consequéncias na prole
durante o desenvolvimento e assim se repercutir para o estado de saude dos

descendentes na vida adulta.
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2.2.4 Desenvolvimento da prole na lactacao

Nos mamiferos em geral, durante a fase pds-natal precoce, a qual inclui a
lactacdo, ocorre desenvolvimento e remodulagdo de alguns 6rgdos, tornando os
tecidos mais susceptiveis a eventos de programacao metabdlica. Neste sentido, um
orgao bastante vulneravel é o pancreas endocrino, visto que a maturacéo das ilhotas
pode ocorrer durante a lactacdo, as quais ficam factiveis a modificacbes pela
programacao metabdlica (PATEL; SRINIVASAN, 2011).

Outro tecido que sofre remodulacdo durante a lactacdo € o tecido neural,
visto que, o SNC apresenta nesta fase continuacdo da maturacdo encefalica, com
modulacdes no numero de sinapses, tropismo de células neuronais, apoptose e
crescimento axonal (LEVIN, 2000b). Os efeitos variam de acordo com o tempo de
exposicao, a quantidade e precocidade da hipernutricdo, na qual a alimentacéo tem
acao fundamental na maturacéo funcional encefalica (WATERLAND; GARZA, 1999).
Deste modo, a amamentacdo desempenha papel crucial na modulacdo e
desenvolvimento das redes neurais do recém-nascido. O leite ndo é sé fundamental
para a prote¢do e nutricdo do recém-nascido, mas também possui relevancia devido
aos seus componentes interferirem na homeostase energética ao longo de toda a
vida (NEVILLE et al., 2012).

Assim, particularmente em situagcdes de desnutricdo, o desenvolvimento do
SNC é priorizado em relagédo a outros 6rgaos, desta forma, o crescimento encefalico
€ preservado, comprometendo o desenvolvimento de outros érgéos, como o figado,
0s musculos, rins e pancreas (COTTRELL; OZANNE, 2007; GRINO, 2005).

Dentre as diferentes regides neurais vulneraveis a programacao durante o
periodo lactacional destaca-se o0 hipotalamo. Esta regido é muito propensa a
remodulacéo por sensibilizagcdo hormonal, como pela leptina no periodo pds-natal e
outros mediadores, alguns presentes no leite materno. A diferenciacdo dos nucleos
hipotalamicos da prole pode sofrer alteracdes por fatores externos durante a
gestacdo e apdés o nascimento, ocasionando distirbios metabdlicos e nutricionais
futuros, incluindo hiperfagia e hiperinsulinemia (BOURET, 2009; GROVE et al.,
2005; TAYLOR; POSTON, 2007).

Em conjunto os resultados acima descritos, claramente demonstram a

importancia do periodo lactacional para a completa maturacdo e adequado
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funcionamento dos sistemas da prole, um processo que pode ser afetado pela

composicao e volume do leite materno.

2.3 OBESIDADE

A obesidade é uma doenca crbnica que se instala lentamente no organismo,
resultando um balancgo energético positivo, o qual excede a necessidade energética,
resultando em um aumento do peso corporal, particularmente pela expressédo do
tecido adiposo branco (TAB) (MARTINEZ, 2000; TAYLOR; POSTON, 2007). Deste
modo, a obesidade é caracterizada pelo excesso de tecido adiposo visceral,
associado a desordens metabdlicas e neurais, que culminam com alteracdes
funcionais entre pancreas, figado, masculo esquelético, tecido adiposo, intestino e
cérebro e o rompimento da homeostase glicémica e lipidica (FONSECA-ALANIZ et
al., 2007; FRUHBECK, 2008). A obesidade é considerada uma epidemia mundial,
aumentando o risco de desenvolvimento das doencas cardiovasculares em
individuos de todas as faixas etarias e niveis sociais (FARMER, 2008).

Considerando que sobrepeso e obesidade sao condi¢cbes frequentes em
mulheres apresentam elevado ganho de peso durante a gestacdo, sugerindo que o
excesso de tecido adiposo € persistente durante o periodo lactacional.
Adicionalmente, alteracdbes do peso corporal materno nestes periodos sao
acompanhadas de diabetes, hipertenséo e dislipidemia que podem ter claro papel na
programacao metabdlica. Assim, estudos epidemiolégicos sugerem que a
desnutricdo materna, obesidade e diabetes durante a gestacdo e lactacdo podem
ocasionar obesidade na prole (LEVIN, 2006). Neste sentido, a manipulacdo do
namero de filhotes da ninhada durante a lactacdo pode gerar um processo de
programacao, uma vez que afeta o metabolismo materno, modificando o leite e
ocasionando a instalacdo de obesidade e suas comorbidades, como a Sindrome

Metabalica na prole.

2.3.1 Sindrome Metabodlica

A Sindrome Metabdlica (SM) € uma condi¢do fisiopatoldégica em que o
excesso de TAB, caracterizando a obesidade, gera disturbios metabolicos e
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enddcrinos, como a resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, clinicamente
observadas pela hiperinsulinemia e hiperglicemia de jejum, quadro que estabelece o
DM2; hiperleptinemia; dislipidemia, distirbio das concentracbes plasmaticas de
lipideos; e hipertensdo arterial sistémica, aumentando o risco de doencgas
cardiovasculares (COTTREL; OZANNE, 2007; CORNIER et al., 2008; KITZINGER;
KARLE, 2013).

O excesso de TAB gera um grande aumento de sintese e secrecdo de
adipocinas, as quais agem de forma patolégica a desencadear as desordens que
caracterizam a SM, com estado proé-inflamatoério créonico (JIALAL, 2013). O excesso
de acidos graxos livres oriundos do estado inflamatério e da apoptose dos adipoécitos
hipertréficos € também um fator desencadeante da SM (GREGOR; HOTAMISLIGIL,
2011). Podem ocorrer deposicdo ectdpica de triglicerideos nos musculos, figado e
pancreas, evento envolvido em resisténcia a insulina peiférica (BASTARD et al.,
2006).

A SM pode também ser consequéncia da programacao fetal. Conforme
demonstram estudos, desordens metabdlicas ou hormonais no periodo gestacional,
como o diabetes gestacional, o sobrepeso materno, mudancas alimentares da mée e
alteracbes hormonais maternas afetam a condicdo ao nascimento, bem como,
favorecem a instalacdo de SM na vida adulta (LEVIN, 2006). Deste modo, a prole de
maes que sofreram estas desordens na gestacao possuem tendéncia de excesso de
gordura, ja a partir do nascimento, sendo que a adipogénse precoce iniciada na fase
pré-natal tem um grande potencial de crescimento (BARKER, 2007; TAYLOR,;
POSTON, 2007). Adicionalmente, no periodo embrionario, elevacfes ou reducdes
na concentragdo de varios hormdnios, assim como a situa¢do nutricional materna
influenciam na formacdo do eixo hipotdlamo-hipofise (BATESON et al., 2004;
ACHARD et al., 2006). Estas mudancas podem influenciar na acdo de horménios,
como a insulina e o horménio do crescimento que estéo ligados ao desenvolvimento
da SM e DM2 na prole (LEVIN, 2000a). Interessantemente, similares mecanismos de
programacao também podem ocorrer durante a lactacdo, alterando a composicao e
volume do leite, culminando com o rompimento da homeostase energética e

favorecendo a instalagéo de obesidade, SM e DM2 na vida adulta.
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2.4 TECIDO ADIPOSO

2.4.1 Tecido Adiposo Branco (TAB)

O TAB é formado por adipocitos brancos cuja principal fungcdo metabdlica é
a sintese e armazenamento de lipideos, primariamente na forma de triglicerideos.
Nestas células os lipideos armazenados intracelularmente ficam reunidos em uma
Unica vesicula no citoplasma. O TAB esta distribuido em diferentes regides do
organismo, sendo mais evidente os depoésitos subcutadneos e o abdominal ou
visceral. Na obesidade a deposicdo de gordura nos diferentes depdsitos é
desproporcional, frequentemente ocorre maior deposicdo de gordura na regido
abdominal ou visceral, processo mais intimamente ligado a estados patoldgicos,
como SM e DM2 (MOURA; MONTEIRO, 2010; WAJCHENBERG, 2000; YANG,;
SMITH, 2007).

A expansao do TAB na obesidade pode ocorrer pelo aumento do volume dos
adipdcitos (hipertrofia) e pelo aumento do nimero de células adiposas (hiperplasia).
Essa condicdo € determinada por vias diferentes, de lipogénese e adipogénese,
respectivamente, sendo a hipertrofia mais prejudicial, pois nesse caso os adipoécitos
sintetizam e secretam quantidades maiores de citocinas inflamatdrias, como o Fator
de Necrose Tumoral (TNF-a, da sigla no inglés), a Interleucina-1 (IL-1) e
Interleucina-6 (IL-6), gerando processos inflamatoérios locais e sistémicos (YANG;
SMITH, 2007; QUEIROZ et al., 2009; RAMALHO; GUIMARAES, 2008).

O TAB é um depdsito energético corporal, mas também um importante érgéo
enddcrino-metabdlico que age no metabolismo energético, o qual recebe
sinalizagBes neuroenddcrinas, autocrinas e paracrinas, sintetiza e secreta moléculas
mediadoras que atuam em regifes hipotalamicas envolvidas na regulacdo da
ingestdo alimentar, estoque energético e saciedade (BOGUSZEWSKI; PAZ-FILHO;
VELLOSO, 2010; LEITE; NETO, 2009).

