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RESUMO 

  

MAIA, Lígia de Albuquerque. Avaliação do metabolismo ósseo em modelos de 
plasticidade ontogenética. 2014. 100 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e 
Experimental). Faculdade de Ciências Médias, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 
O aumento da prevalência da obesidade e osteoporose, bem como a identificação de 

mecanismos comuns que ligam a osteogênese e a adipogênese, sugerem que a obesidade 

e osteoporose podem ser distúrbios relacionados, e além disso, ambos podem ter suas 

origens no início da vida. Em 3 modelos diferentes de plasticidade ontogenética foi 

observado obesidade na vida adulta. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o 

impacto desses 3 modelos, o desmame precoce mecânico (DPM) e o farmacológico (DPF), 

e a supernutrição neonatal (SN) no tecido ósseo da prole durante o desenvolvimento. Para 

tanto, 2 experimentos foram realizados. No experimento 1, ratas lactantes foram divididas 

em 3 grupos: controle - os filhotes tiveram livre acesso ao leite durante toda a lactação; DPM 

- as mães foram envolvidas com uma atadura nos últimos 3 dias de lactação; DPF - as mães 

foram tratadas com bromocriptina (0,5 mg/duas vezes/dia) 3 dias antes do desmame 

padrão. No experimento 2, o tamanho da ninhada foi reduzido para 3 filhotes machos no 3o 

dia de lactação até o desmame (SN); o grupo controle permaneceu com 10 filhotes durante 

toda a lactação. Realizou-se absorciometria de raios-x de dupla energia, tomografia 

computadorizada, microtomografia computadorizada, teste biomecânico e análises séricas. 

Os dados foram considerados significativos quando P<0,05. No experimento 1, ao 

desmame, os filhotes DPM e DPF apresentaram menor massa corporal, massa gorda, 

densidade mineral óssea total (DMO), conteúdo mineral ósseo total (CMO), área óssea e 

osteocalcina sérica, e maior telopeptídeo carboxi-terminal do colágeno tipo I (CTX-I). O 

cálcio ionizado sérico foi menor apenas na prole DPM, a 25-hidroxivitamina D (25(OH)D) foi 

maior e o PTH menor apenas na prole DPF. Aos 180 dias, as proles DPM e DPF 

apresentaram maior massa corporal, maior massa de gordura visceral, hiperleptinemia, 

maior 25(OH)D e menor CTX-I.  Ambos os grupos apresentaram aumento da DMO total, do 

CMO, da DMO da coluna vertebral e da área óssea aos 150 e 180 dias de idade. Nas 

avaliações ósseas individuais, as proles DPM e DPF também apresentaram aumento da 

DMO do fêmur e da vértebra lombar, da radiodensidade da cabeça femoral e do corpo 

vertebral; melhora da microarquitetura trabecular óssea e da resistência óssea. No 

experimento 2, observamos aumento da massa corporal, da massa gorda e da massa 

magra, do CMO e da área óssea no grupo SN desde o desmame até a idade adulta. Aos 

180 dias, a prole SN também apresentou aumento da DMO total, da DMO do fêmur e da 

vértebra lombar, da radiodensidade da cabeça femoral e do corpo vertebral; melhora da 

microarquitetura trabecular óssea e da resistência óssea, maior osteocalcina e menor CTX-I. 

Demonstramos que, apesar de fatores de imprinting opostos, ambos os modelos causam 

melhora da massa, do metabolismo, da qualidade e da resistência óssea. Porém, parece 

que este efeito protetor sobre o tecido ósseo não é um resultado direto da programação 

deste tecido, mas sim consequência das alterações fisiopatológicas da obesidade 

programada pelos três modelos. 

 

Palavras-chave: Metabolismo ósseo. Plasticidade ontogenética. Desmame precoce. 

Supernutrição neonatal. Leptina.   



ABSTRACT 

 

MAIA, Lígia de Albuquerque. Evaluation of bone metabolism in models of 
developmental plasticity. 2014. 100 f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clínica e 
Experimental). Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de 
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

Nutritional changes during critical developmental periods are associated with 
chronic diseases in adulthood, a phenomenon known as developmental plasticity. 
Osteogenesis and adipogenesis have common mechanisms. In 3 different models of 
developmental plasticity, we observed programming for obesity. Thus, the aim of this 
study was to investigate the impact of these 3 models, mechanical early weaning 
(MEW), pharmacological early weaning (PEW), and early overnutrition (EO) upon 
offspring’s bone tissue during development. Thus, the present study was divided into 
two experiments. In experiment 1, lactating rats were separated into 3 groups: control 
- pups had free access to milk; MEW - dams were involved with a bandage 
interrupting lactation in the last 3 days; PEW - dams were pharmacologically treated 
to block prolactin (0.5 mg bromocryptine/twice a day) 3 days before standard 
weaning. In experiment 2, litter size was adjusted to 3 male rats per litter (EO). Litter 
containing 10 pups per mother was control. Bone tissue was evaluated by dual-
energy X-ray absorptiometry, computed tomography, microcomputed tomography, 
biomechanical tests and serum analyses. Data significant had P<0.05. In experiment 
1, at weaning, MEW and PEW pups presented lower body weight, total body fat, total 
bone mineral density (BMD), total bone mineral content (BMC), bone area, serum 
osteocalcin and higher C-terminal cross-linked telopeptide of type I collagen (CTX-I). 
However, serum ionized calcium was lower only in MEW pups, 25-hydroxyvitamin D 
was higher and PTH was lower only in PEW pups. In adulthood, MEW and PEW 
groups presented higher body weight, visceral fat mass, 25-hydroxivitamin D, 
hyperleptinemia and lower CTX-I. Both groups presented higher total BMD, total 
BMC, spine BMD and bone area in 150 and 180 days. In individual bone evaluations, 
MEW and PEW offspring also showed higher femur BMD and fourth lumbar vertebra 
(L4) BMD, femoral head radiodensity and L4 vertebral body radiodensity, better bone 
trabecular microarchitecture and bone strength. In experiment 2, EO offspring 
showed higher body weight, fat mass, lean mass, BMC and bone area from weaning 
to adulthood. At 180 days, EO offspring also presented higher total BMD, femur 
BMD, L4 BMD, femoral head and vertebral body radiodensity, better bone trabecular 
microarchitecture and bone strength, higher osteocalcin and lower CTX-I. The three 
models lead to obesity and it seems that independent of the imprinting factors, there 
is a protective effect on bone tissue, which probably occurs as a result of different 
hormonal changes, that put together with the mechanical effect caused by excess of 
body fat mass, help us to explain the better bone health observed in these models of 
obesity. 

 
 

Keywords: Bone metabolism. Ontogenetic plasticity. Early weaning. Neonatal 

overnutrition. Leptin. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A massa óssea de um indivíduo na vida adulta depende do pico atingido 

durante o crescimento do esqueleto, e a subsequente taxa de perda óssea. Estudos 

longitudinais sugerem que alterações no pico de massa óssea têm efeitos 

biologicamente relevantes sobre a fragilidade óssea na idade adulta (Cooper, et al., 

2006). A osteoporose é uma desordem esquelética caracterizada por baixa massa 

óssea e deterioração da microarquitetura do tecido ósseo com consequente 

aumento da fragilidade óssea e suscetibilidade a fraturas (Consensus Development 

Conference, 1993).  

O aumento da prevalência da obesidade e osteoporose, bem como a 

identificação de mecanismos comuns que ligam a osteogênese e a adipogênese, 

sugerem que a obesidade e osteoporose podem ser distúrbios relacionados, e além 

disso, ambos podem ter suas origens no início da vida (Devlin & Bouxsein, 2012).  

Alterações nutricionais durante períodos críticos do desenvolvimento 

(gestação e lactação) estão associadas ao desenvolvimento da obesidade e de 

doenças crônicas na vida adulta. Este fenômeno é conhecido como programação 

metabólica ou plasticidade ontogenética (Barker, 2003). Em dois modelos 

experimentais diferentes de plasticidade ontogenética por desmame precoce, o 

nosso grupo evidenciou programação para alguns dos componentes da síndrome 

metabólica, como obesidade, diabetes tipo 2 e dislipidemia. No primeiro modelo, a 

supressão da lactação ocorre por meio do tratamento materno com bromocriptina 

(um inibidor da prolactina) nos 3 últimos dias da lactação. A inibição da prolactina 

causa redução da produção de leite e programa a prole para maior adiposidade total 

e central, hiperleptinemia, resistência à ação anorexígena da leptina (Bonomo et al., 

2007), resistência à insulina, menor HDL colesterol sérico, hipertrigliceridemia e 

hipercolesterolemia na vida adulta (Moura et al., 2009), bem como hipotireoidismo 

(Bonomo et al., 2008). Recentemente, o segundo modelo de desmame precoce, 

causado pela interrupção da lactação com bandagem, sem o uso de substâncias 

farmacológicas ou separação materna, programou a progênie adulta para maior 

adiposidade, maior trigliceridemia e resistência à insulina e à leptina (Lima et al., 

2011). Em ambos os modelos observamos um quadro de desnutrição na prole 

neonata e desenvolvimento posterior de obesidade.  
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Não só a desnutrição neonatal, mas também a supernutrição neonatal (SN) é 

capaz de desencadear modificações fisiológicas que serão prejudiciais ao indivíduo 

em longo prazo. O modelo de plasticidade ontogenética por SN é realizado a partir 

da redução do tamanho da ninhada no terceiro dia da lactação, o que resulta em 

obesidade da prole lactente devido à menor concorrência entre os filhotes pelo leite 

materno e elevação do conteúdo de triglicerídeo no leite (Velkoska et al., 2005). 

Nosso grupo demonstrou que, além de obesidade total e visceral, este modelo 

resulta em diminuição de HDL-c e resistência central à leptina, (Rodrigues et al, 

2011), hipotireoidismo (Rodrigues et al, 2009) e aumento da área dos adipócitos 

viscerais associada a menor produção de leptina em ratos aos 180 dias de idade 

(Conceição et al., 2011). 

Uma vez que estes diferentes modelos de plasticidade ontogenética resultam 

em obesidade, resistência à leptina e alguns parâmetros da síndrome metabólica na 

idade adulta, e como obesidade e osteoporose parecem ser distúrbios interligados, o 

objetivo deste estudo foi investigar o impacto tanto da desnutrição quanto da 

supernutrição no início da vida sobre o tecido ósseo da prole durante o 

desenvolvimento até os 6 meses de idade. 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

1.1 Desenvolvimento da massa óssea 

 

 

A massa óssea de um indivíduo na vida adulta depende do pico atingido 

durante o crescimento do esqueleto, e a subsequente taxa de perda óssea. Estudos 

longitudinais avaliando a massa óssea durante a infância e adolescência, sugerem 

através de modelos matemáticos, que alterações no pico de massa óssea têm 

efeitos biologicamente relevantes sobre a fragilidade óssea na idade adulta (Cooper, 

et al., 2006). A densidade mineral óssea (DMO) é o resultado da massa óssea 

obtida no início da vida (pico de massa óssea) e a subsequente perda óssea 

(Hansen et al., 1991). Estudos biomecânicos mostram que a força do tecido ósseo é 

proporcional a sua DMO (Beck et al., 1990; Mosekilde & Mosekilde, 1988; Linde et 

al, 1991). A atividade física e, em menor grau, a dieta (particularmente o consumo 

de cálcio) durante a adolescência e início da idade adulta são determinantes do pico 

de massa óssea (Valimaki et al., 1994). A redução da DMO é um dos principais 

indicadores de fraturas osteoporóticas tanto na terceira idade (Marshall et al., 1996) 

quanto na infância (Flynn et al., 2007).   

A osteoporose é uma desordem esquelética caracterizada por baixa massa 

óssea e deterioração da microarquitetura do tecido ósseo com consequente 

aumento da fragilidade óssea e suscetibilidade a fraturas por trauma mínimo 

(Consensus Development Conference, 1993). É uma doença que compromete a 

resistência óssea. A resistência óssea reflete principalmente a integração da 

densidade óssea e da qualidade. A qualidade óssea refere-se à microarquitetura 

trabecular e cortical, à composição da matriz e do conteúdo mineral, ao grau de 

mineralização, à remodelação óssea, ao acúmulo de danos e à taxa de remodelação 

óssea, características que podem afetar as propriedades estruturais e materiais do 

osso (Heaney, 2003). Apesar dos efeitos da osteoporose no esqueleto serem 

sistêmicos e de existir risco para quase todos os tipos de fratura, as fraturas mais 

características na osteoporose são as de vértebras, de fêmur e de antebraço/punho 

(Kanis et al., 2004).  
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 Há evidências crescentes de que a nutrição durante os primeiros anos de vida 

tem associações independentes com a massa óssea e fraturas na idade adulta. 

Assim, sugere-se que a prevenção da osteoporose deve começar no início da vida 

(Jones, 2011). 

   

 

1.2 Plasticidade Ontogenética ou Programação Metabólica 

 

 

Alguns estudos mostraram que situações adversas que afetam o 

desenvolvimento, como desnutrição e alterações hormonais, em períodos críticos da 

vida, são capazes de influenciar permanentemente a estrutura e a fisiologia de 

órgãos e tecidos (Dorner, 1982; Walker & Courtin, 1985; Dorner & Plagemann, 

1994). Este fenômeno que estabelece relações entre estímulos físico-químicos que 

atuam como fator de imprinting em períodos críticos da vida, como a gestação e/ou 

lactação, e estados funcionais futuros denomina-se programação metabólica 

(Barker, 2003; Moura & Passos, 2005). Recentemente, a nomenclatura 

“programação metabólica” está sendo referida como “plasticidade ontogenética”, 

com o objetivo de propor uma ideia mais probabilística do que determinística, já que 

este fenômeno induz a uma maior probabilidade de acontecer mudanças durante o 

desenvolvimento (Gluckman & Hanson, 2004). Dentre os fatores programadores, 

destacam-se a nutrição, hormônios e fatores ambientais (de Moura et al., 2008). 

Estudos epidemiológicos demonstram uma associação entre baixo peso ao 

nascer ou desnutrição infantil e maior risco de desenvolver doenças na vida adulta, 

incluindo obesidade e as alterações decorrentes dela, como dislipidemia, diabetes e 

doenças cardiovasculares (Barker et al, 1993; Sawaya et al., 2003). Um dos 

primeiros estudos a levantar esta hipótese foi realizado com recrutas que nasceram 

no período conhecido como “fome holandesa”, durante a Segunda Guerra Mundial, 

no qual mães sofreram restrição alimentar nos dois primeiros trimestres da gravidez, 

observando-se aumento na incidência de obesidade de seus filhos na idade adulta 

(Ravelli et al., 1976). 

Nas últimas décadas, diversos estudos experimentais foram desenvolvidos 

para melhor compreender os mecanismos da plasticidade ontogenética. Diferentes 

estratégias como alteração da nutrição materna ou do crescimento fetal, exposição 
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da mãe ou do filhote a hormônios, poluentes ou fatores ambientais, entre outros, têm 

sido utilizadas visando mimetizar alterações que pudessem ocorrer no ambiente pré 

ou pós-natal. Nosso laboratório tem estudado, há alguns anos, diferentes modelos 

de plasticidade ontogenética especialmente no período da lactação, buscando 

compreender a programação da massa corporal e da adiposidade, do metabolismo 

energético, assim como de alterações hormonais em ratos na vida adulta.  

