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RESUMO

RODRIGUES, Vanessa da S. Tavares. Consequéncias do aleitamento complementar com
leite de vaca para o desenvolvimento de ratos e ratas wistar. 2017.105 f. Dissertagdo
(Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Em humanos, a alimentacdo complementar deve ser iniciada apds 6 meses; A
introducdo de qualquer alimento ou agua antes desse tempo € considerada desmame precoce,
0 que esta associado a problemas de saude na idade adulta. O leite de vaca é um alimento
comumente introduzido na alimentacdo de criancas menores de 6 meses de idade, com uma
composicdo nutricional inadequada, principalmente devido a uma pior relacdo de caseina:
proteina de soro de leite em comparacdo com o leite humano. Nés hipotetizamos que ratos
lactantes alimentados com leite de vaca, que € rico em proteinas e peptideos bioativos,
desenvolvem disfun¢des metabodlicas tardias. Do dia pds-natal (PN) 14 a 20, os ratos lactantes
foram divididos em 3 grupos: Leite de rato (RM), no qual filhotes receberam leite de rato por
via oral em uma seringa; Leite de vaca (CM), em que filhotes receberam leite de vaca; E CM
enriquecido com caseina (CM-H), em que filhotes receberam CM com o dobro da quantidade
de proteina como leite de rata. A prole foi sacrificada em PN21 e em PN180. Em PN21, os
machos CM apresentaram menor adiposidade visceral em compara¢do com outros grupos. A
corticosteronemia foi maior em machos CM-H, apesar de ndo apresentar nenhuma alteracdo
no metabolismo de glicocorticdides no figado e no tecido adiposo visceral. Em PN180, as
fémeas CM e CM-H apresentaram maiores depositos de gordura e hiperfagia, embora ndo
houvesse alteracdo na leptina e na sinalizacdo de leptina no hipotdlamo. As fémeas CM-H
tiveram uma tendéncia de hipoinsulinemia e uma diminui¢do significativa no HOMA-B,
sugerindo menor secrecao de insulina. Os machos do grupo CM-H apenas apresentaram
reducdo da proteina corporal. Os machos CM apresentaram hipercorticosteronemia associada
a menor expressdo de 11BHDSI no tecido adiposo visceral. Em conclusdo, a introducao
precoce de leite de vaca em ratos recém-nascidos causou alteracfes género-dependentes de
nos parametros metabolicos e enddcrinos em curto e longo prazo.

Palavras-chave: Leite de vaca. Programacéo. Obesidade. Corticosterona. Dimorfismo.



ABSTRACT

RODRIGUES, Vanessa da S. Tavares. Consequences of supplementary suckling with cow's
milk for development of males and females rats Wistar. 2017. 105 f. Dissertacdo (Mestrado
em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Medicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

In humans, complementary feeding should be started after 6 months; the introduction
of any food or water before this time is considered early weaning, which is associated with
health problems in adulthood. Cow’s milk is a common food introduced to children less than
6 months that has an inadequate nutritional composition, mainly due to a worse casein:whey
protein ratio compared to human milk. We hypothesized that suckling rats fed with cow’s
milk, which is rich in protein and bioactive peptides, develop further metabolic dysfunction.
From postnatal day (PN) 14 to 20, Wistar rat pups were divided into 3 groups: rat milk (RM),
in which pups received rat milk orally in a syringe; cow’s milk (CM), in which pups received
cow’s milk; and CM with high protein (CM-H), in which pups received CM with twice the
amount of protein as rat milk. Pups were killed on PN21 and PN180. At PN21, CM males had
lower visceral fat mass compared with other groups. Serum corticosterone was higher in CM-
H males, despite no change in glucocorticoid metabolism in liver and visceral fat. At PN180,
CM and CM-H females had greater fat depots and hyperphagia, although there was no
alteration in leptinemia and leptin signaling in the hypothalamus. CM-H females had a trend
of hypoinsulinemia and a significant decrease in HOMA-B, suggesting lower insulin
secretion. Males from the CM-H group had only lower total body protein mass. CM males
had hypercorticosteronemia associated with lower expression of 11BHDSI1 in visceral fat. In
conclusion, early introduction of cow’s milk in neonate rats leads to gender-dependent
differences in metabolic and endocrine parameters in the short- and long-term.

Keywords: Cow’s milk. Programming. Obesity. Corticosterone. Sex dimorphism.
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INTRODUCAO

De acordo com a recomendacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2001), a
alimentacdo complementar deve ser iniciada somente a partir dos 6 meses de vida; antes desse
periodo, recomenda-se o aleitamento materno exclusivo (AME), ou seja, sem a introducédo de
nenhum outro alimento, nem mesmo &gua. A introducdo de alimentos antes do sexto més de
vida é prejudicial, pois estd relacionado com infec¢cdes, problemas gastrointestinais,
problemas nas vias respiratorias, alteracdes na funcdo renal, desnhutricdo e obesidade
(BRASIL, Ministério da Saude - 2005). A média mundial do AME é de 37%, mas o objetivo
da OMS ¢ aumentar essa média, até 2025, para 50% (OMS, 2014). A baixa adesdo do AME,
constitui um grande problema na satde publica, pois afeta a salude e a economia, uma vez que
este habito evitaria a morte de cerca de 800.000 criangcas (menores de 2 anos) e 0 mundo
economizaria 300 bilhGes de ddlares com tratamento dos problemas causados pelo desmame
precoce (Victora et al., 2016). No Brasil, apenas 41% das criangas com menos de 6 meses sao
amamentadas exclusivamente (BRASIL, Ministério da Saude - 2009; OMS, 2010).

Em nosso pais, o leite de vaca é amplamente utilizado como substituto ou
complemento do leite materno, principalmente devido ao seu baixo custo (Junqueira et al.,
2008; Bortolini et al., 2013; Cavalcanti et al, 2015). O leite de vaca ndo é recomendado para
criancas menores de 6 meses de vida, devido a sua composic¢do nutricional inadequada ao
crescimento e desenvolvimento de um lactente. Este, apresenta quantidades insuficientes de
carboidratos, de acidos graxos essenciais, de vitaminas e minerais, além de alta quantidade de
proteina com inadequada relacdo entre caseina, 80% e proteinas do soro, 20% (Bortolini et al,
2013; Lara-villoslada et al, 2005) comparada ao leite humano que tem uma relacdo de 40% de
caseina para 60% de proteinas do soro (Wada et al., 2017).

Estudos em humanos sugerem que a alta ingestdo de proteinas no primeiro ano de
vida, principalmente as de origem lactea, esta relacionada ao sobrepeso na infancia e até
mesmo na idade adulta (Koletzko et al, 2009; Giinther et al, 2007; Hornell et al, 2013). Essa
mudanca no padrdo de alimentagdo dos bebés pode estar agindo como fator de imprinting,
causando uma programacédo metabolica, que é definida por mudancgas nutricionais, hormonais
e / ou ambientais em periodos criticos de vida (gestacdo e/ou lactacdo) com potencial para
causar modificacGes epigenéticas durante o desenvolvimento, podendo gerar alteracbes

estruturais e funcionais prejudiciais a satde, aumentando o risco de doenca na idade adulta,
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como obesidade e diabetes (De Moura et al., 2008; Portha et al., 2014; Panchenko et al.,
2015).

Quanto ao desmame precoce, nosso grupo de pesquisa ha algum tempo vem
trabalhando com dois modelos experimentais (farmacologico e ndo farmacoldgico)
caracterizados pela redugdo do aporte de leite materno. Ambos os modelos de desmame
precoce programam a prole para sobrepeso, maior adiposidade visceral, hiperleptinemia e
resisténcia a insulina (De Moura et al.,, 2009, Lima et al., 2011). Assim, decidimos
desenvolver outro modelo de desmame precoce através da introducdo de leite de vaca
(enriquecido ou ndo com caseina) e, dessa forma, testar a hipotese de que o consumo de leite
de vaca e/ou o0 excesso de proteina no inicio da vida pode levar a alteragdes metabdlicas
imediatas e futuras. Assim, o modelo atual consiste na introducdo de uma mamadeira com
leite de vaca, no terco final da lactacdo para complementar o aleitamento materno em
roedores da linhagem Wistar. Para responder a nossa pergunta experimental, utilizamos 3
grupos experimentais:

1°) grupo LEITE DE RATA - recebeu leite de rata (grupo controle);

2°) grupo LEITE DE VACA - recebeu leite de vaca, no entanto, como esse leite
possui menos proteina que o leite de rata, esse grupo recebeu um leite hipoproteico;

3% grupo LEITE DE VACA (hiperproteico) - recebeu leite de vaca acrescido de
caseina (o dobro de proteina que o leite de rata possui), para atingir o excesso de proteina que

ocorre na complementacdo com leite de vaca para humanos.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aleitamento materno

Aleitamento materno € a forma mais natural e econémica para nutrir 0 neonato,
sendo um processo que envolve fatores fisioldgicos, ambientais e emocionais. E um ato que
se difere da lactacdo por sua complexidade, uma vez que a lactacdo engloba apenas os
aspectos fisioldgicos, marcado por acdo hormonal (Vitolo, 2008).

Hoje em dia, ja estd mais do que comprovado os beneficios do leite materno em
detrimento de outros tipos de leite. De acordo com a revisdo da Americam Academy of
Pediatrics - AAP (2005), o aleitamento materno reduz o nimero de infeccdes respiratdrias,
gastrointestinais, do trato urinario, diarreia, enterocolite, otite média, morte subita, diabetes,
alguns tipos de cancer, sobrepeso, hipercolesterolemia e asma. Outros estudos mostram que
criancas amamentadas ao seio apresentam melhor desenvolvimento cognitivo, quando
comparadas a criangas desmamadas (Horwood et al, 2001; Reynolds, 2001). Além de
beneficios para o bebé, o aleitamento materno protege a mae contra o cancer de mama; alguns
tipos de cancer de ovario; fraturas 6sseas; morte por artrite reumatdide; e contribui para
amenorréia apos o parto (Dewey et al., 1997; Labbok, 2001; Jakobsson et al., 2003; Victora et
al., 2016).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o aleitamento materno é
classificado em 5 tipos (OMS, 2007):

o Aleitamento materno exclusivo (AME) - quando a crianga recebe apenas leite
materno;

o Aleitamento materno (AM) - quando a crianga recebe leite materno,
independente de receber outros alimentos;

o Aleitamento materno predominante (AMP) - quando além do leite materno, a
crianga recebe &gua, sucos ou chas;

o Aleitamento materno complementado (AMC) - quando além do leite materno,
a crianca recebe qualquer alimento sélido ou semi-solido, com o intuito de complementé-lo

ou substitui-lo;
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o Aleitamento materno misto ou parcial (AMm) - quando além do leite materno,

a crianca recebe outros tipos de leite.

Atualmente a média mundial de AME est4 em torno de 37%, porém a OMS tem
como objetivo aumentar esse percentual para 50% até 2025. Para isso, seria necessario um
aumento anual de 2,3%, o que resultaria em cerca de 10 milhGes de criangas a mais sendo
amamentada exclusivamente até o sexto més de vida. Segundo a OMS, em 10 anos (1985-
1995) as taxas de AME no mundo passaram de 14% para 38%, no entanto, ap0s esse grande
crescimento, os indices voltaram a cair em algumas regiées (OMS, 2014). O Brasil, de acordo
com a Il pesquisa de prevaléncia de aleitamento materno, realizada pelo Ministério da Saude,
apresentou um indice de 41% das criancas em AME, ficando atrés de paises como o Camboja
(60%), Peru (63%) e Bolivia (54%), e na frente de outros paises como, Mali (38%), Indonésia
(32%) e Nigéria (17%) (BRASIL, Ministério da Saude — 2009; OMS, 2010).

A baixa aderéncia ao AME, constitui um grande problema de saude publica. Um
estudo recentemente publicado revelou que a universalizacdo do AME evitaria cerca de
800.000 mortes de criangcas com menos de 2 anos de idade, que corresponde a 13,8% do total
de mortes nesta faixa etaria, além de prevenir a morte de 20.000 mulheres por cancer de
mama (Victora et al, 2016). O aumento nas taxas do AME ndo afetaria apenas a qualidade de
salde da populacdo, mas teria também um importante impacto econdmico. De acordo com
Rollins (2016), se o0 mundo alcancasse 90% de AME, por exemplo, os Estados Unidos
deixariam de gastar US$ 2,45 bilhdes, a China US$ 223 milhdes e o Brasil US$ 6 milhdes. No
mundo, essa economia poderia chegar a US$ 300 bilhdes, de forma que reduzindo os gastos
com tratamentos de saude, estes poderiam ser investidos para outros fins como o
desenvolvimento dos paises. Assim, fica clara a importancia de se promover o AME, pois se
traduz em saude para mée e bebé, reducdo de custos com tratamentos de salde e economia

para os cofres publicos.

1.2 Desmame precoce

Instituicdes de saude nacionais e internacionais como a OMS, Fundo das Nagdes
Unidas para a Infancia (UNICEF) e Ministério da Saude do Brasil, recomendam o AME ate o

sexto més de vida do bebé, pois como vimos anteriormente, esse ato estd diretamente



20

relacionado tanto a beneficios a salde, como também econémicos. A introdugdo de qualquer
outro tipo de alimento, até mesmo agua, durante os seis primeiros meses de vida, é
classificado como desmame precoce (BRASIL, Ministério da Saude -1986; UNICEF Brasil;
OMS 2001).

Embora 0 AME seja considerado uma boa estratégia de promocao de salde e tenha
um grande apelo das instituicGes de saude, sua adesdo ainda é baixa e 0 desmame precoce é
uma realidade, constituindo um grande desafio a ser enfrentado.

Desde o século passado é observado um aumento nos indices de desmame precoce, 0
que resultou na morte de milhdes de bebés por diarreia, problemas respiratorios e desnutricdo
(BRASIL, Ministério da Saude - 2010). O desmame precoce esta sendo relacionado a diversos
problemas de salde de curto prazo como (figura 1): infeccBes (gastrointestinais, respiratdrias
e urinarias) (Victora et al, 1987; Arifeen et al, 2001; Marild et al, 2004) . Além disso, esta
associado ao desenvolvimento de excesso de peso em longo prazo (Harder et al, 2005; Oddy
etal, 2014).

Em mamiferos, € facil de entender que a alimentacdo no inicio da vida consista de
leite, e que cada filhote mame o leite de sua mée. Porém, desde as primeiras civilizagoes,
textos e imagens mostram que ndo é bem assim que vem ocorrendo, pois a amamentacao
sempre foi algo muito influenciado por costumes sociais, mitos e credos (Castilho e Barros
Filho, 2010).

Sorano e Galeno, médicos gregos que atuaram entre os anos 70-130 e 130-200 d.C.,

respectivamente, ja faziam orientacdes alimentares aos lactantes (tabela 1).



Figura 1 - % do risco relativo de mortalidade e infec¢Oes de criangas ndo amamentadas

comparada a criangas amamentadas exclusivamente de 0-5meses.
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Fonte: UNICEF 2011

Tabela 1 - OrientacGes alimentares para lactantes nos primeiros séculos depois de Cristo.

3.65
i 2.48
178,07
Diarréia Pneumonia
incidente incidente

14.4
AME
AMP
AMm
cd Sem
aleitamento
1 1.48
Todas as

causas de

Prescrigdo Sorano (70-130 d.C.) Galeno (130-200 d.C.)
1° alimento Mel + leite de vaca Mel
Inicio do aleitamento 20 dia - ama, 20° dia - mée -
Aleitamento (mé&e ou ama) Mae, ama (se necessario) Mée

Técnica Desprezar o colostro -
Quantidade Frequente -
Inicio da introdugdo  de A partir do 40° dia;

alimentos preferencialmente apés Apos o 1° dente

6 meses

Alimento complementar

Cereal, pdo + leite ou
vinho, mingau, ovo;

pré-mastigado ou ndo

P&o, vegetais, carne e

leite

Vinho

Diluido

Contra-indiciado

Desmame

18-24 meses, de forma

gradual

3 anos

Fonte: Fildes, 1986 apud Castilho e Barros Filho 2010.
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No Brasil, a cultura do desmame ocorre com a chegada da corte portuguesa ao pais,
em que as mulheres ricas com habitos europeus ndo achavam necessario amamentar por
varias questdes, como beleza/estética, e entdo faziam uso das amas de leite (Eny e
Nascimento, 2001). As amas de leite constituem uma parte da historia da amamentacao e
mostra o quanto esta é influenciada por modificacbes sociais. As amas de leite sempre
estiveram presentes nas sociedades, porém, a sua utilizagdo ocorria em caso de morte e/ou
doenca da mae e a partir do seculo XVII somente as mulheres ricas utilizavam desse artificio.
No século XVIII, mulheres de todos os extratos sociais passaram a utilizar as amas de leite.
Esse foi o inicio da substituicdo de leite, pois mesmo sendo leite humano, o bebé utilizava o
leite de outra mde. Nessa mesma época, muitos bebés morreram por se contaminar com
doencas contraidas das amas e também devido a pratica que elas criaram de dar leite de vaca
em pequenos chifres para as criangas, um esbo¢o das atuais mamadeiras. O sistema das amas
de leite no Brasil prosperou até aproximadamente o século XIX. Apds esse periodo, as amas
de leite foram substituidas pelas mamadeiras com leite de vaca (Machado, 1999).

As mamadeiras constituem outro simbolo do desmame precoce. Elas surgiram no
periodo da revolucao industrial, na Europa no século XVIII e no Brasil no século XIX. Esse
evento pode ser considerado um divisor de dguas na questdo do desmame precoce, pois levou
a introdugdo macica das mulheres ao mercado de trabalho, gerando assim uma modificagcao
no estilo de vida feminino, que se mantém até hoje, mulheres fortemente inseridas no
mercado de trabalho (Vinagre et al, 2001; Castilho e Barros Filho, 2010).). Neste periodo que
as industrias perceberam a necessidade da producdo de alimentos alternativos ao leite materno
para as maes que trabalhavam. O leite de vaca por possuir um teor elevado de proteina, foi
considerado um alimento ideal para suprir as necessidades nutricionais dos bebés (Angelo,
2014). Em 1853 foi lancado um leite condensado (leite de vaca desnatado, adocado e
condensado), esse leite ndo precisava de refrigeracdo e foi visto pelas maes como a grande
solucgéo para a questdo da amamentacdo (UNICEF, 1981). A partir desse leite condensado, em
1867, Henri Nestlé desenvolve a “Farine Lacteé” uma mistura de leite de vaca, farinha de
trigo e acucar (BRASIL, Ministério da Saude 2009; Almeida e Novak, 2004). Em 1911, em
algumas partes do mundo, iniciou-se 0 processo de producdo de leite em po, técnica que
chegou ao Brasil em 1918 (Angelo, 2014).