Os sinalizadores sintetizados e secretados pelos adipocitos sdo chamados
de adipocinas, podendo ser hormonios peptidicos e citocinas que exercem efeitos
metabdlicos e endocrinos no SNC, muasculo e figado no controle da ingestao
alimentar, sensibilidade a insulina, angiogénese, regulacdo da pressao arterial e da
coagulacéo sanguinea (LEITE; NETO, 2009; YANG; SMITH, 2007; HAVEL, 2004).
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Dentre as diferentes substancias liberadas pelos adipocitos destaca-se a
leptina, um hormonio peptidico que tem como principal acdo, regular a ingesta
alimentar por sinalizacbes no hipotdlamo. No periodo gestacional a leptina pode
interferir em funcdes neuroenddcrinas, na resisténcia a insulina e no metabolismo
energético da prole. O hipotdlamo € susceptivel a interven¢cées hormonais durante o
periodo neonatal, como pela leptina que pode atuar na reorganizacdo dos circuitos
neuronais, atuando também em outros eventos posteriores, como a puberdade
(SAGAWA et al., 2002; WILLIAMS et al., 2002; BOURET, 2009).

2.4.2 Tecido Adiposo Marrom (TAM)

O TAM é constituido de adipécitos marrons que também armazenam
lipideos na forma de triglicerideos, todavia neste tecido os estoques de lipideos
estdo armazenados em vesiculas dispersas no citoplasma (LEITNER; BARTNESS,
2009). O TAM destaca-se por sua acao termogénica, ou seja, de producéo de calor,
um processo mediado pelo Sistema Nervoso Simpatico (SNS) (YOSHIOKA;
YOSHIDA; KONDO, 1991).

A funcdo de termogénese e termorregulacdo esta ligada a grande
guantidade de mitocondrias, em cujas cristas mitocondriais ocorre a presenca da
proteina desacopladora-1 (UCP-1). Esta proteina de membrana mitocondrial atua
como canal de vazamento de prétons, desacoplando o gradiente de prétons,
gerando uma cadeia transportadora de elétrons no espaco intermembrana,
reduzindo a sintese de Trifosfato de adenosina (ATP) e permitindo a dissipacédo da
energia em forma de calor. Assim, esta proteina concede a utilizacdo da energia
proveniente da oxidacdo de &cidos graxos para a geracao de calor para a célula
(LEITNER; BARTNESS, 2009; CINTI, 2009). Particularmente em roedores o TAM
exerce um papel importante no metabolismo energético, uma vez que permanece
ativo ao longo da vida. Estudos tem demonstrado que a superexpressao desta
proteina no TAM previne a obesidade em ratos, adicionalmente, ratos obesos
apresentam reducdo na termogénese no TAM, acompanhada de desenvolvimento
de hiperfagia nestes animais (CANNON; NEDERGAARD, 2004). Interessantemente
roedores oriundos de ninhadas reduzidas durante a lactacdo também apresentam

reducdo na termogénese no TAM, supostamente pela condicdo de diminuicdo de
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fluxo simpatico, caracterizado por menor numero de receptores B-adrenérgicos,
reduzidas inervacdes noradrenérgicas, refletindo em menor estimulo a lipolise e
aumentado a susceptibilidade destes a obesidade (HABBOUT et al., 2013; XIAO et
al., 2007).

Atualmente diferentes evidéncias indicam que pode ocorrer um processo de
transdiferenciacdo entre TAM e TAB e vice-versa. Essa conversao entre os tecidos
poderia ser mais acentuada em determinadas condi¢des, tais como situacfes de
diferencas térmicas, gravidez, lactacdo, obesidade, jejum prolongado, entre outras
(CINTI, 2009; SMORLESI et al., 2012).

O TAM pode ter atuacdo importante na prevencdo da obesidade. Estudos
sugerem gue o conteudo e a funcéo desse tecido preditem um quadro de obesidade
pelo fato do TAM consumir energia na producado de calor e estar presente em
humanos adultos, por conta disto, criou-se a expectativa do emprego do TAM como
um tecido contra a obesidade (CYPESS et al., 2010; SMORLESI et al., 2012).

2.5 MODELO DE HIPERNUTRICAO POR REDUCAO DE NINHADA

O modelo de reducdo de ninhada em ratos para hipernutricdo precoce foi
estabelecido por Kennedy (1957). Estudos posteriores demonstraram que a reducao
pés-natal do tamanho da ninhada produzia aumento significativo na ingestédo
alimentar na vida adulta, devido a maior disponibilidade de leite materno no periodo
critico pos-natal imediato (DORNER; PLAGEMANN, 1994; HEIDEL; PLAGEMANN;
DAVIDOWA, 1999; PLAGEMANN et al. 1999a; PLAGEMANN et al., 1999b).

O modelo de ninhada reduzida (NR) consiste em reduzir o tamanho da
ninhada ao numero de 3 filhotes durante a lactacdo, uma vez que, ratos e
camundongos tem aproximadamente dez filhotes por gestacdo. Este modelo tem
sido amplamente empregado devido ao baixo custo e grande efetividade para o
desenvolvimento do sobrepeso e obesidade da prole ao longo do desenvolvimento
(HOTAMISLIGIL, 2006; RODRIGUES et al., 2007).

A reducdo de ninhada durante o periodo lactacional fornece maior
disponibilidade de leite materno aos filhotes, com a maior oferta de leite os filhotes
ingerem o0 volume maximo da capacidade do trato gastrointestinal. Esta ingestao
exagerada pode levar o animal a hipernutricdo, visto que o controle hipotalamico no
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inicio da vida poés-natal ainda ndo esta completamente estruturado. Portanto, a
inducdo da hipernutricdo precoce tem sido relacionada a instalacdo de excesso de
peso e hiperfagia na vida adulta promovendo programacdo metabdlica,
particularmente hipotalamica, tornando o animal hiperfagico e favorecendo a
instalacdo de obesidade na vida adulta (MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005;
HOUPT; EPSTEIN, 1973; POZZO MILLER; AOKI, 1992). Deste modo, a
manipulacdo do numero de filhotes durante a lactacdo modula o volume e a
composicdo do leite materno, afetando a prole e tendo repercussdes para o
metabolismo futuro.

A criacdo de roedores em ninhadas reduzidas é um modelo experimental util
para o estudo da hipernutricdo precoce, o qual permite verificar a curto e longo prazo
as modificagbes do peso corporal, ingestdo de alimentos e dos aspectos
bioguimicos e metabdlicos, como hiperglicemia, hiperinsulinemia com resisténcia a
insulina e alteracdes em estruturas hipotalamicas de controle alimentar (HABBOUT
et al., 2013; PLAGEMANN et al., 1998; MCMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005).

Estudo de Rinaldi e colaboradores (2012) mostraram que ratos adultos
oriundos de ninhada reduzida apresentaram aumento da ingestao alimentar, do peso
corporal e do TAB, acompanhado de hiperglicemia, hiperinsulinemia,
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e reducdo do HDL- colesterol. Deste modo
estes animais reproduzem eventos relacionados a SM e suas comorbidades, tal
como DM2.

Além de modular redes neurais importantes no metabolismo energético, a
hipernutricdo no periodo lactacional promove também reducdo de volume de células
B-pancreaticas, e distarbios hepaticos na vida adulta (GAROFANO; CZERNICHOW,;
BREANT, 1998; GUILLOTEAU et al., 2009). Adicionalmente este modelo de
programacao lactacional induz ao longo da vida do animal, aumento na expressao e
liberacdo de TNF-a e IL-6 pelo TAB, altera a responsividade ao estresse, elevando
0s niveis basais de corticosterona (BOULLU-CIOCCA et al., 2008). Contribuindo
para a resisténcia a insulina e a falha da célula B-pancreatica, processos que

caracterizam o DM2.
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2.6 FIGADO

Nas situacbes em que ha um excesso energético os lipideos sao
armazenados no TAB na forma de triglicerideos e a glicose na forma de glicogénio
no musculo esquelético e no figado (ROSEN; SPIEGELMAN, 2006). A captacéo de
glicose no tecido hepatico € independente do hormdnio insulina, todavia neste tecido
a insulina reduz a degradacdo de glicogénio ou glicogendlise; diminui a
gliconeogénese, um processo de sintese de glicose; além de promover o aumento
da sintese e diminuicdo da degradacdo de proteinas no figado (NOLAN; DAMM;
PRENTKI, 2011; SALTIEL; KAHN, 2001; CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

As alteracdes que ocorrem na lactacdo, levando a programacao, podem
modular a funcdo hepatica, assim a prole oriunda de ninhada reduzida sofre
mudancas na sinalizacéo da insulina no figado, bem como, desenvolve resisténcia a
insulina hepatica, induzindo o aumento da gliconeogénese e glicogendlise,
contribuindo para o aumento nas concentracdes de glicose no sangue, eventos
relacionados com (CONCEICAO et al., 2013; CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR,
2006; HUANG; CZECH, 2007; MUOIO; NEWGARD, 2008).

A programacdo metabdlica pode também desencadear a reducdo na
sensibilizacdo a outros hormdnios e diminuicdo de células hepaticas (BATESON et
al., 2004). Por exemplo, a oxidacao de acidos graxos hepética € modulada pela acao
da leptina. Roedores oriundos de programacdo metabdlica frequentemente
desenvolvem resisténcia a leptina hepéatica, acompanhado de mudancas nas
concentracdes plasmaticas de leptina (KERSHAW; FLIER, 2004).

Na SM, situacdo em que ha disfuncéo adipocitaria, podem ocorrer depdsitos
de gordura no figado e em outros érgaos, em decorréncia da deficiéncia do TAB em
atuar na reserva de triglicerideos da dieta (DESPRES et al., 2008). Como ja citado
anteriormente, alteracbes na interacdo do figado com outros Orgdos estdo
envolvidos na fisiopatologia da obesidade (FRUHBECK, 2008).