Animais cujas mães sofreram desnutrição calórica na lactação tiveram 

aumento do peso corporal e resistência ao efeito anorexigênico da leptina na vida 

adulta (Passos et al., 2000, Passos et al., 2004). Já a desnutrição proteica materna 

durante a lactação esteve associada com menores massas corporal e de gordura 

total e central, menores concentrações séricas de insulina e glicose e também 

resistência ao efeito anorexigênico da leptina na vida adulta (Passos et al., 2004; 

Fagundes et al., 2007; Fagundes et al., 2009). Além disso, estes animais 

apresentam aumento da capacidade antioxidante e maior sensibilidade ao efeito do 

tratamento com o antioxidante resveratrol (Franco et al., 2010). Nestes dois modelos 

de alterações nutricionais na lactação, as mães apresentaram hiperleptinemia e 

hipoprolactinemia (Lisboa et al., 2006) e suas proles apresentaram hiperleptinemia 

ao desmame (Teixeira et al., 2002) e estas alterações metabólicas contribuíram para 

o desenvolvimento de modelos de exposição à leptina durante a lactação 

(administrada na rata lactante ou no filhote) e para o bloqueio da prolactina ao final 

ou no meio da lactação (Bonomo et al., 2007; Lisboa et al., 2010).  

As proles programadas pela hiperleptinemia neonatal apresentaram aumento 

da massa corporal, alterações endócrinas como hiperinsulinemia, hiperleptinemia, 

resistência ao efeito anorexigênico da leptina, hipertireoidismo, aumento de 

corticosterona e catecolaminas, hipertrigliceridemia e microesteatose hepática na 

vida adulta (Toste et al., 2006; Trevenzoli et al., 2007; Passos et al., 2009; 

Trevenzoli et al, 2010).  

A inibição da produção da PRL (prolactina) por um agonista dopaminérgico - a 

bromocriptina, leva ao desmame precoce programou para obesidade, dislipidemia, 

resistência à insulina e à leptina (Bonomo et al., 2007; de Moura et al., 2009) e 

hipotireoidismo (Bonomo et al., 2008). Estas mesmas alterações, exceto pelo 

hipotireoidismo, foram mostradas recentemente em proles adultas programadas por 

outro modelo de desmame precoce, em que as mamas das mães eram cobertas por 

uma bandagem, impedindo o acesso da prole, sem precisar usar fármacos ou 
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separação materna (Lima et al., 2011; Nobre et al, 2011). Estes animais que 

sofreram este tipo de desmame precoce apresentaram diminuição do estresse 

oxidativo, da esteatose hepática e da pressão arterial após tratamento com 

resveratrol (Franco et al., 2013). Além do resveratrol, a terapia com solução de erva-

mate também foi benéfica, uma vez que foi capaz de reverter a obesidade 

abdominal, resistência à leptina e hipertrigliceridemia nesses animais (Lima et al., 

2013). 

Assim como a desnutrição, a supernutrição na lactação, mimetizada pelo 

modelo experimental de redução do tamanho da ninhada (Plagemann et al., 1992), 

também provocou obesidade do tipo visceral, hiperinsulinemia e resistência à 

insulina e à leptina nas proles adultas (Rodrigues et al. 2009, Conceição et al. 2011; 

Rodrigues et al., 2011; Conceição et al., 2013a; Conceição et al., 2013b).  

A exposição materna à nicotina, um fator de imprinting ambiental, durante o 

período de lactação programou a prole adulta para sobrepeso, resistência à insulina, 

hiperleptinemia, hipotireoidismo secundário com diminuição dos níveis séricos de 

TSH, T3 e T4 (Oliveira et al, 2009; Oliveira et al, 2010; de Oliveira et al, 2011) e 

alteração da função adrenal com aumento da corticosteronemia, do conteúdo de 

catecolaminas na medula adrenal e do conteúdo de CRH hipotalâmico e do ACTH 

hipofisário (Pinheiro et al., 2011). Já a exposição materna à fumaça de cigarro 

também na fase de lactação, observou-se disfunção adrenal na prole adulta (Santos-

Silva et al, 2012).  

 

 

1.3 Plasticidade ontogenética pelo desmame precoce 

 

 

A Organização Mundial de Saúde define amamentação exclusiva como o 

consumo exclusivo de leite materno, sem nenhum outro tipo de alimento, suco ou 

mesmo água durante os seis primeiros meses de vida (WHO, 2001). A 

amamentação exclusiva reduz a morbi-mortalidade da criança, protegendo contra 

infecções intestinais, infecções respiratórias, alergias e desnutrição (WHO, 2001; 

Kramer et al., 2003; Baptista et al., 2009). A introdução de qualquer tipo de alimento 

na dieta de uma criança que, até então, se encontrava recebendo aleitamento 

materno exclusivo deve ser definida como desmame. Dessa forma, “desmame 
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precoce” pode ser compreendido como a interrupção do aleitamento materno antes 

que a criança complete seis meses de idade (Candeia et al., 1983).   

O leite humano contém vitaminas, minerais e agentes imunológicos que 

protegem a saúde da criança. As vantagens do aleitamento materno para o bebês 

são: 1. o leite é um alimento completo, 2. protege contra infecções e alergias, 3. está 

sempre pronto e na temperatura ideal, 4. transmite sensação de amor e carinho, 5. 

ajuda no desenvolvimento da dentição e da fala, 6.  promove o desenvolvimento 

infantil (Ministério da Saúde, Brasil, 2007). Em relação à mãe e à família, os 

benefícios encontrados são: 1. o ato de amamentar aumenta os laços afetivos, 2. 

amamentar logo após o nascimento do bebê diminui o sangramento materno pós-

parto, 3. faz o útero voltar mais rápido ao normal, 4. diminui o risco de câncer de 

mama e de ovário, 5. é econômico e prático (Ministério da Saúde, Brasil, 2007). 

No Brasil, em 8 de setembro de 2008, foi sancionada pelo então Presidente 

da República, Luis Inácio Lula da Silva, a lei número 11770, que prorroga o tempo 

da licença maternidade por mais 60 dias, somando ao todo 6 meses, que até aquele 

momento era de apenas 4 meses. 

Apesar dos avanços nas políticas públicas nacionais de incentivo ao 

aleitamento materno, o desmame precoce permanece um importante desafio para 

os órgãos de saúde. A industrialização e o desenvolvimento dos países levaram a 

um declínio progressivo no período de amamentação, inclusive no Brasil. Somando-

se a isso, a entrada da mulher no mercado de trabalho e a sua independência 

ajudaram a diminuir o tempo de amamentação exclusiva (Moura, 1997). Além do 

mais, o processo de transição nutricional observado em países em desenvolvimento, 

modificou o perfil nutricional da população, aumentando a prevalência de obesidade 

(Popkins, 2001; Levy-Costa et al., 2005). A situação socioeconômica também é um 

importante fator que influencia o desmame precoce (Faleiros et al., 2006), visto que 

mães com maiores níveis de escolaridade amamentam mais tempo os seus filhos 

(Escobar et al., 2002; Volpini & Moura, 2005). Menos de 35% das crianças do 

mundo são amamentadas exclusivamente durante os primeiros 4 meses de vida 

(WHO, 2002; WHO, 2003). Em um estudo com 126 adolescentes, foi observada 

menor prevalência de sobrepeso e circunferência da cintura em adolescentes que 

receberam leite materno até pelo menos os 3 meses de idade (de Armas et al., 

2009). 
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Em estudos experimentais, ratos são desmamados aos 21 dias de idade 

(Kikusui, et al., 2006), uma vez que, após essa idade, são capazes de comer, 

manter a temperatura corporal e evacuar sem a atuação da mãe que ao executar 

massagem abdominal, auxilia no processo de evacuação (Plaut e Davis, 1972). Em 

animais experimentais, a interrupção da amamentação e a introdução de alimentos 

sólidos antes do tempo natural são estratégias utilizadas para mimetizar o desmame 

precoce e estudar os efeitos em curto e em longo prazo da amamentação regular 

sobre diferentes parâmetros. Foi demonstrado que o desmame precoce aumenta a 

ansiedade e melhora as respostas neuroendócrinas ao estresse, parece regular 

negativamente a expressão de grelina (Kikusui, et al., 2006; Wang et al., 2014). Dos 

Santos Oliveira et al. (2011) demonstraram que o desmame precoce, apesar de não 

ter alterado o peso corporal ou a ingestão alimentar basal, promove um aumento da 

preferência por alimentos palatáveis e gordurosos e esta preferência por alimentos 

com alta densidade calórica podem levar a obesidade e perturbações metabólicas. 

Peixoto-Silva et al. (2014) apesar de terem observado obesidade e disfunção na 

homeostase da glicose em ratos desmamados precocemente, sugeriram que a 

programação pelo desmame precoce induzida por administração de bromocriptina 

pode melhorar o estado redox da prole e prevenir danos ao fígado durante a vida 

adulta. 

Em nosso laboratório foram desenvolvidos dois modelos experimentais de 

desmame precoce com intuito de compreender sua relação com a programação da 

massa corporal, da adiposidade e de disfunções hormonais, em virtude da escassez 

de trabalhos na literatura. Primeiramente, foi realizado um estudo onde ratas Wistar 

lactantes receberam injeção de bromocriptina, um agonista dopaminérgico, inibidor 

da produção de PRL, nos últimos três dias da lactação (Bonomo et al., 2005). Ao 

desmame, Bonomo et al. (2005) observaram alta concentração de leptina no leite 

materno, bem como menor massa corporal e hiperleptinemia na prole. Na idade 

adulta, as proles programadas apresentaram obesidade, hiperleptinemia e 

resistência ao efeito anorexígeno da leptina, porém sem alteração do consumo 

alimentar (Bonomo et al., 2007), hipotireoidismo central, sugerindo um 

hipometabolismo nestes animais (Bonomo et al., 2008), dislipidemia, resistência à 

insulina, hipoadiponectinemia, hiperfunção adrenal (de Moura et al, 2009) e 

disfunção renal (Passos et al., 2011). Fraga et al. (2011) evidenciou que estes 
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animais apresentaram distúrbios comportamentais como diminuição de memória e 

aprendizado e aumento de ansiedade.  

Recentemente, foi desenvolvido um novo modelo de desmame precoce sem 

utilização de fármaco e sem a necessidade de privação materna. Neste modelo, ao 

fim do 17º dia da lactação, as mães foram anestesiadas com dose não letal de 

tiopental (0,06 mg/100g de peso corporal) e enfaixadas com fita adesiva do tipo 

esparadrapo que impediu o acesso dos filhotes ao leite materno nos últimos 3 dias 

da lactação. Lima et al. (2011) mostraram que o desmame precoce provocado então 

pelo bloqueio mecânico da amamentação causou desnutrição nas proles ao 

desmame e provocou o desenvolvimento de sobrepeso, hiperfagia, aumento da 

adiposidade visceral, hiperglicemia, resistência à insulina, hipoadiponectinemia, 

aumento de triglicerídeos séricos, hiperleptinemia e resistência central à leptina 

evidenciada pelo menor conteúdo hipotalâmico das proteínas JAK2 e pSTAT3 na 

vida adulta. Além disso, evidenciamos que estes animais também apresentaram 

aumento da expressão do neuropeptídeo orexígeno NPY e diminuição do 

neuropeptídeo anorexígeno CART especificamente no núcleo paraventricular do 

hipotálamo (PVN) (Younes-Rapozo et al., 2012). Recentemente, mostrou-se 

programação da função medular adrenal, hipertrofia dos adipócitos e hiperleptinemia 

no tecido adiposo visceral (Lima et al., 2013), além de efeitos comportamentais 

modestos (Fraga et al., 2014). 

 

 

1.4 Plasticidade Ontogenética por supernutrição neonatal 

 

 

Assim como a desnutrição, a supernutrição neonatal (SN) também pode 

desencadear modificações fisiológicas que serão prejudiciais ao indivíduo durante 

seu desenvolvimento. A SN causada pela redução do número de filhotes da ninhada 

no período de lactação é um modelo experimental proposto para induzir a obesidade 

na infância em roedores, pois há menor concorrência entre os filhotes pelo leite 

materno e elevação do conteúdo de triglicerídeo no leite (Plagemann et al., 1992).  

Estudos epidemiológicos sugerem que jovens com sobrepeso e obesidade 

apresentam maiores chances de se tornarem adultos com sobrepeso e maior risco 

cardiovascular (Reilly et al., 2003; Must, 2003, Owen et al., 2009, Conde & Borges, 
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2011). Estudos experimentais que utilizam excesso de nutrientes no período 

neonatal reforçam esta associação entre sobrepeso infantil e risco cardiovascular na 

idade adulta (Davidowa & Plagemann, 2007; Rodrigues et al., 2009; Rodrigues et al., 

2011; Conceição et al., 2011). E a SN tem sido relacionada à permanência de 

excesso de peso, hiperfagia, hipertensão e hiperinsulinemia na vida adulta (You et 

al., 1990; Plagemann et al., 1992; Boullu-Ciocca et al., 2005; Davidowa & 

Plagemann, 2007; Rodrigues et al., 2007; Lopez et al., 2007).  

No nosso laboratório, evidenciamos neste modelo obesidade total e visceral, 

diminuição de HDL-c e resistência central à leptina, evidenciada pelo menor 

conteúdo de pSTAT3 e maior de SOCS3 no hipotálamo (Rodrigues et al, 2011), 

hipotireoidismo (Rodrigues et al, 2009), aumento da área dos adipócitos viscerais 

associada a uma menor produção de leptina em ratos aos 180 dias de idade 

(Conceição et al., 2011) e aumento do estresse oxidativo no fígado (Conceição et 

al., 2013). 

 

 

1.5 Epigênese e plasticidade ontogenética  

 

 

A regulação epigenética consiste em alterações na estrutura da cromatina em 

consequência de metilações em citosinas (sítios CpGs) e histonas, e acetilação de 

histonas, sem qualquer alteração no código genético. Essas modificações ocorrem 

com alta frequência em regiões promotoras e de splicing alternativo no DNA e 

exercem profundo impacto sobre a expressão gênica (Joss-Moore et al., 2012). 

A metilação (hiper ou hipometilação) do DNA, juntamente com a 

desacetilação de histonas e RNA de interferência, provocando alteração da atividade 

de um determinando gene, são mecanismos epigenéticos sugeridos para explicar 

como eventos ambientais no início da vida causam modificações nos padrões de 

expressão gênica tardiamente (Pinney & Simmons, 2012). A metilação do DNA 

consiste na ligação covalente de um radical metil à posição 5 do anel de citosina de 

um dinucleotídio CpG (uma base citosina unida a uma base guanina) localizado em 

uma seqüência de DNA,  o acúmulo de metilações na região promotora pode 

impedir a ligação dos fatores de transcrição a seus respectivos domínios 

específicos, inibindo, dessa forma, o processo de transcrição de um determinado 
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gene (Robertson, 2001). Foi observado que a supernutrição na lactação esteve 

associada à hipermetilação das regiões promotoras do receptor de insulina e de 

POMC (Plagemann et al., 2009; Plagemann et al., 2010). 

 

 

1.6 Plasticidade Ontogenética X Metabolismo Ósseo 

 

 

Recentemente tem crescido o interesse acerca da possibilidade do ambiente 

perinatal também afetar o desenvolvimento ósseo (Cooper et al., 2006, Wood et al., 

2013). Influências ambientais na infância e puberdade parecem influenciar o 

acréscimo mineral no tecido ósseo, porém a taxa relativamente alta de ganho 

mineral durante o período intra-uterino e pós-natal, aumentam a probabilidade de 

interações entre o genoma e o ambiente nestes estágios da vida, com maiores 

efeitos epigenéticos (Cooper, et al., 2006, Jones, 2011). Manter a integridade óssea 

durante o crescimento e o desenvolvimento é crítico para a prevenção da 

osteoporose, uma vez que estudos epidemiológicos mostram que o baixo 

crescimento durante a vida fetal e na infância está associado a diminuição da massa 

óssea na idade adulta (Duppe et al, 1997; Cooper et al, 1997; Mahajan et al., 2011).   

