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RESUMO

A amamentagdo € um periodo critico para a programacao metabdlica da prole, sendo capaz de influenciar a
saude na vida adulta, conforme descrito pelo conceito DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease).
Enquanto muitos estudos abordam os efeitos da restrigdo proteico-calérica sobre os filhotes, pouco se
conhece sobre os impactos maternos nesse periodo. Este estudo avaliou os efeitos metabdlicos agudos de
uma dieta com restrigdo caldrico-proteica durante a lactagdo em ratas Wistar. Fémeas adultas (n=24), no
segundo dia de lactagdo, foram divididas em grupo Controle (C), alimentado com ragéo padréo (20,5% de
proteina), e grupo Low Protein (LP), alimentado com dieta hipoproteica (4% proteina) até o dia 14 de lactacéo,
seguida de ragéo padrao até o desmame. Foram avaliados a glicemia de jejum (6h), peso de tecidos adiposos
e pancreas, além de sensibilidade a insulina por teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT). Os dados
foram processados utilizando o Graphpad Prism, por teste t de student, e foram considerados significativos
resultados com p<0,05. O grupo LP apresentou maior taxa de reducédo da glicose sanguinea no iplTT
(p=0,0391), indicando aumento da sensibilidade a insulina. Nao houve diferenga na glicose de jejum (p=0,95).
Observou-se menor peso relativo da gordura uterina nas ratas LP (p=0,0357), enquanto gorduras
retroperitoneal, mesentérica e ovariana, assim como o0 peso pancreatico, ndo diferiram significativamente
entre os grupos. Esses resultados sugerem que uma restrigdo calérico-proteica de curta duragéo durante a
lactagéo é capaz de modificar parametros metabdlicos maternos, aumentando a sensibilidade a insulina e
reduzindo seletivamente estoques de gordura.

PALAVRAS-CHAVE: DOHaD; Insulina; Lactagao; Low-Protein.

1 INTRODUGAO

A amamentacdo desempenha papel essencial para o desenvolvimento da prole de
mamiferos e é reconhecida como um dos periodos criticos de programacgao metabdlica dos
filhotes (SILVEIRA et al., 2007). Essa fase apresenta potencial tanto para favorecer a
formacdo de um adulto saudavel quanto para aumentar a suscetibilidade ao
desenvolvimento de sindrome metabdlica (PICO et al., 2020), conforme estabelecido pelo
conceito DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) (BARKER; OSMOND,
1986). Estudos mostram que descendentes de mées submetidas a dieta com baixo teor
proteico (LP) durante a gestacdo e lactagdo apresentam menor crescimento e peso,
reducdo na concentragao sérica de proteinas totais aos 30 dias de idade e elevagao da
pressao arterial na vida adulta (de BRITO ALVES, 2014). Quando a restricao ocorre apenas
no periodo de lactacado, foi observado que as ilhotas pancreaticas dos filhotes exibem
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secrecao de insulina com resposta a glicose diminuida aos 80 dias, associada a alteragdes
no sistema nervoso autonémico (GRAVENA, 2013).

Grande parte das investiga¢cdes no contexto do DOHaD concentra-se nos prejuizos
causados pela dieta LP a saude da prole, enquanto os efeitos maternos nesse periodo sdo
menos explorados. A condicdo de saude da mae influencia diretamente o bem-estar dos
filhotes, sendo amplamente documentado que seu estado metabdlico antes, durante e apos
a gestacgao regula a expresséo génica, o metabolismo e o crescimento saudavel da prole.
Além disso, tanto o estado nutricional quanto o peso materno durante a lactagao estao
relacionados a taxa de mortalidade dos filhotes (MARSHAL et al., 2022). Assim, o presente
estudo teve como objetivo investigar os efeitos metabdlicos agudos de uma dieta com
restricao proteico-calodrica durante a lactacdo em ratas.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS E CONDIGOES EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar, criados no biotério central da Universidade Estadual
de Maringa. Ratos fémeas (n=24) entre 80 e 90 dias de vida foram transportados juntos
com machos (n=12) para cruzamento, para o Biotério Setorial do Laboratorio de Biologia
Celular da Secrecao vinculado ao Departamento de Genética, Biotecnologia e Biologia
Celular. Os animais foram mantidos em uma sala controlada, com temperatura constante
de 22+2°C e fotoperiodo de 12 horas (7:00-19:00 horas, periodo claro), com acesso livre a
agua e racao (Nuvital®, Curitiba, Brasil), e passaram por um periodo de adaptacéo de sete
dias. Todos os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com as normas do
Comité de Etica para Uso e Experimentacéo Animal da Universidade Estadual de Maringa.
Ao final de 7 dias as ratas foram submetidas ao cruzamento com os machos, em uma
proporcao por caixa de um macho para duas fémeas. A partir da confirmagao de prenhez
das fémeas, elas foram encaminhadas para caixas individuais.

2.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O dia do nascimento dos animais foi considerado o dia 0. No dia 1 foi atribuida a
devida dieta a rata (ad libitum), e no dia 2 foi realizada a padronizagao das ninhadas para
9 filhotes por mae. Os animais foram divididos em 2 grupos de 12 fémeas, totalizando 24
animais: o grupo Controle (C), alimentado com ragdo comercial padrao Nuvital®; e o grupo
Low Protein (LP), alimentado com ragéo hipoproteica (4% de proteinas). As intervengdes
dietéticas foram administradas exclusivamente durante a lactagédo, sendo que no grupo C
até o ultimo dia da lactagdo e o grupo LP apenas até o dia 14, devido a sua alta restrigao
proteica, sendo a dieta entdo substituida pela dieta comercial padrao.