Visto que os leites desenvolvidos na época ndo estavam sendo benéficos para o
desenvolvimento dos bebés, laboratdrios farmacéuticos iniciaram as elaborag6es das formulas
lacteas e, em meados dos anos 20, os laboratérios como "Wyeth"e "Ross" (hoje "Abbott-

Ross"), iniciaram sua comercializacdo nos EUA. Em 1929, o laboratorio Mead-Johnson,
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langou a primeira formula a base de soja (Rea, 1990). Assim, a unido da mamadeira, um
simbolo da industrializacdo, com o leite industrializado, configurou uma solugdo para a
questdo “amamentacdo” para as maes que trabalham, favorecendo o desmame precoce.

Toda essa historia sobre a amamentacdo ajuda a compreender a origem dos
pensamentos e das praticas das mulheres, ao serem méaes, em relagdo ao aleitamento. As
causas do desmame precoce sdo multifatoriais e estdo intimamente relacionadas ao contexto
psiquico-social em que a mée esta inserida. Estudos apontam como principais causas: a
cultura da mamadeira, mitos sobre a amamentacéo (leite fraco, queda dos seios, etc.), falta de
informacdo dos profissionais de saude sobre a importancia do aleitamento materno, e a
indUstria de propaganda e marketing sobre a diversidade de substitutos do leite materno (Eny
e Nascimento, 2001).

O elevado indice de desmame precoce, a producdo e propagandas de substitutos do
leite materno e o nimero de mortes infantis impulsionaram os érgdos de salde a criarem
normas de protecdo e incentivo ao aleitamento materno. Em maio de 1981, a UNICEF
realizou uma Assembleia Mundial de Saide que aprovou o “Codigo Internacional de
Comercializagdo de Substitutos do Leite Materno” (UNICEF, 1981). No mesmo ano, o Brasil
lancou 0 PNIAM - Programa Nacional de Incentivo ao Aleitamento Materno (BRASIL.
Ministério da Saude - 1993), porém, apenas em 1988 foi aprovado no Brasil, a Norma
Brasileira de Comercializacdo de Alimentos para Lactentes (NBCAL -1988). Essa norma
sofreu varias modificagdes, no intuito de ser mais eficaz e hoje ¢ denominada ‘“Norma
Brasileira de Comercializacdo de Alimentos para Lactentes e Criancas de Primeira Infancia,
Bicos, Chupetas e Mamadeiras” (NBCAL - 2001), sendo internacionalmente considerada uma
iniciativa de protecdo, promocdo e apoio ao aleitamento materno.

Além das normas citadas acima, o Brasil possui uma legislacdo avancada com relacédo
a protecdo, promocao e apoio ao aleitamento materno. A Constituicdo Federal garante a
mulher que trabalha fora do lar, 120 dias de licenca maternidade, tempo inferior ao
recomendado pela OMS para a realizagdo do AME. Com o intuito de aumentar esse tempo e
chegar a recomendagdo da OMS, o governo federal criou a Lei 11.770, publicada em 9 de
setembro de 2008, que prorroga a licenca-maternidade para até 6 meses, mediante concessao
de incentivos fiscais as empresas. Além disso, a Consolidagdo das Leis do Trabalho (CLT)
assegura o direito a creche para que as mulheres possam amamentar seus filhos, assim como
dois descansos de 30 minutos cada, para a mulher amamentar no seu horario de trabalho
(BRASIL. Ministério da Saude - 2010). No entanto, essas leis ndo abrangem uma grande

parte de mulheres que estdo no mercado de trabalho de maneira informal ou autdbnoma.
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Segundo um estudo realizado pela Organizacdo Internacional do Trabalho - OIT
(Addati et al, 2014), apenas 34 paises, incluindo o Brasil, seguem a sua recomendacdo de
oferecer pelo menos 14 semanas (3,3 meses) de licenca maternidade. De acordo com esse
estudo, os maiores tempos de licenca maternidade ocorrem na Europa (figura 2), onde os
paises oferecem 18 semanas ou mais. Enquanto isto, paises pobres oferecem um tempo muito
mais curto; por exemplo, no oriente médio a licenca maternidade é menor que 12 semanas.
Um ponto que chama bastante atencdo é que os Estados Unidos da Ameérica, uma grande
poténcia econdmica, oferecem apenas 3 meses de licenca, e a mulher que se afasta ndo recebe
nenhuma remuneracdo. Esses dados mostram que as organizagbes mundiais estdo

incentivando cada vez mais o aleitamento materno.

1.3 Substituto do leite materno

Atualmente os 6rgdos de salde ndo recomendam a utilizacdo de substitutos, sendo
porém recomendados somente em algumas situacBes especificas, como: filhos de maes
portadoras do virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), virus T-linfotropico humano
(HTLV), maées usuérias de drogas, crianca portadora de galactosemia, leucinose e
fenilcetondria, Doenca de Chagas, se a mée apresentar varicela, infec¢do hepatica, virus do
herpes com lesGes abertas na mamas, estiver em uso de algumas medicacGes e abcesso
mamario (BRASIL, Ministério da Saide -2009; OMS, 2009).
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Figura 2 - Duracéo legal da licenca maternidade, 2013 (185 paises e territorios).
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Fonte: banco de dados da Organizacéo Internacional do Trabalho (OIT) 2014.

No caso de impossibilidade do uso do leite materno, o mercado oferece alguns tipos de
substitutos: as formulas infantis (lactea e vegetal — a base de soja) e o leite integral de vaca.
Dentre eles, o que mais se aproxima do leite humano séo as formulas infantis lacteas, porém o
seu consumo é limitado a uma pequena parte da populagdo devido o seu elevado preco. A
formula a base de soja s6 é recomendada para beb&s com galactosemia, com alguma
intolerdncia e/ou alergia a algum componente do leite de vaca, ou por questdes
culturais/religiosas. Ja o leite de vaca integral, como o leite de qualquer outro mamifero, ndo é
um substituto adequado para o leite materno (OMS, 2009P).

As formulas infantis lacteas sdo feitas a partir do leite da vaca, que sofre varias
modificacOes e adigdes para tornd-lo o mais adequado possivel e assim ser capaz de suprir
todas as necessidades do lactente. Sdo classificadas em: de prematuros - desenvolvidas para
criangas pré termo, considerando sua capacidade gastrica restrita; de partida - que satisfaz as
necessidades de criangcas com menos de 6 meses; e a de seguimento - para criangas maiores
de seis meses. Atualmente existem varios tipos de formulas, cada uma, desenvolvida para
suprir necessidades especificas dos bebés: sem lactose, hipoalergénicas; anti-refluxo,
oligoméricas, elementares, entre outras. Essa classificacdo e os tipos também sdo encontrados
nas formulas a base de soja. As formulagdes mais modernas contam com a suplementacdo de
acidos graxos docosahexaendico (DHA) e acido araquiddnico (ARA) e probidticos, tornando

as formulas mais semelhantes ao leite materno (Health Canada).
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O leite de vaca ndo é recomendado para criangas menores de 6 meses de vida, devido
a sua composicéo nutricional inadequada ao crescimento e desenvolvimento de um lactente
(tabela 2). Este apresenta quantidades insuficientes de carboidratos, de &cidos graxos
essenciais, de vitaminas e minerais, além de uma elevada quantidade de proteina com
inadequada relacdo entre caseina 80% e proteinas do soro 20% (Lara-villoslada et al, 2005;
Cavalcanti et al, 2015) comparada ao leite humano que tem uma relacdo de 40% de caseina
para 60% de proteinas do soro (Wada et al, 2017).

O consumo precoce de leite de vaca esté relacionado a uma série de problemas de
salde, como: anemia, (pelo consumo de alimentos pobres em ferro e/ou pela perda de sangue
oculto nas fezes), alergias, desenvolvimento de diabetes tipo I, sobrecarga renal, além de
deficiéncia de vitaminas e &cidos graxos essenciais (Monte e Giugliani, 2004; Turck, 2013).

Na literatura internacional, poucos estudos sdo encontrados sobre a prevaléncia do
consumo de leite de vaca por criangas menores de seis meses, apesar de existirem muitos
dados abordando férmulas infantis, o que ndo é o foco desse trabalho. Porém, um estudo
realizado com bebés do Tibete, mostrou que o leite de vaca estd entre 0s 4 primeiros
alimentos ofertados para criancas menores de 6 meses, como substituto ou complemento do
leito materno (Dang et al, 2005). No Brasil, sabe-se que o leite de vaca é a primeira op¢do
para substituir ou complementar o leite materno (Junqueira et al., 2008; Bortolini et al., 2013;
Cavalcanti et al, 2015).

Mesmo sendo nutricionalmente inadequado e trazendo varios maleficios a saude das
criancas menores de 6 meses, o leite de vaca ainda é bastante utilizado. Estudos apontam que
alguns fatores como, pouca idade e baixa escolaridade da méae e a renda da familia, séo
capazes de influenciar a prevaléncia do consumo precoce do leite de vaca (Cavalcanti et al,
2015). Esse ultimo, é o fator que prepondera sobre os outros devido aos altos precos das
férmulas infantis no Brasil, uma vez que manter a alimentacdo de uma crianca nos primeiros
6 meses de vida pode ultrapassar o valor de um salario minimo, apenas com as férmulas, sem

considerar as mamadeiras e os bicos (Barbosa et al, 2007).



Tabela 2 - Comparagdo entre a composicao do leite materno, férmula infantil e leite de vaca

integral.
LEITE HUMANO Formula infantil* LEITE
C T M Leite de Leite de DE
Partida | Seguimento VACA
Agua 87,2 86,4 87,6 - - 87,3
(g/d)
Energia 58 74 71 60 -70 60-70 69
(kcal/dl)
Carboidrato 53 6,6 7 9,0-14 9,0-14 4.8
(g/dI)
Gorduras 1,85-2,9 2,9-3,6 3,0-3,8 44-6 4-6 3,7
(9/dl)
Proteinas 2,7 1,6 1,2 1,8 - 30 1,8-3,5 3,3
totais(g/dl)
Minerais
Sédio (mEg/l) 21 13 7 20 - 60% 20 - 60% 25
Potassio
(mEa 19 16 14 60 - 1807 60 - 1807 35
Cloreto (mEg/l) 26 15 12 50 - 160% 50 - 160% 29
Célcio (mg/dl) 31-32 29-34 28 - 33 50 50 125
Magnésio
(g 3-4 2,74 3-4 5 5 12
Fosforo (mg/dl) 12 -14 15-17 13-15 25 25 96
Sulfato (mg/dl) 22 20 14 30
Ferro (mg/dl) 0,09 0,04 0,15 045 - 13 09 -2 0,1
lodo (mg/dl) 0,012 0,002 0,007 10 10 0,021
Cobre (mg/dl) 0,05 0,05 0,04 35 35 0,03
Zinco (mg/dl) | 0,5-0,96 | 0,32-0,46 | 0,25-0,37 0,5 0,5 0,38
Vitaminas
VitaminaA
(wgid) 161 88 53 60 - 180 60 -180 34
Vitamina E
(ma/di) 15 0,68 0,46 0,5 0,5 -
Vitamina K - - 15 4 4 6,0
(ug/dl)
Vitamina C 7,2 7,1 4,3 10 10 1,8
(mg/dl)
Niacina (ug/dl) - - 172 300 300 85
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Vitamina B6 1,7 3,5 11 35 35 48
(ug/dl)
Acido Folico - - 4-5 10 10 5
(ug/dl)
Vitamina B12 0,05 - 0,18 0,1 0,1 0,56
(ug/dl)
Tiamina (ug/dl) 1,9 59 16 - - 42
Riboflavina 30,2 36,9 43 - - 157
(ug/dl)

Legenda: *Valores retirados da RDC n° 43 da ANVISA de 19/09/2011
*Todos os valores estdo expressos por 100Kcal de produto pronto, as faixas sdo recomendagdes
minimas e maximas.
# Valoresexpressos em mg/100 Kcal.
C = Colostro/ T = transi¢do / M = maduro
Fonte: Adaptado de Calil et al, 1992 e RDC n° 43 da ANVISA, 2011.

1.4 Composicao nutricional do leite

O leite é um liquido esbranquicado produzido pelas glandulas maméarias das fémeas
dos mamiferos. Sendo o alimento mais completo nutricionalmente, contendo todos o0s
nutrientes necessarios para sustentar a vida do recém-nascido. Os tipos de leite variam de
acordo com a espécie e raca e, entre os individuos da mesma raca, salde, peso, fatores
alimentares, nimero de parto, estagio da lactacdo e estacdo do ano (tabela 3). Os leites de
vaca, cabra e ovelha representam cerca de 87% da producdo mundial de leite (Medhammar et
al, 2012).

O leite de vaca é um alimento que por séculos faz parte da alimentacdo humana. Ele é
uma das principais fontes de energia, proteina e gordura da dieta, configurando um alimento
de alto valor nutricional. Talvez, por essas caracteristicas, anos atras tenha sido escolhido,
como alimento ideal para substituir o leite humano. Porém, quando o comparamos ao leite

humano, observamos importantes diferencas entre os dois tipos de leite.
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Tabela 3 - Comparagdo entre a composicao do leite de diferentes espécies.

Gordura Proteina Lactose Minerais

(%) (%) (%) (%)
Humano 45 1,1 6,8 0,2
Vaca 45 3,6 49 0,7
Rata 14,8 11,3 2,9 1,5
Jumenta 1,2 1,7 6,9 0,45
Egua 1,6 2,7 6,1 0,51
Cabra 3,5 3,1 4.6 0,79
Porca 8,2 5,8 4.8 0,63
Elefanta 15,1 4.9 34 0,76
Baleia 34,8 13,6 18 1,6
Gambé 6,1 9,2 3,2 1,6

Fonte: Modificado de Jenness, 1986.

1.4.1 Carboidratos

O principal presente no leite € a lactose (C12H22011), um dissacarideo composto por
uma molécula de glicose e outra de galactose.

A lactose exerce papel importante na sintese do leite por ser o seu principal
componente osmotico; no processo de sintese do leite, ela atrai &gua para as células epiteliais
mamarias. Devido a grande relacdo da lactose e a sintese do leite, esse € o componente que
apresenta menor variacdo. Quando comparado ao leite humano, observamos quantidade
inferior de lactose no leite de vaca (redugdo de aproximadamente 31%). Fisiologicamente,
contribui para melhor absorcéo intestinal de célcio e fosforo, como também para a utilizagédo
da vitamina D pelo organismo (Buzinaro et al, 2006; SBAN, 2015).

1.4.2 Lipideos

A gordura do leite € o componente mais variavel, sofre influencia da nutrigdo e de

condi¢des ambientais. Além de fornecer energia, transporta vitaminas lipossoliveis. A fracdo
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lipidica do leite é composta basicamente de triglicerideos (98%), diacilglicerol (2%),
colesterol (<0,5%), fosfolipidios (~1%) e &cidos graxos livres (0,1%). O contetdo de gordura
do leite de vaca ndo difere do leite humano, porém, a qualidade se diferencia de forma
consistente (SBAN, 2015).

O leite de vaca apresenta maior quantidade de acido graxo saturado que corresponde a
70% do conteudo total lipidico, dos quais 40% s&o &cido laurico (C12:0) e palmitico (C16:0).
Possui elevado contetdo de &cido estedrico (C18:0) e do acido graxo monoinsaturado
(MUFA), o acido ol¢ico (C18:1w9). Também apresenta uma pequena quantidade de gorduras
trans (&cido linoléico conjugado - CLA) provenientes dos processos metabélicos dos
intestinos dos ruminantes. Ja o leite humano possui acido linoléico (C18:2 ®6) e linolénico
(C18:3 ®3), que sdo acidos graxos esséncias, precursores dos acidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa (LCPUFA- 4acido araquiddnico-AA e acido docosahexaenodico-DHA), acidos
graxos essenciais para o desenvolvimento neuroldgico dos lactentes (Calil e Falcdo, 2003;
FAO, 2013).

1.4.3 Proteinas

O leite de vaca é considerado um alimento fonte de proteinas, devido a sua quantidade
e alto valor biolégico, devido ao bom equilibrio entre os aminoacidos essenciais, incluindo a
lisina. Possui duas fracGes classificadas de acordo com a sua solubilidade, a insollvel,
representada pela caseina e a fracdo soluvel, representada pelas proteinas presente no soro do
leite (B-labtoglobulina, o-lactoaloumina, imunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidase,
lisozima, glicomacropeptideos). No leite de vaca, a relacdo entre caseina e proteina do soro é
de 80:20. J& o leite humano possui uma relacdo 40:60 de caseina/proteina do soro, o que
confere a ele melhor digestibilidade (Calil e Falcdo, 2003; Sgarbieri, 2005; Vitolo, 2008).
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1.4.3.1 Caseina

E uma fosfoproteina com atividade anfipética, pouco sollvel em &gua, encontrada no
leite em formas de micelas. As micelas sdo formadas por caseina e fosfato de célcio, sendo

responsaveis pela cor branca do leite (figura 3).

Figura 3 - Micela de caseina.

Corte transversal de uma micela,
mostrando as submicelas, 0s aglomerados
de fosfato de célcio e os peptidios de
caseina.

Submicela

>4 Peptidiosde caseina K

Fosfato de calcio

Fonte: Sgarbieri, 2005.

As micelas de caseina tém a funcdo de fornecer aminoacidos, célcio e fosfato; esse
transporte é muito eficiente e estudos mostram correlacdo positiva entre os conteidos lacteos
do célcio e fdsforo com o teor de caseina (Calil e Falcdo, 2003).

As caseinas sdo classificadas em 4 grupos: a, B, k € y. A caseina a, apresenta algumas
variantes e constitui uma familia de proteinas com caracteristicas diferentes (aSO - as5)
(tabela 4).