A primeira evidência epidemiológica que o risco de osteoporose pode ser 

programado foi um estudo realizado com 153 mulheres inglesas com 21 anos em 

1968-1969. Houve associações significantes entre a massa corporal durante o 

primeiro ano de vida e o conteúdo mineral ósseo (CMO), mas não com a DMO, na 

coluna lombar e no colo femoral; independente da massa corporal e do índice de 

massa corporal (IMC) na idade adulta (Cooper et al., 1995). Esta associação entre 

massa corporal na infância e massa óssea na idade adulta foi reproduzida em outros 

estudos de coorte realizado com homens e mulheres com idade entre 60-75 anos 

(Cooper et al., 1997; Dennison et al., 2005). Um estudo retrospectivo de crianças 

nascidas a termo demonstrou efeitos independentes do peso ao nascimento e peso 

no primeiro ano de vida sobre o tamanho e a força óssea durante a sexta e a sétima 

décadas (Oliver et al., 2007). Bono et al. (2010) demonstraram que a massa corporal 

prediz a área transversal atingida para as regiões de osso cortical nos homens e 

trabecular nas mulheres. 
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Por outro lado, outros estudos mostraram que o CMO em crianças pré-

adolescentes foi associado negativamente com o crescimento na infância tanto em 

crianças prematuras (Kurl et al., 1998) quanto em crianças que nasceram a termo 

(Mølgaard et al., 2000), indicando que uma alta taxa de crescimento na infância 

pode ter uma influência negativa na mineralização óssea antes da puberdade. 

Muitos dos efeitos da plasticidade ontogenética podem ser modulados por 

mecanismos epigenéticos. Estes mecanismos, tanto a metilação (hiper ou 

hipometilação) do DNA como a desacetilação de histonas, não alteram a sequência 

de nucleotídeos no DNA, mas resultam em diferenças na expressão e transcrição 

gênica e podem também envolver efeitos pós-transcricionais em outros processos, 

tais como a tradução da proteína. Exposições nutricionais durante o crescimento e 

no início da vida parecem afetar a "memória celular" e resultar numa alteração 

fenotípica. A maioria dos trabalhos sobre estes processos ainda está nos estágios 

iniciais, mas os dados preliminares sugerem que mecanismos epigenéticos podem 

estar subjacentes ao processo de plasticidade ontogenética e o seu efeito sobre o 

risco de osteoporose. Nesse sentido, se discute sobre o papel do status materno de 

vitamina D e a transferência de cálcio pós-natal, uma vez que cálcio e vitamina D 

são nutrientes vitais para o desenvolvimento dos ossos (Earl et al., 2010; Wood et 

al., 2013). A insuficiência materna de vitamina D parece ser claramente associada 

com a redução da DMO tanto na infância quanto na idade adulta em crianças 

nascidas a termo (Rigo et al., 2007).  

No que diz respeito à nutrição neonatal poucos estudos foram realizados 

relacionando-a ao desenvolvimento ósseo e, ainda mais com resultados 

controversos. Jones et al. (2000) mostraram que a amamentação por mais de 3 

meses estava positivamente associada com a massa óssea aos 8 anos de idade de 

crianças nascidas a termo. Em adultos que nasceram prematuros, Fewtrell et al. 

(2009) também observaram uma associação positiva entre massa óssea total e 

ingestão de leite materno, mas não observaram efeitos de diferentes suplementos 

minerais utilizados na infância sobre a massa óssea aos 20 anos de idade. 

Similarmente, Backstrom et al (1999) também não observaram efeitos da 

suplementação mineral sobre a massa óssea entre 9 e 11 anos de idade de crianças 

nascidas prematuras. Em crianças nascidas a termo, Bishop et al. (1996) 

observaram associação fortemente positiva entre ingestão de leite materno e o 

conteúdo mineral ósseo aos 5 anos de idade. Já Kühn et al. (2012) não observaram 
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efeitos protetores e nem adversos da amamentação prolongada sobre a saúde 

óssea na infância e na adolescência. 

Um estudo foi realizado com 11 sobreviventes do Holocausto (cinco mulheres 

e seis homens) que foram expostos à fome no início da vida. Os dados mostram, 

além de outras desordens metabólicas associadas com a desnutrição neonatal, 

vários níveis de osteoporose, muitas vezes, com início precoce. A coorte estudada 

foi muito pequena para conclusões, mas as evidências sugerem que o risco de 

osteoporose em adultos tanto do sexo masculino quanto feminino é positivamente 

associado à fome severa no início da vida - e não apenas no período de gestação 

até a primeira infância, mas também na infância e na adolescência (Weisz & Albury, 

2013). 

Modelos animais também reproduziram estas observações realizadas em 

humanos. A prole de ratas que sofreram restrição protéica durante a gravidez 

apresentou diminuição da área óssea e do CMO, bem como alteração da morfologia 

da placa epifisária na idade adulta (Mehta et al., 2002). A restrição protéica materna 

também inibe a proliferação e diferenciação das células-tronco mesenquimais da 

prole (Oreffo et al., 2003). Recentemente, Devlin et al. (2013) mostraram que a dieta 

materna rica em gordura induz a programação perinatal da massa e da força óssea 

da prole, prejudicando a aquisição de massa óssea principalmente cortical, 

reforçando a ideia de que o ambiente perinatal afeta a saúde do esqueleto. 

O aumento da prevalência da obesidade e massa óssea, bem como a 

identificação de mecanismos comuns que ligam a homeostase óssea e metabólica, 

sugerem que a obesidade e massa óssea podem ser distúrbios relacionados, e além 

disso, que podem ter origens no início da vida (Devlin & Bouxsein, 2012).  

 

 

1.7 Leptina x Metabolismo ósseo 

 

 

Em 1994, foi identificado o gene ob (obeso), e sua proteína codificada foi 

denominada leptina (Zhang et al., 1994). Oriundo do grego, leptos significa magro, 

caracterizando sua função anorexígena (Ahima et al., 1996). A leptina constitui-se de 

167 aminoácidos com peptídeo terminal de 21 aminoácidos e sua estrutura a 

classifica como da família das citocinas, tendo de quatro a cinco segmentos 
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helicoidais. É um hormônio derivado do tecido adiposo e é uma das adipocinas mais 

importantes no controle da homeostase energética (Janeckova, 2001). O gene ob se 

encontra no cromossomo 7q31.3, possui 650 kb e a região que codifica a síntese de 

leptina localiza-se nos éxons 2 e 3 (Zhang et al., 1994).   

É produzida quase que exclusivamente no tecido adiposo branco, 

principalmente subcutâneo, embora seja encontrada em outros tecidos, inclusive rim 

e osso (Meier & Gressner, 2004). É considerada um sinal de adiposidade, pois seus 

níveis são diretamente relacionados à quantidade de gordura armazenada pelo 

corpo (Woods & D’alessio, 2008) e, seus níveis séricos estão aumentados na 

obesidade (Considine et al., 1996). 

A leptina diminui a ingestão alimentar, aumenta o gasto energético e regula o 

peso corporal através de uma interação com vários neuropeptídeos a nível 

hipotalâmico (Cinti et al 1997; Friedman & Halaas, 1998; Ahima & Flier, 2000). Além 

disso, ela também pode influenciar o desenvolvimento sexual (Matkovic et al., 1997), 

a hematopoiese (Gainsford et al., 1996), a termogênese (Hwa et al. 1996), a 

angiogênese (Sierra-Honigmann et al. 1998) e o metabolismo ósseo (Steppan et al., 

2000;. Burguera et al., 2001; Martin et al., 2005). 

Foi mostrado in vitro que a leptina atua sobre as células estromais da medula 

para aumentar a diferenciação de osteoblastos (Thomas et al., 1999). In vivo, tem 

um efeito anabólico e protetor promovendo o desenvolvimento de células 

osteoprogenitoras e estimulando osteoblastos (Liu et. al., 1997; Steppan et al., 2000; 

Yagasaki et al., 2003). A administração de leptina aumenta o comprimento femoral, 

a área óssea total e a DMO em camundongos ob/ob e a sua deficiência reduz a 

DMO e inibe o crescimento femoral em ratos (Steppan et al., 2000). 

Apesar da grande quantidade de dados publicados sobre o efeito da leptina 

nos processos de modelação e remodelação óssea, poucos achados são relatados 

na literatura sobre o papel da leptina durante a osteogênese. A capacidade do 

adipócito fetal do rato em sintetizar leptina é relativamente limitada, porém foi 

demonstrado que há uma transferência placentária de leptina da mãe para o feto, 

essa transferência parece aumentar significativamente durante o final da gestação 

(Amico et al., 1998; Smith & Waddell, 2003). A presença de leptina no leite materno 

humano levanta a hipótese de um importante papel biológico no metabolismo 

neonatal. As concentrações séricas de leptina nos primeiros anos de vida podem ser 
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um mecanismo que liga a infância ao risco de desenvolvimento de doenças na vida 

adulta (Savino & Liguori, 2008). 

Sabe-se que o tecido ósseo se forma por meio de dois processos distintos 

que ocorrem simultaneamente: a ossificação intramembranosa e a ossificação 

endocondral. No primeiro, o tecido ósseo se forma diretamente pela diferenciação de 

células-tronco mesenquimais em osteoblastos, enquanto que, no segundo, 

inicialmente se forma a cartilagem e depois ela é substituída por osso. A presença 

do receptor de leptina nos condrócitos primários adultos e nos osteoblastos sugere 

que a leptina pode desempenhar um papel no processo de ossificação endocondral 

e crescimento ósseo (Steppan et al., 2000). Em camundongos neonatos, Kume et al. 

(2002) sugeriram que a leptina exerce a sua influência sobre a ossificação 

endocondral: foi identificada alta expressão de leptina em condrócitos hipertróficos 

adjacentes aos vasos capilares que invadem a cartilagem calcificada, bem como nos 

osteoblastos da placa de crescimento. Kishida et al. (2005) sugerem que a leptina 

desempenha um papel importante na regulação da ossificação endocondral, 

modulando eventos associados com a diferenciação dos condrócitos. 

 Além do que foi exposto acima, foi demonstrada uma ação da leptina sobre o 

tecido ósseo via vitamina D e paratormônio (PTH). A forma ativa da vitamina D, 1,25-

(OH)2D3 ou calcitriol, é um importante regulador do metabolismo ósseo. Juntamente 

com o PTH, aumenta a concentração sérica de cálcio. As principais ações da 1,25-

(OH)2D3 incluem estimular a absorção intestinal e a reabsorção óssea de cálcio. A 

25-hidroxivitamina D (25(OH)D) ou calcidiol é uma forma circulante da vitamina D, 

seu metabolismo ocorre principalmente nos rins onde é convertida em 1,25-(OH)2D3 

pela ação da enzima 1α-hidroxilase. Este mecanismo é regulado por vários fatores, 

incluindo a própria 1,25-(OH)2D3 e o PTH (Murayama et al., 1999; Sutton & 

MacDonald, 2003). Recentemente, foi demonstrado que a leptina inibe a expressão 

da 1α-hidroxilase nos rins (Matsunuma et al., 2004). A baixa DMO em camundongos 

ob/ob parece estar relacionada com a estimulação da reabsorção óssea pela 1,25-

(OH)2D3, uma vez que não há inibição da 1α-hidroxilase pela leptina (Matsunuma et 

al., 2004). 

 Existem inúmeras evidências de que a leptina tem ações diretas sobre os 

osteoblastos e os condrócitos, (Thomaz et al., 1999; Steppan et al., 2000; Reseland 

et al., 2001; Gordeladze et al., 2002; Kume et al., 2002; Maor et al., 2002), atenua a 

perda óssea em ratas ovariectomizadas (Burguera et al., 2001), e está associada 
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com a massa óssea em seres humanos (Thomaz et al., 2001; Blain et al., 2002; 

Pedone et al., 2013). 
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2   JUSTIFICATIVA DO PRESENTE ESTUDO 

 

 

Como já destacado, tem crescido o interesse acerca da possibilidade do 

ambiente perinatal afetar o desenvolvimento ósseo. A alteração da estrutura óssea 

como consequência da desnutrição durante uma fase crítica do início da vida, como 

exemplificado pelo raquitismo, demonstra que o desenvolvimento ósseo pode ser 

influenciado por uma mudança severa na dieta (Weaver, 2007).  

Apesar de um entendimento preliminar sobre os efeitos da leptina sobre o 

tecido ósseo, o seu papel exato ainda não foi esclarecido, pois a hiperleptinemia, em 

geral está associada à resistência a leptina, o que pode explicar certos dados da 

literatura que são conflitantes (Rauch et al., 1998; Martini et al., 2001; Iida et al., 

2011). 

Uma vez que os dois modelos de programação pelo DP e pela SN 

realizadosem nosso laboratório resultam em obesidade, porém com diferenças 

acentuadas na leptinemia tanto neonatal quanto na idade adulta, torna-se 

interessante investigar o efeito da desnutrição pelo desmame precoce e da 

supernutrição por maior fornecimento de leite e as alterações estruturais, 

metabólicas e hormonais que afetam o tecido ósseo tanto ao desmame quanto na 

vida adulta em ratos. 
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3    OBJETIVOS 

 

 Geral: 

 

Investigar o impacto de dois tipos de desmame precoce, o farmacológico e o 

mecânico, e da supernutrição neonatal sobre o tecido ósseo da prole durante o 

desenvolvimento. 

 

Específicos: 

 

 Avaliar a massa e composição corporais, assim como os parâmetros ósseos 

aos 21, 90, 120, 150 e 180 dias de vida; 

 Avaliar a ingestão alimentar do desmame até os 180 dias de vida; 

 Realizar dosagens séricas de cálcio ionizado, osteocalcina, telopeptídeo 

carboxi-terminal do colágeno tipo I (CTX-I), 25(OH)D e PTH aos 21 e 180 

dias. 

 Analisar a densidade mineral óssea do fêmur direito e da quarta vértebra 

lombar (L4); 

 Avaliar a radiodensidade da cabeça femoral e do corpo vertebral de L4; 

 Avaliar a qualidade óssea sob o ponto de vista da microarquitetura trabecular 

óssea dos fêmures; 

 Determinar os parâmetros biomecânicos femorais que permitem avaliar o 

tecido ósseo quanto à força e à resistência. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Nossos modelos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética para 

uso animal do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ (protocolos: 

(CEUA/186/2007; CEUA/006/2009; CEUA/017/2009), de acordo com a Lei brasileira 

promulgada em 2008 (Marques et al., 2009).  

Ratas Wistar, nulíparas, adultas (3 meses de idade), foram mantidas em 

biotério com temperatura (25 ± 1°C) e ciclo claro-escuro (7:00h-19:00h) controlados. 

Os animais foram acasalados na proporção de 3 fêmeas para 1 macho, recebendo 

ração comercial e água ad libitum.  

  

Experimento 1: Modelos experimentais de desmame precoce (Figura 1). 

 

Após o nascimento, as nutrizes foram divididas em 3 grupos, sendo utilizados 

8 ratas por grupo experimental: 

Controle (C) - lactantes cujos filhotes tiveram período de lactação padrão (21 

dias);  

Desmame precoce mecânico (DPM) - lactantes foram enfaixadas com uma 

atadura para interromper a lactação nos últimos 3 dias de lactação;  

Desmame precoce farmacológico (DPF) - lactantes foram tratadas com 0,5 

mg bromo-α-ergocriptina (BRO-Novartis, São Paulo, Brasil), ip, duas vezes por dia, 

durante 3 dias no final da lactação. 

Todos os grupos receberam ração diretamente na gaiola, e os filhotes tinham 

fácil acesso à água potável. 

Foram utilizados 2 filhotes machos provenientes de cada rata lactante, sendo 

um deles sacrificado aos 21 dias e o outro aos 180 dias.  

 

Experimento 2: Modelo experimental de supernutrição neonatal (Figura 2). 

 

Após o nascimento, os neonatos foram distribuídos na proporção de 10 

recém-nascidos por fêmea lactante. Para induzir a supernutrição, no terceiro dia de 

lactação, o tamanho da ninhada foi reduzido para 3 filhotes machos por mãe (grupo 
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SN, n=8). O grupo controle (C, n=8) permaneceu com 10 filhotes por fêmea lactante 

até o desmame.  