A SM estd associada a alteracbes hepaticas graves, juntamente com o
aumento da incidéncia de doenca cardiovascular em individuos com esteatose
hepética. A doenca hepatica gordurosa néo alcoolica caracteriza-se pelo acumulo de
lipideos no figado, excedendo 5 a 10% do seu peso, ocasionando alteracdes

histopatologicas significativas, aumento das concentragdes de enzimas e alteragéo
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na fungcdo hepética, variando de esteatose a esteato-hepatite, fibrose e cirrose
(FESTI et al., 2004; CLAIN; LEFKOWITCH, 1987; ADAMS et al., 2005; GUPTE et
al., 2004). Estudos apontam que a reducdo de ninhada acarreta alteracdes no
figado, sendo observado a infiltracdo de células inflamatérias e um estado de
esteatose hepatica (CONCEICAO et al., 2013).

2.7 PANCREAS

O péancreas enddcrino € representado pelas ilhotas pancreéticas, que séo
formadas por tipos celulares diferentes. A célula B é o principal subtipo celular
encontrado nas ilhotas pancreaticas, desempenhando a funcdo de sintese e
secrecéo de insulina, um hormoénio que estimula a captacédo de glicose nos tecidos
denominados insulino-dependentes (musculo e TAB), por favorecer a translocacéo e
a insercdo dos transportadores de glicose (GLUT-4) na membrana plasmatica
(LEIBIGER; LEIBIGER; BERGGREN, 2008; STEINER et al., 2010).

O péancreas é um 6rgdo com desenvolvimento embrionario complexo, com
inicio da formacdo durante a gastrulacdo a partir de células endodérmicas. O
crescimento e diferenciacdo destas células sdo dependentes das condi¢cdes do meio
em que se encontra durante a formacdo do orgdo (OLIVER-KRASINSKI;
STOFFERS, 2008). As células B possuem plasticidade celular, ou seja, o tecido
pancreatico pode sofrer hipoplasia ou hiperplasia de células § de acordo com a
necessidade do organismo, e com isso determinar a regulacdo da producdo de
insulina (KARGAR; KTORZA, 2008). Adicionalmente a programacdo metabdlica
pode ocasionar no pancreas a diminuicdo na sensibilidade de alguns hormonios,
como a proépria insulina (BATESON et al., 2004).

O pancreas de roedores sofre remodelacdo durante os primeiros vinte dias
pos-natal, compreendendo o periodo lactacional, uma fase critica do
desenvolvimento pancreatico e do controle metabdlico, sendo que eventos antes e
apos esse periodo podem ocasionar alteragcbes neuronais, comprometendo a
homeostase energética de forma que aumenta o risco a desordens metabdlicas
(BERLEZE, 2005; DAVIDOWA; LI; PLAGEMANN, 2002; PLAGEMANN et al., 1999).
Estudos com roedores mostram que a hipernutricdo durante a lactagdo promove

hipertrofia em ilhotas pancreéticas, desde a instalacdo da obesidade até a vida
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adulta (THOLE et al., 2012). As alteracdes ocasionadas no pancreas tendem a se
manter durante toda a vida (GITTES; PRASADAN; TULACHAN, 2010).

No estado de resisténcia a insulina, que pode estar presente em animais que
sofreram programacdo metabdlica, inclusive por reducdo de ninhada, a
concentracdo de insulina basal ndo é eficiente para promover o influxo celular de
glicose, assim, as células B em hiperplasia tendem a sintetizar e secretar ainda mais
insulina, de modo que ocasiona a hiperinsulinemia associada a hiperglicemia crénica
(GUILHERME et al., 2008).

Como ja citado anteriormente, em roedores lactentes ocorre o
desenvolvimento das ilhotas pancreédticas e do sistema neuronal hipotalamico
durante este periodo pos-natal precoce (PATEL; SRINIVASAN, 2011). E em
humanos, estudos consideram o pancreas sensivel a programacdo devido as
modificacdbes que ocorrem nas ilhotas, do nascimento ao inicio da infancia
(REMACLE et al., 2007).

Ja o pancreas materno diminui de tamanho e densidade durante a lactacao,
devido a reducgéo da atividade secretéria das células B-pancreéticas. Estudos em
roedores mostram que as menores concentragdes circulantes de insulina estéo
associados a lactacdo quando comparados o0s periodos nao gestacionais e
gestacionais (BURNOL et al., 1986).

Conforme descrito anteriormente, a condicdo metabdlica e morfolégica
materna tem efeitos diretos sobre o estado de saude de seus descendentes,
particularmente em momentos criticos do desenvolvimento como na lactacao.
Todavia, embora os efeitos a longo prazo da programacdo metabdlica gerada no
periodo lactacional sejam bem conhecidos, existem questdes importantes que ainda
nao foram exploradas:

)] Qual o impacto da reducdo de ninhada sobre o perfil metabdlico e
histomorfol6gico materno em diferentes fases lactacionais?
1)) Que ajustes metabolicos e morfolégicos séo observados na prole de ninhada
normal e reduzida durante as diferentes fases da lactacéo?

i) Ha relacdo entre a condigdo materna e o estado da prole na lactacdo?
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o efeito da manipulacdo do numero de filhotes da ninhada sobre
0Ss parametros biométricos, metabdlicos e histolégicos maternos e sua

repercussao sobre a prole em diferentes fases da lactacéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Induzir programacédo metabolica por reducdo de ninhada;

Avaliar o efeito da reducdo de ninhada sobre o consumo alimentar das mées e
0s parametros biométricos maternos e da prole;

Identificar modificacBes na composicdo do leite das ratas lactantes submetidas
a reducdo de ninhada comparando com a composi¢ao do leite em maes com
ninhada normal;

Demonstrar o impacto da reducdo do numero de filhotes da ninhada sobre a
morfologia da glandula mamaria em fases distintas da lactacéo;

Analisar o perfil metabdlico sérico das maes e da prole de ninhada normal e
reduzida em diferentes etapas lactacionais;

Avaliar o efeito da reducdo de ninhada sobre a histomorfologia hepética,
pancreatica e do tecido adiposo marrom em ratas lactantes em diferentes fases
da lactacéo;

Caracterizar a histologia pancreatica e do tecido adiposo marrom em filhotes de
ninhada normal e reduzida em diferentes etapas da lactacao;

Verificar o peso corporal, bem como, o peso de diferentes 6rgdos em diferentes
etapas lactacionais dos animais oriundos de ninhada reduzida e ninhada

normal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar,
cedidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG)
mediante aprovacdo da Comissdo de Etica do Uso de Animais (CEUA) da

instituicdo, com 0 numero do processo 033/2014 e protocolo 9895/2014 (Anexo A).

4.2 AMBIENTE

Os animais foram mantidos no Biotério Central da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG) em caixas para roedores, com cama de maravalha, em
condi¢cBGes de temperatura controlada de 21 + 2°C, com luminosidade em ciclo claro-
escuro de 12 horas, alimentados com ragdo comercial balanceada e agua potavel ad

libitum.

4.3 MANIPULACAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados 112 animais adultos, de 70 a 90 dias de vida, sendo 84
fémeas nuliparas e 28 machos reprodutores. As fémeas foram acasaladas no
sistema de harém (3 fémeas para cada macho), de forma que n&do houve
cruzamento de parentesco entre os animais. Constatada a prenhes, as ratas foram
separadas em caixas individuais e monitoradas diariamente para o registro do dia
exato do nascimento dos filhotes.

Dos acasalamentos resultaram 64 ninhadas distribuidas em 2 grupos
experimentais: Ninhada Normal (NN), com 9 filhotes e Ninhada Reduzida (NR), com
3 filhotes, conforme modelo estabelecido por Kennedy (1957). O namero de filhotes
da ninhada foi ajustado no 3° dia de lactagdo?. Os grupos NN e NR foram
subdivididos de acordo com a etapa de lactacdo, em 7°, 14° e 21° dias, conforme

demonstra o fluxograma 1. A separacao dos grupos foi realizada de forma que néao

1 Conforme Plagemann e colaboradores (1999c) a producéo de leite pode ser ajustada de
acordo com o numero de filhotes da prole até o 3° dia de lactagdo. Desta forma, reduzindo a ninhada
ao 3° dia garante maior aporte de leite a ninhada reduzida.
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houvesse o encontro de duas ninhadas descendentes do mesmo macho reprodutor
em cada grupo. Foi preconizado manter apenas filhotes machos nas ninhadas,
guando néo possivel foram mantidas as fémeas para completar a ninhada normal, ja
para as analises bioquimicas e histologicas foram selecionados apenas filhotes
machos, 3 filhotes de cada ninhada, tanto de grupo NR quanto de grupo NN. Dessa
forma, foi obtido um n de 27 a 30 filhotes para os grupos NN e de 33 a 36 filhotes

para os grupos NR.

Ninhadas
n==64
| |
Ninhada Normal (NN) Ninhada Reduzida (NR)
n=29 n =35
[ I [ |
7° 14° 21° 7° 140 21°
n=10 n=9 n=10 n=11 n=12 n=12

Fluxograma 1: Divisdo das ninhadas em grupos experimentais.

4.4 MONITORAMENTO DO PESO CORPORAL E CONSUMO ALIMENTAR

A partir do nascimento dos filhotes (dia O da lactacdo) até o dia de sacrificio
de cada grupo correspondente, 7°, 14° e 21° dia, as maes e os filhotes foram
pesados em dias alternados, no periodo da tarde, considerando que a lactacdo em
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roedores ocorre até o 21° dia pos-natal (desmame). Simultaneamente, foi registrado
o consumo alimentar de racdo das maes® em dias alternados, no periodo da tarde.
Os dados de consumo alimentar materno foram expressos em g/100g de peso

corporal. As pesagens foram realizadas em balanca de precisdo semi-analitica.

