, - XXKXIl Congresso de

<

rC)‘_‘,,‘»UﬂfcﬂacbéWQ Cientifica é"é.

Unicamp v(..\'

UNICAMP

PRI

prrattorn de pesadiie
unicamp

] INVESTIGAGCAO DA RI;LA(;Z\O ENTRE A MORFOLOGIA DA GLANDULA
MAMARIA COM O PERFIL LIPIDICO DO LEITE MATERNO E GANHO DE PESO DA
PROLE

Autores/as:

MAIARA DE JESUS DA SILVA, (FCA)
MAYARA BAQUEIRO DA NOBREGA, (FCA)
Prof2. Dr® . ADRIANA SOUZA TORSONI, (FCA)

INTRODUGAO:

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) a obesidade pode ser definida como
uma doenga crénica, ocasionada pelo acumulo
excessivo de gordura corporal, que pode em
algum momento prejudicar a saude do
individuo. De carater multifatorial € considerada
um fator de risco para o desenvolvimento de
outras doengas potencialmente fatais e sua
prevaléncia global nos Uultimos anos vém
apresentando um aumento alarmante em todos
os ciclos de vida, principalmente em mulheres
em idade reprodutiva. Atualmente, o quadro de
sobrepeso e obesidade materna demonstra-se
preocupante, uma vez que nos ultimos anos a
literatura cientifica vém evidenciando com mais
clareza mecanismos associados a
predisposicdo do desenvolvimento de doencgas
metabdlicas entre progenitores e seus
descendentes (HORTA, et al., 2019; LEGHI et.
al., 2020; CHEN et al. 2017).

O leite materno é um fluido bioldgico
produzido pelas glandulas mamarias de
mamiferos para conferir nutricdo a seus filhos e
possibilitar o desenvolvimento de seus sistemas
fisiolégicos (ANDREAS et al., 2015). No inicio
da vida, o leite é a unica fonte de nutricao para
0 recém-nascido lactente, portanto a
composicdo deste alimento, bem como todo o
processo da lactagao, demonstra ser um fator
crucial para o desenvolvimento de alteracbes
metabodlicas e os desfechos Vvitais do
recém-nascido (CHEN et al. 2017).

A glandula mamaria é o principal 6rgao
exocrino responsavel pelo aleitamento. Em
humanos, seu desenvolvimento se inicia no
utero, porém a maior parte do seu
desenvolvimento s6 ocorre durante a

puberdade e gravidez (HANNAN et al., 2023). A
glandula mamaria se desenvolve em um leito
de tecido adiposo branco. A relagdo entre os
tecidos da glandula mamaria e o tecido adiposo
se amplia, em um contexto diferente, até o
periodo da lactacdo, onde os triglicerideos do
tecido adiposo sdo mobilizados para fornecer
acidos graxos para a sintese de lipidios do leite
(DAVID et al.,2005; FLINT et al., 1998). No
entanto, o uso excessivo de acidos graxos de
cadeia longa do tecido adiposo em ratos com
obesidade leva a um aumento no teor de acidos
graxos totais e saturados do leite (DAVID et al.,
2005; ROLLS, 1986).

Nos ultimos anos varios estudos
observaram que a obesidade, somada ao
consumo de dietas obesogénicas, possui
efeitos diversos sob a lactogénese, sobretudo
no que diz respeito a alteragbes no
desenvolvimento e funcionamento da glandula
mamaria lactante, com consequéncias a longo
prazo para a mae e seus descendentes (DAVID
et al., 2005; IVAN et al, 2022). O aumento do
indice de massa corporal (IMC) materna
correlaciona-se com a dificuldade de
estabelecer uma pratica de amamentagao
bem-sucedida, atraso no inicio da produgao
abundante de leite ao lactante e uma duracgao
mais curta da lactacdo (CHAPMAN et al, 1999;
HILSON et al., 2004; NOMMSEN-RIVERS et
al., 2010).