Aos 180 dias, 1 filhote macho de cada ninhada foi sacrificado.  

A massa corporal total e a ingestão alimentar foram avaliadas a cada 4 dias 

do desmame até o sacrifício. A eficiência alimentar foi calculada como peso corporal 

ganho/ingestão alimentar em ambos os experimentos. 

 

Figura 1 - Esquema dos modelos de desmame precoce (experimento 1) 
 

 
 
 

Figura 2 - Esquema do modelo de supernutrição neonatal (experimento 2) 
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4.1 Análise da composição corporal 

 

 

Em diferentes idades (21, 90, 120, 150 e 180 dias), os ratos foram 

anestesiados com uma injeção intraperitoneal de solução de 2:1 de cloridrato de 

cetamina (Cetamin ®), 50mg/ml, e Cloridrato de Xilazina (Xilazin ®), 20mg/ml, 

respectivamente, na dose de 0,1ml/100g) e submetidos ao DXA (Lukaski et al, 2001; 

Glickman et al, 2004), utilizando um instrumento Lunar DXA 200368 GE (Lunar, 

Wisconsin, EUA) com software específico (encore 2008. Versão 12,20 GE 

Healthcare, Wisconsin, EUA, Figura 3). Foram obtidos para cada rato: massa 

corporal total, massa magra total (g), gordura corporal total (g), massa de gordura do 

tronco (%), e os seguintes parâmetros ósseos: densidade mineral óssea total - DMO 

Total (g/cm2); densidade mineral óssea da coluna vertebral (g/cm2); conteúdo 

mineral ósseo total - CMO (g) e área óssea (cm2). 

O espaçamento entre as análises no DXA é necessário, pois caso contrário a 

diferença entre os grupos poderá não ser percebida. Considerando o espaçamento 

de 30 dias utilizados nesse estudo, o coeficiente de variação foi de 0,5% a 1,5%. 

 

Figura 3 -  Animal sendo analisado no aparelho Lunar DEXA 200368 GE  

 

         Fonte: A autora, 2013 

 

Aos 180 dias, após os procedimentos do DXA, os animais foram sacrificados 

com dose letal de cloridrato de cetamina (80mg/Kg)/cloridrato xilazina (60mg/Kg) na 

proporção 2:1, o sangue foi obtido por punção cardíaca. A gordura visceral foi 
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retirada (tecido adiposo mesentérico, epididimal e retroperitoneal) e imediatamente 

pesada para avaliação da adiposidade central, e o fêmur esquerdo e a vertebra L4 

foram coletados. 

 

 

4.1 Análises ósseas 

 

 

O fêmur esquerdo e a L4 foram coletados, os tecidos moles foram retirados e 

os ossos preservados em solução salina (0,9% de NaCl) até serem analisados. O 

comprimento dos fêmures (medida desde o trocânter femoral maior até a 

extremidade do côndilo lateral) e a altura do corpo vertebral de L4 foram medidos 

usando um paquímetro com uma confiabilidade de 0,01mm.  

 

 

Análise da DMO 

 

 

A DMO no fêmur esquerdo e na L4 foi determinada por meio do DXA usando 

uma modificação de um protocolo que foi descrito anteriormente (Sirois et al., 2003). 

A fim de mimetizar as condições dos tecidos moles, os ossos foram colocados em 

um recipiente plástico contendo um volume fixo de arroz e escaneados.  

 

 

Análise da radiodensidade 

 

 

Após o DXA, esses ossos foram analisados por tomografia computadorizada 

(Helicoidally model HISPEED, GE). A tomografia computadorizada é um método de 

alta sensibilidade na avaliação de estruturas ósseas, uma vez que detecta 

diferenças de densidades de 1% ou menos entre tecidos (Botranger, 2003), onde as 

imagens radiográficas são avaliadas segundo uma escala de cinza e cada tipo de 

tecido apresenta um coeficiente de atenuação linear, fornecendo dados numéricos 

dentro de uma escala denominada Unidades Hounsfield (HU). Por convenção, a 
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água é assinalada pelo número 0, o ar pelo 1000 e o osso cortical por + 1000 (Parks, 

2000).   

As imagens tanto dos fêmures quanto das vértebras foram obtidas por meio 

de cortes axiais de 1mm de espessura. Então, mediu-se a radiodensidade (expressa 

como unidade de Hounsfield, UH) das regiões da cabeça femoral e corpo vertebral 

(R1 e R2, respectivamente, Figura 4) com um software especifico (eFilm Lite, 2.0, 

2003, Milwaukee, USA) (Costa et al., 2012). 

 

Figura 4 - Imagens obtidas a partir da tomografia computadorizada do fêmur (a) e da 
quarta vértebra lombar (b).  

     (a)       (b) 

                  

Legenda: As regiões de interesse estão representas por R1 (cabeça femoral) e corpo vertebral (R2). 
Fonte: A autora, 2013 

 

 

Análise da microarquitetura óssea 

 

 

A microarquitetura trabecular óssea foi realizada por meio de um sistema 

completo de microtomografia computadorizada (micro-CT, Figura 5). Este sistema 

possui um tubo como fonte de raios X de tensão e corrente ajustáveis, 

hermeticamente selado, refrigerado a ar e mantido sob temperatura em torno de 

18°C. A micro-CT foi realizada em uma configuração de alta resolução 

(Skyscan/Bruker modelo 1173), o sistema foi calibrado de modo a operar com 

energia igual a 80 kV e corrente de 90 mA. Um filtro de alumínio (1,0 mm de 

espessura) foi utilizado a fim de diminuir os efeitos de endurecimento de feixe. As 
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amostras foram colocadas no dispositivo de posicionamento que permite rotação da 

amostra durante o processo tomográfico. Cada amostra foi digitalizada com o 

tamanho do pixel de 19,8 megapixels registrada por um detector de Hamamatsu 

composto de uma grade de pixels 2240 x 2240 com um passo de 50 mm. Cada 

varredura levou cerca de 19 minutos e gerou 600 projeções TIFF que foram usados 

para a reconstrução, que resultou em dados volumétricos com 11,4 Gb/1074 seções. 

 

Figura 5 - Microtomógrafo modelo 1173 da SkyScan/Bruker do Laboratório de 
Instrumentação Nuclear da Universidade Federal do Rio de Janeiro 
portando uma amostra óssea. 

 

 

Fonte: A autora, 2013 

 

Após o procedimento de aquisição, as imagens foram reconstruídas usando 

Nrecon® (v.1.6.5.8, SkyScan/Bruker micro-CT, Kartuizerweg 3B 2550 Kontich, 

Bélgica) e InstaRecon® (v.1.3.8.5, CBR premium de 12 8KTM, InstaRecon, software 

Champaign, IL, EUA), com algoritmo baseado no trabalho de Feldkamp et al. (1989). 

CTAN® (v1.11.8.0, Skyscan/Bruker micro-CT, Kartuizerweg 3B 2550 Kontich, 

Bélgica) foi utilizado para analisar e processar as imagens. Nesta fase, o objetivo foi 

quantificar os parâmetros estereológicos relacionadas com a estrutura óssea 

trabecular. A região proximal do fêmur é de particular relevância para a osteoporose 

e sua microarquitetura tem um papel na fratura dessa região, então medições 

tridimensionais da microarquitetura foram feitas na cabeça femoral. Esta análise 

pode ser particularmente importante para as fraturas que envolvem a cabeça e colo 
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do fêmur, uma vez que estas regiões têm uma camada cortical relativamente fina em 

torno de um maior volume de osso trabecular, que provavelmente é responsável 

pelo suporte da maioria das cargas transmitidas através do quadril (Ciarelli et al., 

2000). Para tanto, foi utilizado como região de interesse uma região cilíndrica (1,86 

mm de diâmetro) no centro da cabeça femoral (Figura 6). Os seguintes parâmetros 

foram determinados: razão entre o volume ósseo e volume da amostra (BV/TV, em 

%); fator de padrão trabecular (Tb.Pf, por mm), espessura trabecular (Tb.Th, mm); 

densidade trabecular (Tb.N, número de trabéculas ósseas por milímetro); e 

separação trabecular (Tb.Sp, a distância média entre as trabéculas, em mm). 

 

Figura 6 - Imagem em 3D obtida por micro-CT representativa da região cilíndrica de 
interesse (1,86 mm de diâmetro) no centro da cabeça femoral, mostrando 
a região de osso trabecular estudada.  

 

 

       Fonte: A autora, 2013 

 

 

Análise biomecânica  

 

 

Por meio do teste de flexão a três pontos, as propriedades biomecânicas dos 

fêmures foram mensuradas utilizando-se a máquina de ensaio universal INSTRON 

modelo 4444 (Figura 7), cuja célula de carga apresenta capacidade máxima de 100 
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kgf (aproximadamente 1 kN). As extremidades dos fêmures ficaram apoiadas em 

dois roletes com diâmetro de 3 mm, distanciados em 21,70 mm e a região central 

(das diáfises) dos ossos foi selecionada para a aplicação da carga (Robling & 

Turner, 2002; Shimano et al., 2002; Akhter et al, 2004).   

 

Figura 7 - Máquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) do Laboratório de 
Fisiologia do Exercício da Universidade Federal de São Carlos utilizada 
para o ensaio de flexão a três pontos nos fêmures dos ratos 

 

 

Legenda: A: painel de controle; B: célula de carga ligada à ponte de extensiometria (1 kN); C: haste 
cilíndrica para a aplicação de carga (força); D: osso (fêmur de rato); E: suporte. 

 

No início do teste, aplicou-se uma pré-carga de 10 N por meio de uma haste 

cilíndrica com um rolete de 3 mm em sua extremidade, no sentido póstero-anterior e 

perpendicular ao eixo longitudinal para acomodação da amostra (estabilização do 

fêmur). Padronizou-se o tempo de acomodação em um minuto para todas as 

amostras e após este período, aplicou-se uma força no mesmo sentido, com 

velocidade constante de 0,5 cm/min, até o momento da fratura do osso. 

Os resultados dos ensaios foram registrados pelo software Instron Series IX 

na forma gráfica, gerando uma curva: carga x deformação (Figura 8). Da análise das 

B 

C 

D 

E 

A 
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curvas obtiveram-se as seguintes propriedades biomecânicas: deformação máxima 

(mm), deformação no ponto da fratura (mm), carga máxima (kN), carga de fratura 

(kN), resiliência (J), tenacidade (J) e rigidez (N/mm). 

 

Figura 8 - Gráfico Carga x Deformação utilizado para determinação das 

propriedades biomecânicas 

 

Legenda: C1: Carga no Limite Elástico; D1: Deformação (deslocamento) no Limite Elástico; C2: 
Carga Máxima; D2: Deformação (deslocamento) na Carga Máxima; C3: Carga de 
Fratura; D3: Deformação (deslocamento) na Carga de Fratura (máxima); O/C1/D1: 
a área desta região corresponde a Resiliência (a energia absorvida na fase 
elástica); C1/C3/D1/D3: a área desta região corresponde à tenacidade (energia 
absorvida até a carga máxima); T: tangente da região O/C1 da curva, sendo o 
ângulo desta correspondente a Rigidez. 

 

 

4.2  Análises séricas  

 

 

As amostras foram centrifugadas (1500g por 20 min a 4°C) para obtenção do 

soro. Este foi armazenado a -20°C para posterior análise das concentrações de 

cálcio ionizado, osteocalcina, CTX-I, leptina, 25(OH)D e PTH. 

Todas as avaliações para cada substância analisada foram feitas em um 

único ensaio. O cálcio ionizado sérico (Ca2+) foi medido usando o método eletrodo 

íon seletivo (ISE) com um kit específico com um intervalo de detecção de 0,8-20 
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mg/dL (AVL 9180 Electrolyte Analyzer; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Alemanha). Para a leptina, foi utilizado um kit de radioimunoensaio específico (Linco 

Research, St Charles, MO, EUA) com um intervalo de detecção de 0,5-50 ng / ml e 

variação intra-ensaio de 2,9%. As dosagens de osteocalcina e PTH foram realizadas 

com kits de ensaio imunoenzimático (Life USCN Science & Technology Co., Ltd., 

Beijing, China), com variação intra-ensaio menor que 10% para ambos, e com 

intervalos de detecção de 0,78-50ng/mL e 0,5-800pg/mL, respectivamente. CTX-I foi 

determinado com a utilização de um kit de imunoensaio para ratos (Wuhan EIAab 

Science Co.,Ltd., Wuhan, China) com intervalo de detecção de 0,156-30 ng/mL e 

variação intra-ensaio menor que 10% e a 25(OH)D, com um kit de imunoensaio de 

eletroquimioluminescência (ECLIA) (Cobas, Roche Diagnostics, Indianápolis, EUA) 

com um intervalo de detecção de 4,0 a 100 ng/ml e coeficiente de variação 

intraensaio de 4,8%. Não foi calculada a variação interensaio, pois quantificamos 

todas as amostras em um único kit diagnóstico para cada hormônio ou marcador 

ósseo. 

 

 

4.3 Análise estatística 

 

 

Todos os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM) e foram considerados significativos quando p<0,05. As análises estatísticas 

foram realizadas utilizando o Graph Pad Prism 5.00 (San Diego, CA, EUA). Os 

dados do experimento 1 foram analisados por análise de variância univariada (One-

way ANOVA), seguido do pós-teste Newman-Keuls. Os dados de 25(OH)D e CTX-I 

foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de comparação 

múltipla de Dunn. Já para a análise dos dados do experimento 2, foi aplicado o teste 

T de “Student” não pareado.  
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1  Experimento 1 – Efeitos do desmame precoce 

 

5.1.1 Avaliação durante a lactação (de Albuquerque Maia et al., 2013a) 

 

A análise da massa e composição corporal aos 21 dias está exposta na tabela 

1, mostrando, tanto para o grupo DPM como para o grupo DPF, redução do 

percentual de gordura total (-26% e -28%, P<0,05, respectivamente) bem como da 

massa corporal total (-14% e -11,4%; P<0,05, respectivamente), indicando igual 

eficácia dos procedimentos em desnutrir a prole. A relação da gordura troncular para 

a gordura total foi semelhante nos 3 grupos, sugerindo que a diminuição na 

proporção de gordura é similar nos dois compartimentos.  

 

Tabela 1 - Massa corporal e adiposidade da prole aos 21 dias dos grupos controle 
(C), desmame precoce mecânico (DPM) e desmame precoce 
farmacológico (DPF). 

 C DPM DPF 

Massa corporal (g) 51,7±1,4 44,0±1,7* 45,8±1,9* 

Massa de gordura total (%) 43,4±3,3 30,9±3,4* 32,1±2,9* 

Massa de gordura do tronco/total 0,51±0,02 0,42±0,04 0,44±0,03 

Legenda: Dados expressos como média ± EPM. * Valores das médias foram significativamente 
diferentes do grupo controle (p<0,05). N=8 por grupo. 

 

 

A Figura 9 mostra os parâmetros ósseos aos 21 dias. Filhotes DPM e DPF 

apresentaram menor densidade mineral óssea total (-7% e -6%, P<0,05, 

respectivamente), conteúdo mineral ósseo total (-36,5% e -28,7%, P<0,05, 

respectivamente) e área óssea (-36% e -21,4%, P<0,05, respectivamente).  
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Figura 9 – Parâmetros ósseos da prole aos 21 dias de idade  
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Legenda: (a) DMO Total; (b) CMO total, (c) Área óssea dos grupos controle (C), desmame precoce 

mecânico (DPM) e desmame precoce farmacológico (DPF).Valores representam média ± 

EPM de 8 ratos   por grupo.  * p <0,05 vs C. 