4.5 COLETA DE LEITE

No dia do experimento as maes foram submetidas a jejum alimentar de 8 horas
antes da ordenha, sem jejum hidrico. Apds 4 horas do jejum das maes os filhotes
foram separados, completando 4 horas antes da ordenha para que ocorresse
acumulo de leite nas glandulas mamaéarias. Posteriormente, as maes foram
anestesiadas por via intraperitoneal (IP) com uma mistura (v/v) cetamina 100mg/Kg
e xilazina 2mg/Kg. Imediatamente apds a inducdo anestésica as ratas receberam
uma dose de ocitocina 20Ul/Kg via IP, para estimular a ejecdo do leite. Cinco
minutos apOs a administracdo de ocitocina foi iniciada a ordenha manual das mamas
da rata para coleta do leite que foi acondicionado em microtubos estéreis e
imediatamente congelado a - 20° C.

4.6 EUTANASIA

O método de inducdo de eutanasia dos animais, maes e filhotes, foi a
decapitacdo por guilhotina, seguindo o Guia Brasileiro de Boas Praticas para a
Eutanasia de Animas (GBBPEA), devido ao método ndo comprometer tecidos ou
orgdos dos animais, e por estes se tratarem de pequenos roedores. Adicionalmente,
este método permite a coleta de sangue total, sem interferéncia de farmacos
analgésicos e/ou anestésicos nos parametros plasmaticos que foram avaliados. O
descarte das carcacas foi em sacos plasticos para material bioldgico infectante,

posteriormente encaminhado ao Biotério Central, conforme normas internas.

2 Ragéo disponivel (200g) — racao restante (g) = racdo consumida (g)
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4.7 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS E DADOS BIOMETRICOS

Imediatamente apos a decapitacdo dos animais foram realizadas a coleta de
sangue total em tubo sem anticoagulante, o qual foi centrifugado a 3.000 rotagbes
por minuto (rpm) durante 10 minutos. O soro foi entdo coletado, armazenado em
tubo sem aditivo e estéril e mantido congelado (-20°C) até o momento das dosagens
bioquimicas. Adicionalmente foi realizado a mensuragdo do comprimento naso-anal
(CNA), por régua métrica. Em seguida a cavidade abdominal foi laparotomizada para
a retirada de cérebro, estdbmago, péancreas, glandula adrenal e gordura
interescapular dos filhotes; e das maes o figado, pancreas, glandula adrenal,
glandula mamaria e gordura ovariana, mesentérica, retroperitoneal e interescapular.
Os tecidos e 6rgaos retirados foram imediatamente pesados em balanca de preciséo
analitica, exceto a glandula maméaria, sendo que o0s destinados a andlises
histol6gicas foram posteriormente transferidos para solucdo de formol 10% por 24

horas e depois para alcool etilico 70% até a realizacdo da técnica histolégica.

4.8 DOSAGENS SERICAS

As dosagens bioquimicas de glicose, triglicerideos e proteinas totais nas
amostras de soro sanguineo das ratas lactantes e dos filhotes foram realizadas por
espectrofotometria em analisador automatizado da marca Mindray® modelo BS-120.
Foram empregados o método enziméatico colorimétrico com leitura em comprimento
de onda de 505nm a 37°C para as dosagens de glicose e triglicerideos, método no
qual a glicose sofre oxidacdo até a formacdo de um composto violaceo e o
triglicerideo € hidrolisado até formacdo de um composto de coloracdo cereja, cuja
intensidade de cor é proporcional a concentracdo dos mesmos. Para a dosagem de
proteinas totais foi utilizado o método colorimétrico de Biureto com leitura em 545nm
a 37°C, cujo método se baseia na reacéo das ligacdes peptidicas das proteinas com
0s ions cupricos do reagente formando um complexo de cor violeta que é
proporcional a concentracdo de proteinas no soro. Foram utilizados reagentes para
determinacdo quantitativa da marca Analisa® (Gold Analisa Diagnéstica Ltda., Belo
Horizonte, MG, Brasil), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Os valores foram

expressos em mg/dL para glicose e triglicerideos, e g/dL para proteinas totais.
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4.9 ANALISE DO LEITE

4.9.1 Dosagens Bioquimicas

As dosagens bioquimicas de glicose, triglicerideos e proteinas totais nas
amostras de leite foram realizadas com 0s mesmos reagentes, equipamentos e
métodos descritos anteriormente para as dosagens séricas. Os valores foram

expressos em mg/dL para glicose e triglicerideos, e g/dL para proteinas totais.

4.9.2 Crematocrito

Foi realizado o crematdcrito?, no qual uma amostragem de 70uL de leite
integral foi colocado por capilaridade em tubo capilar e centrifugado a 3.500rpm por
15 minutos, procedimento realizado em duplicata para cada amostra. A por¢cao
sobrenadante resultante apds a centrifugacéo constitui o soro do leite, enquanto a
porcdo sedimentada representa o creme, que contém a grande parte dos lipideos,
carboidratos e proteinas do leite.

As colunas de creme e soro obtidas foram medidas com régua métrica e
expressas em milimetros (mm). Foram realizados os calculos a partir dos valores
medidos das colunas obtidas para estimar o valor calérico e porcentagem de
gordura do leite, usando fatores de converséo de kcal/g de lipideos, carboidratos e
proteinas.

Conforme o protocolo do manual do Banco de Leite: Funcionamento,
Prevencao e Controle de Riscos (BRASIL; ANVISA, 2008), descrito a seguir:

Avaliacdo 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

3 Técnica analitica de estimativa do contetdo energético do leite (LUCAS et al., 1978;
COLLARES; GONCALVES; FERREIRA, 1997).
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Célculo do conteudo energético total:
(% de creme x 66,8 + 290) = kcal/L

Sendo que:
Coluna total = coluna de soro + coluna de creme

Coluna de creme = componentes lipossollveis + contetdo proteico

4.10 ANALISE HISTOLOGICA

Foi seguido o protocolo de técnica histolégica do Laboratdrio de Histologia
da UEPG. As amostras de pancreas e gordura interescapular dos filhotes, assim
como figado, pancreas, glandula mamaria e gordura interescapular das méaes foram
fixados em formol 10% por 24 horas e posteriormente mantidos em alcool etilico
70% até a realizacdo da desidratacdo. Em seguida os tecidos foram submetidos a
desidratacdo em condicbes crescentes de alcool etilico (80%, 90% e absoluto
99,5%), passando posteriormente pelo processo de clarificacdo em xilol,
impregnacao com parafina liquida (60°C) e finalmente incluséo.

Os blocos foram entdo cortados em microtomo rotativo manual da marca
Leica® modelo RM2125, em seccBes com espessura de 5 um. Para evitar andlises
dos mesmos segmentos cada peca de tecido foi submetida a 2 cortes semi-seriados
com intervalos de 100 um entre cada corte.

Os cortes foram fixados em lamina de microscopia com solucdo de
albumina; desparafinizados e posteriormente corados com Hematoxilina e Eosina
(H&E). As laminas coradas foram focalizadas em aumento de 400x e fotografadas
em microscopio Optico da marca Olympus modelo CX31 com camera digital
Olympus C-7070. Foi fotografado um campo aleatério de cada uma das laminas e
avaliado o dimensionamento das células e tecidos pelo programa de computador
Image J. As especificacOes de analise de cada 6rgdo foram: i) pancreas, area das
ilhotas; ii) figado, numero de nucleos de hepatocitos/ campo e analise qualitativa da
presenca de vesiculas de gordura; iii) TAM, nidmero de nucleos de adipécitos/
campo e analise qualitativa do tamanho das vesiculas de gordura; iv) glandula

mamaria, contagem de adipocitos/ campo e analise qualitativa dos acinos mamarios.
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4.11 PARAMETROS BIOMETRICOS

Para méaes e filhotes foram obtidos o célculo do indice de Lee (IL), um
indicador de obesidade para roedores, segundo a formula: Peso Corporal (g) ¥3/CNA
(cm) x 1000, estabelecida por Bernardis e Patterson (1968).

Dos tecidos e o6rgdos retirados, como: cérebro, estbmago, pancreas,
glandula adrenal e gordura interescapular dos filhotes; figado, pancreas, gordura
interescapular, ovariana, mesentérica e retroperitoneal das maes foram expressos
as proporc¢des de peso relativo de cada tecido/6rgdo em relagdo ao peso corporal de
cada animal, conforme a formula: Tecido/Org&o (g)/ Peso Corporal (g) x 100, para as
maes; e Tecido/Orgéo (g)/ Peso Corporal (g) para os filhotes. Assim, os dados foram
expressos em g/100g de peso corporal para as maes e g/g de peso corporal para os

filhotes.

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram expressos como média = erro padrdo da média (epm) e
avaliados com auxilio do programa GraphPad Prism® 5.01. Diferencas estatisticas
entre os grupos NN e NR foram verificadas pelo teste t de Student’s. Para a
verificacdo de diferencas estatisticas entre as etapas da lactacdo (7°, 14° e 21° dia)
dentro de cada grupo foi utilizada a Andlise de Variancia Simples (One Way
ANOVA), com pés teste de Tukey. Em ambas as analises foi adotado como critério

de significancia p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS DAS MAES

A reducd@o do numero de filhotes da ninhada n&o ocasionou alteragdo no
indice de Lee das mies em nenhuma etapa da lactacio, como é demonstrado na
figura 1A. O consumo alimentar materno foi afetado pelo nimero de filhotes da prole
durante a lactagdo, conforme demonstram os dados da figura 1B. M&es-NR
apresentaram reducdo no consumo alimentar de 25% no 7° dia; 24% no 14° dia e
30% ao 21° dia de lactacdo comparado as Maes-NN nos mesmos periodos
lactacionais (p<0,05). Adicionalmente, em ambos o0s grupos o consumo alimentar
materno foi progressivamente elevado durante as diferentes fases da lactacdo. No
grupo de Maes-NN o consumo alimentar foi 40% e 93% maior no 14° e 21° dia,
respectivamente, em relacdo ao 7° dia da lactacdo. Entre 0 14° e 21° dia este
aumento foi de 39% (p<0,05). Similarmente em Maes-NR no 14° e 21° dia de
lactacdo o consumo alimentar foi 43% e 82% maior respectivamente em relacdo ao
7° dia. Neste grupo entre o 14° e 21° dia de lactacdo houve aumento de 27% no
consumo alimentar (p<0,05).