Assim, tendo em vista a hipotese de que
o0 consumo materno de uma dieta rica em
gordura e uma dieta rica em sacarose pode
resultar em hipertrofia e hiperplasia dos
adipécitos das glandulas mamarias, e assim
também afetar o perfil lipidico do leite, o
objetivo geral do presente projeto foi investigar
a relagcdo entre o numero de adipdcitos na
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glandula mamaria materna com alteracdes
negativas no perfil lipiddmico do leite e sua
influéncia em parametros metabdlicos na prole
de maes alimentadas com dieta controle (CT),
rica em sacarose (HS) ou hiperlipidica (HF).

METODOLOGIA:

1. Animais Experimentais:

Todos os procedimentos passaram por
aprovacdo prévia do Comité de Etica em
pesquisa animal (CEUA) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) sob
Protocolo n° 5639-1/2020.

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

Com 5 semanas de vida, as fémeas
foram divididas aleatoriamente em trés grupos:
fémeas alimentadas com dieta controle (CT)
(Research Diet D12450J), dieta rica em
sacarose (HS) (Research Diet D12450B) e
fémeas alimentadas com dieta hiperlipidica
(HF) (Research Diet D12451, New Brunswick,
NJ) para indugdo da obesidade materna
(Tabela 1). Os machos foram alimentados com
dieta controle. Apés 8 semanas de adaptacao
com as respectivas dietas ocorreu o
acasalamento. A mesma dieta da adaptagao foi
mantida durante a gestacgéo e lactagao.

Apdés o nascimento da prole houve o
pareamento dos filhotes, sendo estabelecido 6
filhotes por ninhada (3 fémeas e 3 machos), os
quais permaneceram com suas respectivas
maes durante a lactacdo. Durante todo o
periodo experimental, o peso corporal das
maes e filhotes foi aferido semanalmente.

Tabela 1. Composicio da dieta controle (Research Diet D12450J), dieta rica em sacarose

(Research Diet D124508) e hiperlipidica (Research Diet D12451).

CONTROLE RICA EM SACAROSE HIPERLIPIDICA

Carboidratos (%) 69 70 35
Proteinas (%) 20 20 20
Gorduras (%) 10 10 45
Densidade energética (keal/g) 3,82 3,82 4,7

Fonte Proteica: cuseina e L-cisting. Carboid : socar (CT= 7% sacarose, HS= 35%
sacarose, HE= 17% sacarose), amido de milho e maltodextrina. Lipidies: dleo de soja e

banha de porco.

2. Coleta de Leite e Lipidémica:

O leite foi coletado das fémeas no 12° e
16° dia de lactagdo. As maes e seus filhotes
foram separados por 2 a 4 horas. Apos este
periodo, foi administrada ocitocina (4Ul/kg, ip)
e, em seguida, as fémeas foram anestesiadas
com anestésico inalatério isoflurano. A area dos
mamilos foi umedecida com agua esterilizada e
o leite foi coletado por meio da ordenha
manual. O leite do dia 12 foi coletado e
congelado para andlise de lipiddmica, em
que20 pL de amostra (n=6/grupo) foram usadas
para extracdo de lipidios. O perfil de
Monitoramento de Reacdes Multiplas (MRM) foi
realizado usando espectrometria de massa. Os
dados foram divididos em trés categorias de
lipidios: (1) CE (éster de colesterol), CER
(ceramidas), DG (diglicerideos), PC
(fosfatidilcolina), PE (fosfatidiletanolamina), PG
(fosfatidilglicerol), Pl (fosfatidilinositol), PS
(fosfatidilserina), SM (esfingomielina); (2)
Triglicerideos (TG); e (3) Acidos Graxos Livres
(AG).

3. Ingestao de leite da prole:

Apods o nascimento, nos dias 4, 8, 12, 16
e 20, os animais foram submetidos ao regime
de “peso-sucgdo-peso”, no qual os filhotes
foram removidos de suas maes por 4 horas as
8:00am horas e pesados antes de voltar para
as maes as 12:00 horas para amamentar por
60 minutos. Os filhotes foram pesados
novamente para estimar a ingestdo de leite.