 

 

Cálcio ionizado sérico, osteocalcina, CTX-I, 25(OH)D e PTH das proles aos 

21 dias são mostrados na Figura 10. A prole DPM apresentou menor cálcio ionizado 

sérico (-34%, P<0,05). Tanto a prole DPM quanto a DPF apresentaram menor 

osteocalcina (-20% e -55%, P<0,05, respectivamente) e a prole DPF apresentou 

osteocalcina ainda menor que a DPM (-43%, P<0,05). O CTX-I foi maior em ambos 

os grupos DPM e DPF (+130% e +110%, P<0,05, respectivamente). A prole DPF 

apresentou maior 25(OH)D (+133%, P<0,05) e menor PTH (-26%, P<0,05). 
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Figura 10 – Análises séricas da prole aos 21 dias de idade  
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Legenda:(a) Cálcio ionizado; (b) Osteocalcina, (c) CTX-I, (d) 25(OH)D; (e) PTH dos grupos controle  
(C), desmame precoce mecânico (DPM) e desmame precoce farmacológico (DPF).Valores 
representam média ± EPM de 8 ratos por grupo.  * p<0,05 vs C; # p<0,05 vs DPM. 
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5.1.2 Avaliações na idade adulta (de Albuquerque Maia et al., 2013b) 

 

 

Aos 180 dias, as proles DPM e DPF apresentaram maior massa corporal 

(+17,4% e +12,6%, P <0,05, respectivamente, Figura 11). A prole DPM é 

hiperfágica, uma vez que a sua ingestão acumulada foi maior (+17%, P <0,05), 

enquanto que sua eficiência alimentar foi normal. Já o grupo DPF não apresentou 

hiperfagia, mas apresentou maior eficiência alimentar (+10%, P <0,05). Ambos os 

grupos (DPM e DPF) apresentaram hiperleptinemia (+221,3% e +97,6%, P <0,05, 

respectivamente) e maior massa de gordura visceral. O grupo DPM apresentou 

massa de gordura visceral superior em todos os compartimentos de tecido adiposo: 

retroperitonial (+137%, P <0,05), mesentérico (+46%, P <0,05) e epididimal (+110%, 

P <0,05), enquanto o grupo DPF apresentou aumento no tecido adiposo 

retroperitonial (+85%, P <0,05) e epididimal (+ 58%, P <0,05). Estes dados estão 

mostrados na figura 12 e reproduzem e ampliam dados que foram previamente 

publicados pelo nosso grupo, além de confirmar o resultado das programações 

(Bonomo et al., 2007; Lima et al., 2011). 

 

Figura 11 - Massa corporal desde o desmame até os 180 dias  
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Legenda: Grupos controle (•), desmame precoce mecânico (DPM, ■) e desmame precoce 
farmacológico (DPF, ▲). * DPM valores médios foram significativamente diferentes dos 
de C (P <0,05); † DPF valores médios foram significativamente diferentes dos de C (P 
<0,05), n = 8 animais/grupo. 
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Figura 12 – Ingestão alimentar, adiposidade e leptina sérica  
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Legenda: (a) Ingestão acumulada; (b) Eficiência alimentar; (c) Massa de gordura visceral; (d) Leptina 
sérica da prole dos grupos controle (C), desmame precoce mecânico (DPM) e desmame 
precoce farmacológico (DPF).Os valores são médias, com seus erros padrão 
representados por barras verticais. * Os valores médios foram significativamente 
diferentes dos de C (P <0,05); † valores médios foram significativamente diferentes dos de 
DPM (P <0,05). n = 8 animais/grupo. 

 

 

A partir dos 90 dias de idade, foi realizada uma análise temporal dos 

parâmetros ósseos por meio do DXA que estão apresentados na figura 13. Observa-

se que as proles DPM e DPF apresentaram aumento da DMO total (+5,2% e +4%, 

P<0,05, respectivamente), do CMO (+13,3% e +12,1%, P<0,05, respectivamente), 

da DMO da coluna vertebral (+7% e +12%, P<0,05, respectivamente) e da área 

óssea (+9,3% e +10,1%, P<0,05, respectivamente) aos 150 dias de idade. Aos 180 

dias, ambos os grupos também apresentaram aumento da DMO total (+8,2% e 

+5,9%, P<0,05, respectivamente), da DMO da coluna vertebral (+19,7% e +11,6%, 

P<0,05, respectivamente), do CMO (+16,4% e +13,3%, P<0,05, respectivamente) e 

da área óssea (+9,7% e +8,6%, P<0,05, respectivamente).   
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Figura 13 – Parâmetros ósseos dos 90 aos 180 dias  
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Legenda: (a) DMO Total, (b) CMO Total, (c) DMO da coluna vertebral, (d) Área óssea dos grupos 
controle (•),desmame precoce mecânico (DPM, ■) e desmame precoce farmacológico (DPF, 
▲). * DPM valores médios foram significativamente diferentes dos de C (P <0,05); † DPF 
valores médios foram significativamente diferentes dos de C (P <0,05), n = 8 animais/grupo. 
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As avaliações ósseas individuais estão mostradas nas figuras 12 , 13, 14, 15 

e 16. Na figura 14, está exposta a avaliação da DMO do fêmur e da L4, tanto o 

grupo DPM como o grupo DPF apresentaram maior DMO do fêmur (+5,7% e + 

10,5%, P<0,05, respectivamente) e de L4 (+21,8% e +23,1%, P<0,05, 

respectivamente). Da mesma forma, a radiodensidade da cabeça femoral foi maior 

para ambos os grupos DPM (+25,9%, P<0,05) e DPF (+38,4%, P<0,05), assim como 

para a radiodensidade do corpo vertebral de L4 também para os dois grupos, DPM 

(+18,4%, P<0,05) e DPF (+21,5%, P<0,05) (Figura 15). 

Não houve diferença significativa no que diz respeito ao comprimento dos 

ossos para ambos os grupos (Figura 16).  

 

 

Figura 14 – DMO do fêmur esquerdo e da vértebra lombar. 
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Legenda: (a) DMO do fêmur esquerdo; (b) DMO de L4 da prole aos 180 dias de idade dos grupos 
controle (C), desmame precoce mecânico (DPM) e desmame precoce farmacológico 
(DPF). Os valores são médias, com seus erros padrão representados por barras verticais. 
* Os valores médios foram significativamente diferentes dos de C (P <0,05). n = 8 animais 
/ grupo. 
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Figura 15 – Radiodensidade da cabeça femoral e do corpo vertebral. 
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Legenda: (a) Radiodensidade da cabeça femoral; (b) Radiodensidade do corpo vertebral de L4 da 

prole aos 180 dias de idade dos grupos controle (C), desmame precoce mecânico (DPM) e 
desmame precoce farmacológico (DPF). Os valores são médias, com seus erros padrão 
representados por barras verticais. * Os valores médios foram significativamente diferentes 
dos de C (P <0,05). n = 8 animais / grupo. 

 

 

Figura 16 – Medidas antropométricas do fêmur esquerdo e da vértebra lombar. 
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Legenda: (a) Comprimento dos fêmures; (b) Altura do corpo vertebral de L4 da prole aos 180 dias de 

idade dos grupos controle (C), desmame precoce mecânico (DPM) e desmame precoce 
farmacológico (DPF).Os valores são médias, com seus erros padrão representados por 
barras verticais. n = 8 animais/grupo. 

 

 

A análise da microarquitetura trabecular óssea estão na figura 17. O grupo 

DPM apresentou maior BV/TV (+12,6%, P <0,05), Tb.Th (+5,9%, P <0,05) e Tb.N 

(+8,1%, P <0,05), além de menores Tb.Pf (-158,5%, P <0,05) e Tb.Sp (-12.6%, P 

<0,05). A prole DPF também apresentou Tb.N maior (+5,6%, P <0,05) e menor 

Tb.Sp (-10,3%, P <0,05) em comparação ao grupo controle. Além de menor BV/TV (-

12%, P <0,05) e Tb.Th (-8,9%, P <0,05) e maior Tb.Pf (48,6%, P <0,05) em relação 

ao grupo DPM. 
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Figura 17 – Microarquitetura óssea da cabeça femoral 
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Legenda: (a) Razão entre o volume ósseo e volume da amostra (BV/TV); b) Fator de padrão 
trabecular (Tb.Pf); (c) Espessura trabecular (Tb.Th); (d) Densidade trabecular (Tb.N), (e) 
Separação trabecular (Tb.Sp) aos 180 dias dos grupos controle (C), desmame precoce 
mecânico (DPM) e desmame precoce farmacológico (DPF).Os valores são médias, com 
seus erros padrão representados por barras verticais. * Os valores médios foram 
significativamente diferentes dos de C (P <0,05); † valores médios foram 
significativamente diferentes dos de DPM (P <0,05). n = 8 animais / grupo. 
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As propriedades biomecânicas do tecido ósseo são apresentadas na figura 

18. Ambos os grupos (DPM e DPF) apresentaram menor deformação máxima (-

21,2% e -24,7% P <0,05, respectivamente) e deformação no ponto de fratura (-

54,8% e -51% P <0,05, respectivamente), e maior rigidez (+15,5 % e +10,6% de P 

<0,05, respectivamente) e carga de fratura (+34,6% e +25,5% de P <0,05, 

respectivamente). Carga máxima, tenacidade e resiliência não foram 

significativamente diferentes entre os dois grupos estudados. 

 

Figura 18 – Propriedades biomecânicas do fêmur esquerdo 
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Legenda: (a) Deformação máxima, (b) Rigidez, (c) Carga de fratura, (d) Deformação no ponto de 
fratura aos 180 dias dos grupos controle (C), desmame precoce mecânico (DPM) e 
desmame precoce farmacológico (DPF).Os valores são médias, com seus erros padrão 
representados por barras verticais. * Os valores médios foram significativamente diferentes 
dos de C (P <0,05). n = 8 animais/grupo. 
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Na figura 19 estão as análises séricas das proles aos 180 dias de idade. 

Observa-se que o grupo DPM apresentou maior 25(OH)D (+97%, P<0,05), que 

também foi maior no grupo DPF (+135,6%, P<0,05). As concentrações séricas de 

CTX-I foram menores para ambos os grupos DPM e DPF (-67% e -67,3%, P<0,05, 

respectivamente). Não houve diferença significativa entre os grupos para as 

dosagens de osteocalcina, cálcio ionizado e PTH (dados não mostrados). 

 

Figura 19 - Análises séricas das proles aos 180 dias de idade. 
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Legenda: (a) CTX-I; (b) 25(OH)D da prole aos 180 dias de idade dos grupos controle (C), desmame 
precoce mecânico (DPM) e desmame precoce farmacológico (DPF). Os valores são médias, 
com seus erros padrão representados por barras verticais. * Os valores médios foram 
significativamente diferentes dos de C (P <0,05). n = 8 animais/grupo.   

 

 

5.2  Experimento 2 - Efeitos da supernutrição neonatal (de Albuquerque Maia 

et al., 2014) 

 

 

Na figura 20, mostramos a evolução da massa corporal, da massa gorda e da 

massa magra desde o desmame até 180 dias analisados pelo DXA. Podemos 

observar que a prole SN apresentou maior peso corporal em 21 (+32%, P<0,05), 90 

(+10,8%, P<0,05), 120 (+11,8%, P<0,05), 150 (+8,7%, P<0,05) e 180 dias (+11,7%, 

P<0,05). Da mesma forma, a massa de gordura corporal foi maior nestas idades: 21 

(+74%, P<0,05), 90 (+27%, P<0,05), 120 (+29%, P<0,05), 150 (+34%, P<0,05) e 180 

dias (+52%, P<0,05). Assim como a massa magra: 21 (+16,6%, P<0,05), 90 (+6,4%, 

P<0,05), 120 (+6,7%, P<0,05), 150 (+6,2%, P<0,05) e 180 dias (+8,1%, P<0,05). 
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Como representado na figura 21, aos 180 dias, a prole SN é hiperfágica, uma vez 

que a sua ingestão acumulada foi maior (+8,1%, P<0,05), e apresentou massa de 

gordura visceral superior em todos os compartimentos de tecido adiposo: 

retroperitonial (+87,7%, P <0,05), mesentérico (+60,7%, P <0,05) e epididimal 

(+88,1%, P <0,05). Os níveis séricos de leptina, apesar de maiores no grupo SN não 

foram estatisticamente diferente dos controles. 

 

Figura 20 – Massa corporal, gordura corporal e massa magra do desmame aos 180 

dias de idade. 
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Legenda: (a) Evolução do peso corporal; (b) da gordura corporal; e (c) da massa magra após o 
desmame até 180 dias de vida dos grupos controle (C, •) e supernutrido (SN, ■)* SN 
valores médios foram significativamente diferentes daqueles de C (P<0,05), n = 8 
animais/grupo. 
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Figura 21 – Ingestão alimentar, leptina sérica e adiposidade.  
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Legenda: (a) Ingestão alimentar acumulada; (b) Leptina sérica; (c) Massa de gordura visceral aos 180 
dias dos grupos controle (C) e supernutrido (SN).Os valores são médias, com os seus erros 
padrão representados por barras verticais, n = 8 animais/grupo. * SN valores médios foram 
significativamente diferentes dos do C (P < 0,05). 

 

No que diz respeito aos parâmetros ósseos, o grupo SN apresentou maior 

DMO total aos 180 dias (+6,8%, P<0,05), maior CMO total aos 21 (+62%, P<0,05), 

90 (+12%, P<0,05), 120 (+12%, P<0,05), 150 (+11%, P<0,05) e 180 dias (+12,5%, 

P<0,05) e maior área óssea também nestas idades: 21 (+54%, P<0,05), 90 (+8%, 

P<0,05), 120 (+9%, P<0,05), 150 (+9,6%, P<0,05) e 180 dias (+9,6%, P<0,05) 

(Figura 22). Quando os ossos foram analisados individualmente, a prole SN mostrou 

maior DMO do fêmur (+9,2%, P<0,05) e da L4 (+8,2%, P<0,05). Da mesma forma, 

também apresentou maior radiodensidade da cabeça femoral (+30%, P<0,05) e de 

corpo vertebral de L4 (+27%, P<0,05) (Figura 23). Não houve diferenças em relação 

ao comprimento de fêmur e L4 entre os grupos (dados não mostrados). 
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Figura 22 – Parâmetros ósseos em diferentes idades (21, 90, 120, 150 e 180 dias). 
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Legenda: (a) DMO total; (b) CMO total; (c) Área óssea dos grupos controle (C, •) e supernutrido (SN, 

■). * SN valores médios foram significativamente diferentes dos do C (P < 0,05), n=8 

animais/grupo. 
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Figura 23 – DMO e radiodensidade do fêmur esquerdo e da vértebra lombar. 
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Legenda: (a) DMO do fêmur; (b) DMO de L4; (c) Radiodensidade da cabeça femoral; (d) 
Radiodensidade do corpo vertebral de L4 aos 180 dias dos grupos controle (C) e supernutrido (SN). 
Os valores são médias, com os seus erros padrão representados por barras verticais, n = 8 
animais/grupo. * SN valores médios foram significativamente diferentes dos do C (P < 0,05 ) . 

 

 

Com relação à microarquitetura óssea, BV/TV e Tb.Th não foram 

significativamente diferente entre os dois grupos (dados não mostrados). O grupo 

SN apresentou menor Tb.Pf (-2,6 vezes, P<0,05) e Tb.Sp (-9,2%, P<0,05), e maior 

Tb.N (+9,3%, P<0,05). Não houve diferença significativa entre os grupos no que diz 

respeito à espessura trabecular (Figura 24). 
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Figura 24 – Microarquitetura óssea da cabeça femoral. 
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Legenda: (a) Fator de padrão trabecular; (b) Densidade trabecular; (c) Separação trabecular aos 180 
dias dos grupos controle (C) e supernutrido (SN). Os valores são médias, com os seus erros padrão 
representados por barras verticais, n = 8 animais/grupo. * SN valores médios foram significativamente 
diferentes dos do C (P < 0,05 ) . 