A reducédo de ninhada nédo alterou os depdsitos de TAB ovariana (figura 1C)
e mesentérica (figura 1D). Todavia, o depdsito retroperitoneal foi 95% e 90% maior
ao 14° e 21° dia de lactacao respectivamente em Maes-NR comparado as Maes-NN
(figura 1E; p<0,05). Ao longo da lactacdo os estoques de gordura ovariana e
retroperitoneal do grupo de Maes-NN foram reduzidos aproximadamente 42% e 54%
respectivamente no 14° e 21° dia em relacdo ao 7° dia de lactagdo (p<0,05).
Reducédo de 35% no conteudo de gordura ovariana também foi observado no grupo

de Mées-NR no 7° dia comparado ao 21° dia de lactacao (p<0,05).
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Figura 1: Efeito da reduco do namero de filhotes da prole sobre o indice de Lee, consumo
alimentar e estoques de Tecido Adiposo Branco (TAB) das méaes em diferentes fases da

lactacao.

Os valores estéo expressos em média = epm; o simbolo (*) indica diferenca significativa (p<0,05) pelo
teste t de Student entre os grupos da mesma etapa de lactacdo (NN x NR); os simbolos (# e $)
indicam diferenga significativa (p<0,05) pela ANOVA com poés-teste de Tukey entre 0s mesmos
grupos (NN x NN; NR x NR) em etapas diferentes da lactagdo (7° x 14° x 21° dias), sendo que #
representa diferenga com o 7° e $ diferenca com o 14° dia da lactacédo; as unidades de medida,
exceto para o indice de Lee, representam o valor em gramas (g)/ 100 g de peso corporal do animal;
NN = Ninhada Normal, NR = Ninhada Reduzida; n = 9-12 animais/ grupo.

O depdsito de gordura e o numero de adipdcitos do TAM interescapular
(figuras 2A e 2B) de Maes-NR n&o foram alterados pela redu¢cdo do numero de
filnotes da ninhada. Todavia, reducdo dos estoques de triglicerideos foi
histologicamente observada no TAM, visto que Maes-NR (figuras 2F, 2G, 2H)
apresentaram goticulas de gordura intracelular em menor nimero em relagdo ao
TAM de Méaes-NN (figuras 2C, 2D, 2E). M&es-NR reduziram 40% no conteudo de

gordura interescapular ao 14° e 21° dia da lactacdo comparado ao 7° (p<0,05).
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Figura 2: Efeito da reducédo do numero de filhotes da prole sobre o estoque e nimero de
adipécitos no Tecido Adiposo Marrom (TAM) das mées em diferentes fases da lactacéo.

UN-SIEIN

Os valores estdo expressos em média + epm; o simbolo (#) indica diferenca significativa (p<0,05)
pela ANOVA com pOs-teste de Tukey, representando diferengca com o 7° dia da lactacdo; a seta na
imagem indica o nacleo do adipécito, o simbolo (*) na imagem indica a vesicula de gordura; a
unidade de medida para o estoque de TAM é o valor em gramas (g)/ 100 g de peso corporal do
animal, a unidade para o numero de nucleos de adipécitos € o nimero/ campo; a espessura das
seccdes foram de 5um, em coloracdo de HE e aumento de 400x; NN = Ninhada Normal, NR =
Ninhada Reduzida; n = 9-12 animais/ grupo para o estoque de TAM e n = 8-10 para a analise
histolégica.
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Nas trés etapas lactacionais avaliadas o peso do figado (figura 3A) de Maes-
NR foi cerca de 15% menor quando comparado ao grupo de Maes-NN (p<0,05). Ja o
namero de hepatdécitos (figura 3B) em Maes-NR foi maior em 23% no 7° dia, 22% no
14° e 29% no 21° dia da lactacao, foi observado também a diminuicdo significativa
da contagem celular no decorrer da lactagdo, em comparagcdo com o 7° ao 21° dia
em Maes-NR e Maes-NN, em 11% e 15% respectivamente. Na analise qualitativa
nao foi visualizado depdsito de gordura no figado (3C-3H), sem indicios de

esteatose hepatica.
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Figura 3: Efeito da reducédo do namero de filhotes da prole sobre o peso do figado e nUmero de
hepatécitos das mées em diferentes fases da lactacao.

Os valores estdo expressos em média + epm; o simbolo (*) indica diferenca significativa (p<0,05) pelo
teste t de Student entre os grupos da mesma etapa de lactagdo (NN x NR); o simbolo (#) indica
diferenca significativa (p<0,05) pela ANOVA com pds-teste de Tukey, representando diferengca com o
7° dia da lactagédo; a seta na imagem indica o nucleo do hepatécito; a unidade de medida para o peso
de figado é o valor em gramas (g)/ 100 g de peso corporal do animal, a unidade para o nimero de
nucleos de hepatocitos € o nimero/ campo; a espessura das seccdes foram de 5um, em coloragdo
de HE e aumento de 400x; NN = Ninhada Normal, NR = Ninhada Reduzida; n = 9-12 animais/ grupo
para o peso do figado e n = 9-11 para a analise histologica.
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A reducd@o no numero de filhotes na ninhada ndo ocasionou mudanca no
peso do pancreas em maes (figura 4A). Foi também verificado que ndo ocorreu
alteracdo de peso de pancreas materno durante o periodo da lactacdo. Todavia, nos
periodos analisados do 7° e 14° dia da lactacdo, Maes-NR apresentaram reducéo de
38% e 33%, respectivamente, na &rea de ilhotas pancreaticas (figura 4B), podendo

ser confirmado nas figuras 4C-4F.
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Figura 4: Efeito da redugdo do nimero de filhotes da prole sobre o peso do pancreas e area
das ilhotas pancreéticas das mées em diferentes fases da lactagéo.

Os valores estdo expressos em média + epm; o simbolo (*) indica diferenca significativa (p<0,05) pelo
teste t de Student entre os grupos da mesma etapa de lactacdo (NN x NR); a seta na imagem indica a
ilhota pancreatica; a unidade de medida para o peso de péancreas é o valor em gramas (g)/ 100 g de
peso corporal do animal, a unidade para a area das ilhotas € o pixel; a espessura das secg¢fes foram
de 5pum, em coloracdo de HE e aumento de 400x; NN = Ninhada Normal, NR = Ninhada Reduzida; n
=9-12 animais/ grupo para o peso do pancreas, n = 7-9 animais/grupo para a analise histologica.
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Os parametros bioguimicos séricos das méaes estédo representados na figura
5. Maes-NR apresentaram aumento de 32% na glicemia no 14° e 21° dia de lactacdo
em relacdo as Maes-NN (p<0,05). Os triglicerideos e as proteinas totais foram

similares entre 0os grupos e etapas da lactagao.
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Figura 5: Efeito da redugdo do numero de filhotes da prole sobre o perfil metabdlico das mées
em diferentes fases da lactacgéo.

Os valores esté@o expressos em média = epm; o simbolo (*) indica diferenc¢a significativa (p<0,05) pelo
teste t de Student entre os grupos da mesma etapa de lactacdo (NN x NR); a unidade de medida para
a glicose e o triglicerideo sérico é mg/dL e para as proteinas totais é g/dL; NN = Ninhada Normal, NR
= Ninhada Reduzida; n = 8-10 amostras/ grupo para a glicemia, n = 9-11 para a trigliceridemia e n =
6-9 para a proteinemia.
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Conforme demonstram os dados da figura 6, o numero de filhotes da prole
alterou a composicao do leite materno. O teor energético do leite (figura 6A) em
Maes-NR foi em média 25% maior que o leite de Maes-NN nas 3 etapas da lactacao
avaliadas (p<0,05). O leite de M&@es-NR também apresentou maior teor de gordura
(figura 6B), aproximadamente 27% quando comparado ao leite de Maes-NN
(p<0,05). A concentracdo de triglicerideos (figura 6C) foi 25% maior no leite de
Méaes-NR ao 7° dia de lactacdo em relacdo ao leite de Maes-NN no mesmo periodo
lactacional. Adicionalmente no 21° dia de lactacdo o leite de Maes-NR apresentou
reducdo de 17% no conteldo de proteinas (figura 6E) em relacdo ao leite de Maes-
NN (p<0,05). A histomorfologia da GM foi alterada pela redu¢cdo do numero de
filhotes da ninhada. A GM de Maes-NR apresentou menor desenvolvimento alveolar,
acompanhado de maior acumulo de adipécitos brancos (p<0,05), nas 3 etapas da
lactagéo analisadas, como demonstra a figura 6F.
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Figura 6: Efeito da reducdo do numero de filhotes da prole sobre a composi¢cdo do leite
materno e sobre a histomorfologia da glandula mamaria em diferentes fases da lactacéo.
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Os valores estéo expressos em média + epm; o simbolo (*) indica diferenca significativa (p<0,05) pelo
teste t de Student entre os grupos da mesma etapa de lactagdo (NN x NR); a seta na imagem indica o
alvéolo mamario e o simbolo (*) indica os adipécitos brancos; a espessura das secgdes foram de
5um, em coloracdo de HE e aumento de 400x; NN = Ninhada Normal, NR = Ninhada Reduzida; n = 6-
12 amostras/ grupo para as andlises de composicéo do leite e n = 9-11 para a analise histoldgica.
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5.2 DADOS DA PROLE

O peso corporal dos filhotes durante a lactacdo esta representado na figura
7A. Em ambos os grupos os filhotes apresentaram significativo ganho de peso nas
etapas de 7° e 14° dia lactacional. No grupo de Filhotes-NN houve aumento de
aproximadamente 20g do 7° ao 21° dia de lactacdo. No mesmo periodo Filhotes-NR
ganharam quase 30g. Deste modo, o peso corporal dos Filhotes-NR no 14° e 21° dia
de lactagéo foi 22% e 25% respectivamente maior em relacdo aos Filhotes-NN
(p<0,05). Os Filhotes-NR tiveram maior CNA (figura 7B) nas 3 etapas da lactagao
comparados aos Filhotes-NN, respectivamente observado o aumento de 2,4%, 5,4%
e 4,4% no decorrer da lactacdo. A prole de ninhada reduzida apresentou aumento
no indice de Lee em 2,4% ao 14° dia e 5,7% ao 21° dia da lactagdo, como &
demonstrado na figura 7C.