Com relagdo a diferenca entre leite de vaca e humano, é observado que no leite
humano a fragdo predominante ¢ a B-caseina, mais suscetivel a hidrolise peptidica, e as
micelas séo pequenas, 0 que favorece a formacdo de coalhos, gerados pela precipitagdo da
caseinas mais frageis. Essas caracteristicas reduzem o tempo de esvaziamento gastrico e
contribuem para uma maior digestibilidade do leite humano, diferente do que ocorre com o
leite de vaca (Calil e Falcéo, 2003; FAO, 2013).
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Tabela 4 - Distribuigdo da caseina no leite de vaca e humano.

Caseina (g/L) Leite bovino Leite humano
Caseinas Totais 26,0 3,2

0-S1 10,0 -

0-S2 2,6 -

B 9,3 2,2

K 3,3 1,0

r 0,8 -

Fonte: Sgarbieri 2005.

1.4.3.2 Proteina do soro

Apresentam excelente composicdo de aminoacidos, com o6tima biodisponibilidade e
digestibilidade.

B-labtoglobulina: E a proteina do soro que se apresenta em maior quantidade no leite

de vaca. Ndo é encontrada no leite humano. Atua no metabolismo do retinol e dos acidos
graxos; possivel efeito antioxidante e anti-hipertensivo (SBAN, 2015). Essa é a proteina mais

relacionada a alergias e intolerancias em humanos (Sgarbieri, 2005).

o-lactoaloumina: E a proteina presente em maior quantidade no leite humano.

Favorece a absorcdo intestinal de célcio e zinco; potenciais efeitos imunoreguladores,
anticarcinogénicos e anti-hipertensivos (SBAN, 2015). Na glandula maméria é necesséria
para a sintese de lactose, pois modifica a D-glicose 4-B-galactosiltransferase, enzima chave
para a sintese de lactose (Calil e Falcdo, 2003; Sgarbieri, 2005). Por ser rica em triptofano,

pode auxiliar a sintese de serotononina (Citraro et al, 2011)

Imunoglobulinas: IgA, IgM, IgE e 1gG atuam na protecdo imunoldgica (SBAN, 2015).

Albumina sérica: Fornece aminoacidos para 0 organismo e € precursora de peptideos
bioativos (Spadoti e Moreno, 2008).

Glicomacropeptideo (GMP): Efeito antiviral e bifidogénico (SBAN, 2015)
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Lactoferrina: Glicoproteina com grande afinidade pelo ferro que se liga ao mineral e
impede que microrganismos patogénicos o utilizem para seu metabolismo, conferindo-lhe
acao bacteriostatica (Calil e Falcdo, 2003; Hill e Newburg, 2015). Age como fator de
crescimento e maturacdo dos enterocitos (Sgarbieri, 2005).

Lactoperoxidase: Enzima que catalisa a decomposicao do peroxido de hidrogénio, na

presenca de um doador de hidrogénio ou de um componente oxidavel. E também funciona

como inibidora de bactéria (Sgarbieri, 2005).

Lisozima: Tem a funcdo de romper a parede celular bacteriana. Sua atuacdo sinérgica
com a lactoferrina e IgA confere a ela poder bactericida contra a maioria das bactérias Gram

positivas e algumas negativas.

1.4.4 Minerais e vitaminas

O leite de vaca possui cerca de 3 vezes mais minerais que o leite humano, o que pode
levar a desequilibrios hidroeletroliticos e acido-basico em recém nascidos, além de contribuir
para um aumento da atividade renal devido a carga de soluto (Calil et al, 1992).

No entanto, o leite de vaca é pobre em ferro, um dos motivos pelo qual o leite de vaca
ndo é recomendado para criangas menores de 1 ano. A sua utilizacdo esta altamente associada
com a anemia ferropriva (FAO, 2013).

As vitaminas presentes no leite de vaca em sua maioria estdo em maior quantidade,
porém ao ser processado, se torna carente das vitaminas que nao resistem a altas temperaturas,
como a vitamina C e o 4cido folico (Calil et al, 1992; SBAN, 2015).
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1.5 Peptideos bioativos (PBASs) das proteinas do leite

As proteinas ao serem digeridas no trato gastrointestinal (hidrolise enzimatica e
fermentacgdo bacteriana) liberam peptideos com atividades bioldgicas (bioativos). No inicio de
sua descoberta eles foram definidos como componentes liberados pelos alimentos com
atividade reguladora no organismo, depois foram descritos como fragmentos especificos de
proteinas com impacto positivo nas funcdes corpéreas, e por fim como peptideos com
atividade similar a drogas ou horménios com o possivel papel de modular as funcGes
fisioldgicas do organismo. Os PBAs possuem de 3 a 20 residuos de aminoacidos por molécula
e, normalmente, sdo inativos dentro da sequéncia da molécula (Spadoti e Moreno, 2008).

Os PBAs podem afetar varios sistemas: cardiovascular, digestivo, imune e nervoso
(Baum et al, 2013), trazendo beneficios ou maleficios a saude, exercendo atividades anti-
hipertensiva, imunomodulatéria, antiviral, antibacteriana, antifungica, antitrombotica,
favorecendo a absorcdo de vitaminas e minerais, e opidide (Tabela 5) (Sipola et al, 2002",
Teschemacher, 2003; SBAN, 2015; Hill e Newburg, 2015).

1.5.1 Atividade anti-hipertensiva

A atividade anti-hipertensiva de peptideos liberados pela caseina tem sido descrita ha
algum tempo. A liberacdo desses peptideos ocorrem de duas formas: hidrolise enzimética ou
fermentacdo bacteriana (Majumde e Wu, 2014).

Os primeiros peptideos a serem descritos com atividade anti-hipertensiva foram
derivados da asi-caseina CEI-12 (Phe-Phe-Val-Ala-ProPhe-Pro-Glu-Val-Phe-Gly-Lys), CEI-
6 (Thr-ThrMet-Pro-Leu-Trp), ¢ um da B-caseina CEI-7 (Ala-Val-Pro-Tyr-Pro-GIn-Arg). A
administracdo de 100mg/kg de peso destes peptideos em ratos espontaneamente hipertensos
reduziu a pressdo arterial sistolica e a atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA)
plasmatica (Karaki et al, 1990). Um outro estudo, tambeém utilizando peptideos derivados da
asi-caseina, na dose 4, 6 e 7 mg / Kg de peso também mostrou a capacidade de reduzir a
pressdo arterial diastélica e sistélica (Miguel et al, 2010). Yamada et al (2013), descobriram

um novo peptideo, 0 MKP, e observou que ele foi capaz de reduzir a atividade da ECA.
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A a-lactoalbumina, também possui peptideos com atividade anti-hipertensiva, atuando
como inibidora da ECA (Miguel et al, 2010).

1.5.2 Atividade imunomoduladora

Jiehui et al (2014) mostraram que a utilizacdo por via oral de um PBA (GIn-Glu-Pro-
Val-Leu (QEPVL) derivado da caseina, extraido do leite fermentado, reduziu a inflamag&o
causada por LPS, regulando a liberacdo de 6xido nitrico e a producgdo das citocinas I1L-4, IL-
10, IFN-y e TNF-a, além de ativar linfocitos. Um outro estudo que avaliou o perfil de
citocinas de humanos saudaveis ap6s o consumo de leite fermentado por kefir, observou
aumento de IL5 com consequente estimulo de IgA na mucosa gastrointestinal e reducdo de
IL8, que pode controlar a resposta inflamatoria suprimindo a quimiotaxia e ativacdo de
neutrofilos (Adiloglu et al, 2013), o autor atribuiu esses efeitos aos PBAs. Além de regular as
citocinas, estudos tem mostrado que a hidrolisados de asl e B caseina estimularam a atividade
dos macrofagos contra glébulos vermelhos “in vitro” (Parker et al. 1984), além de estimular
sua atividade fagocitica dos macrofagos em camundongos infectados por Klebsiella
(Migliore-Samour et al. 1989).

1.5.3 Atividade antiviral, antibaceriana, antifungica e antitrombética

A funcdo antimicrobiana da lactoferrina ja é bem conhecida, no entanto um estudo
mostrou que os efeitos do PBA liberado apos hidrolise com pepsina suina, foi muito mais
efetiva, pois inibiu o crescimento especies de Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo
estirpes que eram resistentes a lactoferrina intregra (Tomita et al, 1991). Um estudo “in vitro”,
mostrou que apos a hidrdlise enzimatica da a-lactaloumina bovina, trés PBAs com atividade
antimicrobiana contra Staphylococcuslentus, foram liberados (Pellegrini et al, 1999). Kanwar
et al (2009) mostraram o efeito antifungico tanto da lactoferrina integra como de peptideos
liberados apos sua hidrélise contra Candidaalbicans e Candidacrusei. Nesse mesmo estudo
também foi demonstrado atividade antiviral da lactoferrina e seus PBAs derivados, contra o

Herpes simplex.
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A casoplatelina ¢ um peptideo derivado da k-caseinae inibe a agregacdo plaquetaria.
Seus principais peptideos estdo nas sequéncias 106-116 (Met-Ala-lle-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-
GInAsp-Lys) e em pequenos fragmentos (106-112, 112-116, 113-116) (Meisel, 2005).

1.5.4 Favorecimento da absorcdo de minerais

Os peptideos com essa fungdo sdo chamados de caseinofosfopeptideos e sao
liberados a partir da hidrolise da asl-, 0s2-, B- e k-caseina. Devido a alta concentracdo de
cargas negativas nesses peptideos, se ligam de modo eficiente em cations divalentes,
tornando-se um 6timo carreador de Fe, Mn, Cu e Se. Eles sdo referidos por melhorar a
absorcdo de Ca*™ no intestino delgado (Hayes et al, 2007). Apresentam grande utilidade na

indUstria alimenticia, fortificando alimentos com baixo contetdo mineral (Meisel, 1997).

1.5.5 Atividade opidide

Peptideos com atividade opidide apresentam funcdo farmacoldgica semelhante a
morfina (oriunda do 6pio). O sistema opidide é formado por receptores, peptideos opidides
enddgenos e exogenos. Os receptores sdo W (responsavel por comportamento emocional,
peristaltismo ou motilidade intestinal), 6 (responsavel pela sedacdo, analgesia e ingestdo
alimentar) ou k (responsavel pelo comportamento emocional) (Hayes et al, 2007). Os
principais peptideos opidides endogenos sdo: -endorfina — derivado do pro-
opiomelanocortina (POMC); Encefalina — derivado da preproencefalina A; e Dinorfina —
derivado da preé-proencefalina B. Os peptideos opiddes exdgenos, podem ser sintéticos ou
derivado da hidrolise de algumas proteinas. Esses peptideos podem apresentar atividades
agonista e antagonista; possuem especificidade para um determinado receptor, porém, podem
se ligar a mais de um tipo de receptor e exercer sua atividade (Fichna et al, 2007).

O leite de vaca apresenta peptideos opioides, denominados exorfinas, que s&o
derivados tanto das proteinas do soro (a-lactorfina, B-lactorfina, lactoferroxina, serorfina)
guanto da caseina (casomorfina e casoxicina). Esses peptideos se ligam aos receptores do

sistema opidide enddgenos e exercem atividades agonista ou antagonista, e sua atividade afeta
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varios sistemas do organismo como: digestorio, cardiovascular, nervoso e enddcrino
(Teschemacher, 2003).

A grande maioria das exorfinas, derivadas das proteinas do leite, possuem mais
afinidade pelo receptor p, mas também se ligam aos outros receptores; a grande parte deles
atua como agonista (Meisel, 2004). A primeira exorfina identificada foi a p-casomorfina,
derivada da B-caseina bovina e é o peptideo mais estudado (Wada e Lénnerdal, 2013).

Estudos em humanos e em animais mostraram os efeitos destes peptideos tanto apos
a administracdo do peptideo isolado como apoés a ingestdo de leite de vaca e/ou hidrolisado de
caseina. Um efeito que é amplamente estudado é o controle do trato gastrointestinal; alguns
estudos observaram efeito antidiarreico e redugdo do transito intestinal apds o consumo de -
casomorfinas em animais e humanos (Daniel et al, 1990; Teschemacher et al, 1986).

No sistema cardiovascular, as casomorfinas reduzem a pressdo arterial de ratos
espontaneamente hipertensos (Sipola et al, 2002%; Contreras et al, 2009). No sistema nervoso
central, foi visto melhora (dose baixa) ou piora (dose alta) no quadro de amnésia, dependendo
da dose de p-casomorfina 5, administrada intra-cerebroventricular em camundongos
(Sakaguchi et al, 2003). No estudo realizado por Lin et al (1988), a administracdo intra-
cerebroventricular e periférica de p-casomorfina 7 aumentou a ingestdo alimentar de ratos.

Esses peptideos também atuam no sistema enddcrino. Estudos mostraram que 0s
opiédes em humanos e animais estimulam a secrecdo de GH e prolactina, reduzem LH,
testosterona, estradiol e oxitocina (Kato et al, 1978; Bhansali et al, 2005; Johnson et al, 1993;
Katz e Mazer et al, 2009; Yilmaz e Gilmore, 1999). Ja os niveis de TSH de humanos e
roedores apresentam perfis divergentes, enquanto aumentam em humanos, diminuem em
roedores. Com relacéo a vasopressina e o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) os dados
convergem. Schusdziarra et al (1983) viram que a administracdo intra-gastrica de hidrolisado
de caseina estimulou a liberacdo de insulina e somatostatina em cdes, € em outro estudo foi
observado a inibicdo da secrecdo de LH em ovelhas que beberam leite de vaca na lactacao
(Lozano et al, 1998).

Para que esses peptideos possam se ligar em seus receptores e exercer qualquer tipo
de fungdo fora do trato gastrointestinal, seus precursores (proteinas) precisam ser hidrolisados
e 0s peptideos liberados devem chegar a corrente sanguinea. Entretanto, estudos realizados
em humanos e ratos adultos sadios, ndo conseguiram identificar esses peptideos na corrente
sanguinea apds a ingestdo de leite (Teschemacher et al, 1986). Contudo em estudos com
lactentes, foi observada a presenga das casomorfinas no plasma apods a ingestdo de leite de

vaca (Sun et al, 2003). A condicdo sugerida para presenca das casomorfinas no plasma de
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filhotes € devido a imaturidade do trato gastrointestinal, principalmente da mucosa intestinal,
que favorece a passagem desses PBAs (Teschemacher, 2003). De fato, individuos adultos
com doencas como esquizofrenia, autismo e psicose pos parto, que sabidamente afetam a
microbiota intestinal causando inflamacdo e aumentando a permeabilidade intestinal,
apresentam uma grande quantidade de casomorfina no sangue e na urina (Cade et al, 2000).
Assim, a mudancga no padrdo alimentar no inicio da vida através do consumo de leite
de vaca por lactentes, além de causar todos os problemas de salde anteriormente
mencionados, pode estar relacionado a disfungdes ainda mais profundas na primeira infancia,

podendo impactar na vida adulta.



Tabela 5 - Resumo dos PBAs codificados dentro das proteinas do leite bovino.

Proteina

Nome do PBA Fragmento Bioatividade
precursora
Casoquinina-5 f (23-27) Inibidor da ECA 2
Caseinofosfopeptideo f (43-58) 2P
Caseinofosfopeptideo f (59-79) 4P Transporte de
. . i f (66 -73) minerais
0s1 - caseina Caseinofosfopeptideo 3
Imunocasoquinina f (194-199) Imunomoduladora
a-caseina exorfina f (90-96) Agonista Opioide
Casoxina D f (158-164) Antagonista Opidde
B-casoquinina 7 f (177-183) Inibidor da ECA 2
B-casoquinina f (193-202) Imunomodulador
Cosomorfina 5 f (60-64) Agonista Opidide
) Agonista Opidide
Cosomorfina 7 f (60-66) )
i e imunomodulador
B-caseina ) ) .
Cosomorfina 11 f (60-70) Agonista Opidide
Transporte de
Caseinofosfopeptideo f (1-25) minerais
e imunomodulador
Imunopeptideo f (191-193) Imunomodulador
Casopletina f (106-116) Antitrombético
Peptideo Inibidor . .
) f (112-116) Antitrombético
K -caseina da trombina
Casoxina C f (25-34) Antagonista Opidide
Casoxina 6 f (33-38) Antagonista Opidide
o- Imunopeptideo f (18-20) Imunomodulador
lactoalbu ) Agonista Opioide
) a-lactorfina f (50-53)
mina
B- Agonista Opidide
lactoglob B-lactorfina f (102-105)
ulina
Soroalbumina Serorfina  (399-404) Agonista Opidide
o Imunomodulador
Lactoferricina B f (17-41) S
e antimicrobiano
Peptideo
Lactoferrina inibidordatrombi f (39-42) Antitrombético
na
Lactoferroxina A f (318-323) Antagonista Opidide

Lactoferroxina B

f (536-540)

Antagonista Opidide

39
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Antagonista Opitide

Lactoferroxina C f (673-679) ?

Legenda: ECA — enzima conversora de angiotensina
? — ndo esté totalmente esclarecido
Fonte: adaptado de Teschemacher 2003; Shah 2000; Meisel 2005.

1.6 Programacao metabdlica ou plasticidade ontogenética

A programacdo metabdlica € um evento epigenético que ocorre devido a alteragdes
nutricionais, hormonais e ambientais em periodos criticos da vida (gestacdo, lactacdo e
adolescéncia) que funcionam como fator de “imprinting” podendo levar & mudangas
metabolicas imediatas e tardias (De Moura et al, 2008). Atualmente o termo utilizado para
denominar esse fendbmeno é plasticidade ontogenética, devido a suas caracteristicas
probabilisticas (Gluckman e Hanson, 2007). O modo como estes insultos afetam o organismo
e causam doencas ainda nao esta completamente elucidado, porém sabe-se que alteracGes
fenotipicas que ocorrem ndo sao em decorréncia das modificacdes na sequéncia de DNA, mas
sim devido aos padrdes de metilacdo do DNA e acetilagdo/metilacdo de histonas, que levam a
estimulacdo ou supressdo de determinados genes, culminando em doengas (Panchenko et al,
2015).