 

 

As propriedades biomecânicas do tecido ósseo estão apresentadas na figura 

25, onde pode se observar que o grupo SN apresentou maior carga máxima (14,4%, 

P<0,05), resiliência (+29%, P<0,05), rigidez (+17%, P<0,05) e carga de fratura 

(+22%, P<0,05), e menor deformação no ponto de fratura (-31%, P<0,05). Não 

houve diferença estatisticamente significante no que diz respeito à tenacidade.  
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Figura 25 - Propriedades biomecânicas do fêmur esquerdo.  
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Legenda: (a) Carga máxima; (b) Resiliência; (c); Rigidez; (d) Carga de fratura; (e) Deformação no 
ponto de fratura aos 180 dias dos grupos controle (C) e supernutrido (SN). Os valores são 
médias, com os seus erros padrão representados por barras verticais, n = 8 animais/grupo. 
* SN valores médios foram significativamente diferentes dos do C (P < 0,05). 
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Na figura 26 estão as análises séricas das proles aos 180 dias. Observa-se 

que a prole SN apresentou maior concentração de osteocalcina (+69%) e menor de 

CTX-I (-52%), mas não houve diferença significativa entre os grupos para as 

concentrações séricas de 25(OH)D e cálcio ionizado. 

 

Figura 26 - Análises séricas das proles aos 180 dias. 
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Legenda: (a) Osteocalcina; (b) CTX-I; (c) 25(OH)D aos 180 dias dos grupos controle (C) e 
supernutrido (SN). Os valores são médias, com os seus erros padrão representados por 
barras verticais, n = 8 animais/grupo. * SN valores médios foram significativamente 
diferentes dos do C (P < 0,05 ) . 
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Os resultados dos três experimentos estão resumidos na tabela abaixo. 

 

Tabela 2 - Resumo dos dados obtidos no presente estudo.  

 Desmame Idade adulta 

 DPM DPF SN DPM DPF SN 

Massa corporal ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ 

Massa gorda ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ 

Massa magra -- -- ↑ -- -- ↑ 

Ingestão acumulada -- -- -- ↑ SD ↑ 

Massa de gordura visceral -- -- -- ↑ ↑ ↑ 

Leptina ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ SD 

DMO Total ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ 

DMO da coluna vertebral -- -- -- ↑ ↑ -- 

CMO Total ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ 

Área óssea ↓ ↓ ↑ ↑ ↑ ↑ 

DMO do fêmur -- -- -- ↑ ↑ ↑ 

DMO de L4 -- -- -- ↑ ↑ ↑ 

Radiodensidade da cabeça femoral -- -- -- ↑ ↑ ↑ 

Radiodensidade do corpo vertebral de L4 -- -- -- ↑ ↑ ↑ 

Volume ósseo/Volume total -- -- -- ↑ SD SD 

Fator de padrão trabecular -- -- -- ↓ SD ↓ 

Espessura trabecular -- -- -- ↑ SD SD 

Densidade trabecular -- -- -- ↑ ↑ ↑ 

Separação trabecular -- -- -- ↓ ↓ ↓ 

Deformação máxima -- -- -- ↓ ↓ SD 

Deformação no ponto de fratura -- -- -- ↓ ↓ ↓ 

Carga máxima -- -- -- SD SD ↑ 

Carga de fratura -- -- -- ↑ ↑ ↑ 

Rigidez -- -- -- ↑ ↑ ↑ 

Resiliência -- -- -- SD SD ↑ 

Cálcio ionizado ↓ SD -- SD SD SD 

Osteocalcina ↓ ↓ -- SD SD ↑ 

CTX-I ↑ ↑ -- ↓ ↓ ↓ 

25(OH)D SD ↑ -- ↑ ↑ SD 

PTH SD ↓ -- SD SD -- 

Legenda: As setas representam aumento ou diminuição dos parâmetros dos grupos desmame 
precoce mecânico (DPM), desmame precoce farmacológico (DPF) e supernutrido (SN) 
em relação ao grupo controle. SD = Sem diferença estatística; -- = parâmetro não 
avaliado. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

6.1 Experimento 1 - Modelos de desmame precoce (DPM e DPF) 

 

 

O ambiente durante a vida intra-uterina e neonatal desempenha um papel 

importante na programação da susceptibilidade, na vida adulta, para doenças 

crônicas não transmissíveis, tais como obesidade, doenças cardiovasculares, 

diabetes mellitus, câncer e osteoporose (Harvey & Cooper, 2004; Dunger & Ong, 

2005; Cooper et al., 2005). O presente estudo mostra que os dois modelos de 

desmame precoce, mecânico e farmacológico, diminuem a massa corporal e a 

massa gorda, no período neonatal, que são alterações associadas à desnutrição e 

corroboram os achados anteriores do nosso grupo (Bonomo et al., 2005; Lima et al., 

2011). Além disso, examinamos diferentes aspectos da estrutura óssea e bioquímica 

e os resultados atuais mostram que há um efeito deletério sobre o desenvolvimento 

do esqueleto e osteogênese como uma consequência da supressão de leite no final 

da lactação. Isto foi evidenciado por menor CMO total, DMO total, área óssea, 

osteocalcina e maior CTX-I nos grupos DPM e DPF, o que demonstra menor 

osteogênese e maior reabsorção óssea. 

Na vida adulta, observamos nos grupos DPM e DPF um aumento da massa 

corporal já aos 90 dias que persiste até o final do experimento, bem como aumento 

da massa de gordura visceral aos 180 dias. Além disso, o grupo DPM apresentou 

maior ingestão acumulada e eficiência alimentar normal, o que é indicativo de 

hiperfagia, enquanto o grupo DPF apresentou consumo alimentar normal e maior 

eficiência alimentar, o que explica o maior peso corporal, com ingestão alimentar 

normal neste grupo (Djazayery et al., 1979; Bonomo et al., 2007). Sendo assim, o 

excesso de peso desenvolvido pela prole adulta DPF deve-se, pelo menos em parte, 

a uma menor taxa metabólica, o que se justifica pelo fato, da prole DPF apresentar 

hipotireoidismo (Bonomo et al., 2008), enquanto o grupo DPM é eutireoideo na idade 

adulta (Lima et al., 2013), o que explica a diminuição do metabolismo apenas no 

grupo DPF. Apesar de ambos os grupos apresentarem hiperleptinemia na idade 

adulta, o efeito anorexígeno da leptina não é observado, o que parece ser 



64 
 

decorrente do desenvolvimento de uma resistência hipotalâmica à leptina (Bonomo 

et al., 2007; Lima et al., 2011).  

 Com relação aos parâmetros ósseos na idade adulta, observou-se maior 

DMO total, DMO da coluna vertebral, CMO e área óssea a partir do dia pós-natal 

150 (PN150) tanto para o grupo DPM quanto para o DPF. Em PN180, tanto o fêmur 

quanto a L4 apresentaram aumento da DMO e aumento da radiodensidade para as 

regiões da cabeça femoral e do corpo vertebral de L4 para ambos os grupos. 

Analisamos também a microarquitetura óssea e ambos os grupos (DPM e DPF), que 

apresentaram maior número de trabéculas e menor separação trabecular. Além 

disso, as proles DPM e DPF apresentaram diferentes propriedades biomecânicas do 

tecido ósseo, tais como maior rigidez e carga de fratura, enquanto menor 

deformação máxima e menor deformação no ponto de fratura. Esses dados, 

juntamente com a diminuição do CTX-I e aumento da 25(OH)D, explicam o 

incremento da massa óssea e mostram uma maior resistência óssea.  

Nos mamíferos, o cálcio é transferido da mãe para os filhos através da 

placenta durante a gestação e do leite durante a lactação. Estima-se que, em seres 

humanos, uma mãe transfira 105 g de cálcio, ou perto de 10% de todo o cálcio do 

seu corpo durante os últimos meses de gravidez e durante a lactação. A maior parte 

desta transferência (80%) ocorre durante a lactação (Wysolmerski, 2002). Nos 

filhotes DPM, apesar da ração ter sido fornecida dentro da gaiola, e os animais já 

serem capazes de beber água, isto não foi suficiente para evitar a perda óssea aos 

21 dias. Então, a redução do cálcio ionizado sérico neste grupo pode ter ocorrido 

devido à falta de transferência de cálcio pelo leite. No grupo DPF, a pequena 

quantidade de leite disponível para os filhotes foi capaz de manter o cálcio ionizado 

normal, mas a perda óssea ainda assim ocorreu quase na mesma proporção que o 

DPM. Isso reforça a importância da ingestão de leite, mesmo nos últimos 3 dias de 

lactação. Nos seres humanos, Lee et al. (1993) relataram que a ingestão de cálcio 

durante os primeiros anos de vida tem correlação positiva com o CMO aos 5 anos 

de idade.  

O DXA é considerado o método de referência para análise da composição 

corporal e tem sido utilizado com sucesso em estudos, também para analisar 

regiões especificas do corpo (Lukaski et al., 2001; Glickman et al., 2004). É a técnica 

mais empregada para a avaliação da DMO, principalmente em virtude da baixa 

radiação, alta precisão, boa sensibilidade, especificidade e capacidade de avaliar 
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tanto ossos do esqueleto axial quanto apendicular, fornecendo valores absolutos de 

DMO em termos de mineral ósseo por unidade de área projetada em g/cm2 

(Glickman et al., 2004). As características ósseas são representados por 2 fatores: o 

volume, que é refletido pela área óssea, e a deposição de cálcio, que é refletida pelo 

CMO. A relação destes 2 parâmetros é a DMO. A área óssea depende 

principalmente da síntese de proteínas necessárias para a estrutura óssea. Assim, a 

síntese de proteínas deve estar relacionada com a ingestão de proteínas e também 

com o consumo de energia. O CMO depende da ingestão e da absorção de cálcio 

(Lac et al., 2008). Então, aos 21 dias, a alteração relativamente pequena da DMO 

comparada com a maior alteração no CMO e na área óssea pode ser explicada pela 

redução proporcional de ambos os parâmetros para os dois grupos desmamados 

precocemente. Na idade adulta, observamos aumento de todos os parâmetros 

avaliados pelo DXA a partir do PN150 tanto no grupo DPM como no DPF. Aos 180 

dias, o aumento do CMO e da área óssea aconteceu numa menor magnitude, o que 

explica também o pequeno aumento da DMO.  

Ainda em PN180, quando avaliamos os ossos individualmente pelo DXA, 

observamos maior DMO tanto do fêmur quanto da L4 para ambos os grupos 

corroborando com os achados relativos à DMO total. A arquitetura do tecido ósseo 

varia com a região do esqueleto, podendo ser esponjosa, denominada osso 

trabecular, ou compacta, denominada osso cortical. O osso trabecular possui 

microestrutura porosa com elevada área superficial, sendo predominantemente 

encontrado nas extremidades dos ossos longos protegido por uma camada de osso 

cortical. É também encontrado na estrutura interna de outros ossos, tais como o 

calcâneo, o crânio, a pélvis e as vértebras da coluna vertebral (Canhão et al., 2005). 

A DMO aumenta predominantemente em regiões de osso trabecular quando 

comparado a regiões de osso cortical (Seeman, 2007). O aumento de maior 

magnitude na DMO observado em L4 com relação ao fêmur pode ser explicado pelo 

remodelamento ósseo ocorrer principalmente em áreas de osso trabecular, uma vez 

que os ossos chatos como as vértebras tem maior superfície de osso trabecular do 

que os ossos longos. Corroborando nossos dados, Reid et al. (1992) demonstraram 

que a massa de gordura por si só foi um preditor significativo da DMO e Iwaniec et 

al. (2009), que há uma relação positiva entre massa corporal e massa óssea de 

camundongos. 
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Na tomografia computadorizada, a radiodensidade tanto da região proximal 

do fêmur como do corpo vertebral de L4 para ambos os grupos estudados, foi 

compatível com os resultados do DXA, ambos mostraram aumento. Porém, o 

percentual de aumento foi maior na vertebra do que no fêmur, pois ela tem maior 

predominância de osso do tipo trabecular que é metabolicamente mais ativo do que 

o cortical (Seeman, 2007), por isso observamos um maior aumento de 

radiodensidade quando comparado com o aumento da DMO. 

A força óssea é determinada pela sua composição material, estrutura, 

geometria e microarquitectura. A quantidade de tecido ósseo é medida através do 

cálculo da DMO com o auxílio do DXA, mas a densidade óssea não faz distinção 

entre os compartimentos de osso cortical e esponjoso e nem permite a avaliação da 

microarquitetura óssea (Seeman & Delmas, 2006). A introdução da tomografia 

microcomputadorizada (micro-CT) na pesquisa biomédica trouxe um grande avanço 

no que diz respeito à avaliação precisa da microestrutura óssea. A Micro-CT é 

amplamente utilizada para a observação e análise da estrutura interna dos tecidos 

duros, pois se trata de uma técnica rápida, reprodutível e não destrutiva (Feldkamp 

et al., 1989). Com base em algoritmos diferentes, podemos obter a estrutura óssea 

em 3D e os parâmetros ósseos. De acordo com Xu et al. (2013), existe uma forte 

correlação entre DMO e força óssea, sendo que a  DMO é responsável por somente 

cerca de 60 % da força óssea. Os 40% restantes estão relacionados com a estrutura 

trabecular, que também desempenha um papel importante na resistência óssea 

(Saha et al., 2010). A osteoporose diminui a espessura e número de trabéculas e 

aumenta a separação trabecular (Eckstein et al., 2007).  

Em relação à análise da microarquitetura trabecular do fêmur usando micro-

CT, podemos observar uma melhora da microarquitetura em ambos os grupos de 

desmame precoce (DPM e DPF) com maior número de trabéculas e menor 

separação trabecular. Tb.Pf é um parâmetro muito sensível para a detecção de 

alterações na estrutura trabecular óssea, é usado para representar a relação entre 

superfícies convexas e côncavas  e descreve quantitativamente a conectividade 

intertrabecular. Valores menores de Tb.Pf siginificam que osso trabecular encontra-

se bem conectado, enquanto que valores maiores indicam trabéculas mais isoladas 

(Kleerekoper, 1985; Hahn et al., 1992). O grupo DPM apresentou valores menores 

de Tb.Pf, o que indica um aumento da proporção de superfícies côncavas em 

relação a convexas, ou seja, um padrão ósseo com boa conectividade. Este grupo 
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também apresentou maiores valores de BV/TV e Tb.Th. Uma vez que Tb.N e Tb.Sp 

são índices que refletem o estado da estrutura trabecular óssea e o grupo DPF 

apresentou aumento nestes parâmetros, podemos considerar que esta prole 

também apresenta uma boa estrutura trabecular óssea. Ratos obesos têm estrutura 

óssea mais espessa e melhor conectada, com maior Tb.Th e Tb.N e Tb.Sp menor, o 

que corrobora os achados aqui apresentados (Heep et al., 2008; Ma et al., 2011). 

Por outro lado, mulheres jovens com magreza constitucional representam um 

modelo de baixas massa e qualidade ósseas com menor Tb.N e maior Tb.Sp 

(Galusca et al., 2008). 

Para complementar as análises ósseas, realizamos o teste de flexão de três 

pontos para avaliar a força femoral dos nossos animais. Como resultado, mostramos 

uma melhora da resistência biomecânica em ambos os grupos de desmame precoce 

(DPM e DPF). Da mesma forma, um estudo que avaliou a biomecânica óssea em 

ratos adultos também mostrou maior resistência óssea em ratos com obesidade 

induzida por dieta (Brahmabhatt et al., 1998). 

Alguns fatores, incluindo a sobrecarga mecânica, o aumento da aromatização 

dos androgênios em estrogênios pelo tecido adiposo (Schindler  et al., 1972), e o 

aumento dos níveis de insulina (Reid et al., 1992), já foram propostos como 

mediadores de um efeito protetor da obesidade sobre o tecido ósseo. No entanto, a 

leptina devido a sua atuação no osso é também um possível mediador deste efeito 

protetor. 