Em relacdo ao peso de 6rgaos da prole, observamos que em ambos os
grupos experimentais ocorreu uma reducdo do tamanho do cérebro dos filhotes ao
longo das diferentes fases lactacionais avaliadas (figura 7D). O peso do cérebro dos
Filhotes-NN no 7° e 14° dia de lactacao foi respectivamente 37% e 30% maior que
ao 21° dia de lactacéo (p<0,05). Neste grupo, houve uma reducdo de 23% no peso
do cérebro do 14° ao 21° dia de lactacdo (p<0,05). Adicionalmente, o peso do
cérebro dos Filhotes-NR foi 13%, 21% e 19% menor respectivamente no 7°, 14° e
21° dia de lactacdo quando comparado ao peso do cérebro dos Filhotes-NN
(p<0,05).

Em Filhotes-NN o peso do estémago (figura 7E) foi 39% e 58% maior no 21°
dia de lactacdo em relacdo ao 7° e 14° dia, respectivamente (p<0,05). Apenas no 14°
dia de lactagéo o peso do estomago foi 30% maior em Filhotes-NR comparado aos
Filhotes-NN (p<0,05). O peso da glandula adrenal aumentou em ambos 0s grupos
ao longo da lactacéo (figura 7F). Nos Filhotes-NN o peso da glandula adrenal no 21°
dia foi 40% e 70% maior em relacdo ao 14° e 7° dia de lactacdo, respectivamente.
Similarmente o peso da adrenal aos 21 dias de lactacdo foi 25% e 80% maior
respectivamente em relagdo ao 14° e 7° dia de lactagdo no grupo de Filhotes-NR
(p<0,05). Adicionalmente, no 7° e 21° de lactacdo o peso da glandula adrenal foi
aproximadamente 20% menor nos Filhotes-NR em relagdo aos Filhotes-NN
(p<0,05).
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Figura 7: Efeito da reducdo de ninhada sobre os parametros biométricos e o peso de érgéos
dos filhotes em diferentes fases da lactagao.

Os valores estédo expressos em média = epm; o simbolo (*) indica diferenca significativa (p<0,05) pelo
teste t de Student entre os grupos da mesma etapa de lactacdo (NN x NR); os simbolos (# e $)
indicam diferenga significativa (p<0,05) pela ANOVA com poés-teste de Tukey entre 0s mesmos
grupos (NN x NN; NR x NR) em etapas diferentes da lactacdo (7° x 14° x 21° dias), sendo que #
representa diferenca com o 7° e $ diferenca com o 14° dia da lactagdo; CNA = comprimento naso-
anal, IL = indice de Lee, NN = Ninhada Normal, NR = Ninhada Reduzida; n = 27-36 animais/ grupo.
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A figura 8 representa o perfil bioquimico sérico dos filhotes. Em ambos os
grupos a glicemia foi progressivamente elevada ao longo da lactacdo (figura 8A).
Aos 21 dias de lactagao, a glicemia foi 50% e 28% maior respectivamente ao 7° e
14° dia no grupo de Filhotes-NN. Similarmente aos 21 dias de lactag&o a glicemia foi
14% maior em relacdo ao 7° dia no grupo de Filhotes-NR (p<0,05). A glicemia foi
30% e 18% maior nos Filhotes-NR, respectivamente ao 7° e 14° dia em relacdo as
mesmas etapas nos Filhotes-NN (p<0,05). Contrariamente, a concentracdo de
triglicerideos foi reduzida ao longo da lactacdo em ambos os grupos (figura 8B). No
14° dia de lactagao a trigliceridemia foi 41% e 36% menor respectivamente nos
Filhotes-NN e Filhotes-NR em relacéo ao 7° dia de lacta¢do. Similarmente no 21° dia
de lactacao a trigliceridemia foi 55% e 53% menor respectivamente nos Filhotes-NN
e Filhotes-NR em relacdo ao 7° dia de lactacdo (p<0,05). A concentracdo de
proteinas totais (figura 8C) foi em média 14% maior nos Filhotes-NR ao 14° e 21°
dias de lactacdo em relacdo aos Filhotes-NN nas mesmas etapas lactacionais
(p<0,05). No grupo de Filhotes-NN a concentracdo de proteinas no plasma foi 20%

menor no 14° dia em relagcéo ao 7° dia de lactacao (p<0,05).

8A

8B 8C

[ Filhotes-NN
Bl Filhotes-NR

N
o
S

Glicemia
(mg/dL)
3

N
2

o

@
=]
1

IS
2

#$

>
Lactagao (dias)

N
a
S

(mg/dL)
N
8

Trigliceridemia

a
=]
1

o

.
@
?

=
o
<

#
#
ﬂ I i i
A N2 >

Lactacéo (dias)

Proteinemia
(g/dL)

©
3

<
1

4

24
0

N2

Lactacéo (dias)

Qo

Figura 8: Efeito da reduc¢do de ninhada sobre o perfil metabdlico dos filhotes em diferentes
fases da lactacao.

Os valores estédo expressos em média = epm; o simbolo (*) indica diferenca significativa (p<0,05) pelo
teste t de Student entre os grupos da mesma etapa de lactagcdo (NN x NR); os simbolos (# e $)
indicam diferenga significativa (p<0,05) pela ANOVA com pos-teste de Tukey entre 0s mesmos
grupos (NN x NN; NR x NR) em etapas diferentes da lactagdo (7° x 14° x 21° dias), sendo que #
representa diferenga com o 7° e $ diferenga com o 14° dia da lactacdo; NN = Ninhada Normal, NR =
Ninhada Reduzida; n = 14-28 amostras/ grupo para a glicemia, n = 14-25 para a trigliceridemia e n =
11-31 para a proteinemia.

*
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As fases da lactacdo ndo afetaram o peso do TAM interescapular em ambos
os grupos de filhotes (figura 9A). Todavia, o peso deste tecido foi 33% e 30%
respectivamente maior nos Filhotes-NR no 7° e 14° dia de lactacdo em relacéo ao
grupo de Filhotes-NN na mesma etapa lactacional (p<0,05). Filhotes-NR ao 21° dia
da lactacdo apresentaram reducdo de 18% na contagem de nudcleos de adipécitos
por campo, como € demonstrado na figura 9B. Adicionalmente, Filhotes-NR
apresentaram diminuicdo na contagem de nucleos no 21° dia da lactagcéo
comparados ao 7° e 14° dias, de 30% e 25%, respectivamente (p<0,05). Na andlise
histologica qualitativa foi verificado que Filhotes-NR apresentaram maior quantidade
de vesiculas grandes de gordura no tecido nas 3 etapas da lactacdo, como pode ser
evidenciado comparando as figuras 9C, 9D e 9E (Filhotes-NN) as figuras 9F, 9G e
9H (Filhotes-NR).
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Figura 9: Efeito da reducdo de ninhada sobre o estoque e namero de adip6citos no Tecido
Adiposo Marrom (TAM) dos filhotes em diferentes fases da lactacéo.

Os valores estdo expressos em média + epm; o simbolo (*) indica diferenc¢a significativa (p<0,05) pelo
teste t de Student entre os grupos da mesma etapa de lactacdo (NN x NR); os simbolos (# e $)
indicam diferenga significativa (p<0,05) pela ANOVA com poés-teste de Tukey entre 0s mesmos
grupos (NN x NN; NR x NR) em etapas diferentes da lactagdo (7° x 14° x 21° dias), sendo que #
representa diferengca com o 7° e $ diferenga com o 14° dia da lactagdo; a seta na imagem indica o
nucleo do adipdcito e o simbolo (*) indica a vesicula de gordura; a unidade de medida para o estoque
de TAM é o valor em gramas (g)/ 100 g de peso corporal do animal, a unidade para o nimero de
nucleos de adipécitos € o nUmero/ campo; a espessura das secgdes foram de 5um, em coloragdo de
HE e aumento de 400x; NN = Ninhada Normal, NR = Ninhada Reduzida; n = 27-36 animais/ grupo
para o estoque de TAM e n = 9-11 para a analise histolégica.
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Interessantemente, o peso do pancreas dos filhotes foi elevado durante a
progressao da lactacdo em ambos os grupos (Figura 10A). O peso do pancreas nos
Filhotes-NN aumentou 45% e 102%, respectivamente, no 14° e 21° dia de lactacao
em relacdo ao 7° dia lactacional. Neste grupo houve aumento de 38% no peso do
pancreas do 14° ao 21° dia lactacional. Similarmente, no 21° dia o peso do pancreas
no grupo de Filhotes-NR foi 70% e 49% maior em relacdo ao 7° e 14° dia,
respectivamente (p<0,05). O peso do pancreas de Filhotes-NR foi 36% maior no 7°
dia e 18% no 21° dia da lactagcao em relacédo ao grupo de Filhotes-NN (p<0,05). Na
andlise histolégica ndo foi observado nenhuma diferenga significativa na area das

ilhotas pancreéticas da prole entre 0s grupos e entre as etapas da lactacéo.
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Figura 10: Efeito da reducdo de ninhada sobre o peso do péancreas e é&rea das ilhotas
pancreaticas dos filhotes em diferentes fases da lactacéo.