O primeiro estudo que relacionou injdrias no inicio da vida com o desenvolvimento de
doencas na vida adulta foi desenvolvido por Barker (1993), e foi de onde surgiu a hip6tese da
programacdo metabdlica. Depois disso, varios trabalhos epidemiolégicos, clinicos e
experimentais vém confirmando essa hipotese (Stanner et al,1997; Bonomo et al,2005;
Symonds et al, 2009; Santos-Silva et al, 2010)

As modificacbes no padrdo alimentar dos lactentes podem agir como fator de
imprinting, prejudicando o desenvolvimento sadio e gerando, no futuro, respostas fisiologicas
inadequadas (Ravelli et al, 1976). Um dos grandes problemas de satde no mundo associado a
programacdo metabolica é o desenvolvimento de obesidade e suas comorbidades.

Nesta perspectiva, nosso grupo vem trabalhando ha algum tempo com dois modelos de
desmame precoce, um farmacoldgico e outro ndo farmacoldgico, onde os filhotes séo
privados do leite materno nos ultimos 3 dias de amamentacdo. O modelo farmacoldgico
utiliza a bromocriptina, um agonista do receptor dopaminérgico de tipo 2 que inibe a secrecéo

de prolactina. Nesse estudo, os animais desmamados apresentaram, quando adultos,
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obesidade, dislipidemia, hiperleptinemia, resisténcia a insulina, hipotireoidismo e altas
concentragOes de hormdnios adrenais (Bonomo et al, 2007; Bonomo et al 2008; De Moura et
al, 2009). No modelo ndo-farmacoldgico, onde as maes sdo enfaixadas com uma bandagem
para impedir o acesso dos filhotes as tetas também foi observado nas proles adultas,
obesidade, hipertrigliceridemia, hiperleptinemia, resisténcia a insulina e aumento de
catecolaminas adrenais (Lima et al, 2011; Lima et al, 2013).

Alguns trabalhos na literatura consideram o consumo de leite de vaca e/ou excesso de
proteina no inicio da vida como fator de imprinting, pois este pode modular os niveis séricos
de insulina e IGF1 (Hoppe et al, 2004; Hoppe et al, 2005). O consumo de leite de vaca por
criangas ou adultos gera um aumento sérico de IGF1 (Heaney et al, 1999; Cadogan et al
1997), efeito este que tem sido atribuido as proteinas lacteas, principalmente a caseina, que
estimulam a sintese de IGF1 e IGFBP3 (Hoppe et al, 2009)

1.7 Obesidade

A obesidade é uma doenca caracterizada pelo acimulo anormal ou excessivo de
gordura corporal, resultando em problemas de satde, que normalmente é gerado pelo balanco
energético positivo, causado pelo desequilibrio entre consumo e gasto energético (U.S. 2001).
E uma doenca de etiologia multifatorial e complexa, envolvendo fatores genéticos, ambientais
e comportamentais (ABESO, 2009).

Esta pode ser classificada pela quantidade de gordura, avaliada normalmente pelo
indice de massa corporal (IMC = peso (kg) / altura2 (m) (ABESO, 2009) (Tabela 6), e pela
localizacdo do deposito de gordura, avaliada pela deposicédo na regido abdominal (androide) e
deposicdo de forma uniforme pela periferia (gindide) (OMS, 2000) (Figura 4). A obesidade
androide representa maior risco cardiometabolico.

E mundialmente considerada um problema de satde publica, atingindo praticamente
todos os paises do mundo, todas as classes sociais e todas as faixas etarias (ABESO, 2009).
Atualmente no mundo existem cerca de 2 bilhdes de pessoas com sobrepeso ou obesidade.
Segundo a pesquisa realizada pela associacdo internacional para o estudo da obesidade, até
2025 cerca de 2,7 bilhdes de pessoas estardo obesos ou com sobrepeso em todo mundo, o que
corresponde acerca de 37% da populagdo mundial (World Obesity Federation, 2015). No

Brasil, cerca de 52,5% dos adultos estdo com sobrepeso e 17,9% com obesidade; esses valores
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apresentaram um aumento substancial no intervalo de 2006-2014, o sobrepeso subiu em 23%

e a obesidade em 50% (Vigitel, 2014), mostrando a necessidade de politicas preventivas

urgentes.

Tabela 6 - Classificacdo de obesidade segundo IMC (para adultos) e risco para o

desenvolvimento de comorbidades.

Classificagéo IMC Risco de comorbidades
(kg/m?
Baixo peso <185 Baixo (risco aumentado para outros problemas
clinicos)
Eutrofico 18,5-24,9 Baixo
Pré-obeso 25-29,9 Aumentado
Obesidade | 30-34,9 Moderado
Obesidade 11 35-39,9 Grave
Obesidade I11 > 40 Muito grave

Fonte: OMS 2000

Figura 4 - Classificacdo da obesidade quanto ao local de deposigdo da gordura.

ANDROIDE
Mais grave

Fonte: adaptado de Malbrain et al, 2014

GINOIDE
Menos grave
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Esses nimeros, sdo bem alarmantes, pois a obesidade e o0 sobrepeso, estdo associados
a uma serie de doencas que geram um enorme gasto com tratamentos. De acordo com a World
Obesity Federation, o custo com tratamentos de doencas relacionadas a obesidade em paises
desenvolvidos varia de 2% a 8% do gasto total com atencdo a saide. Nos EUA em 2008,
cerca de 147 bilhGes de dolares foram gastos com tratamento médicos para a obesidade
(World Obesity Federation, 2015).

O sobrepeso e obesidade afetam a saude de forma bastante expressiva, reduzindo de
forma significativa a qualidade de vida, pois desencadeiam condi¢Ges debilitantes, como:
osteoartrite, dificuldades respiratorias, problemas mausculo-esquelético e problemas
psicoldgicos (depressdo, distirbios alimentares, imagem corporal distorcida e baixa auto-
estima). Além de doencas crbnicas ndo transmissiveis: diabetes tipo 2, hipercolesterolemia,
hipertensdo arterial, cardiopatias, disfungdes hormonais e alguns tipos de cancer (Pi-
sunyer,1991; OMS 2000; ABESO, 2009; Markey et al, 2016; Courties et al, 2017)

Muito dos problemas de salde, citados no paragrafo anterior, tem intima relacdo com
as alteracBes causadas no tecido adiposo em decorréncia da obesidade. O tecido adiposo,
principalmente o visceral que é considerado mais metabolicamente ativo, € um 0rgéo
enddcrino que deixou de ser visto apenas como um compartimento para deposi¢do de gordura.
Ele passou a ser considerado um tecido enddcrino, pois produz e libera uma série de citocinas
e hormdnios que possuem ac¢do autdcrina, paracrina e enddcrina, além de possuir uma série de
receptores para uma grande variedade de hormonios. Essas caracteristicas do tecido adiposo
permitem que ele interaja com outros 6rgdos (Kuryszko et al, 2016). Desde a década de 90, a
obesidade foi reconhecida como uma doenca inflamatoria e desde entdo estudos mostraram
que o aumento de peso trazia junto o aumento da producdo de citocinas pré-inflamatorias,
como TNF-o, IL-6 e angiotensinogénio e reducdo de citocinas anti-inflamatdrias, como a
adiponectina (Bullo et al, 2007).

Uma das grandes questdes da obesidade € a adipogénese, e o papel dos PPARs
(receptores activados por proliferador de peroxissoma) tem sido bastante estudado. Os PPARs
sdo sensores lipidicos que modulam, a nivel transcripcional o metabolismo em resposta a
fatores nutricionais. Existem trés tipos de PPAR: a, /0 e y, que possuem padrdes de
distribuicdo tecidual distinto e exercem funcdes especificas em cada tecido. O PPARy € o
mais potente e também & reconhecido como obrigatério no processo de diferenciacdo de
adipdcitos. Atualmente ele tem se tornado alvo de terapias para o controle de desordens

relacionada a obesidade (Farmer, 2005; Barquissau et al, 2016; Gross et al, 2017).
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Na obesidade, os processos de sintese, secrecdo, transporte e/ou resposta a alguns
horménios podem estar alterados, principalmente envolvendo a leptina, a insulina, o IGF1, a

vitamina D e o eixo HPA.

1.7.1 Leptina

A leptina € um hormdnio secretado principalmente pelo tecido adiposo branco,
descoberta em 1994, que regula a homeostase energética e funcdes neuroenddcrinas e
imunolodgicas. Seus niveis séricos sdo diretamente proporcionais a quantidade de tecido
adiposo (Klok et al, 2007). Sua atividade como reguladora da homeostase energética ocorre
no hipotalamo, principalmente no nucleo arqueado, onde inibe neurbnios orexigenos e
estimula neurdnios anorexigenos, dessa forma reduzindo a ingestdo alimentar (Abella et al,
2017).

Sua funcdo € exercida através da ligacdo do horménio ao seu receptor ObRb, na qual
ocorre a ativacdo de multiplas cascatas de sinalizagdo, como: Janus quinase 2 / transdutor de
sinal e ativador de transcricdo (JAK2/STATS3), quinase ativada por mitogénio / quinase
regulada por sinal extracelular (MAPK / ERK) e fosfatidilinositol 3 quinase / proteina quinase
B (PI3K / Akt) (Thon et al, 2016).

Na obesidade, apesar da hiperleptinemia, ndo ha reducdo da ingestdo alimentar e
aumento do gasto energético, quadro denominado resisténcia a leptina (Bjorbaek et al, 1999).
Essa resisténcia pode ser periférica e/ou central e estd relacionada com alteragdes no
transporte deste horménio pela barreira hematoencefalica e na sua via de sinalizacdo (Golden
et al, 1997). Esta altima envolve modificacBes/defeitos no receptor (OBR-b) ou na alteracédo
na expressdo das proteinas da via de sinalizagdo pos-receptor (Mori et al, 2004). Porém o
mecanismo da resisténcia a leptina ndo esta totalmente elucidado e vem sendo relacionado a
inimeros fatores, como a inflamacdo hipotalamica, estresse de reticulo endoplasmatico e
atividade da SIRT1 (Ibars et al, 2017).
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1.7.2 Insulina

A insulina é um hormonio pancreatico que tem como principal funcdo o controle do
metabolismo e da homeostase glicémica, através da estimulacdo da captacéo de glicose pelos
tecidos periféricos, como gordura, figado e muasculo esquelético. Além disso, ela regula o
desenvolvimento tecidual através da ativacdo de vias mitogénicas. A insulina também regula a
ingestdo alimentar e 0 gasto energético através da sua acdo no sistema nervoso central (Obici
et al, 2002; Cederquist et al, 2017).

A via de sinalizacdo da insulina € iniciada através da sua ligacdo na subunidade alfa do
seu receptor (IR), que é uma proteina com atividade tirosina-quinase, e essa ligacao estimula a
fosforilagcdo de substratos de receptor de insulina (IRS) e promove a ativacdo da via PI3K-
Akt, que é a principal via metabolica da insulina (Thon et al, 2016).

Existe uma correlacao positiva entre 0 aumento da adiposidade visceral e a resisténcia
a insulina (Lo et al, 2013). O mecanismo para o desenvolvimento de resisténcia a insulina
relacionado a obesidade envolve alteragdes em sua via de sinalizagdo, podendo ser a nivel de
receptor ou pés receptor, atrapalhando a transducdo do sinal, acarretando na reducdo da
atividade quinase do receptor de insulina, da fosforilacdo do IRS 1 e 2, da PI3K, o que resulta
na reducdo da migracdo do GLUT para a membrana celular (Emanuelli et al, 2000). Além
disto, o excesso de citocinas inflamatorias e de nutrientes, tipico da obesidade, podem ativar
vias inflamatorias, como JNK (c-jun N-terminal kinase), IKK/ikKB/NF-kB (nuclear fator kB)
e mTOR (mammalian target of rapamycin)/S6K1 (p70 S6 kinase 1), que também inibem a

sinalizacdo da insulina resultando na resisténcia a insulina (Freitas et al, 2014).

1.7.3 IGF-1

E um fator de crescimento semelhante & insulina que possui 70% de homologia com a
insulina. O IGF1 é produzido por quase todos os tecidos, porém o 6rgdo que contribui para o
nivel sérico € o figado. Estimula o crescimento através da ativacao de vias de diferenciacdo e
proliferacdo celular nos tecidos (Martinelli et al, 2008).

Estudos “in vitro” sugerem que o IGF1, através da ligagdo em seu receptor

IGF1-R, modula o desenvolvimento e a funcdo dos adipocitos, podendo contribuir para o
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desenvolvimento de obesidade (Smith et al, 1988; Scavo et al, 2004). Chen et al (2016)
mostraram "in vivo" que a sua hipersecrecdo estimula o aumento da expressédo de genes
lipogénicos, atraves da ativacdo das vias proteina kinase B (PKB) e mTOR, que contribuem

para o desenvolvimento de obesidade, diabetes tipo 2 e esteatose hepatica.

1.7.4 Vitamina D

A vitamina D foi primeiramente descrita como um nutriente lipossoltvel que prevenia
e curava o raquitismo. Depois foi descoberto que essa vitamina era sintetizada na pele sobre a
influéncia dos raios ultravioletas e interagia com um receptor nuclear similar a outros
hormonios e a partir disto, a vitamina D passou a ser considerada um hormonio esteroide
(Lazaretti-Castro e Bianco, 2012)

Quando proveniente da dieta, esse horménio é encontrado em duas formas: o
ergocalciferol (vitamina D2) de origem vegetal; e o colicalciferol (vitamina Ds) de origem
animal. A producdo endogena ocorre em dois passos, a molécula 7-desidrocolestrerol presente
na pele, ap6s acdo dos raios ultravioletas do sol, é transformada em pré-vitamina Dz Nessa
conformacdo a vitamina D é biologicamente inativa e para se tornar ativa deve passar por dois
processos de hidroxila¢do, um no figado e outro no rim. No figado, a vitamina D é convertida
em 25-hidroxivitamina D (25(OH)D ou calcidiol) pela enzima 25-hidroxilase, que apresenta
baixa atividade biologica. No rim, o calcidiol ¢ transformado pela enzima 1a-hidroxilase, em
1,25 dihidroxivitamina D (1,25(0OH)2D ou calcitriol), que ¢ o horménio ativo (Reynolds e
Bruce, 2016). Seus efeitos bioldgicos sdao mediados ap6s a ligacdo ao seu receptor,
denominado receptor de vitamina D (VDR). As func@es classicas da vitamina D envolvem a
homeostase de calcio e metabolismo dsseo. Contudo, outros efeitos ja foram descritos, tais
como: antiproliferativo, diferenciador celular e imunomodulador (Lazaretti-Castro e Bianco,
2012), secrecdo de insulina (Sung et al 2012) e regulacédo da pressao arterial (Burgess et al,
1990).

Estudos vém mostrando uma relagcdo entre obesidade e status da vitamina D. Em
obesos, ha uma relacdo inversa entre vitamina D e IMC, e nesse sentido estes individuos
cursam com deficiéncia de vitamina D (Vimaleswaran et al, 2013). Um dos mecanismos
propostos para este efeito é que a vitamina D, por ser lipossoluvel, é captada pelo tecido

adiposo, reduzindo os seus niveis séricos (Holick, 2007). Com a baixa da concentracdo de
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vitamina D pode ocorrer a redugdo dos niveis de calcio induzindo o hiperparatireoidismo
secundario (Cunningham et al, 2011). A exposicdo cronica a altos niveis de PTH, eleva os
niveis de calcio ibnico nos adipdcitos, o que estimula a expressdo da enzima de acido graxo
sintase (FAS), que regula a deposicdo de lipidios e reduz a lipolise (Soares et al, 2012), e

dessa forma agravando mais o quadro de obesidade.

1.7.5 Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA)

O eixo HPA ¢é composto pelo nucleo paraventricular (PVN) do hipotalamo que libera
CRH (hormonio liberador de corticotrofina) no sistema portal hipofisario que chega a
pituitaria/hipofise estimulando a liberacdo de ACTH (hormonio adrenocorticotréfico) para
circulagéo, que ao chegar no cértex da glandula adrenal estimula a secrecédo de glicocorticoide
(Juruena et al, 2004). Esse eixo é controlado por feedback negativo do cortisol sobre 0 CRH e
o ACTH (figura 5), regulado por respostas a circunstancias adversas, modulando o
metabolismo de carboidratos, proteinas, e lipidios, além de produzir efeitos anti-inflamatorios
e supressdo da resposta imune (Tsigos e Chrousos, 2002). O eixo HPA apresenta-se hiper-
responsivo em individuos obesos, observando-se uma resposta aumentada ao cortisol
(Lordelo et al., 2007).



Figura 5 - Sintese, metabolismo e a¢do da vitamina D.
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Figura 6 - Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA).
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O cortisol, quando liberado em sua forma inativa (cortisona) é direcionado a tecidos
periféricos, principalmente figado e tecido adiposo, sendo convertido pela enzima 11p-
hidroxiesteroide desidrogenase (113 HSD1). Assim, esta enzima ¢ importante para a ativacao
local do cortisol (Espindola-Antunes e Kater, 2007; Stimson et a.l, 2013). A ativacdo
periférica dos glicocorticoides estimula a gliconeogénese levando a hiperglicemia e
hiperinsulinemia, aléem de favorecer a deposi¢do de gordura nos adipdcitos viscerais quando
ocorre aumento de ingestdo caldrica e estimulando a proliferacdo e diferenciacdo dos
adipdcitos, dessa forma contribuindo para o desenvolvimento ou agravamento da obesidade
(Incollingo et al, 2015; Hauner et al, 1987; Baudrand e Vaidya, 2015).

A ligagdo entre glicocorticoides e excesso de adiposidade é clinicamente bem
estabelecida e exemplificada em pacientes com sindrome de Cushing (Stimson et a.l, 2013),
ou aqueles que estdo em tratamento com corticosterdides exdgenos (Hughes et al., 2012). A
sindrome de Cushing é uma doenca crbnica e sistémica que tem como caracteristica obesidade
central, resisténcia a insulina, dislipidemia hipertenséo e osteoporose (Stewart, 2003; Raff e
Findling, 2003; Pivonello et al.,2016). A 118 HSDI no tecido adiposo tem um papel
importante nesta situacdo, pois aumenta a adipogénese e assim, eleva a deposicdo de

adiposidade abdominal (Stewart e Tomlinson, 2002; Bujalska et al, 1999).

