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INTRODUÇÃO:

Segundo a Organização Mundial da Saúde
(OMS) a obesidade pode ser definida como
uma doença crônica, ocasionada pelo acúmulo
excessivo de gordura corporal, que pode em
algum momento prejudicar a saúde do
indivíduo. De caráter multifatorial é considerada
um fator de risco para o desenvolvimento de
outras doenças potencialmente fatais e sua
prevalência global nos últimos anos vêm
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 últimos anos a
literatura científica vêm evidenciando com mais
clareza mecanismos associados à
predisposição do desenvolvimento de doenças
metabólicas entre progenitores e seus
descendentes (HORTA, et al., 2019; LEGHI et.
al., 2020; CHEN et al. 2017).

O leite materno é um fluido biológico
produzido pelas glândulas mamárias de
mamíferos para conferir nutrição a seus filhos e
possibilitar o desenvolvimento de seus sistemas
fisiológicos (ANDREAS et al., 2015).  No início
da vida, o leite é a única fonte de nutrição para
o recém-nascido lactente, portanto a
composição deste alimento, bem como todo o
processo da lactação, demonstra ser um fator
crucial para o desenvolvimento de alterações
metabólicas e os desfechos vitais do
recém-nascido (CHEN et al. 2017). 

A glândula mamária é o principal órgão
exócrino responsável pelo aleitamento. Em
humanos, seu desenvolvimento se inicia no
útero, porém a maior parte do seu
desenvolvimento só ocorre durante a

puberdade e gravidez (HANNAN et al., 2023). A
glândula mamária se desenvolve em um leito
de tecido adiposo branco. A relação entre os
tecidos da glândula mamária e o tecido adiposo
se amplia, em um contexto diferente, até o
período da lactação, onde os triglicerídeos do
tecido adiposo são mobilizados para fornecer
ácidos graxos para a síntese de lipídios do leite
(DAVID et al.,2005; FLINT et al., 1998). No
entanto, o uso excessivo de ácidos graxos de
cadeia longa do tecido adiposo em ratos com
obesidade leva a um aumento no teor de ácidos
graxos totais e saturados do leite (DAVID et al.,
2005; ROLLS, 1986).

Nos últimos anos vários estudos
observaram que a obesidade, somada ao
consumo de dietas obesogênicas, possui
efeitos diversos sob a lactogênese, sobretudo
no que diz respeito a alterações no
desenvolvimento e funcionamento da glândula
mamária lactante, com consequências a longo
prazo para a mãe e seus descendentes (DAVID
et al., 2005; IVAN et al, 2022). O aumento do
índice de massa corporal (IMC) materna
correlaciona-se com a dificuldade de
estabelecer uma prática de amamentação
bem-sucedida, atraso no início da produção
abundante de leite ao lactante e uma duração
mais curta da lactação (CHAPMAN et al, 1999;
HILSON et al., 2004; NOMMSEN-RIVERS et
al., 2010).

Assim, tendo em vista a hipótese de que
o consumo materno de uma dieta rica em
gordura e uma dieta rica em sacarose pode
resultar em hipertrofia e hiperplasia dos
adipócitos das glândulas mamárias, e assim
também afetar o perfil lipídico do leite, o
objetivo geral do presente projeto foi investigar
a relação entre o número de adipócitos na
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glândula mamária materna com alterações
negativas no perfil lipidômico do leite e sua
influência em parâmetros metabólicos na prole
de mães alimentadas com dieta controle (CT),
rica em sacarose (HS) ou hiperlipídica (HF).

METODOLOGIA:

1. Animais Experimentais:
Todos os procedimentos passaram por

aprovação prévia do Comitê de Ética em
pesquisa animal (CEUA) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) sob
Protocolo nº 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. às
18:00 pm.) e 12 horas escuro (18:00 pm às
6:00 am.), com livre acesso à alimentação e
água.