4. Eutanasia e coleta de tecidos:

Para eutanasia todos os animais foram
mantidos em jejum noturno de 12 horas. As
maes e os filhotes foram eutanasiados por meio
da administracdo de anestesia (Quetamina de
Sédio, Xilazina). Foram coletados os tecidos
adiposos epigonadal e retroperitoneal para
calculo de adiposidade e glandula mamaria
materna para analise histoldgica.

5. Analise Histolégica:
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A glandula mamaria foi coletada nos
periodos gestacional e pos-lactagdo. Apos a
coleta, o tecido foi mantido em solucdo de
formol 10% por 48 horas, seguido pelo
armazenamento em alcool 70%. As glandulas
foram parafinadas e cortes de 10um foram
realizados em micrétomo. Posteriormente, as
células foram coradas em HE
(hematoxilina-eosina) para a  avaliagéo
histoloégica do tecido e morfometria.

6. Analise de expressao génica (rtPCR):

A glandula mamaria coletada foi
utilizada para analisar a expressdo génica de
Acaca (Acetil-CoA carboxilase alfa); Fasn
(Sintase de &cidos graxos), Scd? (Acido graxo
dessaturase 1), Elovi6 (Elongase 6), ll1b
(Interleucina 1 beta) por meio da PCR
quantitativo em tempo real (gRT-PCR). Foi
realizada a extracdo dos mRNA utilizando o
reagente TRIzol (Life Technologies) de acordo
com as instrugdes fornecidas pelo fabricante. A
quantificacdo de RNA total foi efetuada
utilizando o equipamento NanoDrop ND-2000
(Thermo Electron,WI, EUA). A transcricao
reversa foi realizada com 3 pg de RNA e
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific). Para a expressao
génica, foi empregado o sistema de deteccao
TagMan, juntamente com primers especificos
para os genes-alvo. O gene Rplp0 foi utilizado
como controle enddégeno. A expressado génica
foi avaliada por meio de PCR quantitativo em
tempo real em amostras com 20ng de DNA
complementar (cDNA) na plataforma ABI Prism
7500 Fast. Os dados foram expressos em
valores relativos, determinados pelo método de
comparagdo do threshold cycle (2-AACt),
conforme as recomendacgdes do fabricante.

7. Andlise estatistica: Para as analises
estatisticas foi utilizado o software GraphPad
Prism 9.0 (La Jolla, CA). A Analise de
Componentes Principais (PCA) foi avaliada
usando PERMANOVA. Os dados foram
verificados quanto a aderéncia a normalidade,
por meio do teste Shapiro-Wilk, e quanto a
igualdade das variancias, pelo teste de Levene.
Para os dados com distribuicdo normal e
homoscedasticidade, foi realizado o teste T de
Student ndo pareado ou teste One-Way Anova

seguido do pés-teste Bonferroni. Para os dados
sem distribuicdo normal e/ou sem igualdade de
variancias, foi realizado o teste de
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido pelo
pos-teste de Dunn. Para avaliagdo da
correlacdo entre as variaveis foi aplicada a
Correlagdo de Pearson. Os resultados serdo
apresentados em Meédia * Erro Padrdo da
Média, com nivel de significdncia estabelecido
em 5% (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Durante o periodo de adaptagdo, foi
observado que as fémeas expostas a dieta HF
apresentaram aumento do peso corporal a
partir da 5° semana de exposicdo a dieta,
quando comparadas as fémeas HS e CT
(Figura 1a).

No periodo  pré-gestacional, foi
observado um aumento na glicemia das fémeas
HF, quando comparado ao grupo CT e HS. No
periodo pés-lactacdo, os dados de peso
corporal, glicemia de jejum e adiposidade foram
maiores no grupo HF, apenas quando
comparado ao HS (Figura 1b-g).
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Figura 1. Anilise dos pardmetros murinométricos de fémeas alimentadas com dieta CT, HS
ou HF nos periodos pré-gestacional e pés-desmame. (a) peso corporal ao longo do periodo de
adaptagio dietética. (b) Glicemia em jejum no periodo pré-gestacional (mg/dL). (c) Glicemia em
jejum no periodo pés-desmame (mg/dL). (d) Peso corporal no periodo pds-desmame (gramas) (e)
Tecido adiposo epigonadal (gramas). (f) Tecido adiposo retroperitoneal (gramas). (g) Adiposidade
(%9). n=5-23/grupo. One-way Anova ou Two-way Anova foram empregados para comparagdo entre
os grupos, seguido por teste de Bonferroni * p < 0.05. ***p < 0.0001.