1.8 Justificativa

Atualmente o desmame precoce é considerado um problema de satde publica, pois
estd relacionado com uma série de problemas de saude, incluindo a obesidade (BRASIL,
Ministério da Satde — 2005). No Brasil, um dos alimentos mais utilizados como substituto do
leite materno é o leite de vaca. Ele ndo é recomendado para o consumo de lactentes porque
possui composicdo inadequada, principalmente pela quantidade excessiva de proteina e
relacdo inadequada de caseina/proteina do soro comparada ao leite humano (Bortolini et al,
2013; Vitolo 2008). O alto consumo de proteinas no primeiro ano de vida esta relacionado
com excesso de peso durante a infancia e na vida adulta. Portanto, essa modificacdo no padréo
alimentar dos lactentes pode estar atuando como fator de imprinting, tendo assim o potencial
de causar modificagbes epigenéticas durante o desenvolvimento e causar a programacao
metabolica (Koletzko et al, 2009; Giinther et al, 2007; Hornell et al, 2013%)
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Estudos sugerem que toda a problemética envolvida no consumo excessivo de
proteinas na primeira infancia estd diretamente relacionada ao estimulo da secrecdo de
insulina e IGF-1, hormonios que estimulam a diferenciacdo e proliferacdo de adipdcitos,
podendo levar a obesidade. Esse estimulo vem sendo relacionado com as proteinas
provenientes do leite de vaca ou produtos lacteos, e ndo com as proteinas provenientes de
vegetais e carne (Hoppe et al, 2004; Hoppe et al, 2005). Dessa forma, fica clara a necessidade
de estudar a influéncia do leite de vaca, o principal substituto lacteo para lactentes, no
desenvolvimento das proles em curto prazo e suas consequéncias futuras para entender se de
fato o principal causador dos efeitos negativos do seu uso se deve ao excesso de proteinas ou
a exposicdo a um conjunto de fatores (proteinas, acidos graxos essenciais, calcio e vitaminas)
préprios do leite de cada espécie, que se, por um lado é altamente adequado para sua espécie,

torna-se potencialmente danoso para espécies diferentes.

1.9 Hipdtese

O consumo de leite de vaca (um alimento rico em proteina e compostos
biologicamente ativos) em detrimento ao aleitamento materno exclusivo, tem impacto sobre a
regulacdo enddcrino-metabdlica a longo prazo, tornando o animal mais susceptivel a
desenvolver obesidade na vida adulta. Além disto, esse fendmeno pode ser diferente de

acordo com o género do animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos enddcrino-metabolicos imediatos e tardios, da complementacao
alimentar com leite de vaca, enriquecido ou ndo com caseina, em ratos e ratas Wistar no terco

final da lactacéo.

2.2 Objetivos especificos

No leite:

v Analisar a composicao bioquimica e o perfil eletroforético das proteinas;

Na prole de ambos os sexos, aos 21 e 180 dias de idade:

v" Avaliar o peso corporal e ingestdo alimentar;

v’ Avaliar a composicdo corporal post-mortem (contetdo total de gordura e proteinas
e gordura visceral).

v" Avaliar a glicemia e o perfil lipidico;

v" Avaliar o perfil hormonal (IGF-I, insulina, leptina, corticosterona e vitamina D);

v Avaliar a conversdo e/ou acdo do glicocorticoide no figado e no tecido branco

adiposo visceral.

Nos ratos machos e fémeas apenas na vida adulta:

v’ Estudar a composi¢do corporal in vivo: massa gorda corporal, massa livre de
gordura (magra) e fluidos;

v' Estudar a morfologia do tecido adiposo branco visceral;

v" Estudar a via de sinalizagdo da leptina no nucleo
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3 MATERIAIS E METODOS

A utilizacdo dos animais e 0s procedimentos experimentais foram aprovada pelo
Comité de Cuidados e Uso Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual do Rio
de Janeiro (CEA / 012/2015). Os ratos Wistar foram mantidos alojados em uma sala com
temperatura controlada (25 + 1° ° C) com ciclos artificiais de luz-escuridao (luzes as 07:00 h,

luzes apagadas as 19:00 h) durante todas o periodo experimental.

3.1 Banco de leite de rata

Antes de iniciar a intervencdo experimental, foi criado um banco de leite de rato, com
leite especifico para cada dia da intervencdo de acordo com a idade dos filhotes, esse
procedimento foi necessario, devido a mudanca na composicao do leite durante o periodo de
lectacdo. O leite foi coletado de PN14 até PN20, as amostras de cada dia foram unidas,
formando um pool, e doses desse pool foram administradas nos filhotes. Para este
procedimento, utilizamos 70 lactantes do biotério do Laboratério de Fisiologia Endécrina, que
foram separadas dos filhotes por 2h, ap0s esse tempo receberam uma injecdo de oxitocina (5
Ul / ml sc - Eurofarma, Sdo Paulo, SP) . Apds 10 minutos, as lactantes foram anestesiadas
(2,2,2 tribromoetanol - Avertin, 200 mg / kg de massa corporal, via ip, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), e o leite foi extraido por ordenha manual. Cada lactante foi ordenada a
cada dois dias para evitar o estresse e mudanc¢as na composicdo do leite. O leite de cada dia
especifico foi unido, armazenado em freezer (-20° ° C) até o dia do uso no experimento, e
uma amostra foi coletada para posterior analise. Durante o0 experimento, o leite de rata foi

descongelado naturalmente todos os dias, até atingir a temperatura ambiente.

3.2 Composicao do leite

Foram realizadas as analises de carboidratos, proteina total e gordura total, das

amostras do banco de leite rata (pool de cada dia) e leite de vaca em pd sem suplementagéo
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com micronutrientes (Fazendas do Rio, Lt 651408, SIF / DIPOA 0047/2616). O teor de
carboidratos foi estimado pelo método colorimétrico utilizando acido picrico (Erb et al,
1977). O teor de lactose foi medido por um método colorimétrico, usando a curva padrao de
lactose (Sigma, St. Louis, MO, EUA). O teor de proteina foi estimado pelo método
colorimétrico, descrito por Peterson (Peterson, 1977). utilizando albumina de soro bovino
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) como padrdo. O teor de lipidios totais foi determinado pelo
método colorimétrico utilizando um kit comercial (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). A
energia do leite foi calculada usando calorias de cada macronutrientes, nas quais 0S
carboidratos e proteinas foram multiplicadas por 4 e a gordura foi multiplicada por 9 para
obter o valor caldrico em Kcal (Tabela 7).

3.3 Perfil eletroforético das proteinas do leite

As amostras de leite foram aquecidas a 95 °C durante 5 minutos num tampéo (Tris-
HCI 50 mM, pH 6,8, SDS de dodecilsulfato de sodio a 1%, 5% de 2-mercaptoetanol, 10% de
glicerol e 0,001% de azul de bromofenol). As amostras fervidas (200 ug de proteina total)
foram transportadas para electroforese utilizando gel de poliacrilamida SDS a 12%. Em
seguida, o gel foi colorido com solucdo colorante (Coomassie brillantBrilliant Blueeu R-250
0,1%, metanol 50%, acido acético glacial 10% e agua 39, 9%) sob agitacdo overnight, a
temperatura ambiente. O gel foi descolorido com uma solucdo (metanol 50%, acido acético
glacial 7% e agua 43%), até que o gel estivesse limpo. Finalmente, as bandas de proteinas
foram expostas com o ImageQuant LAS (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido). O
tipo de proteina foi determinado por peso molecular e, tanto a area como a densidade das
bandas foram quantificadas pelo software Image J (Wayne Rasband National Institute of
Health, MA, EUA).
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3.4 Modelo experimental da introducéo do leite de vaca em ratos durante a lactagcdo

Trinta fémeas virgens (3 meses de idade) foram enjauladas com ratos machos na
proporcdo de 3: 1. Apos o acasalamento, cada rata foi individualizada em gaiolas com acesso
livre a alimentos e a 4gua até o desmame. No nascimento, que foi considerado o primeiro dia
pos-natal (PN1), as ninhadas foram ajustadas para 6 filhotes por mae (3 fémeas e 3 machos)
para maximizar o desempenho da lactacdo. Desde o nascimento até PN13, os filhotes foram
mantidos com suas mées para amamentar normalmente. Em PN14, os animais foram
divididos em 3 grupos experimentais:

(1) leite de rata (grupo RM, n = 10) - filhotes receberam leite de rata por administracao
oral em uma seringa (20 mL / kg) do banco de leite rata (utilizado como grupo controle);

(2) leite de vaca (grupo CM, n = 10) - filhotes receberam suplementagéo com leite de
vaca por administragdo oral em uma seringa (20 mL / kg / dia);

(3) leite de vaca hiperproteico (grupo CM-H, n = 10) - os filhotes receberam leite de
vaca acrescido de caseina (duas vezes mais proteina do que o leite de rata) por administracdo
oral em uma seringa (20 mL / kg) para mimetizar o excesso de proteina que ocorre quando
uma crianca recebe leite de vaca.

Antes da administracdo do leite, os filhotes foram separados de suas mées por 40-60
minutos, para garantir o esvaziamento gastrico (Pérez-Cano et al, 2007). Nesse momento, 0s
filhotes foram pesados, e 0s seus comprimentos foram medidos.

A escolha da suplementacdo com leite de vaca apenas uma vez por dia para animais €
baseada na observacdo clinica na qual, as mdes oferecem uma mamadeira noturna de leite de
vaca para bebés, na intencdo de garante saciedade e sono ininterrupto.

E importante notar que o leite de vaca tem menos proteina do que o leite de rato
(Jenness, 1986). Assim, adicionamos caseina a partir de leite bovino (C3400, SLBM5975V,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) no grupo CM-H: 13 g de caseina foram adicionados ao
leite de vaca, totalizando 16g de caseina por 100 ml de leite de vaca. O leite de vaca foi
reconstituido diariamente com agua destilada filtrada, seguindo as instru¢des do fabricante. A
adicdo de caseina no leite de vaca foi realizada no momento da administragéo.

Do nascimento até o desmame (PN21), a massa corporal (MC) dos filhotes foi medida
diariamente; O comprimento do corpo foi medido em PN14, PN17 e PN21. Desde o desmame

até o dia da eutanasia (PN180), a massa corporal e a ingestdo alimentar foram monitoradas a
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cada 4 dias, enquanto o comprimento do corpo foi monitorado a cada 15 dias. O esquema do
modelo experimental & demonstrado na figura 7.

O ciclo estral foi analisado na prole feminina dos 3 grupos por esfregacos vaginais
coletados todas as manhds desde PN150 até PN180. Somente ratas que apresentaram um ciclo
estral regular de 4-5 dias foram utilizadas neste estudo. Todas as fémeas foram mortas em

diestro.

Figura 7 - Linha do tempo experimental. O modelo de desmame precoce por suplementacéo

com leite de vaca em ratos lactentes.

‘ Lactagdo | \ Pos desmame I
{ | ?
) PN PN Eutandsia | PN PN | Eutandsia
Nascimento 14 20- fl/’ 178 12:0/'
3d 93 pespane | Desmame padrdo Ressondncia
o / Ninhad —PEI&»‘ magnética
./ Ninhada nuclear
Suplementagao de
e
a * RM - Filhotes que receberam leite de rata
P A o .
G5 ) ~ |* CM - Filhotes que receberam leite de vaca
ol * CM-H - Filhotes que receberam leite de vaca com o dobro de proteina
Administragao oral -
por seringa
(20ml/kg/dia) —

Fonte: A autora, 2017.

3.5 Eutanasia

Em PN 21, 2 filhotes (1 macho e 1 fémea) de cada ninhada, apos 2 h de jejum e, assim
como em PN180, 4 cachorros (2 machos e 2 fémeas), de cada ninhada ap6s 12 h de jejum,
foram anestesiado com uma dose ndo letal da solugéo (2:1) de cloridrato de cetamina

(Cetamin®, 50 mg / ml) e cloridrato de xilazina (Xilazin®, 20 mg / ml), na dose de 1ml /
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1000 g de massa corporal e foram mortos por puncdo cardiaca. O sangue foi coletado e as
amostras foram centrifugadas (1.500 x g durante 15 min a 4 °C) para obter soro, que foi
mantido individualmente a -20 ° C até os ensaios. O depdsito de gordura Retroperitoneal foi
rapidamente coletado e pesado para avaliagdo da adiposidade central. Os dados foram
expressos como gordura visceral / massa corporal (mg). Todos os tecidos foram rapidamente
coletados, pesados e armazenados a -80°C para posteriores anélises.

3.6 Composicao corporal: Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Em PN178, a massa total de gordura e a massa magra (ou massa livre de gordura)
foram analisadas utilizando uma ressonancia magnética nuclear (RMN) para pequenos
animais vivos, sem a utilizacdo de anestesia prévia. Resumidamente, os ratos foram
digitalizados usando equipamentos (Whole Body Composition Analyzer, Bruker's Minispec
LF90 TD-NMR, Rheinstetten, Alemanha). No dia do teste, uma verificacdo de controle de
qualidade das tensGes internas, temperatura, imas e parametros de RMN foi realizada usando
um padrdo fornecido pelo fabricante. Os ratos foram colocados em um cilindro de plastico
transparente (50 mm de diametro) e imobilizados pela insercdo de um émbolo ajustado no
cilindro. O tubo foi colocado na camara de leitura do equipamento por aproximadamente 2
minutos, para a leitura. A avaliacdo foi cega porque o técnico de RMN ndo conhecia o
protocolo experimental. Os dados foram expressos em % de massa gorda,% de massa magra e
% de fluido.

3.7 Composicao corporal: Metodo da carcaca

As carcacas foram pesadas, autoclavadas durante 1 h e homogeneizadas em agua
destilada (1:1). As amostras homogeneizadas foram armazenadas a 4 ° C até a realizacdo das
analises. Trés gramas do homogenato foram utilizados para determinar o teor de gordura
corporal gravimetricamente. As amostras foram hidrolisadas em banho maria com agitacao a
70 ° C durante 2 h com 30% de KOH e etanol. O total
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de &cidos graxos e o colesterol ndo esterificado foram removidos usando trés lavagens
sucessivas com éter de petroleo. ApoGs a secagem durante a noite em uma capela de exaust&o,
os tubos foram pesados e os resultados foram expressos em % de gordura (Leshner et al,
1972). As concentracdes de proteina total foram determinadas pelo método de Lowry (Lowry,

1951). Os dados foram expressos como % de proteina.

3.8 Analise morfométrica de adipdcitos

Fragmentos do tecido adiposo visceral (depdsito retroperitoneal) foram fixados numa
solucdo (1,27 M-formaldeido, tampédo 0,1 M-fosfato, pH 7,2) e depois foi realizado a inclusédo
em parafina; Foram obtidas sec¢des de 5 um (microtome Microtec-CUT 4050, SC, EUA) e
coradas com hematoxilina / eosina. Um microscépio de luz (modelo BX40 Olympus, Téquio,
Japdo) acoplado a uma camera digital (Olympus DP71, Toquio, Japdo) foi utilizado para
examinar a morfologia. As medidas morfométricas foram realizadas em 12 secdes de série
tomadas aleatoriamente a cada 100 pm para cada se¢do. Foram medidos cinco adipdcitos em
cada secdo (50 células analisadas por rato, n = 5-6 ratos por grupo) e a area de secdo
transversal de cada adipdcito foi determinada usando o software Image-Pro Plus, verséo 5.0
(Media Cybernetics, Silverspring , MD, EUA) com o uso de imagens digitais adquiridas
aleatoriamente (formato TIFF, cor de 36 bits, 1360x1024 pixels, 40x).

3.9 Analise de horménio sérico: Ensaio imunoenzimatico (ELISA), radioimunoensaio

(RIE) e imunoensaio eletroquimioluminescente (ECLIA)

As determinagdes foram feitas em um ensaio e as amostras foram analisadas em
duplicado. A leptina foi determinada usando um kit de ratos ELISA (EMD Millipore
Corporation Research Park Drive, St Charles, MA, EUA) e o fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF-1) foi medido usando o imunoensaio IGF-1 de rato / rato Quantikine ELISA (
MG100, R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. A
insulina e a corticosterona foram avaliadas por kits RIE especificos (ImmuChem TM 125I,

tubo revestido, ICN Biomedicals Inc., NY, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante. A
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25(0H)D foi quantificado utilizando um kit comercial ECLIA (ensaio total Elecsys Vitamin
D, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Este horménio geralmente é medido para determinar o estado geral da vitamina D
(Food and Nutrition Board, 1997; Holick et al, 2011).

3.10 Anélise Bioquimica

Os triglicerideos e o colesterol total sérico foram analisados utilizando um Kit Bioclin
(triglicerideos monoreagentes, K117 e colesterol monoreagente, K083). Os teores de
colesterol hepatico e triglicerideos foram analisados utilizando 50 mg da amostra de tecido
que foi homogeneizado com 1 ml de alcool isopropilico (cod. 139, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) em um sonicador e depois centrifugado (3219,8xg / 10 min a 4 ° C). Para o

ensaio, utilizou-se 10 ul do sobrenadante de acordo com o protocolo dos kits acima.

3.11 Medicéo da sensibilidade a glicemia e insulina

A glicemia foi determinada em amostras de sangue da veia da caudal de ratos usando
um glicosimetro ap6s jejum de 2 ou 12h (ACCU-CHEK Advantage; Roche Diagnostics). A
sensibilidade a insulina foi avaliada de acordo com 2 formulas : HOMA-IR - [insulina sérica
(nUl/ ml) X glicose no soro (mmol / 1)] / 22,5; HOMA- [Insulina (uUIl / ml) X 20] / glicose
sérica (mmol /1) - 3,5.
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3.12 Dissecgao do Punch

As secdes cerebrais coronais congeladas foram cortadas usando um criostato (Hyrax
C25, Zeiss, Alemanha) e os punchs do nucleo arqueado do hipotdlamo (ARC; bregma 2,1 a
3,6 mm) foram extraidos dos cérebros usando as referéncias anatdmicas seguindo o atlas das
coordenadas estereotaxicas (Paxinos & Watson, 1998). As amostras foram mantidas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para determinacdo do teor de proteina da via de

sinalizacéo da leptina por Western blot.