Com 5 semanas de vida, as fêmeas
foram divididas aleatoriamente em três grupos:
fêmeas alimentadas com dieta controle (CT)
(Research Diet D12450J), dieta rica em
sacarose (HS) (Research Diet D12450B) e
fêmeas alimentadas com dieta hiperlipídica
(HF) (Research Diet D12451, New Brunswick,
NJ) para indução da obesidade materna
(Tabela 1). Os machos foram alimentados com
dieta controle. Após 8 semanas de adaptação
com as respectivas dietas ocorreu o
acasalamento. A mesma dieta da adaptação foi
mantida durante a gestação e lactação.

Após o nascimento da prole houve o
pareamento dos filhotes, sendo estabelecido 6
filhotes por ninhada (3 fêmeas e 3 machos), os
quais permaneceram com suas respectivas
mães durante a lactação. Durante todo o
período experimental, o peso corporal das
mães e filhotes foi aferido semanalmente.

2. Coleta de Leite e Lipidômica:
O leite foi coletado das fêmeas no 12º e

16º dia de lactação. As mães e seus filhotes
foram separados por 2 a 4 horas. Após este
período, foi administrada ocitocina (4UI/kg, ip)
e, em seguida, as fêmeas foram anestesiadas
com anestésico inalatório isoflurano. A área dos
mamilos foi umedecida com água esterilizada e
o leite foi coletado por meio da ordenha
manual. O leite do dia 12 foi coletado e
congelado para análise de lipidômica, em
que20 μL de amostra (n=6/grupo) foram usadas
para extração de lipídios. O perfil de
Monitoramento de Reações Múltiplas (MRM) foi
realizado usando espectrometria de massa. Os
dados foram divididos em três categorias de
lipídios: (1) CE (éster de colesterol), CER
(ceramidas), DG (diglicerídeos), PC
(fosfatidilcolina), PE (fosfatidiletanolamina), PG
(fosfatidilglicerol), PI (fosfatidilinositol), PS
(fosfatidilserina), SM (esfingomielina); (2)
Triglicerídeos (TG); e (3) Ácidos Graxos Livres
(AG).

3. Ingestão de leite da prole:
Após o nascimento, nos dias 4, 8, 12, 16

e 20, os animais foram submetidos ao regime
de “peso-sucção-peso”, no qual os filhotes
foram removidos de suas mães por 4 horas às
8:00am horas e pesados antes de voltar para
as mães às 12:00 horas para amamentar por
60 minutos. Os filhotes foram pesados
​​novamente para estimar a ingestão de leite.

4. Eutanásia e coleta de tecidos:
Para eutanásia todos os animais foram

mantidos em jejum noturno de 12 horas. As
mães e os filhotes foram eutanasiados por meio
da administração de anestesia (Quetamina de
Sódio, Xilazina). Foram coletados os tecidos
adiposos epigonadal e retroperitoneal para
cálculo de adiposidade e glândula mamária
materna para análise histológica.

5. Análise Histológica:
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A glândula mamária foi coletada nos
períodos gestacional e pós-lactação. Após a
coleta, o tecido foi mantido em solução de
formol 10% por 48 horas, seguido pelo
armazenamento em álcool 70%. As glândulas
foram parafinadas e cortes de 10um foram
realizados em micrótomo. Posteriormente, as
células foram coradas em HE
(hematoxilina-eosina) para a avaliação
histológica do tecido e morfometria.

6. Análise de expressão gênica (rtPCR):
A glândula mamária coletada foi

utilizada para analisar a expressão gênica de
Acaca (Acetil-CoA carboxilase alfa); Fasn
(Sintase de ácidos graxos), Scd1 (Ácido graxo
dessaturase 1), Elovl6 (Elongase 6), Il1b
(Interleucina 1 beta) por meio da PCR
quantitativo em tempo real (qRT-PCR). Foi
realizada a extração dos mRNA utilizando o
reagente TRIzol (Life Technologies) de acordo
com as instruções fornecidas pelo fabricante. A
quantificação de RNA total foi efetuada
utilizando o equipamento NanoDrop ND-2000
(Thermo Electron,WI, EUA). A transcrição
reversa foi realizada com 3 µg de RNA e
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific). Para a expressão
gênica, foi empregado o sistema de detecção
TaqMan, juntamente com primers específicos
para os genes-alvo. O gene Rplp0 foi utilizado
como controle endógeno. A expressão gênica
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
comparação do threshold cycle (2-ΔΔCt),
conforme as recomendações do fabricante.