Os valores estdo expressos em média + epm; o simbolo (*) indica diferencga significativa (p<0,05) pelo
teste t de Student entre os grupos da mesma etapa de lactagcdo (NN x NR); os simbolos (# e $)
indicam diferenga significativa (p<0,05) pela ANOVA com poés-teste de Tukey entre 0s mesmos
grupos (NN x NN; NR x NR) em etapas diferentes da lactagdo (7° x 14° x 21° dias), sendo que #
representa diferenca com o 7° e $ diferenga com o 14° dia da lactagdo; a seta na imagem indica a
ilhota pancreatica; a unidade de medida para o peso de pancreas é o valor em gramas (g)/ 100 g de
peso corporal do animal, a unidade para a area das ilhotas € o pixel; a espessura das secg¢fes foram
de 5um, em coloracao de HE e aumento de 400x; NN = Ninhada Normal, NR = Ninhada Reduzida; n
= 27-36 animais/ grupo para o peso do pancreas e n = 6-8 para a analise histolégica.
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6 DISCUSSAO

O equilibrio energético materno é modificado no periodo lactacional pela
demanda aumentada de energia necessaria para a producdo de leite, sendo
considerado o periodo de maior exigéncia energética na vida de uma fémea
(NOGUEIRA NETO, 2008; PRIEGO et al., 2013). Deste modo o numero de filhotes
durante a lactacdo pode ser um fator determinante no gasto energético. O menor
consumo alimentar observado em Maes-NR pode estar relacionado a menor
demanda energética lactacional, como demonstram por Krol e colaboradores (2011)
e Cancian (2014).

Adicionalmente estudos em diferentes espécies de mamiferos tem
demonstrado que o numero de mamilos sugados € o principal estimulo a lactacéo,
uma vez que é o principal estimulo para a liberacao de prolactina. A prolactina é o
principal horménio da lactogénese, tendo evidentes efeitos estimuladores da
ingestdo alimentar via acGes hipotalamicas (WOODSIDE; POPESKI, 1998). Como
explica Woodside e Popeski (1998), com a reducdo do numero de filhotes da
ninhada ha menor estimulo de mamilos, com isso menor secrecdo de prolactina e
consequentemente diminui¢ao da hiperfagia de lactacdo mediado por este horménio.
Segundo Woodside, Abizaid e Walker (2000), outro horménio importante durante a
lactacdo é a leptina, a qual frequentemente encontra-se em niveis baixos nesta fase,
contribuindo para hiperfagia. Deste modo, aumento nas concentracdes de leptina
poderiam resultar em reduc¢do no consumo alimentar, como observado nas Maes-
NR. A leptina € primariamente produzida pelos adipocitos (SAGAWA et al., 2002),
conforme descrito a seguir o teor adiposo muda em Maes-NR reforcando a ideia de
que neste caso ha aumento dos niveis circulantes de leptina.

O TAB regula o equilibrio energético pelos processos de estoque e gasto de
gordura, sendo a lactagcdo um periodo de mudanca no TAB com acentuada lipdlise
em seus depositos (FRUHBECK, 2008; VERNON, 2005). O TAB tem uma atuacdo
fundamental no suporte de energia durante a lactacdo, sendo que em ratos e
camundongos é evidenciado a utilizacdo de 60 a 70% dos estoques de lipideos
durante a lactagcdo (FLINT et al., 2003; VERNON; POND, 1997). Dos diferentes
estoques de TAB avaliados o depoésito ovariano e retroperitoneal apresentaram
queda ao longo da lactacdo em Maes-NN, sugerindo que estas gorduras sejam
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preferencialmente mobilizadas durante a lactogénese, diferentemente ao depdsito
de gordura mesentérica que se manteve ao longo deste periodo. A reducdo do
namero de filhotes promoveu maior acimulo do depdsito retroperitoneal em Maes-
NR, evidenciando que este depdésito est4 sofrendo menos lipolise, provavelmente
pela menor demanda energética da mae amamentando menor nimero de filhotes.
Com isso, € sugerido que a gordura ovariana é a mais sensivel a lipélise durante o
periodo lactacional. Entretanto, Saremi e colaboradores (2014), em estudo
semelhante, demonstraram que o TAB retroperitoneal é mais sensivel a alteracao
durante a lactacgéo.

Nosso estudo também acompanhou o peso e aspectos morfolégicos do TAM
em maes em diferentes etapas da lactacdo. Estudos demonstram que durante a
sintese do leite a elevacdo da producdo de calor exige mecanismo de dissipacao
deste. Neste sentido é observado reducdo da termogénese no TAM durante a
lactacédo, favorecendo a dissipacdo do calor e reduzindo o gasto energético a fim de
poupar para a producdo de leite (KROL et al., 2011; PEDRAZA et al., 2000).
Segundo outro estudo o calor gerado na sintese de leite mantém a mae em
termoneutralidade, substituindo a acdo termogénica do TAM neste periodo
(CANNON; NEDERGAARD, 2004). O tamanho do TAM pode ser afetado pelo seu
metabolismo, um processo regulado pela atividade autonémica simpatica. Em
situacao de termogénese ativa no TAM ocorre aumento no numero de células,
acompanhado de menor acumulo de gordura intracelular (LEITNER; BARTNESS,
2009). Apesar de ndo encontrarmos diferencas em relacdo a proliferacdo do TAM,
gualitativamente nds observamos que o TAM de Maes-NR apresentaram menor
acumulo de gordura intracelular, sugerindo maior atividade termogénica.

Outros o6rgados e tecidos sofrem marcantes alteragbes funcionais e
morfolégicas durante a lactacdo, dentre os quais o figado. Na fase da lactacdo
ocorre hipertrofia de varios érgaos, como o figado que pode aumentar em até 50% o
seu peso nesta fase, devido ao aumento na demanda da metabolizacdo de
nutrientes devido ao aumento do consumo alimentar (PRIEGO et al., 2013;
BRADBURY, 2006). Como descreve Williamson (1980), juntamente com o aumento
do peso na lactacdo pode ocorrer o acumulo de triglicerideos no figado, com risco a
esteatose, porém na analise qualitativa ndo foi evidenciado depositos de gordura no

figado das mées. Conforme demonstraram nossos dados, M&es-NR apresentaram
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menor peso do figado acompanhado de maior nimero de hepatécitos em relacdo as
Méaes-NN. Até o presente momento ndo existem estudos que demonstrem este
aspecto do figado em mées submetidas a reducdo de ninhada. Assim, é provavel
que diante do menor consumo alimentar, associado a menor demanda metabdlica
hepética o figado possa elevar o niumero de células em Maes-NR.

A insulina esta entre os hormonios que oscilam seus niveis e acdo durante a
lactacdo (NEVILLE; MCFADDEN; FORSYTH, 2002). Como descreve Burnol e
colaboradores (1986), o pancreas materno diminui de tamanho durante a lactacéo,
devido a reducdo da atividade secretdria das células B-pancreaticas. Nosso estudo
nao encontrou alteracdes no peso do pancreas ou area das ilhotas pancreaticas ao
longo da lactacdo em ambos os grupos. Todavia, Maes-NR tem a area das ilhotas
menor em relagdo a Maes-NN. Em estudo com maes submetidas a reducdo de
ninhada Cancian (2014) observou reducdo na area de ilhotas pancreéticas no 21°
dia da lactacdo. Nosso estudo ndo confirma estes dados, mas demonstra que esta
reducdo pode ocorrer em etapas ainda mais precoces da lactacdo, 7° e 14° dias.
Entre as diferentes adaptacdes metabdlicas necessérias a lactacdo, mudancas na
acao e secrecdo de insulina sdo bastante evidentes. De acordo com o estudo de
Reaven e colaboradores (1988), a area de ilhotas esta diretamente relacionada a
secrecdo de insulina. Assim, é provavel que a reducdo do tamanho das ilhotas
pancreaticas em Maes-NR possa promover reducao dos niveis de insulina.

No periodo da lactagdo as maes apresentam aumento na gliconeogénese
hepatica, processo de sintese de glicose, concomitantemente a reducédo dos niveis
de insulina e diminuicdo da utilizacdo de glicose por outros tecidos, 0 que ocasiona
aumento da glicemia para assegurar maior quantidade ao cérebro e glandula
mamadaria, para a sintese de lactose no leite (RUDOLPH et al. 2007; SANCHEZ-
MUNIZ et al., 2012). Pode ser sugerido também que ocorra a reducao na utilizacao
de glicose para sintese de lactose, principal carboidrato do leite materno, sendo que
o estimulo a captacéo de glicose para a glandula mamaria e posterior sintese de
lactose € mediado pela prolactina (GRONER, 2002). Assim pode ser explicado o
resultado obtido de aumento na glicemia em Maes-NR no 14° e 21° dias da lactacao,
corrobora resultados de Cancian (2014), no qual foi evidenciado aumento da

glicemia no 21° dia da lactagcdo. No mesmo estudo de Cancian (2014) e de Neuville,



57

McFadden e Forsyth (2002) foi observado o aumento da trigliceridemia em Mé&es-NR
no fim da lactacdo. Estes resultados ndo foram confirmados em nosso estudo.

O estado metabodlico materno pode refletir na composicdo do leite, assim
nosso estudo avaliou a composicado do leite materno, bem como, a morfologia da
GM. O leite sendo composto por proteinas, carboidratos e lipideos em distintas
concentracfes possui um conteddo energético responsavel pela ideal nutricdo da
prole. O triglicerideo € o principal lipideo do leite materno e importante representante
energético (ASSUMPCAO et al., 2004). Ao longo das 3 etapas da lactacédo avaliadas
foram observados em nosso estudo uma elevacdo no valor energético do leite de
Méaes-NR primariamente representado por maior teor de gordura neste leite em
relacdo ao leite de Maes-NN. Estes nossos resultados confirmam estudos de
Cancian (2014) e Nogueira Neto (2008), com roedores ao desmame que
apresentaram aumento de conteddo de energético e de gordura. Adicionalmente,
pela primeira vez nds também observamos a reducéo de proteinas no leite de Maes-
NR no 21° dia da lactacdo. A concentracdo de glicose no leite ndo foi afetada
significativamente ao longo da lactacdo. Este dado ndo exclui alteracbes na
composicdo de carboidratos do leite visto que conforme Groner (2002), a lactose € o
principal carboidrato do leite.