Por meio da analise histolégica no
periodo gestacional (e19), foi observado que
fémeas expostas a dieta HF apresentaram
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aumento na area de adipécitos no tecido
glandular mamario, quando comparadas a
fémeas do grupo HS, além de uma tendéncia
de aumento na area de adipdcitos da glandula
mamaria em comparag¢ao ao grupo CT (Figura
2a, b).
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Figura 2. Anilise da histologia da drea de adipécitos da glindul. ia de fémeas CT, HS e HF.
(a) Quantificagio da drea de adipdcitos no tecido mamdrio de fémeas no 19° dia de gestacio. (b) Cortes

histologicos representativos do tecido mamdrio de fémeas no 19° dia de gestagio. n=4-23/grupo. One-
way Anova foi empregado para comparacio entre os grupos, seguido por teste de Bonferroni * p < 0.05

Através da analise de PCA do leite
materno, foi observada uma segregagao entre
os grupos CT e HS, em relagdo ao grupo HF
para as categorias 1 e 2, de derivados de
lipidios (Figura 3a) e ftriglicerideos (Figura 3b).
No entanto, ndo foi observada nenhum tipo de
segregacgao entre os grupos quando aos acidos
graxos. O leite de fémeas HF apresentou
aumento na propor¢do de triglicerideos
poliinsaturados e reducdo de saturados e
monoinsaturados, quando comparado ao grupo
CT e HS (Tabela 2).
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Figura 3. Anilise PCA referente aos principais componentes lipidicos do leite materno de fémeas CT, HS e
HF. (a) Andlise de lipidios: acil d & glicerol, Inositol,

serina e esfingomielina (CE, CER, DG, PC, PE, PG, PL, PS, e SM respectivamente). (b) Anélise de triglicerideos
(c) Andlise de dcidos graxos livres. n=6/grupo

Foi realizada a analise da expressao
génica (RT-PCR) de genes envolvidos com o
metabolismo de lipidios e com a inflamagao na
glandula mamaria nas fémeas CT, HS e HF
(Acaca, Acadm, Acavl, Agpat, Elovl6, Fads1,
Fads2, IL1b e Srebf1). A expressdo génica de
II1b esteve aumentada em fémeas HF em
comparagao com o grupo CT, sugerindo maior
inflamacao glandular. Ademais, em HF também
foi observada uma tendéncia ao aumento de
Acadvl, quando comparado com CT e HS
(Figura 5a-j), sugerindo maior fornecimento de

energia proveniente da oxidagdo de 4acidos
graxos de cadeia longa (PENG et al., 2022).

Tabela 2. Numero de carbonos dos triglicerideos presentes no leite de fémeas

CT. HF e HE.
Trait, % CT HS HF SEM FDR.
Carbon riumber
37 0.0002* 0.0002* 0.0001" 0.00002 0.022
38 0.0513* 0.0436" 0.0194' 0.00378 =0.001
39 0.0004* 0.0006* 0.0003" 0.00004 0.007
40 0.0956* 0.0880" 0.0397" 0.00674 =0.001
41 0.0010* 0.0013* 0.0006° 0.00010 0.008
42 0.1369" 0.1294* 0.0651° 0.00862 =0.001
43 0.0015* 0.0018* 0.0010° 0.00010 0.006
44 0.1583* 0.1524* 0.1033" 0.00730 0.001
45 0.0019 0.0022 0.0014 0.00014 0.056
46 0.1318* 0.1271* 0.1039 0.00442 0.022
47 0.0023 0.0030* 0.0014 0.00018 =0.001
48 0.0578 0.0360 0.0582 0.00155 0.850
49 0.0603 0.0597 0.0485 0.00280 0.177
50 0.0288 0.0304° 0.0353* 0.000%9 0.018
31 0.0778 0.0787" 0.106%" 0.00416 0.002
52 0.019%° 0.0230° 0.0345* 0.00186 0.001
53 0.1023 0.1147" 0.2311* 0.01668 =0.001
34 0.0140 0.0168° 0.0319* 0.00222 =0.001
55 0.0411° 0.0458" 0.0940" 0.00697 <0.001
56 0.0048 0.0066 0.0079 0.00058 0.106
37 0.0075 0.0098 0.0106 0.00082 0314
58 0.0022 0.0033 0.0027 0.00028 0315
39 0.0018 0.0027 0.0018 0.00022 0.197
60 0.0001 0.0002 0.0001 0.00002 0.095
61 0.0003 0.0004 0.0002 0.00004 0.104
62 0.0001 0.0002 0.0001 0.00002 0.106