7. Análise estatística: Para as análises
estatísticas foi utilizado o software GraphPad
Prism 9.0 (La Jolla, CA). A Análise de
Componentes Principais (PCA) foi avaliada
usando PERMANOVA. Os dados foram
verificados quanto à aderência à normalidade,
por meio do teste Shapiro-Wilk, e quanto à
igualdade das variâncias, pelo teste de Levene.
Para os dados com distribuição normal e
homoscedasticidade, foi realizado o teste T de
Student não pareado ou teste One-Way Anova

seguido do pós-teste Bonferroni. Para os dados
sem distribuição normal e/ou sem igualdade de
variâncias, foi realizado o teste de
Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido pelo
pós-teste de Dunn. Para avaliação da
correlação entre as variáveis foi aplicada a
Correlação de Pearson. Os resultados serão
apresentados em Média ± Erro Padrão da
Média, com nível de significância estabelecido
em 5% (p≤0,05).

RESULTADOS E DISCUSSÃO:

Durante o período de adaptação, foi
observado que as fêmeas expostas à dieta HF
apresentaram aumento do peso corporal a
partir da 5° semana de exposição à dieta,
quando comparadas às fêmeas HS e CT
(Figura 1a).

No período pré-gestacional, foi
observado um aumento na glicemia das fêmeas
HF, quando comparado ao grupo CT e HS. No
período pós-lactação, os dados de peso
corporal, glicemia de jejum e adiposidade foram
maiores no grupo HF, apenas quando
comparado ao HS (Figura 1b-g).

Por meio da análise histológica no
período gestacional (e19), foi observado que
fêmeas expostas à dieta HF apresentaram
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aumento na área de adipócitos no tecido
glandular mamário, quando comparadas à
fêmeas do grupo HS, além de uma tendência
de aumento na área de adipócitos da glândula
mamária em comparação ao grupo CT (Figura
2a, b).

Através da análise de PCA do leite
materno, foi observada uma segregação entre
os grupos CT e HS, em relação ao grupo HF
para as categorias 1 e 2, de derivados de
lipídios (Figura 3a) e triglicerídeos (Figura 3b).
No entanto, não foi observada nenhum tipo de
segregação entre os grupos quando aos ácidos
graxos. O leite de fêmeas HF apresentou
aumento na proporção de triglicerídeos
poliinsaturados e redução de saturados e
monoinsaturados, quando comparado ao grupo
CT e HS (Tabela 2).

Foi realizada a análise da expressão
gênica (RT-PCR) de genes envolvidos com o
metabolismo de lipídios e com a inflamação na
glândula mamária nas fêmeas CT, HS e HF
(Acaca, Acadm, Acavl, Agpat, Elovl6, Fads1,
Fads2, IL1b e Srebf1). A expressão gênica de
Il1b esteve aumentada em fêmeas HF em
comparação com o grupo CT, sugerindo maior
inflamação glandular. Ademais, em HF também
foi observada uma tendência ao aumento de
Acadvl, quando comparado com CT e HS
(Figura 5a-j), sugerindo maior fornecimento de

energia proveniente da oxidação de ácidos
graxos de cadeia longa (PENG et al., 2022).

Durante o período final da lactação, o
ganho de peso da prole macho e fêmea foi
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maior no grupo HF, em comparação aos
descendentes de mães CT e HS. A prole de
mães HS apresentou maior ganho de peso
quando comparada com a prole CT (Figura 6
a-b).

CONCLUSÕES

Com base nos resultados obtidos,
concluímos que as dietas HS e HF foram
capazes de impactar negativamente os
parâmetros murinométricos das fêmeas durante
o período da gestação e lactação. Além disso,
essas dietas afetaram a composição do leite
materno, contribuindo com o aumento de peso
da prole e na programação obesogênica dos
descendentes.
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