A morfologia da GM em Maes-NR mostra evidente alteragdo no
desenvolvimento, caracterizado pelo menor tamanho alveolar e acumulo de
adipdcitos. Segundo estudo de Carré e Binart (2014), a reducédo na succéo de leite
promove menor estimulo mamario e consequentemente favorece a inativacdo de
acinos na glandula mamaria, caracterizado pela substituicdo da porcdo dos acinos
por adipdcitos. Adicionalmente, o aumento de adipdcitos na glandula mamaria pode
ser atribuido também ao excesso de TAB encontrado em maéaes submetidas a
reducado de ninhada, conforme descreve Neville e colaboradores (2012).

Os filhotes de ninhada reduzida encontram-se em estado de hipernutricdo
precoce que repercute em alteracbes biométricas e metabdlicas evidenciadas ja no
periodo lactacional. O aumento significativo de peso corporal de Filhotes-NR na
lactacdo observados em nossa pesquisa confirmam os achados por Faust e
colaboradores (1980), Plagemann e colaboradores (1992), Thole e colaboradores
(2012) e Fischer (2014). Os resultados também corroboram outras pesquisas que
apontam que a reducdo de ninhada ao 3° dia de vida da prole esta ligada ao
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sobrepeso dos filhotes hipernutridos (CUNHA, 2007; RODRIGUES et al., 2009;
NERY et al., 2011; RINALDI et al., 2012; THOLE et al., 2012; FISCHER, 2014).

O aumento de peso de Filhotes-NR no periodo da lactacéo esta relacionado
a maior disponibilidade de leite materno, de forma que os mesmos ingerem a
quantidade maxima suportada pelo trato gastrointestinal pois ainda ndo héa
maturacdo do hipotadlamo, o qual é responsavel pelo controle alimentar. Esse estado
de hipernutricAo precoce com imaturidade hipotalamica induz programacao
metabdlica na prole (BOURET; SIMERLY, 2007; RINALDI et al., 2012).
Adicionalmente, o aumento de peso nos Filhotes-NR no 14° e 21° dias da lactagéo
pode estar relacionado ao maior teor caldrico do leite, resultados similares foram
obtidos por Nogueira Neto (2008), que justifica 0 achado pelo maior consumo de
leite hipercaldrico pela prole.

Além do aumento de peso corporal Filhotes-NR apresentam maior tamanho
corporal ao 14° e 21° dias da lactacdo conforme dados do CNA, resultando em
obesidade, conforme demonstra o indice de Lee. Resultados confirmados por
Frankenfeld (2009) usando mesmo modelo experimental. Estes dados confirmam
que a hipernutricdo lactacional rompe a homeostase energética precocemente e
altera o controle do peso corporal, o que tem papel central na programacao
metabdlica e a condicdo de saude no futuro.

Os 14 primeiros dias pOs-natais do rato € um periodo importante para o
desenvolvimento cerebral (CASTRO, 2006). Nossos dados mostram reducédo do
tamanho do cérebro na prole ao longo da lactacdo. Interessantemente, o cérebro em
Filhotes-NR é menor que em animais de ninhada normal, sugerindo impacto sobre o
desenvolvimento do SNC. Estudos tem demonstrado que areas hipotalamicas séo
afetadas na prole oriunda de ninhada reduzida (ZHANG; ZHANG; WANG, 2011).

Nosso estudo ainda encontrou aumento significativo do peso de estbmago
dos Filhotes-NR ao 14° dia de lactacdo, provavelmente relacionado a maior ingestéao
de leite dos filhotes neste periodo em que ainda ndo ha maturacao hipotalamica que
promove o controle alimentar (MACMILLEN; ADAM; MUHLHAUSLER, 2005).

O aumento do peso da glandula adrenal nos Filhotes-NR e NN ao longo da
lactac@o sugere que ha um desenvolvimento maior no periodo pos-natal, porém em
um estudo com animais hipernutridos na lactacdo foi demonstrado que estes tém

uma rapida maturacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (BOULLU-CIOCCA,
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2008). A diminuicéo significativa do peso da glandula em Filhotes-NR ao 7° e 21°
dias da lactacdo indica que ha& comprometimento no desenvolvimento nestes
animais, porém sao necessarias pesquisas histoldgicas para identificar mudancas
teciduais no cortex e medula adrenal.

Considerando a importancia da condicdo materna para o estado da prole,
nos também avaliamos o perfil plasmatico dos filhotes ao longo da lactacdo, sendo
que ha elevacédo da glicemia, com paralela queda nos triglicerideos plasmaticos em
ambos os filhotes. Sugerindo que durante a progressédo da lactacdo ocorre uma
mudanca do perfil metabdlico da prole que passa dos lipideos para os carboidratos.
Todavia, em etapas precoces da lactacdo observamos que Filhotes-NR tem
concentracfes plasmaticas de glicose maiores que Filhotes-NN, sugerindo que a
reducdo do numero de filhotes pode comprometer a homeostase glicémica,
supostamente por alteragcbes hormonais como insulina e corticosterona, podendo ser
importante para a programacéo metabdlica.

O TAM na prole € importante para a producdo de calor ao corpo, porém
filhotes provenientes de ninhada reduzida apresentam reducdo da termogénese
(XIAO et al., 2007). Nos encontramos maior teor de TAM nos Filhotes-NR em etapas
precoces da lactacdo, sem alteracdo de proliferacdo o que sugere maior deposi¢cao
de gordura neste tecido. Confirmando nossa hipotese o teor de gordura armazenado
nos adipécitos do TAM é maior nos Filhotes-NR nas 3 etapas avaliadas, e culmina
com reducao de proliferacdo aos 21 dias da lactacéo, sugerindo que a reducéo do
namero de filhotes reduz precocemente a termogénese no TAM. Este achado pode
ser confirmado em estudo de Xiao e colaboradores (2007) que demonstraram que
animais adultos oriundos de ninhada reduzida apresentam diminuicdo de UCP-1 no
TAM, tanto em condi¢des basais quanto estimulados, como na exposi¢ao ao frio. Os
mesmos autores explicam que estes animais apresentam reducdo de receptores
adrenérgicos que medeiam os estimulos ao TAM, diminuindo a termogénese,
processo que os autores sugerem dar susceptibilidade a obesidade na vida adulta.
Dados também obtidos por outros estudos em animais adultos oriundos de ninhada
reduzida.

Em ambos os grupos o peso do pancreas da prole se elevou durante as

etapas da lactacao, indicando que esta fase é critica para a maturacao deste o6rgao
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em roedores. Conforme Berleze (2005), o pancreas de roedores sofre remodelacao
durante os primeiros vinte dias ap0s 0 hascimento.

O aumento de peso do pancreas em Filhotes-NR ao 7° e 21° dias da
lactacdo, sem alteracdo na &rea das ilhotas pancreaticas sugere que h& maior
desenvolvimento da parte exdcrina do pancreas nestes animais. Todavia nés nao
avaliamos o numero total de ilhotas, o que seria um indicativo mais adequado da
proliferacdo do componente enddécrino do 6rgao, considerando que diferentes dados
da literatura mostram alteragBes histomorfolégicas no pancreas enddcrino de
animais de ninhada reduzida, como hipertrofia de ilhotas pancreaticas, ao desmame
— apos o 21° dia da lactacdo — e na fase adulta (LEITE; NETO, 2009; SLAVIN et al.,
2010; THOLE et al., 2012; FISCHER, 2014).

Considerando o0s resultados discutidos nesta secdo € evidente a
precocidade e dimenséo das alteracdes que ocorrem na mée e repercutem na prole
durante a lactacéo pela reducdo de ninhada imposta, de modo que, sdo observadas
mudancas biométricas, metabdlicas e teciduais nesta fase critica do

desenvolvimento, caracterizando a inducao da programacao metabdlica.
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7 CONCLUSAO

A reducdo do numero de filhotes da ninhada promoveu alteracbes na
morfofisiologia materna evidentes nas diferentes etapas da lactacéo, dentre as quais
destacaram-se:

i)  Reducado do consumo alimentar e maior contetdo de tecido adiposo branco;
i) Elevacdo da glicemia plasmatica, acompanhada de maior proliferacdo
hepética;

i)  Modificacbes morfologicas da glandula mamaria, com evidente grau de
involucdo do tecido mamario, caracterizada pelo menor desenvolvimento dos
acinos mamarios e evidente acumulo de adipdcitos entre o tecido mamario

resultando em leite de elevado teor caldrico.

A condicdo materna refletiu no crescimento, morfologia e metabolismo da
prole, deste modo, filhotes lactentes de ninhada reduzida apresentaram:
)] Elevagdo do peso corporal e obesidade com menor desenvolvimento da
glandula adrenal ao longo da lactacéo;
i)  Acelerado crescimento corporal, acompanhado de menor peso do cérebro
nas trés etapas lactacionais;

i) Elevacdo das concentracdes plasméaticas de glicose e proteinas.

Finalmente, algumas adaptacdes fisioldégicas e morfolégicas da prole parecem
ser inerentes a progressdo da lactacdo e independe do numero de filhotes,
evidenciando-se:

I) Aceleragdo do crescimento corporal, acompanhado de maior
desenvolvimento de 6rgdos como pancreas e adrenal e reducdo do crescimento
cerebral;

i)  Metabolicamente, reducdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos e com
paralela elevacdo das concentracdes de glicose circulantes.
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