SEM = média e desvio padrdo, FDR = método de diferenga estatistica. *Diferentes letras
indicam diferencas entre os grupos (a/b).

Tabela 3. Numero insatura¢des dos triglicerideos presentes no leite de fémeas

CT. HF ¢ HF.
Trait, % CT HS HF SEM FDR
Unzaruration number

0 0.234%" 0.2405" 0.0924" 0.01813 =0.001

1 0.2204" 0.1953* 0.1370" 0.01018 =0.001

2 0.1313 0.1203 0.1103 0.00387 0.106

3 0.0537° 0.0516" 0.0620 0.00164 0.022

4 0.0270° 0.0281" 0.0410" 0.00169 =0.001

5 0.0141° 0.0164° 0.0298" 0.001%0 =0.001

6 0.0108 0.0138 0.0139 0.00076 0.188

7 0.0247 0.0303 0.0240 0.00132 0121

8 0.0973° 0.0870" 0.1228* 0.00377 0.002

9 0.1051 0.1156" 0.186%" 0.01098 0.001

10 0.0591° 0.0662' 0.1296" 0.00904 <0.001

11 0.0185" 0.0205° 0.0456" 0.00345 =0.001

12 0.0024 0.0034 0.0040 0.00032 0.136

13 0.0003 0.0005 0.0004 0.00004 0.305

14 0.0001 0.0002 0.0001 0.00002 0.104

15 0.0001 0.0002 0.0001 0.00002 0.095

16 0.0001 0.0002 0.0001 0.00002 0.106

SEM = meédia e desvio padrio, FDR = método de diferenga estatistica. *Diferentes letras
indicam diferengas entre os grupos (a'b).
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Figura 4. Expressio de genes envolvides com o
metabolismo de lipidios e com inflamacio na
glindula mamiria de fémeas CT, HS e HS no
periodo de pés-lactacio. Expressio relativa de (a)
Acaca, (b) Acavl, (c) Agpat, (d) Srepfl. (e) Acadm,
() Sedl, (g) Elovi6, (h) Fadsl, (i) Fads2, (j) 1115,
b .o o o e n=3-9%grupo.
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One-way Anova foi empregado para comparagio entre os grupos, seguido por teste de Bonferrom *
p=005

Durante o periodo final da lactacao, o

ganho de peso da prole macho e fémea foi
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maior no grupo HF, em comparagdo aos
descendentes de maes CT e HS. A prole de
maes HS apresentou maior ganho de peso
quando comparada com a prole CT (Figura 6
a-b).
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Figura 6. Ganho de peso da prole ao longo do periodo da lactacio.
(a) Ganho de peso total de machos (gramas) e (b) fémeas. n=>3-
24/grupo. One-way Anova foi empregado para comparagio entre os
grupos, seguido por teste de Bonferrom * p = 0.05. *** p = 0.0001.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos,
concluimos que as dietas HS e HF foram
capazes de impactar negativamente os
parametros murinométricos das fémeas durante
0 periodo da gestagdo e lactacédo. Além disso,
essas dietas afetaram a composicido do leite
materno, contribuindo com o aumento de peso
da prole e na programacgido obesogénica dos
descendentes.
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