A leptina exerce as suas funções no início da vida regulando o crescimento e 

o desenvolvimento, especialmente o processo de remodelação óssea fetal (Alexe et 

al., 2006). Em camundongos neonatos, Kume et al. (2002) sugeriram que a leptina 

exerce sua influência sobre a ossificação endocondral e sobre o número de 

osteoblastos da placa de crescimento. De acordo com Alexe et al. (2006), a leptina 

presente no leite materno parece ter um papel significativo no crescimento e 

desenvolvimento ósseo, ela controla a remodelação óssea fetal através do aumento 

da diferenciação de células estromais de medula óssea em osteoblastos, diminuindo 

a reabsorção óssea (Ogueh et al., 2000; Elefteriou et al., 2005; Fu et al., 2005). 

Matkovic et al. (1997) mostraram que a leptina aumenta a área óssea devido ao 

aumento da formação óssea no envelope periosteal. Weiler et al. (2002) também 

demonstraram uma associação positiva entre os níveis de leptina pós-natal e de 

massa óssea. Além disso, em camundongos ob/ob, deficientes em leptina, o 
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tratamento com a mesma provoca uma elevação da área óssea, da DMO e do CMO 

(Steppan et al., 2000; Nelson-Dooley et al., 2005; Hamrick et al., 2005). Nos seres 

humanos, baixos níveis plasmáticos de leptina foram associados com a presença de 

fraturas vertebrais em mulheres na pós-menopausa (Yamauchi et al., 2001) e foi um 

preditor independente de massa óssea também em mulheres na pós-menopausa 

(Blain et al., 2002; Morcov et al., 2012). A leptina sérica foi positivamente associada 

com a DMO na extremidade distal do rádio em pacientes com diabetes mellitus tipo 

2 (Tamura et al., 2007) e em adolescentes obesos (Maggio et al., 2014) e com a 

DMO e o CMO totais, do quadril e do colo femoral em homens e mulheres idosos e 

saudáveis (Zoico et al., 2003). Mulheres magras, com amenorréia hipotalâmica e 

hipoleptinemia que receberam injeções subcutâneas diárias de leptina exógena, 

apresentaram aumento do CMO e da DMO da coluna lombar (Sienkiewicz et al., 

2011). Assim, tanto estudos experimentais quanto clínicos sugerem uma forte 

relação entre os níveis séricos de leptina e a qualidade óssea. Sabe-se que os 

filhotes do grupo DPM são hipoleptinêmicos (Lima et al., 2011), devido à falta de 

transferência de leptina pelo leite materno e também devido à redução da 

adipogênese consequente à má nutrição. Assim, esses animais carecem dos efeitos 

osteogênicos diretos da leptina sobre as células precursoras da medula, o que 

afetou o metabolismo ósseo. Inesperadamente, o grupo DPF, cuja leptinemia foi 

relatada como aumentada ao desmame (Bonomo et al., 2005) apresentaram 

praticamente a mesma redução na DMO, no CMO, na área óssea e na osteocalcina. 

Uma vez que neste modelo de desmame precoce farmacológico, os filhotes são 

hiperleptinêmicos, mas não têm hipofagia, sugerimos uma resistência à leptina nesta 

idade, já que esses animais desenvolveram resistência à leptina e sobrepeso na 

idade adulta (Bonomo et al., 2007). Sendo assim esta resistência precoce à leptina, 

pelo menos no tecido ósseo, pode ter contribuído para uma menor osteogênese 

nesses filhotes. Na idade adulta, ambos os modelos de desmame precoce, 

causaram hiperleptinemia, resistência central à leptina e obesidade (Bonomo et al., 

2007; Lima et al., 2011). No presente estudo, mostramos aumento da DMO total, da 

DMO da coluna vertebral, do CMO e da área óssea, bem como melhora da 

microarquitetura e da resistência ósseas. Apesar da resistência central à leptina, 

esses animais parecem se beneficiar dos efeitos positivos osteogênicos periféricos 

da leptina. Assim, neste caso, é possível que tenha ocorrido uma resposta seletiva e 

tecido-específico da leptina, com resistência hipotalâmica, mas manutenção da 
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sensibilidade óssea à leptina como foi previamente relatada em outros sistemas, tais 

como o sistema nervoso autonômo adrenérgico (Correia et al., 2002; Rahmouni et 

al., 2005; Trevenzoli et al., 2007; Trevenzoli et al., 2010). 

Além disso, o estresse mecânico também é importante na remodelação da 

arquitetura óssea e na massa óssea por meio da carga dinâmica imposta pelos 

músculos e da carga passiva imposta pela massa corporal como um todo (Felson, et 

al., 1993; Frost, 1997; Iwaniec et al., 2009).  

O metabolismo de 25(OH)D ocorre principalmente no rim, onde é convertida a 

1,25(OH)2D3 pela ação da 1-α-hidroxilase. A síntese de 25(OH)D é reciprocamente 

regulada por vários fatores, incluindo a própria 1,25(OH)2D3 (Sutton & MacDonald, 

2003). A 25(OH)D sérica é geralmente utilizada para avaliar a concentração de 

vitamina D no soro, devido à sua estabilidade e reprodutibilidade do ensaio, uma vez 

que a 1,25(OH)2D3 é bastante instável (Rajakumar et al., 2008; Ardawi et al., 2011). 

Apenas no grupo DPF ao desmame, observou-se uma maior concentração de 

25(OH)D. De acordo com Kovacs et al. (2008), durante a gravidez, a mãe fornece o 

cálcio necessário para o desenvolvimento fetal, independentemente da vitamina D, 

porém, os níveis séricos neonatais de cálcio parecem ser dependentes desta 

vitamina. As concentrações de vitamina D sérica são elevadas no final da gravidez e 

na lactação, permanecendo elevadas até o desmame, sendo capaz de passar 

facilmente pelo leite materno (Halloran et al., 1979; Kovacs et al., 2008). Robinson et 

al (1982) mostraram que a prolactina estimula a 1,25(OH)2D3, enquanto a 

bromocriptina diminui. Como no grupo DPF estaria havendo menor conversão de 

25(OH)D para 1,25(OH)2D3, o calcidiol se acumularia na circulação. Isto pode 

explicar porque a 25(OH)D tem valores intermediários nos filhotes DPM, e maiores 

nos do grupo DPF aos 21 dias, já que neste último grupo a concentração total de 

vitamina D também pode ser dependente da transferência de leite materno. A 

concentração mais baixa de 25(OH)D nos filhotes DPM pode ser a razão principal 

para a diminuição da concentração de cálcio ionizado no soro deste grupo, enquanto 

que no DPF houve uma normalização deste parâmetro. 

A leptina inibe a atividade da 1-α-hidroxilase no rim, bem como no tecido 

adiposo (Adams & Hewison, 2010; Tsuji et al., 2010). Matsunuma et al. (2004) 

demonstraram que camundongos ob/ob apresentam um aumento da 1,25(OH)2D3 e 

a administração de leptina normalizou sua concentração devido a supressão da 

expressão renal da 1 α-hidroxilase. Uma vez que os filhotes DPF apresentam 
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hiperleptinemia ao desmame, o aumento da 25(OH)D sérica nesses animais pode 

ser resultado da inibição da sua conversão em 1,25(OH)2D3 pela leptina. Nos filhotes 

DPM, como a leptina sérica é menor, portanto a 25(OH)D inalterada pode ser 

explicada pelo equilíbrio entre os efeitos do cálcio ionizado menor e aumento da 

atividade da 1-α-hidroxilase na regulação da 1,25(OH)2D3. 

Uma vez que o excesso de 25(OH)D foi associado com a obesidade 

(Matsunuma et al., 2004; Nobre at al., 2011; Nobre et al., 2012), o aumento de 

25(OH)D pode ser um fator de imprinting para o excesso de peso e este aumento 

também é visto aos 180 dias. Como nesta idade os animais de ambos os grupos são 

hiperleptinêmicos, a mesma ação da leptina explicada acima pode ser aplicada. 

Assim, neste caso, é possível que tenha ocorrido uma resposta tecido-específico da 

leptina, com resistência central, mas manutenção da sensibilidade do rim e do tecido 

ósseo, como foi dito acima e previamente relatada em outros sistemas (Rahmouni  

et al., 2005; Trevenzoli et al., 2007; Trevenzoli et al., 2010).  

Ao desmame, uma menor formação óssea é evidenciada neste estudo pela 

redução da osteocalcina sérica, um importante marcador de formação óssea, em 

ambos os grupos desmamados precocemente. A concentração de osteocalcina 

reflete a atividade total dos osteoblastos, incluindo a síntese da matriz óssea e 

mineralização (Weiler et al., 2002), a baixa DMO e área óssea, bem como o baixo 

CMO presentes tanto no grupo DPM quanto no DPF refletem a redução da formação 

óssea nesses animais. A osteocalcina geralmente está elevada em estados de alto 

remodelamento ósseo e reduzida em estados de baixo remodelamento (Szulc et al., 

2000). Foi demonstrado que a leptina pode regular os níveis de osteocalcina; 

camundongos ob/ob apresentaram osteocalcina sérica reduzida, que foi normalizada 

com administração intracerebroventricular de leptina (Kalra et al., 2009). Assim, a 

hipoleptinemia do grupo DPM e a possível resistência a leptina no modelo DPF 

podem explicar a redução da osteocalcina observada em ambos os modelos. Já aos 

180 dias, a hiperleptinemia pode ter normalizado a concentração de osteocalcina 

nestes grupos. 

O CTX-I é gerado a partir da degradação do colagéno ósseo e, por 

conseguinte, considerado um marcador da reabsorção óssea (Risteli et al., 1993; 

Gerdhem et al., 2004). O aumento da concentração de CTX-I no soro de ambos os 

grupos (DPM e DPF) em PN21 indica a degradação acelerada da matriz óssea. Já 

em PN180, a redução da sua concentração indica uma menor reabsorção óssea e, 
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portanto, um menor remodelamento e maior massa óssea, evidenciada pelo 

aumento da DMO, da DMO da coluna vertebral, do CMO e da área óssea e pela 

melhora da resistência óssea e da qualidade óssea.  Corroborando com os nossos 

dados, Blain et al. (2002) encontraram correlações inversas entre DMO e CTX-I, este 

achado suporta a hipótese amplamente aceita de que a perda óssea é caracterizada 

por uma reabsorção óssea excessiva, em relação à formação óssea (Ravn et al., 

1997; De Leo et al., 2000). Blain et al. (2002) também mostraram que a associação 

de leptina foi negativa com CTX-I, sugerindo um efeito inibidor da leptina sobre a 

reabsorção óssea. Da mesma forma, Sienkiewicz et al. (2011) mostraram que 

injeções diárias de leptina exógena provocaram redução da concentração sérica de 

CTX-I, mas não afetou significativamente outros marcadores de remodelação óssea 

em mulheres magras hipoleptinêmicas que apresentaram maior DMO e CMO da 

coluna vertebral após o tratamento. Deste modo, o incremento do CMO e da DMO 

pode ser explicado por uma menor taxa de reabsorção, com taxa de formação óssea 

normal.  

Estudos epidemiológicos demonstram uma associação inversa entre a 

duração do aleitamento materno e a prevalência de obesidade (von Kries et al., 

1999; Gillman et al., 2001; Liese et al., 2001; Toschke et al., 2002; Bergmann et al., 

2003), concordando com os nossos dados experimentais sobre a adipogênese. No 

que diz respeito à osteogênese, é mais comum encontrar estudos que comparam 

crianças que receberam leite materno com crianças que receberam fórmulas lácteas 

diferentes e avaliam a massa óssea na infância, demonstrando uma associação 

positiva entre o aleitamento materno no início da vida e massa óssea (Bishop et al., 

1996; Jones et al., 2000), concordando com os nossos dados ao desmame. No 

entanto, parece que para a idade avaliada no presente estudo (180 dias, o que 

corresponde à idade adulta), não encontramos uma diminuição da massa óssea, o 

que é, aparentemente, um paradoxo, mas o aumento da massa óssea em animais 

adultos desmamados precocemente pode ser consequente a uma maior 

adipogênese como já foi explicado acima. 

Os modelos de desmame precoce apresentados por este estudo reforçam a 

ideia de que a desnutrição pós-natal causada pelo encurtamento da lactação é 

importante para a programação metabólica das doenças futuras, tais como a 

obesidade. Embora, tenha sido visto um efeito prejudicial no tecido ósseo ao 

desmame, apresentamos um efeito protetor na idade adulta. De fato, em modelos de 
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programação, é comum que o perfil adulto se comporte em direções opostas em 

relação ao perfil no período de imprinting (gestação ou lactação), como vimos aqui 

no tecido ósseo e em outros estudos onde diferentes modelos e tecidos mostram o 

mesmo comportamento (Walker & Courtin, 1985; Pracyk et al., 1992; Rodrigues et 

al., 2009; Santos-Silva et al., 2013). 

Portanto, como ambos os modelos deste estudo programam para obesidade, 

resistência à leptina, com aumento da concentração de 25(OH)D e aumento da 

massa óssea, evidenciada pelo aumento da DMO, do CMO e da área óssea na vida 

adulta, sugerimos uma ligação direta entre leptina, vitamina D e metabolismo ósseo, 

onde, apesar da resistência central a leptina, esta permanece atuante no rim e no 

tecido ósseo, tendo como consequência baixa reabsorção óssea e favorecimento da 

massa óssea nesses animais. 

 

 

6.2 Experimento 2 - Modelo de supernutrição neonatal (SN) 

 

 

No experimento 2, observamos que a SN pós-natal induzida pela redução do 

tamanho da ninhada provoca não só um aumento na massa corporal desde a 

lactação até a idade adulta, mas também maior massa de gordura corporal e em 

menor grau da massa magra. Além disso, aos 180 dias os animais supernutridos 

apresentam hiperfagia e maior massa de gordura visceral. Estes resultados estão de 

acordo com estudos anteriores do nosso grupo (Rodrigues et al. 2009, Conceição et 

al. 2011; Rodrigues et al., 2011) e de outros laboratórios (Plagemman et al. 1992; 

Velkoska et al., 2005; Davidowa & Plagemann, 2007). 

 Neste experimento, nós avaliamos pela primeira vez, no modelo de SN, 

diferentes aspectos envolvidos na estrutura e no metabolismo ósseo. Mostramos 

que a SN programa a prole para uma maior DMO total aos 180 dias e, maiores CMO 

e área óssea desde os 21 até os 180 dias. Também demonstramos, aos 180 dias, 

maior DMO no fêmur e na vértebra lombar, bem como maior radiodensidade na 

cabeça femoral e no corpo vertebral. Analisamos ainda a microarquitetura óssea e a 

prole SN apresentou menores fator de padrão trabecular e separação trabecular, 

enquanto que maior número de trabéculas. Além disso, a prole SN diferiu da prole 

controle nas propriedades biomecânicas do tecido ósseo, uma vez que apresentou 
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maiores carga máxima, resistência, rigidez e carga de fratura e menor deformação 

no ponto de fratura. Estes dados, juntamente com uma maior concentração sérica 

de osteocalcina e menor de CTX-I, demonstram um aumento da massa e da força 

óssea no grupo SN. 