3.13 Western Blot

Medimos o teor de proteina da sinalizacdo de leptina no ARC hipotalamico (OBRb;
pJAK2; pSTAT3; SOCS3) e 0 metabolismo dos glicocorticoides no figado (11BHSDI ¢
GRa). As amostras de tecidos foram homogeneizadas em tampao RIPA (50 mM Tris4 HCI
(pH 7,4), 1% de NP-40, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, Na3VO4 1 mM e NaF 1
mM), com cocktail de inibidor de protease (Roche Diagnostics Indianapolis, IN, EUA). 60 ul
deste tampdo foi utilizado para homogeneizar o ARC e para o figado foram utilizados 2 ml. A
concentracdo de proteina foi determinada usando o kit de teste de proteina Pierce BCA
(Thermo Scientific, CA, EUA). Os homogeneizados foram analisados pelo método SDS-
PAGE. As amostras contendo 10 pg do ARC e 30 pg do figado usando um gel de
poliacrilamida a 10% foram submetidas a eletroforese e foram transferidas eletricamente para
uma membrana de nitrocelulose (membrana Hybond P ECL, Amersham Biosciences,
Londres, Reino Unido). As membranas foram incubadas com Tween-TBS (0,1%) contendo
5% de albumina durante 45 min. Em seguida, as membranas foram lavadas com Tween-TBS
(0,1%) e incubadas com um anticorpo primario especifico anti-p-actina, anti-11pHSDI1 e anti-
GRa (1: 500, Sigma-Aldrich, Invitrogen Corporation CA, EUA); anti-OBR-b, anti-pJAK2,
anti-pSTAT3 e anti-SOCS3 (1: 500, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, EUA)
foram incubados durante a noite a 4 °C. As membranas foram lavadas trés vezes com Tween-
TBS (0,1%), seguido de incubagdo durante 1 hora com um anticorpo secundéario apropriado

conjugado com biotina (1: 7000, anti-coelho, anti-camundongo ou anti-cabra da Sigma
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Aldrich, Invitrogen Corporation CA, EUA) a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana
foi lavada novamente trés vezes com Tween-TBS (0,1%) seguido de incubagdo com
estreptavidina (Caltag Laboratories, Burlingame, CA, EUA) na mesma diluicdo que o
anticorpo secundario. As bandas de proteinas foram visualizadas por quimioluminiscéncia
(Kit ECL plus, Amersham Biosciences, Londres, Reino Unido) em seguida foi realizada a
exposicdo das membranas no ImageQuant LAS (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino
Unido). A area e a densidade das bandas foram quantificadas pelo software Image J (Wayne
Rasband National Institute of Health, MA, EUA) e normalizadas contra as bandas obtidas

para a B-actina.

3.14 Reacdo em cadeia da polimerase e transcriptase reversa (RT-PCR)

O tecido adiposo branco visceral (retroperitoneal) foi removido e armazenado em
RNAIlater (Qiagen, Valencia, CA) a -80 °C. O ARN total foi extraido com o uso do Kit
Rissasy® Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen GmbH, Qiagen Strasse 1, 40724 Hilden, Alemanha)
de acordo com o protocolo do fabricante e quantificado com um espectrofotdmetro
NanoVueTMPlus (GE Healthcare, Buckinghamshire). As amostras de ARN foram diluidas
para equalizar as concentragdes (1 pg / pl) e armazenadas em freezer -80 °C durante 24 horas.
O cDNA foi preparado usando as amostras de RNA equalizadas usando a Transcriptase
Reversa M-MLV (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) para RT-PCR e Oligo (dT) 15
Primer (Promega, Madison, WI, EUA). Para garantir que o produto final ndo tenha sido
contaminado com DNA gendmico, o que poderia interferir com a amplificacdo do produto
final, utilizamos um controle negativo no ensaio. A construcdo deste controle foi realizada
com o conjunto de todas as amostras seguindo 0 mesmo procedimento passo a passo, mas 0s
tubos nédo receberam transcriptase reversa, entdo nao deve haver DNA no produto final e nada
para amplificar quando submetido @ RT-PCR. Os niveis de mRNA de 11BHDS1 (F: 5'-ACT
GTG CCTTTG ATG ATC TCC -3"; R: 5'- GTC AAC GTG TCC ATC ACT CTC -3") foram
medidos usando SYBR Green PCR Master Mix (Promega, Madison , WI, EUA) de acordo
com as recomendaces do fabricante. A RT-PCR em tempo real foi realizada em triplicado
para cada amostra utilizando um sistema de PCR em tempo real Applied Biosystems 7500
(Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA). Os iniciadores e sondas de oligonucle6tidos
foram preparados por Applied Biosystems® (Foster City, CA, EUA). A co-amplificacdo do
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mRNA de B-actina de rato (F: 5- ACC CAG ATC ATG TTT GAG ACC-3 '; R: 5'- CAT
ACC CAA GAA GGA AGG CT -3'), um controle interno variante, foi realizado em todas as
amostras. Os ensaios foram realizados em triplicado, e os resultados foram normalizados para
os niveis de mRNA de B-actina usando o método 2AACT (Livak & Schmittgen, 2001).

3.15 Analise estatistica

O programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA) foi
utilizado para analises estatisticas e graficos. Os resultados foram expressos como a média +
erro padrdo da média (SEM). Para os dados de evolucdo do tempo, a significancia estatistica
foi determinada por ANOVA de medidas repetidas de duas vias (modelo misto) seguido pelo
teste Bonferroni post hoc. Outros dados foram analisados por ANOVA unidirecional seguido
do teste Bonferroni post hoc. Os dados foram considerados estatisticamente significativos
guando p <0,05, e as tendéncias foram consideradas significativas quando p <0,1 (a tendéncia

foi representada por um traco abaixo do simbolo).
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4.1 Composicao do leite e perfil eletroforético das proteinas
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A Tabela 7 descreve a composi¢do bioquimica do leite. O leite de rato ndo diferiu nos

teores de proteinas e carboidratos de PN14 a PN20, mas o conteudo lipidico reduziu quase

77% do meio até o final do periodo de lactacdo. Ao comparar os 2 tipos de leite, o leite de

vaca apresentou menor teor de proteina (-62%) ao longo da lactagdo e menor teor de gordura

no meio da lactacdo. No entanto, o teor de gordura aumentou no leite de vaca no final da

lactacdo, e o teor de carboidratos foi maior no leite de vaca em comparacdo com o leite de

rato.

Tabela 7 - Composicéo do leite.

Proteina Carboidrato Lipideo Kcal KJ
(9) (9) (9)

Leite de Rata
PN 14 8.07 2.73 9.36 127.48 533.39
PN 15 8.11 2.91 6.67 104.16 435.81
PN 16 8.54 2.56 5.13 90.53 378.77
PN 17 8.18 2.56 6.32 99.82 417.65
PN 18 8.22 2.42 5.86 95.28 398.65
PN 19 7.92 3.16 4.40 83.94 351.21
PN 20 8.71 2.83 2.17 65.67 274.75

Leite de vaca
CM 3.06 4.92 4.96 76.55 320.29
CM-H 16.06 4,92 4.96 128.55 537.86

Férmula lactea*
1,8-3,0 90-14 44-6 -

Legenda: Leite de rata — Os valores referem-se & anélise do leite de um pool de leite coletado diariamente de 35

ratas do banco de leite de rata. CM — Leite de vaca; CM-H — Leite de vaca com o dobro de proteina
quando comparado ao leite de rata; PN: dia pos-natal. * Codex alimentarius. Todos os valores

expressos por 100KCAL de produto pronto.
Fonte: A autora, 2017.
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O perfil eletroforético das proteinas do leite € mostrado na figura 8. O leite de vaca
apresentou maior teor de caseina em comparacao com o leite de rato (+ 102%; p <0,05), mas
foi menor quando comparado com CM-H (-36%; p <0,05 ). Além disso, o leite de vaca
apresentou menor teor de proteina de soro de leite em comparacdo com o leite de rato (-76%
vs RM; -51% vs CM-H; p <0,05).

Figura 8 - Perfil eletroforético das proteinas do leite.
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A - Lactoferrina
- B — Albumina sérica
38 C - B-lactoglobulina (dimero)
A D - a-caseina
2 E - B-caseina
F - k-caseina
L G - B-lactoglobulina (monémero)
12 H - Proteinas do soro (A+B+C+G)
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Legenda: (A) imagem representativa da eletroforese de proteina do leite em gel de acrilamida, (B) teor de
caseina no leite e (C) teor de proteina de soro no leite. RM - leite de rato de PN 14 a 20 (os valores
referem-se a andlise de leite de um grupo de leite coletado diariamente de 35 mées de rato do banco de
leite murino), CM - leite de vaca, CM modificado com CM-H com maior teor de proteina em
comparagao com o rato leite. PN: pos-natal; MW: peso molecular; KDa: kilodalton; Os valores sao
dados como média £ SEM, * vs RM. (P <0,05).

Fonte: A autora, 2017
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No final da lactacdo, as fémeas do grupo CM apresentaram menor peso corporal

quando comparadas com os grupos RM e CM-H (-3% e -4%, respectivamente, p <0,05;

Figura 9A). N&o houve diferenca no comprimento do corpo durante a lactagdo entre 0s grupos

para ambos o0s sexos (figuras 9B e 9D).

Figura 9 - Evolugédo da massa corporal e do comprimento de ratos desmamados precocemente

durante a lactagé&o.
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Legenda: Massa corporal (A: fémea, C: macho) e comprimento corporal (B: fémea, D: macho) durante a
lactacdo. Grupos: RM - filhotes que receberam leite de rato, CM - filhotes que receberam leite de
vaca, CM — H - filhotes que receberam leite de vaca hiperproteico. Os valores sdo dados como médias
+ SEM de 29-31 ratos / grupo. * RM vs CM, @ CM-H vs CM. (P <0,05).

Fonte: A autora, 2017.
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Em PN21, as fémeas ndo apresentaram diferenca na massa de gordura retroperitoneal,
enquanto os machos do grupo CM apresentaram menor retroperitoneal em comparagdo com o
grupo RM (-27%; p <0,1) e uma tendéncia para a menor gordura visceral no CM-H grupo (-
23%; p <0,1) (Tabela 8). Nenhuma diferenca foi observada na composicédo das carcacas entre

0S grupos em ambos os sexos (Tabela 8).

Tabela 8 - Composigéo corporal de ratos precocemente desmamados durante a lactacao.

Desmame (PN21)

FEMEA RM CM CM-H
TAB ret/
2.114 £0.2185 1914 +0.1346 2423 £0.1762
massa corporal (mg)
Proteina corporal total (%) 27.22 + 1.057 28.46 £ 1.010 29.30 £ 1.595
Gordura corporal total (%) 10.92 £ 0.6476 10.38 £ 0.6573 11.26 +0.439%4
MACHO
TAB ret/ 2.780 + 0.2580 2.635+0.1383
massa corporal (mg) 2.020 £0.1449 X9
Proteina corporal total (%) 34.44 £ 1.937 30.93 = 2.260 37.05 £ 2.927
Gordura corporal total (%) 5.234 £ 0.4271 4.977 + 0.3657 5.043 £ 0.1659

Legenda: TAB ret: Tecido adiposo branco retroperitoneal. Grupos: RM — filhotes que receberam leite de rata,

CM — filhotes que receberam leite de vaca, CM-H — filhotes que receberam leite de vaca
hiperproteico. PN: Dia pos-natal; Valores representados como = EPM de 8 — 11 ratos/grupo.
Diferenca significante entre os grupos: * vs RM (p<0.05) / @ vs CM-H (p<0.1)

Fonte: A autora, 2017. -

N&o foram observadas alteragdes nos lipidios no soro ou no figado entre 0s grupos
nos diferentes sexos em PN21 (Tabela 9). Quanto ao perfil hormonal em PN21, uma maior
corticosteronemia foi encontrada nos machos do grupo CM-H (+ 50% vs. RM e + 37% CM; p
<0,05; Tabela 9). Enquanto que os niveis séricos de glicose, insulina, IGF-1, leptina e

vitamina D nédo foram significativamente alterados em ambos o0s sexos (Tabela 10).



Tabela 9 - Perfil Lipidico durante a lactacéo.
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Desmame (PN21)

FEMEA RM CM CM-H
Colesterol total (mg/dL) 120.4 + 6.469 131.2 £ 4.475 121.2 +2.700
SORO Triglicerideos (mg/dL) 120 £ 11.95 96.24 + 4.868 143 + 18.03
B Colesterol total (mg/dL) 1.39 £ 0.0318 1.52 + 0.0616 1.46 +0.0317
FIGADO Triglicerideos (mg/dL) 1.71 £ 0.0364 1.69 £ 0.0335 1.72 £ 0.0546
MACHO RM CM CM-H
Colesterol total (mg/dL) 144.3 + 7.026 137 £ 7.017 138.1 + 4.895
SORO Triglicerideos (mg/dL) 98.57 £ 7.929 80.70 £ 8.165 90.35+13.18
_ Colesterol total (mg/dL) 1.54 + 0.0315 1.51 +0.0314 1.55 +0.0478
FIGADO Triglicerideos (mg/dL) 216 £0.0711 2.04 £ 0.0551 2.19+0.1251

Legenda: Grupos: RM — filhotes que receberam leite de rata, CM — filhotes que receberam leite de vaca, CM-H
— filhotes que receberam leite de vaca hiperproteico. PN: Dia pés-natal; Valores representados como

+ EPM de 7 - 11 ratos/grupo.
Fonte: A autora, 2017.
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Tabela 10 - Homeostase glicémica e perfil hormonal durante a lactacéo.

Desmame (PN21)

FEMEA RM CM CM-H
Glicemia (mg/dL) 107.0 £ 2.444 112.0 + 4.464 112.9 + 2,922
Insulina (ulU/mL) 23.04 £ 1.955 24,29 £ 2.419 22.07 £2.703
HOMA-IR 9.094 + 0.5614 6.830 £ 0.8677 6.198 + 0.8898
HOMA beta 74.24 £ 6.570 74.08 £ 6.275 66.76 £ 7.531
IGF-1 (pg/mL) 5525 + 344.1 5072 + 336.1 5803 + 328.4
Leptina (ng/mL) 3.269 £ 0.3298 3.703 £ 0.3267 3.931 £ 0.3579
Corticosterona (ng/mL) 325.1 +68.98 4525+ 71.33 553.7 £ 98.50
25(OH)D (ng/dL) 4968 +£1,174 6.882+ 1,125 4.441 + 0.336

MACHO
Glicemia (mg/dL) 113.5+ 3.836 114.9 + 3.304 121.0+ 2.759
Insulina (uluU/mL) 18.79 + 1.639 20.75 £ 1.595 18.63 + 2.513
HOMA-IR 5.311 + 0.5994 5.917 £ 0.5502 5.571+0.7758
HOMA beta 56.07 + 4.446 61.76 + 4.782 52.14 + 7.540
IGF-1 (pg/mL) 8283 + 1182 6031 + 686.0 7592 +714.2
Leptina (ng/mL) 3.773 £ 0.3423 3.313 £ 0.2885 3.587 £ 0.3136
Corticosterona (ng/mL) 267.5+47.35 340 + 48.29 536.5 £ 47.51 =
25(OH)D (ng/dL) 6.493 + 1.501 5.435+0.778 3.623 £ 0.344

Legenda: Grupos: RM — filhotes que receberam leite de rata, CM — filhotes que receberam leite de vaca, CM-H —
filhotes que receberam leite de vaca hiperproteico; PN: Dia pés-natal; HOMA-IR: Modelo de

Avaliacdo da Homeostase — Resisténcia a insulina; HOMA- beta:

Modelo de Avaliacdo da

Homeostase — Capacidade funcional das células beta; IGF-1; Fator de crescimento semelhante a
insulina; Valores representados como + EPM de 6 — 11 ratos/grupo. Diferenca significante entre os
grupos: * vs RM / # vs CM (p<0.05).

Fonte: A autora, 2017.

4.3 Mudancas na prole no periodo pés-desmame

Na idade adulta, o peso corporal permaneceu inalterado entre os 3 grupos de ambos 0s sexos

(Figuras 10A e 10C). Com relagdo ao comprimento corporal, em PN30 e PN60, o grupo RM

de ambos os sexos apresentou um aumento quando comparado aos outros grupos CM (p

<0,05, fémeas, Figura 4B e machos, Figura 10D).
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Figura 10 - Massa corporal e evolugdo do comprimento de ratos precocemente desmamados
apos o periodo de desmame.
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Legenda: Massa corporal (A: fémea, macho C) e comprimento do corpo (B: fémea, D: macho) durante o
desenvolvimento. Grupos: RM - filhotes que receberam leite de rato, CM - filhotes que receberam
leite de vaca CM — H - filhotes que receberam leite de vaca hiperproteico. Os valores sdo dados como
médias + SEM de 17-20 ratos / grupo. * vs RM. (P <0,05).

Fonte: A autora, 2017.

As fémeas adultas dos grupos CM apresentaram maior ingestdo alimentar em
comparagdo com o grupo RM (CM: + 8%; CM-H: + 7%; p <0,05; Figura 11A), enquanto que
0s machos adultos ndo apresentaram diferengas entre os grupos (Figura 11B).
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Figura 11 - Ingestdo alimentar acumulada da prole precocemente desmamada.
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Legenda: A ingestdo acumulada de alimentos foi apresentada como a quantidade de alimento ingerido em
gramas de PN30-PN180. (A) ingestdo alimentar de fémeas e (B) ingestdo alimentar de machos.
Grupos: RM - filhotes que receberam leite de rato, CM - filhotes que receberam leite de vaca, CM — H
- filhotes que receberam leite de vaca hiperproteico. Os valores sdo dados como médias + SEM de 15-
20 ratos / grupo. * Vs RM. (P <0,05).

Fonte: A autora, 2017.

No que diz respeito a composicao corporal avaliada pela RMN, em PN178, nenhuma
diferenca entre os grupos foi observada na massa de gordura corporal total, na massa magra

total e no fluido corporal nas proles em ambos os sexos (Tabela 11).

Tabela 11 - Composicao corporal pela ressonancia magnética nuclear de ratos adultos.