2.3 EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS

A eutanasia foi realizada logo apos o periodo de lactagao por rapida decapitacéo por
guilhotina afiada (Insight, Ribeirdo Preto) especifica para roedores. As gorduras
retroperitoneal, mesentérica, ovariana e uterina, e pancreas foram coletados e pesados.

2.4 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

Apo6s um jejum de 6 horas, todos os animais receberam uma injeg&o intraperitoneal
de insulina (1U/kg PC) para o teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT). Foram
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obtidas amostras de sangue (75 uL) por meio de tubo capilar heparinizado (75mm de
comprimento, 1,5mm de didmetro externo). O sangue foi obtido por via caudal no tempo 0
(antes da injeg&o), 15, 30, 45 e 60 minutos apos a administracao de insulina. As analises
dos niveis de glicose sanguinea foram feitas por método enzimatico-colorimétrico
(GoldAnalisa®; Belo Horizonte, Brasil) usando um espectrofotdmetro (Analisador
bioquimico semi-automatico, BIO 200FL, Bio Plus®, Sao Paulo/SP, Brasil).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados desse estudo foram processados usando o programa GraphPadPrism
8 (GraphPad softwares, La Jolla, CA, USA). Os resultados estao apresentados como média
t+ erro padrdao da média (SEM). Foram considerados significativos os resultados que
apresentaram P<0,05. Foi realizado um teste de normalidade seguido de teste t de Student.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A dieta de restricdo proteico-caldrica foi capaz de causar aumento na porcentagem
de reducao de glicose sanguinea por minuto (p=0,0391) em ratas durante a lactagao, como
mostra o grafico do calculo do KITT (Figura 1B). Esse resultado indica que os animais LP
apresentam uma maior sensibilidade a insulina mesmo com o retorno a uma dieta padrao
apos os 14 dias. O aumento da sensibilidade a insulina pode ter sido causado pela restricao
caldrica imposta pela dieta. Estudos ja demonstraram que uma dieta de restricdo cal6rica
€ capaz de aumentar a sensibilidade a insulina (WEISS et al, 2006). A revisao conduzida
por Genaro e colegas (2009) analisou os efeitos da restricdo caldrica sobre a longevidade,
onde destaca a influéncia dessa intervencao dietética na sensibilidade a insulina, achado
que também foi observado no presente estudo. Nao houve diferencga estatistica na glicose
de jejum (p=0,95) (Figura 1C).
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Figura 1 — Grafico de ipITT e KITT do ipITT e glicemia de jejum.
Nota: Dados expressos em valor de p; média + erro padrdo da média; nimero de animais (n). A) Grafico do
Teste de Tolerancia a Insulina (C n=7 vs LP n=6) B) KITT do teste de tolerancia a Insulina (p=0,0391; C
1,539+0,093, n=7 vs LP 1,955+0,158, n=6); C) Glicemia de jejum (6h) (p=0,95; C 97,67+4,31, n=7 vs LP
98,0315,78, n=6).

Fonte: Dados preliminares deste projeto.

A gordura uterina do grupo LP apresentou menor peso relativo (p=0,0357) quando
comparada com os o grupo controle (Figura 2A), porém nas gorduras retroperitoneal
(p=0,65, Figura 2B), mesentérica (p=0,461, Figura 2C) e ovariana (p=0,914, Figura 2C) ndo
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foi possivel observar diferenga significativa. Isso pode ser devido ao tempo limitado em que
a dieta LP é administrada, sendo que o retorno da dieta padrao apds os 14 dias possa ser
capaz de aliviar os efeitos esperados da dieta LP nos estoques de gordura corporal do
animal. O peso do pancreas também foi avaliado, e ndo apresentou diferenga estatistica
(p=0,41, Figura 2D).
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Figura 2 — Peso das gorduras retroperitoneal, mesentérica, uterina e ovariana, e peso de
pancreas relativos a 100g de peso corporal.
Nota: Dados expressos em valor de p; média * erro padrdo da média; numero de animais (n). A) Gordura
uterina (p=0,0357; C 0,81410,04 vs LP 0,672+0,04; n=8); B) Gordura retroperitoneal (p=0,65; C 0,946+0,10
vs LP 0,878+0,10; n=8); C) Gordura Mesentérica (p=0,461; C 0,660+0,03 vs LP 0,748+0,11; n=8); D) Gordura
Ovariana (p=0,914; C 0,695+0,05 vs LP 0,705+0,06; n=8); E) Peso de pancreas (p=0,41; C 0,505+0,03 vs LP
0,461+0,04; n=8).

Fonte: Dados preliminares deste projeto.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados preliminares apresentados nesse trabalho mostram que a dieta LP durante
os primeiros 14 dias de lactagdo seguida de retorno a dieta padrdo causa aumento da
sensibilidade a insulina, e redugao na gordura uterina, apesar de nao causar mudanga no
peso relativo das gorduras retroperitoneal, mesentérica e ovariana. O peso do pancreas
também nao apresentou diferencga significativa. Considerando o quao importante a saude
materna é para o desenvolvimento saudavel da prole durante os primeiros dias de vida é
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imprescindivel que mais estudos abranjam também a saude da mae dentro do contexto do
conceito DOHaD e da dieta LP.

Agradecemos a CAPES e ao CNPq pelo suporte financeiro, as empresas parceiras
JBS e INSPAM, ao grupo LExDOHaD, ao programa de P6s-Graduagao em Biologia Celular
e Molecular (PBC-UEM), e a Universidade Estadual de Maringa.
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