Como explicado anteriormente, o DXA é uma ferramenta cada vez mais 

importante para a medição da composição corporal dos tecidos moles e para avaliar 

a DMO (Lukaski et al., 2001). As características ósseas são representadas por dois 

fatores: o CMO, que reflete o acúmulo de cálcio e a área óssea, que reflete o 

volume. A relação entre estes dois parâmetros é a DMO. O CMO depende da 

ingestão e da absorção de cálcio, enquanto que a área óssea depende 

principalmente da síntese de proteica necessária para a construção da estrutura 

óssea (Lac et al., 2008). No presente estudo, a prole SN apresentou um pequeno 

aumento de DMO total apenas aos 180 dias, mas os outros parâmetros, CMO e área 

óssea, foram maiores aos 21, 90, 120, 150 e 180 dias. Isto pode ser explicado pelo 

fato de que o CMO e a área óssea tiveram aumentos proporcionais, e, uma vez que 

DMO é uma relação desses dois parâmetros, o seu pequeno aumento tornou-se 

evidente apenas aos 180 dias devido à estabilização do aumento do CMO e 

pequena diminuição da área óssea quando comparamos 180 e 150 dias. Porém, 

apesar do pequeno aumento na DMO total aos 180 dias, se considerarmos que os 

ossos, como o fêmur e as vértebras lombares, tornam-se mais suscetíveis a fraturas 

na terceira idade, ao avaliá-los individualmente por DXA, observamos, que pelo 

contrário, apresentam maior DMO do fêmur e de L4 para o grupo SN, bem como 

maior radiodensidade da cabeça femoral e do corpo vertebral de L4 obtidas por 

tomografia computadorizada, que são, de fato, as áreas mais suscetíveis a lesões, 

sugerindo um efeito protetor desta programação. 

Os estudos que examinam as possíveis relações entre massa gorda e massa 

óssea encontraram uma associação positiva entre estes dois tecidos, 

independentemente da idade (Albala et al., 1996; Clark et al., 2006; Pluijm et al., 

2001; Reid, 2002). Essa relação positiva parece ser consequência não só do 

estresse mecânico, mas também dos efeitos metabólicos dos hormônios secretados 

ou regulados pelos adipócitos (Klein et al., 1998). Tem sido postulado que a leptina é 

um possível mediador do efeito protetor do tecido adiposo sobre os ossos. Coerente 

com isso, alguns estudos demonstraram que os níveis circulantes de leptina estão 

associados positivamente com a massa óssea em vários locais (Thomas et al., 2001; 
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Blain et al., 2002); a injeção de leptina induziu um aumento no comprimento femoral, 

na área óssea, CMO e na DMO corporal total em camundongos com deficiência de 

leptina (ob/ob) (Steppan et al., 2000); e sobre os condrócitos dos centros de 

crescimento do esqueleto, a leptina parece atuar como um fator de crescimento 

(Maor et al., 2002). Os animais do grupo SN apresentam hiperleptinemia ao 

desmame (Plagemann et al., 1999; Rodrigues et al., 2009). Então, pelo menos aos 

21 dias, a ação osteogênica da leptina sobre o osso juntamente com a carga 

mecânica provocada pela maior massa corporal pode ser responsável pelos maiores 

CMO e área óssea nesse grupo. O mesmo raciocínio pode ser atribuído a 

hiperinsulinemia no grupo SN ao desmame, uma vez que já foi demonstrado um 

efeito osteogênico da insulina (Thrailkill et al., 2005). Durante o desenvolvimento, a 

hiperinsulinemia e a hiperleptinemia podem causar resistência à insulina e à leptina, 

respectivamente. Aos 180 dias, os níveis séricos tanto de insulina quanto de leptina 

estão normais, mas os seus efeitos no início da vida sobre o osso parecem persistir. 

Assim, parecem mais importantes os efeitos hormonais no início da vida do que na 

idade adulta. 

O eixo hipotálamo-hipófise-tireóide desempenha um papel fundamental no 

desenvolvimento ósseo, na aquisição do pico de massa óssea e na regulação da 

remodelação óssea adulta. Estudos em camundongos mutantes têm demonstrado 

que os hormônios tireoidianos exercem ações anabolizantes durante o 

desenvolvimento, mas têm efeitos catabólicos no esqueleto adulto (Gogakos et al., 

2010). Na idade adulta, o hipertireoidismo aumenta a remodelação óssea e reduz o 

tempo do ciclo de remodelação que leva a um aumento do risco de osteoporose e 

fraturas em pacientes com hipertireoidismo (Ben-Sholmo et al., 2001; Murphy et al., 

2010). No que diz respeito ao hipotireoidismo, dados histomorfométricos indicaram 

que o mesmo prolonga significativamente o ciclo de remodelação óssea, o que 

resulta em ganho de massa óssea e mineralização (Eriksen et al., 1986). Em um 

estudo anterior, nosso grupo mostrou que animais SN apresentaram maior T3, T4 e 

TSH plasmáticos ao desmame, enquanto que um perfil oposto foi detectado aos 180 

dias (Rodrigues et al., 2009). Como os níveis mais altos dos hormônios da tireóide 

durante o desenvolvimento podem acelerar o crescimento ósseo (Eriksen et al., 

1986) e o hipotireoidismo pode ser protetor para a osteoporose, hipotetizamos que 

esta combinação de alterações hormonais tireoidianas durante o desenvolvimento 
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pode contribuir, pelo menos em parte, para a maior massa óssea observada na prole 

SN adulta. 

Além disso, Reid et al. (1992) demonstraram que a massa gorda por si só foi 

um preditor significativo da DMO e Iwaniec et al. (2009) que há uma relação positiva 

entre massa corporal e massa óssea em camundongos selvagens maduros e em 

crescimento. Mais recentemente, foi demonstrado que o índice de massa corporal 

(IMC) e a massa corporal foram positivamente associados com a DMO, concluindo 

que a obesidade diminui significativamente o risco para a osteoporose nos homens 

(Salamat et a., 2013) e mulheres (Hage et al., 2013). Madeira et al. (2014) sugeriram 

que a massa magra pode ser um preditor da saúde óssea em indivíduos obesos 

com síndrome metabólica, uma vez que a mesma foi positivamente correlacionada 

com os parâmetros de melhor qualidade óssea e negativamente correlacionada com 

os de maior fragilidade óssea.  

No que diz respeito à análise da microarquitetura óssea trabecular do fêmur, 

encontramos um incremento da microarquitetura óssea no grupo SN, com maior 

número de trabéculas e menor separação trabecular. Como já foi explicado, o Tb.Pf 

é um parâmetro muito sensível para a detecção de alterações na estrutura do osso 

trabecular e descreve quantitativamente a proporção de conectividade 

intertrabecular (Hahn et al., 1992). A prole SN apresentou valores mais baixos para 

Tb.Pf, o que indica um aumento da proporção de elementos côncavos em relação 

aos elementos convexos, ou seja, um padrão trabecular bem conectado. Uma vez 

que Tb.Pf, Tb.N e Tb.Sp são índices que refletem a estrutura trabecular, estes 

resultados revelam melhor padrão de microarquitetura no grupo SN. Corroborando 

com nossos dados, outros estudos mostraram que ratos obesos têm uma estrutura 

trabecular mais abundante, mais espessa e melhor conectada, com maior Tb.Th e 

Tb.N, e menor Tb.Sp (Heep et al., 2008; Ma et al., 2011). 

Com relação aos marcadores bioquímicos ósseos, os níveis de osteocalcina e 

CTX-I foram analisados com o objetivo de avaliar o equilíbrio entre formação e 

reabsorção óssea. Concentrações séricas elevadas de osteocalcina indicam 

aumento da atividade osteoblástica, como foi visto em ratos obesos comparados a 

magros (Ip et al., 2009) e na nossa prole SN. No caso do CTX-I, a redução da sua 

concentração sérica na prole SL corrobora com os dados de outros autores, onde foi 

observada uma correlação inversa entre DMO e CTX-I (Egan et al., 2006; Bréban et 

al., 2010). Este perfil de remodelação óssea no grupo SN, com maior osteocalcina e 
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menor CTX-I, mostra um remodelamento ósseo que favorece a formação óssea 

sobre a reabsorção, e isso é confirmado pelos valores mais elevados para a DMO, 

CMO e área óssea. A relação entre osteocalcina, CTX-I e leptina já foi amplamente 

discutida no item anterior (experimento 1). 

Tem sido relatado que o sistema esquelético também desempenha um papel 

na regulação energética e no metabolismo da glicose (Fukumoto & Martin, 2009). 

Demonstrou-se em animais experimentais que a administração de osteocalcina 

aumenta a sensibilidade à insulina e os níveis de adiponectina (Lee et al., 2007, Lee 

& Karsenty, 2008). Lee et al. (2007) demonstraram que a osteocalcina está 

envolvida no metabolismo da glicose, aumentando a secreção de insulina e a 

proliferação celular nas células β pancreáticas e regulando a expressão do gene de 

adiponectina nos adipócitos, melhorando assim a sensibilidade à insulina. Estudos 

em adultos e crianças mostraram uma associação entre baixas concentrações de 

osteocalcina e resistência à insulina (Confavreux et al., 2009; Gravenstein et al., 

2011; Kanazawa et al., 2011). Desta forma, é possível que a concentração mais 

elevada de osteocalcina no grupo SN ajude a explicar a ausência de resistência à 

insulina e concentração normal de adiponectina observados neste mesmo modelo e 

previamente relatado pelo nosso grupo (Rodrigues et al., 2011) apesar de maior 

massa corporal e massa de tecido adiposo visceral, o que reforça a associação 

entre o sistema esquelético e energético. 

A vitamina D é amplamente conhecida pelo seu papel essencial no 

metabolismo ósseo e na homeostase do cálcio (Reinehret al., 2007), porém está se 

tornando cada vez mais claro que o sistema endócrino da vitamina D está 

relacionado com a obesidade em adultos. A obesidade tem sido associada com 

baixas concentrações séricas de 25(OH)D (Bell et al., 1985; Parikh et al., 2004; 

Jamal-Allial et al., 2013), apesar de alguns autores relatarem em obesos hipertensos 

uma maior concentração sérica de vitamina D (Zemel & Sun, 2008; Torres et al., 

2011). Ao que parece, numa grande população, a obesidade acentuada levaria a 

menores concentrações séricas de vitamina D, por sequestro desta no tecido 

adiposo (Vimaleswaran et al., 2013). Entretanto, os autores deste estudo só 

conseguem mostrar a associação, mas não conseguem estabelecer uma relação de 

causa e efeito. Corroborando esta hipótese, Blum et al. (2008)  mostraram que a 

vitamina D apresenta concentração 10 vezes maior no tecido adiposo que no soro. 

Visto que o tratamento com cálcio parecer prevenir a obesidade (Zemel & Sun, 
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2008; Torres et al., 2011; Nobre et al., 2011; Nobre et al., 2012), por inibição da 

vitamina D que seria supostamente obesogênica, é possível que o acúmulo de 

vitamina D no tecido adiposo e não o seu nível sérico seria mais relacionado a 

adipogênese. Apesar da concentração sérica de 25(OH)D não ter sido 

significativamente menor no grupo SN, houve uma clara tendência em ser menor do 

que no grupo C. O modelo de desmame precoce, está associado à desnutrição ao 

desmame e obesidade na idade adulta (Bonomo et al., 2007; Lima et al., 2011) e 

nós detectamos maior concentração sérica de vitamina D ao desmame (de 

Albuquerque Maia et al., 2013a) e na idade adulta (Nobre et al., 2012; de 

Albuquerque Maia et al., 2013b). Apesar de não termos medido a vitamina D ao 

desmame no experimento 2, supomos que na prole SN a vitamina D pode ser 

menor, devido à obesidade precoce. Assim, independente do nível sérico de 

vitamina D, uma ação normal da vitamina D desde o desmame, parece ser 

importante para evitar a obesidade, como parece ser o caso da leptinemia, onde 

tanto hiperleptinemia quanto hipoleptinemia podem produzir o mesmo efeito de 

programação (Trotta et al., 2011, Attig et al. 2008).  

Este experimento 2 reforça a idéia de que a SN induz efeitos a curto e longo 

prazos, não apenas sobre a massa corporal, adiposidade e função tireoidiana, mas 

também sobre a densidade e metabolismo ósseos. Demonstramos que o excesso 

de massa gorda contribuiu para um aumento da massa óssea e sugerimos que este 

aumento pode ser mediado pelo hipotireoidismo na idade adulta, e pela maior ação 

dos hormônios da tireóide, hiperinsulinemia e hiperleptinemia ao desmame. Além 

disso, o aumento da carga biomecânica devido ao aumento da massa corporal, 

também nos ajudar a entender os efeitos protetores que a obesidade exerce sobre a 

saúde óssea. 

 

 

6.3 Comparação entre os modelos de programação 

 

 

Os três modelos levam a obesidade e parece que independente dos fatores 

de imprinting que são bem diferentes entre os 3 modelos, a obesidade durante o 

desenvolvimento está mais relacionada ao aumento da massa e resistência óssea. 
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As diferenças de grau neste aumento é que podem ser atribuídas aos diferentes 

fatores de imprinting.  

Na vida adulta, as diferenças na leptinemia parecem estar relacionadas ao 

maior ou menor benefício que este hormônio pode exercer sobre o tecido ósseo. No 

grupo DPM, observamos um aumento de mais de 200% na leptinemia, enquanto 

que no grupo DPF este aumento foi de um pouco menos de 100%. Juntamente a 

isso, observamos uma melhor qualidade da microarquitetura óssea no grupo DPM, 

uma vez que demonstramos melhora de todos os parâmetros analisados por micro-

CT, em detrimento da melhora de apenas dois parâmetros (densidade e separação 

trabecular) no grupo DPF, o que não significa uma má qualidade trabecular neste 

grupo, porém parece que a maior leptinemia observada no grupo DPM foi capaz de 

provocar uma melhora substancial na microarquitetura trabecular do tecido ósseo. 

Já na programação por SN, observamos hiperleptinemia de um pouco menos de 

100% apenas ao desmame (Rodrigues et al., 2009) e uma clara tendência a 

aumento da concentração de leptina sérica na idade adulta, porém seus efeitos no 

início da vida sobre o osso parecem persistir, havendo, dessa forma, um efeito 

osteogênico da leptina que também pode ser observado nos parâmetros de 

microarquitetura óssea. Outras diferenças hormonais ou metabólicas podem 

também ser importantes para explicar estas pequenas diferenças na massa e 

resistência óssea, tais como função tireóidea (hipotireoidismo nos grupos DPF e SN) 

e resistência a insulina (nos grupos DPM e DPF).  
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7 PERSPECTIVA 

 

 

Esta minha Tese abriu um novo campo no laboratório para investigação do 

desenvolvimento ósseo com diferentes modelos de programacão. Três modelos 

foram estudados, sendo que o laboratório ainda tem uma tradição no estudo da 

programação neonatal pela hiperleptinemia, na desnutrição proteica neonatal e nas 

alterações dietéticas maternas durante a lactação, como no uso de linhaça e seus 

componentes (Troina et al., 2010; Figueiredo et al., 2012). De forma imediata, seria 

interessante se avaliar mais profundamente o metabolismo ósseo no modelo de 

supernutrição na lactação ao desmame. Outro aspecto que merece uma 

investigação mais detalhada é o processo de conversão de 25(OH)D para 1,25-

(OH)2D3, nos diferentes tecidos (rim, osso e tecido adiposo) nos 3 modelos 

experimentais.  
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CONCLUSÃO 

 

 

Demonstramos que, apesar de fatores de imprinting opostos, onde nos 

modelos programados pelo desmame precoce, a carência de leite materno leva a 

desnutrição neonatal, e no modelo de SN induz-se um excesso de leite que, provoca 

obesidade precoce, ambos os modelos causam melhora da massa, do metabolismo, 

da qualidade e da resistência óssea. Porém, parece que este efeito protetor sobre o 

tecido ósseo não é um resultado direto da programação deste tecido, mas sim 

consequência das alterações fisiopatológicas da obesidade programada pelos três 

modelos. De fato, diferentes alterações hormonais, seja no que diz respeito à 

leptina, à vitamina D, à insulina ou aos hormônios tireoidianos, juntamente com o 

efeito mecânico provocado pelo excesso de massa gorda, ajudam a explicar a 

melhora da saúde óssea observada nesses modelos de obesidade programada. 
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