Vida adulta (PN178)
FEMEA RM CM CM-H
Gordura corporal (%) 13.41 + 0.8166 15.65 + 1.130 16.31+1.154
Massa livre de
68.65 + 0.6705 66.38 + 0.7569 66.08 + 0.8540
gordura (%)
Fluido corporal (%) 6.815 + 0.08717 7.051 +0.1348 7.046 £ 0.1291
MACHO
Gordura corporal (%) 14.78 £ 1.162 16.44 + 0.8202 15.95+ 0.8474
Massa livre de
67.85+1.013 66.95 + 0.6930 67.06 £ 0.7125
gordura (%)
Fluido corporal (%0) 7.524 +£0.1221 7.651+0.08955  7.604 +£0.1178

Legenda: Grupos: RM — filhotes que receberam leite de rata, CM — filhotes que receberam leite de vaca, CM-H —
filhotes que receberam leite de vaca hiperproteico; PN: Dia pds-natal; Valores representados como +

EPM de 16 — 20 ratos/grupo.

Fonte: A autora, 2017.
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Aos 180 dias as fémeas dos grupos CM apresentaram maior gordura visceral em
comparagdo com o grupo RM (CM: + 61%; CM-H: + 60%; p <0,05; Tabela 12). As fémeas
do grupo CM-H também mostraram uma tendéncia para maior area de adipécitos do que o
grupo RM (+ 29%; p <0.1; figura 12). Quanto a composi¢do corporal avaliada pelo método da
carcaca, nenhuma alteracdo foi detectada nas fémeas de todos os grupos (Tabela 12).
Diferente das fémeas, os machos ndo apresentaram diferencas na massa de gordura visceral,
no teor de gordura corporal ou na morfologia dos adipécitos viscerais entre 0os grupos. No
entanto, os machos do grupo CM-H apresentaram menor teor de proteina corporal (vs CM: -
24%; p <0,05) e uma tendéncia para reduzir esse parametro quando comparado com o grupo
RM (-23%; p <0,1) (Tabela 12).

Tabela 12 - Massa de gordura visceral e composicao corporal pelo método da carcaca em

ratos adultos.

Vida adulta (PN180)
FEMEA RM CM CM-H
TAB ret / massa corporal (mg) 9.532 + 0.6024 15.36 + 1.273 * 15.26 + 1.133 *
Proteina corporal total (%) 29.91+1.836 27.33+2.621 31.05+2.083
Gordura corporal total (%) 9.359 +0.6770 11.30 £1.125 10.25 £1.504
MACHO
TAB ret / massa corporal (mg) 18.92 + 1.565 19.90 + 1.448 19.90+1.110
Proteina corporal total (%) 42.86 +1.748 43.60 + 3.495 32.93+2.711 #*
Gordura corporal total (%) 9.590 +£1.748 11.63 £ 3.495 10.89 + 1.082

Legenda: Grupos: RM — filhotes que receberam leite de rata, CM — filhotes que receberam leite de vaca, CM-H —
filhotes que receberam leite de vaca hiperproteico. PN: Dia p6s-natal; Valores representados como +
EPM de 7 — 10 ratos/grupo. Diferenca significante entre os grupos: * vs RM (p<0.05) / # vs CM
(p<0.05); * vs RM (p<0.1).

Fonte: A autora, 2017.
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Figura 12 - Area dos adipdcitos viscerais de fémeas adultas que foram desmamadas

precocemente.
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Legenda: (A) Amostras de gordura retroperitoneal submetidas ao processamento histologico e demonstradas
como fotomicrografias com a mesma ampliag¢do (objetivo de 40x) e coradas com hematoxilina-eosina
(HE); (B) Quantificacdo do tamanho de adipécitos (gordura retroperitoneal) em fémeas. Grupos: RM -
filhotes que receberam leite de rato, CM - filhotes que receberam leite de vaca, CM — H - filhotes que
receberam leite de vaca hiperproteico. Os valores sdo dados como médias + SEM de 5-6 ratos / grupo.
*vs RM. (P <0,1).

Fonte: A autora, 2017.
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Figura 13 - Area dos adipdcitos viscerais de fémeas adultas que foram desmamadas

precocemente.
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Legenda: (A) Amostras de gordura retroperitoneal submetidas ao processamento histologico e demonstradas
como fotomicrografias com a mesma ampliacdo (objetivo de 40x) e coradas com hematoxilina-eosina
(HE); (B) Quantificagdo do tamanho de adipdcitos (gordura retroperitoneal) nos homens Grupos: RM
- filhotes que receberam leite de rato, CM - filhotes que receberam leite de vaca CM — H - filhotes que
receberam leite de vaca hiperproteico. Os valores s&o dados como médias + SEM de 5-6 ratos / grupo.
Fonte: A autora, 2017.
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Em PN180 o perfil lipidico sérico e hepético, assim como a glicemia, permaneceram
inalterados nos grupos em ambos 0s sexos (Tabelas 13 e 14).

As fémeas do grupo CM-H apresentaram uma tendéncia para reducdo a insulina
sérica (vs RM - 25%; p <0,1; Tabela 14) associada a glicemia inalterada e menor HOMA beta
(vs RM -27%, p <0,05) e as fémeas do grupo CM apresentaram uma tendéncia de reducdo do
HOMA beta quando comparado com o grupo RM (-26%, Tabela 14). As fémeas adultas ndo
apresentaram alteracdo nos niveis séricos de corticosterona, enquanto os machos adultos no
grupo CM apresentaram hipercorticosteronemia em comparacao com outros grupos (+ 103%
vs RM; + 120% vs CM-H; p <0,05; Tabela 14). No entanto, as concentracdes de IGF-1,

leptina e vitamina D ndo foram diferentes nos diferentes sexos.

Tabela 13 - Perfil Lipidico na vida adulta.

Vida adulta (PN180)
FEMEA RM CM CM-H
Colesterol total
69.81 + 5.100 62.34 + 4.585 71.93 £ 4.453
(mg/dL)
SORO .
Triglicerideos
126.3 + 5.866 127.8 £ 4.503 125.0 £ 4.339
(mg/dL)
Colesterol total
1.421+£0.0269  1.361+0.0326  1.399 + 0.0320
: (mg/dL)
FIGADO T
Triglicerideos
1.630+0.0799  1.638+0.0523 1.651 +0.0443
(mg/dL)
MACHO RM CM CM-H
Colesterol total
64.65 + 4.940 57.53 + 2.556 54.03 + 2.198
(mg/dL)
SORO o
Triglicerideos
108.9 £ 9.051 117.5+9.016 119.3+11.33
(mg/dL)
Colesterol total
1510+£0.0311 1.518+0.0261 1.559 + 0.0475
- (mg/dL)
FIGADO R
Triglicerideos
1.789+£0.0752  1.831+0.0581 1.812 +0.0393
(mg/dL)

Grupos: RM - filhotes que receberam leite de rata, CM — filhotes que receberam leite de vaca, CM-H — filhotes
que receberam leite de vaca hiperproteico. PN: Dia p6s-natal; Valores representados como + EPM de
8 — 11 ratos/grupo.

Fonte: A autora, 2017.



Tabela 14 - Homeostase glicémica e perfil hormonal na vida adulta.

Adulthood (PN180)
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FEMEA RM CM CM-H
Glicemia (mg/dL) 84.60 £ 2.513 87.44 + 2.566 84.78 £ 3.122
Insulina (ulU/mL) 11.77 + 0.5880 9.331+1.189 8.872 + 0.5982 *
HOMA-IR 2.459 + 0.1509 2.028 + 0.2863 1.868 + 0.1662
HOMA beta 47.03 £ 2.996 34.94 + 4.667 - 34.39 +5.542 *
IGF-1 (pg/mL) 655.7 + 144.5 806.8 + 97.40 871.8 +84.06
Leptina (ng/mL) 1.506 + 0.2259 2.293+0.1738 1.952 + 0.2742
Corticosterona (ng/mL) 569.4 + 85.97 557.1 + 82.05 589.2 + 79.15
25(OH)D (ng/dL) 25.6 £ 1.662 26.03 + 2.678 23.06 + 1.208

MACHO
Glicemia (mg/dL) 78.56+ 3.56 76.60 + 2.802 81.40 + 2.061
Insulina (ulU/mL) 15.44 + 2.286 12.24 + 0.9299 12.55 + 0.9690
HOMA-IR 3.078 £ 0.5450 2.345 + 0.2398 2.495 + 0.1817
HOMA beta 66.49 + 9.246 54.01 + 3.530 52.84 + 4.820
IGF-1 (pg/mL) 1119 +123.7 1326 + 107.2 913.6 +161.4
Leptina (ng/mL) 3.968 + 1.097 3.561 + 0.3413 3.767 + 0.5861
Corticosterona (ng/mL) 401.2 + 56.46 814.8 + 44,95 *@ 369.3 +£38.73
25(0OH)D (ng/dL) 13.84 +0.928 13.41 + 1.593 14.76 + 1.521

Grupos: RM — filhotes que receberam leite de rata, CM — filhotes que receberam leite de vaca, CM-H — filhotes

que receberam leite de vaca hiperproteico; PN: Dia p6s-natal; HOMA-IR: Modelo de Avaliacdo da
Modelo de Avaliacdo da Homeostase —
Capacidade funcional das células beta; IGF-1: Fator de crescimento semelhante a insulina; Valores
representados como + EPM de 6 — 11 ratos/grupo. Diferenca significante entre os grupos: * vs RM /
@ vs CM-H (p<0.05); * vs RM (p<0.1)

Homeostase — Resisténcia a insulina; HOMA- beta:

Fonte: A autora, 2017.

4.4 Alteracdes moleculares

A via de sinalizacdo de leptina no ARC das proles adultas é mostrada na Figura 8.

N&o foram encontradas alteracdes significativas no conteddo da proteina OBR-b, pJAK2,

pSTAT3 ou SOCS3 entre 0s grupos em ambos os sexos (Figura 14).
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Figura 14 - Via de sinalizag8o da leptina no nacleo arqueado do hipotdlamo nas proles adultas

que foram desmamadas precocemente em ambos 0S Sexos.
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Legenda: Receptor de leptina (OBR-b; A: fémea; E: macho); Janus Kinase 2 fosforilado (pJAK2; B: fémea; F:
masculino); Transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 fosforilado (pSTAT3; C: fémea; G:
macho); Supressor da sinalizacdo de citoquinas 3 (SOCS3; D: fémea; H: macho). Grupos: RM -
filhotes que receberam leite de rato, CM - filhotes que receberam leite de vaca, CM — H - filhotes que
receberam leite de vaca hiperproteico. Os valores sdo dados como médias + SEM de 6-10 ratos /

grupo.
Fonte: A autora, 2017.
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A converséo e / ou agdo dos glicocorticoides estéo representadas nas figuras 15 e 16.
Nenhuma diferenca foi observada no contetdo de proteina 11BHSD1 ou GRa no figado das
fémeas e machos em PN21 (Figuras 15B - 15C fémeas, Figura 15E - machos 15F) e PN180
(Figuras 16B - fémeas 16C, Figura 16E - 16F, machos). Ao desmame, a expressao de mRNA
de 11BHSDI1 na gordura visceral ndo foi alterada entre os grupos de ambos os sexos (Figura
15A, fémea, Figura 15D, masculino). No entanto, na idade adulta, as fémeas do grupo CM
apresentaram menor expressao de 11BHSD1 em relagdo ao grupo RM (-58%; p <0,05), e 0
grupo CM-H apresentou uma tendéncia para a expressdo reduzida da 11BHSD1 quando
comparada com o grupo RM (- 39%; p <0,1) (Figura 16A). Os machos do grupo CM também
apresentaram niveis reduzidos de mRNA da 11BHSD1 em comparagdo com o grupo CM-H (-
80%, p <0,05; Figura 16D).



Figura 15 - Enzima de conversao e receptor de glicocorticoide das proles desmamadas

precocemente em PN21.
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Legenda: GORDURA VISCERAL: Expressdo de mRNA da 11 beta hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1
(11BHSD1; A: fémea; D: macho). Os valores sdo dados como médias + SEM de 5-6 ratos / grupo.
FIGADO: Contetdo proteico de 11 beta de hidroxiesterdide desidrogenase tipo 1 de proteina
(11BHSD1; B: fémea; E: macho) e receptor de glicocorticoides (GR alfa; C: fémea; F: macho); Os
valores sdo dados como médias + SEM de 6-10 ratos / grupo. Grupos: RM - filhotes que receberam
leite de rato, CM - filhotes que receberam leite de vaca, CM — H - filhotes que receberam leite de vaca
hiperproteico

Fonte: A autora, 2017.
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Figura 16 - Enzima de conversao e receptor de glicocorticoide das proles desmamadas

precocemente em PN180.
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Legenda: GORDURA VISCERAL: Expressdo de mRNA da 11 beta hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1
(11BHSD1; A: fémea; D: macho). Os valores sdo dados como médias + SEM de 5-7 ratos / grupo.
FIGADO: Contetido proteico de 11 beta de hidroxiesterdide desidrogenase tipo 1 (11BHSDI; B:
fémea; E: macho) e receptor de glicocorticoides (GR alfa; C: fémea; F: macho); Os valores sdo dados
como médias + SEM de 6-10 ratos / grupo. Grupos: RM - filhotes que receberam leite de rato, CM -
filhotes que receberam leite de vaca, CM — H - filhotes que receberam leite de vaca hiperproteico. * vs
RM, @ vs CM-H. (P <0,05); * vs RM. (P <0,1)

Fonte: A autora, 2017.
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5 DISCUSSAO

Na literatura, ainda ndo ha um consenso sobre a relacdo entre o consumo de leite de
vaca e o0 desenvolvimento de distdrbios metabdlicos (Turck et al, 2015). No entanto, alguns
trabalhos mostram uma relagéo positiva entre o consumo leite de vaca na infancia (ou excesso
de proteina lactea) e a ocorréncia de obesidade futura (Ginther et al, 2007; Koletzko et al,
2009). Neste sentido, o presente estudo contribui com esse tema ainda controverso através da
avaliacdo das repercussdes imediatas e tardias da complementacdo com leite de vaca para
ratos Wistar no terco final da lactacdo, que constitui um modelo experimental de desmame
precoce.

Através do perfil eletroforético de proteinas do leite, detectamos que o leite de rata
apresenta maior contetido de proteinas sollveis e menor contetudo de caseina em relacdo ao
leite de vaca, perfil este que é similar ao leite humano. Contudo, o leite de rata é hiperproteico
em comparacao ao leite de vaca e este,por sua vez, € hiperproteico comparado ao humano.
Assim, para mimetizar a suplementacéo de leite de vaca para humanos, oferecemos dois tipos
de leite de vaca para os ratos Wistar, CM (hipoproteico) e CM-H (hiperproteico). Estes dois
grupos mantiveram as caracteristicas do leite de vaca, ou seja, maior contetdo de caseina e
menor contelddo de proteina do soro. O grupo CM-H é o mais comparavel ao observado em
criancas que consomem uma mamadeira noturna de leite de vaca como complemento
alimentar no periodo da amamentacdo, tornando seus resultados ainda mais importantes. A
escolha pela complementacdo com leite de vaca apenas uma vez ao dia para ratos foi baseada
em observacgdes na pratica clinica, onde € muito comum o habito de oferecer uma mamadeira
noturna de leite de vaca aos bebés para garantir saciedade a noite e um sono sem
muitas interrupcdes.

Demonstramos que a ingestdo de leite de outra espécie (vaca) com perfis diferentes
de proteinas (menos proteinas sollveis e mais caseina) proporcionou, aos 21 dias de vida,
reducdo de peso nas fémeas do grupos CM e de adiposidade central nos machos do grupo
CM, sem alterar o comprimento corporal, em ambos os sexos. Tais achados corroboram o0s
resultados de dois modelos de desmame precoce que nosso grupo vem trabalhando ha algum
tempo, um farmacoldgico (Bonomo et al, 2008) e outro ndo farmacologico (Lima et al, 2013),
nos quais os animais sdo privados do leite materno nos 3 ultimos dias de lactacdo, e dessa
forma, esses animais apresentam reducdo da adiposidade ao final da lactacdo. Podemos

concluir que o menor aporte proteico do leite de vaca foi a causa das alteracdes observadas.
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De fato, esses animais receberam leite de vaca, um alimento que apresenta um contetdo
proteico consideravelmente menor em relacdo ao leite de rata, sobretudo em sua porcéo
solavel, a fracdo que apresenta maior digestibilidade. Portanto, a ingestéo calorica foi menor,
mas o efeito sobre a nutri¢cdo foi género-dependente.Quanto a complementacdo com leite de
vaca hiperproteico para ratos(grupo CM-H), ndo detectamos alteracdo de peso, comprimento e
composigdo corporal em ambos os sexos aos 21 dias de vida, o que indica que a quantidade de
proteina é o fator determinante para as alteracdes observadas no grupo CM.

Até o momento, poucos dados na literatura abordam o perfil lipidico de criancas
amamentadas com leite de vaca. Harit et al (2007) mostraram que criancas, amamentadas
exclusivamente, apresentaram colesterol total e LDL séricos mais elevados do que criangas
em aleitamento misto (leite materno + leite de vaca) e os autores sugerem gue essa condicdo
seja fisiologica e util para desenvolvimento cognitivo, aléem de ser um fator de programacao
para o metabolismo lipidico na vida adulta.Porém,no experimento atual ndo observamos
quaisquer alteracBes dos lipideos no soro e no figado entre os grupos de ambos o0s
sexos.Reforcando nosso dado, um estudo em ratos adultos que consumiram leite de vaca
mostrou normocolesterolemia e normotrigliceridemia quando comparado ao grupo de ratos
controles (sem uso de leite) (Trinchese et al, 2015). Assim, pelo menos no tergco final da
lactacdo, a ingestdo de leite de vaca parece nao interferir no perfil lipidico dos ratos lactentes.

Nuttall et al (1984) e Comerford e Pasin (2016) mostraram que peptideos bioativos
derivados de proteinas da carne e do leite, possuem acdo insulinogénica, ou seja exercem
efeitos benéficos sobre o controle da glicemia, secrecdo de insulina, sensibilidade a este
horménio, reduzindo o risco de desenvolver diabetes tipo 2. No presente estudo, 0s animais
que consumiram leite de vaca enriquecido ou ndo com caseina ndo apresentaram alteracao de
glicemia e insulinemia no periodo do desmame. Esse fato pode se dever ao tipo de fracdo
protéica (insoltvel) utilizada em nosso estudo, pois Hopp et al (2009)observaram em
adolescentes, que apenas a fracdo proteica solivel do leite (whey protein) aumentou a
insulinemia.

Atualmente tem sido postulado que o consumo excessivo de proteina (Rolland-cachera
et al, 1995; Michaelse, 2000), inclusive proteina lactea (Hoop et al 2009), pode elevar os
niveis de IGF-1 e, consequentemente, levar ao aumento de peso, uma vez que este hormonio
anabdlico estimula a diferenciacdo celular e o crescimento dos tecidos, como o tecido
adiposo. Closa-Monasterolo et al (2011) mostraram que a administracdo de formula lactea
hiperproteica em criangas, aumentou os niveis de IGF-1 e que as meninas, independente da

formula, apresentaram maior IGF-1 que 0s meninos, sugerindo que, na infancia, ja existe
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dimorfismo sexual para este horménio. No entanto, no estudo atual ndo observamos diferencga
de IGF-1 ao desmame nos grupos que receberam leite vaca, independente da concentracdo de
proteina, em ambos 0s sexos.

Alguns pesquisadores tém sugerido que o0s niveis séricos de leptina podem estar
aumentados em criangas alimentadas com formula infantil e que esse aumento se deve a
algum componente presente na formula lactea, porém ainda ndo definido (Lopez-Alarcon et
al, 2002; Petridou et al, 2005). Nessa perspectiva, avaliamos a leptina para verificar se o leite
de vaca poderia alterar os seus niveis séricos. Nenhuma modificacdo foi observada entre os
grupos ou géneros. A leptina sérica tem relacdo direta com a quantidade de tecido adiposo
(Klok, 2007), contudo os filhotes machos do grupo CM, que tém menor adiposidade central,
ndo tiveram hipoleptinemia. Assim sugerimos duas explicacbes para a normoleptinemia
encontrada em comparacdo com a literatura: 1) utilizacdo de um alimento diferente (formula
lactea x leite de vaca) elou 2) cada espécie pode responder de forma diferente a
complementacéo alimentar (humano/formula lactea vs. rato/leite de vaca).

Como o leite proprio de cada espécie apresenta melhor biodisponibilidade de seus
nutrientes para sua prole, decidimos avaliar os niveis séricos de vitamina D nas proles.
Contudo, nenhuma diferenca foi observada entre 0s grupos de ambos 0s sexos, demonstrando
que a adicdo de leite de vaca na lactacdo, ndo foi capaz de alterar os niveis dessa vitamina.

Neste trabalho, a Unica alteracdo hormonal observada aos 21 dias de idade nos filhotes
machos que receberam complementacdo com leite de vaca hiperproteico foi em relacdo as
concentracgdes circulantes de corticosterona. Alterac6es deste hormoénio podem ocorrer devido
a hiper ou hipoestimulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e/ou por alteracbes
nos eu metabolismo em érgdos periféricos, como figado e tecido adiposo, atraves da enzima
113 HSD1 (Bose et al, 2009). Apenas os machos do grupo CM-H apresentaram
hipercorticosteronemia, sem apresentarem alteragdo da expressdo da 11 HSD1 no tecido
adiposo visceral ou do conteudo da 118 HSD1 e do GRa no figado. Sugerimos que o aumento
de corticosterona sérica nestes animais seja proveniente da maior producdo e liberacdo do
cortex adrenal devido a uma hiperestimulacdo do eixo HPA. Para comprovar esta ideia, sera
necessario medir os niveis séricos de ACTH e o contetdo hipotalamico de CRH. Sabe-se que
a dexametasona, um corticoide sintético, diminui os niveis de IGF-I e IGF-11 no cérebro de
ratos neonatos, causando degeneracao cerebral (Feng et al, 2013). Assim, esta pode ser uma
consequéncia da hipercorticosteronemia neste grupo de animais.

A caseina é composta por varios peptideos bioativos com atividade agonista e/ou

antagonista opidide (Guesdonet al 2006). Estudos reportaram a presenca de casomorfina no


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feng%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24464002
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plasma de mamiferos lactentes ap06s ingestdo de leite de vaca ou hidrolisado de caseina
(Meisel e Fitz Gerald, 2000). Szklarczyk et al. (2016)observaram que a administracdo
intracerebroventricular de antagonista u-opidide antes de um estresse foi capaz de aumentar a
corticosterona serica, mostrando que esses receptores exercem influencia sobre o eixo HPA.
Portanto, também é possivel que o aumento da corticosterona sérica nos machos do grupo
CM-H seja decorrente da passagem dos opiodides exogenos com efeito antagonista (ap —
caseina e casoxina) pela barreira intestinal ainda imatura desses animais, estimulando o eixo
HPA. No entanto, os mecanismos acima descritos ndo explicam todos 0s grupos, pois 0s
machos e fémeas que consumiram leite de vaca apresentaram um aumento néo significativo
da corticosteronemia (macho CM macho=+21%; fémeas CM=+28%; fémea CM-H=+41%).
Sugerimos que a concentracdo de caseina que passa pelo leite seja o fator preponderante para
estimular o eixo HPA.

Diferente do descrito na literatura, logo apds o desmame, os animais machos dos
grupos CM e CM-H, e as fémeas CM-H apresentaram menor comprimento de PN 30 a PN60.
Esta fase é critica para o desenvolvimento, pois engloba o periodo da adolescéncia (Kane
& Ismail, 2017). Em criancas, Koletzko et al (2009)verificaram que formulas lacteas ricas em
proteinas resultam em aumento de massa e comprimento corporal a longo prazo, bem como
das relacOes entre essas medidas (IMC, relagdo peso-comprimento, relacdo comprimento-
idade). Como ndo quantificamos os hormonios relacionados ao crescimento nesta fase da
vida, ndo sabemos 0 mecanismo pelo qual este crescimento foi prejudicado. Entretanto, houve
um catch up apos os 60 dias, ndo havendo mais diferencas entre os grupos.

Evidenciamos que a inclusédo do leite de vaca em ratos lactentes programa para um
fendtipo alterado leve na vida adulta, porém de consideravel importancia. Tanto os machos
guanto as fémeas ndo apresentaram alteracdo no perfil lipidico e no IGF-1 na vida adulta,
indicando que o desmame precoce gerado pela introducéo de leite ndo foi capaz de programar
esses parametros em ambos 0s sexos. Porém, esse modelo de programacao exibiu dimorfismo
sexual para alguns pardmetros analisados. Investigamos alguns hormonios para tentar
compreender o fendtipo obeso das fémeas no presente estudo e que serd discutido mais
adiante. De fato, glicocorticéides, leptina, insulina e vitamina D sdo hormdnios que modulam
0s processos de adipogénese, lipogénese e lipolise (Unger, 2003; Peckett et al, 2011; Garcia-
Escobar et al, 2011; Abbas, 2017).

Embora tenhamos trabalhado com um modelo de desmame precoce uma vez que um
alimento diferente do leite materno foi introduzido, os machos CM ndo apresentaram o

esperado aumento da adiposidade, resultado contrario ao observado nos outros dois modelos
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de desmame precoce desenvolvidos pelo grupo (Bonomo et al, 2008; Lima et al, 2013). Essa
diferenga nos resultados talvez se deva a diferenca metodoldgica aplicada, pois no presente
trabalho os animais CM ficaram expostos a um alimento hipoprotéico durante 7 dias enquanto
que nos outros trabalhos houve uma reducdo drastica(desmame farmacoldgico) ou auséncia
(desmame ndo farmacoldgico) do aporte de leite nos ultimos 3 dias da lactagdo. Assim, a
deficiéncia proteica provocada pelo leite de vaca de forma cronica em ratos machos néo foi
capaz de programar para obesidade, provavelmente pela menor intensidade do desmame
propiciando um mecanismo adaptativo nesses animais. Ja os machos do grupo CM-H
apresentaram apenas reducdo da proteina corporal total que pode ter ocorrido devido a
hipercorticosteronemia no inicio da vida. Os efeitos catabdlicos dos glicocorticoides ja estdo
bem estabelecidos; diminuicdo da sintese proteica e aumento da degradacdo das proteinas
(Lofberg et al, 2002).0 excesso de corticoides no inicio da vida pode ter levado a um aumento
da degradacdo de proteinas a longo prazo. Esse efeito ndo foi observado aos 21 dias,
possivelmente devido ao fato dos animais do grupo CM-H ainda estarem sob o efeito da alta
quantidade de proteina. Portanto, a exposicdo prolongada ao corticoide tenha aumentado a
degradacéo proteica por um periodo, levando a reducdo de proteina corporal e esses animais
ndo conseguiram se recuperar até a idade adulta. E importante ressaltar que ndo sabemos até
qguando permanece 0 aumento de corticosterona do momento do desmame, embora na idade
adulta, este nivel seja normal.

Os machos do grupo CM que receberam um leite hipoproteico no terco final da
lactacdo, apesar da  nomorcorticosteronemia a0  desmame, apresentaram
hipercorticosteronemia aos 180 dias de vida. De fato, Fagundes et al (2009) demonstraram
que animais que sofreram restricdo proteica na lactacdo apresentaram hipercorticosteronemia
na vida adulta. Para entendermos o mecanismo que esta influenciando a corticosteronemia,
avaliamos o metabolismo e a acdo dos glicocorticoides. Ndo foram observadas alteracdes no
conteudo da 11BHSD1 e do GRa no figado, contudo a expressdo da 11BHSDI1 no tecido
adiposo visceral do grupo CM foi reduzida, indicando que exista uma regulacdo da sua
conversao pelo excesso de corticosterona e ndo sendo a causa da hipercorticosteronemia. Na
literatura h& controvérsias em relagdo a expressao da 11 HSDI1 frente ao excesso de
glicocorticdide. Balachandran et al (2008) observaram que a administracdo de dexametasona,
cortisol e corticosterona em células 3T3-L1 reduziu o RNAm de 11BHSD1, porém no tecido
adiposo visceral de camundongos, houve aumento na expressdo dessa enzima causada pelo
corticoide. Pacientes com Cushing ndo tiveram aumento da 11BHSDI1 no tecido adiposo

visceral, mas individuos obesos apresentaram aumento desta enzima (Mariniello et al, 2006).
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Alem disto, recentemente foi evidenciado menor expressdo da 11BHSDI1 no hipotalamo de
camundongos tratados com altas doses de corticosterona (Sefton et al. 2016). As fémeas,
mesmo nao apresentando alteracdo na corticosteronemia, também tiveram o metabolismo e
acao dos glicocorticdides investigados, e assim como 0s machos, ndo apresentaram alteracao
no contetido da 11 HSDI1 e do GRa no figado. Entretanto, no tecido adiposo visceral, as
fémeas do grupo CM e CM-H apresentaram menor expressdo da 11BHSDI, sugerindo que
outros mecanismos estejam modulando a atividade dessa enzima neste tecido. Estudos
mostram que a hipoxia no tecido adiposo de obesos ocorre em decorréncia de sua expansdo
ndo acompanhado pelo aumento proporcional de sua vascularizacdo (Hosogai et al, 2007). A
hipoxia neste tecido estimula a varios processos mediados por citocinas, fatores de
crescimento, além de fatores de transcricdo, como o fator induzido pela hipoxia 1 (HIF-1),
que estimula a eritropoiese e angiogénese (Norooznezhad e Norooznezhad, 2017; Hosogai et
al, 2007 ). De fato, Lee et al (2013) mostraram que nos estagios iniciais da obesidade ocorre
um aumento de HIF-1 que inibe a expressdo da 11BHSDI. Estudos mostraram que os
glicocorticdides sdo inibidores da angiogénese, pois eles alteram a liberacdo de fatores pro-
angiogénicos (Small et al 2005; Weinstein et al, 2010; Wu et al, 2014). Desta forma, a
modulagdo negativa da 11BHSD1 ¢é necessaria para reduzir os niveis de glicocorticoides locais
e favorecer o aumento dos fatores pré-angiogénicos. Sugerimos que a reducdo da 11BHSD1
nas fémeas dos grupos que receberam leite de vaca e que possuem adiposidade central
elevada seja resultado do aumento dos fatores de crescimento, por exemplo o HIF-1,
favorecendo a angiogénese e o aumento do tecido adiposo. Esta hipotese é valida para
explicar a diminuigdo de 11BHSD1 apenas nas fémeas.

Neste trabalho, as fémeas apresentaram um fenétipo de programacdo mais intenso do
gue os machos. Como nao verificamos alteracdo do seu ciclo estral, sugerimos que 0 eixo
hipotdlamo-hipofise-gbnadas esteja inalterado. Assim é possivel que os efeitos género-
dependentes se devam a resposta tecido-especifico ao estrogénio.

Em ratos machos adultos que foram desmamados precocemente, foi mostrado uma
associacao entre obesidade visceral, altos niveis séricos de vitamina D e resisténcia a este
horménio no tecido adiposo (Nobre et al, 2012, de Albuquerque Maia et al, 2014; Nobre et al,
2016). Em nosso estudo, ratos adultos de ambos os géneros que foram desmamados pela
introducdo do leite de vaca ndo apresentaram diferencas dos niveis séricos de 25(OH)D. Este
resultado foi inesperado, principalmente nas fémeas CM e CM-H que foram programadas
para obesidade visceral. Todavia, ndo sabemos como se encontra a resposta do tecido adiposo

a este hormonio.
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As fémeas dos grupos CM e CM-H desenvolveram hiperfagia, sem apresentar
alteracdo nos niveis séricos de leptina, sugerindo uma resisténcia ao seu efeito anorexigénico.
Rodrigues et al (2009) e Conceicdo et al (2010) também evidenciaram hiperfagia com
normoleptinemia em animais submetidos a supernutricdo neonatal, porém com inibicéo da via
de sinalizacdo da leptina no hipotdlamo. No atual modelo, nenhuma alteracdo foi observada
na via classica da leptina JAK2/STAT3 no ndcleo arqueado do hipotdlamo. Assim, a
hiperfagia das fémeas deve se dever a outros fatores como: prejuizo no transporte de leptina
pela barreira hemato-encefalica (El-Haschimi et al, 2000) e/ou inibi¢do da via de sinalizacéo
ndo classica da leptina, envolvendo a PI3K e a PDK1(Ernst et al, 2009; Carvalheira et al
2004). Assim, na resisténcia a leptina, a ndo ativagdo da PI3K, leva a fosforilag&o ineficiente
de FOXO1, acarretando menor expressao de POMC e aumentando a ingestao alimentar. Com
a PI3K reduzida, outra possibilidade é a reducdo da proteina PDK1, inibindo a AKT
(Carvalheira et al 2004). Outro hormdnio importante na regulacdo da ingestdo alimentar é a
insulina que, semelhante a leptina, tem efeito anorexigénicono hipotdlamo. Assim, a
hipoinsulinemia detectada nas fémeas pode estar causando menor ativacdo da PI3K, via em
comum com a leptina, o que explicaria a hiperfagia. A determinacdo das proteinas envolvidas
nas vias da leptina e da insulina nos ajudaria a elucidar as alterac6es associadas da hiperfagia.

Outra disfuncdo apresentada pelas fémeas CM e CM-H aos 180 dias de idade foi a
reducdo do HOMA beta com normoglicemia. Ou seja, mesmo com a reducdo da insulinemia,
essas ratas conseguem manter os niveis glicémicos dentro da normalidade, indicando que o
tecido adiposo e musculo apresentam uma sensibilidade aumentada a insulina, pois estdo
captando glicose de forma mais eficiente. De fato, HOMA-IR foi menor nos grupos CM e
CM-H (25% e 32%) embora ndo significativamente. Ao menos no tecido adiposo, de fato
deve ocorrer maior sensibilidade, pois essas fémeas apresentam reducdo na expressdo da
11BHSD1, e de acordo com Masuzaki et la (2001), a inibicdo farmacoldgica desta enzima
melhora a sensibilidade insulinica em humano. Giust et al (2003) também sugeriram que a
redugdo da expressdo de 11B-HSD1 nos adipocitos aumenta a sensibilidade insulinica, quer
seja pela redugdo de genes induzidos pelos glicocorticoides ou pela reducéo da secrecdo dos
glicocorticéides. Por outro lado, a reducéo da insulinemia pode ser explicada pela reducdo da
funcionalidade das células B do pancreas, pois 0 menor HOMA beta sugere um processo de
faléncia dessas células. Esse fendbmeno também pode ser resultado da reducdo da acdo do
estrogénio. O estrogénio ¢ importante para o funcionamento das células [ pancreaticas,
protegendo estas de apoptose, estresse oxidativo, glicolipotoxicidade e deposicdo de amiloide

(Liu e Mauvais-Jarvis, 2010). Tiano e Mauvais-Jarvis (2012) observaram que o tratamento
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com estrogénio em ratos obesos e diabéticos normalizou a homeostase glicémica desses
animais. Assim, a redugdo do HOMA beta nas fémeas CM e CM-H pode ser resultado da
faléncia das células B pancreaticas que produz menos insulina, tornando-as mais suscetiveis
ao desenvolvimento de diabetes tipo 1. O mesmo raciocinio pode ser inferido para alteracGes
na prolactinemia destas fémeas, jA que a prolactina é um horménio importante para o
desenvolvimento das células beta pancreéticas (Boschero et al, 1993; Crepaldi et al, 1997;
Sorenson e Brelje, 2009). De fato, nos dois modelos de desmame precoce estudados em nosso
laboratdrio (farmacoldgico ou ndo), observamos menor prolactinemia na idade adulta (Moura
et al, 2009; Lima et al, 2011), porem isto foi estudado somente nos machos.

Neste estudo, apenas as fémeas que receberam aleitamento parcial (uma forma de
desmame precoce) apresentaram aumento de adiposidade central, indicando existir alguma
relacdo género-dependente. O estrogénio regula a homeostase do tecido adiposo, porém o
mecanismo ainda ndo é claro (Newell-Fugate, 2017). Ratas ovarectomizadas desenvolvem
obesidade, com aumento de adiposidade visceral e hiperfagia (Wade e Grey, 1979). A
menopausa, um periodo caracterizado pela cessacdo dos horménios ovarianos, também é
conhecida por afetar a gordura corporal total e a distribuicdo de gordura (Zsakali, et al, 2016).
Assim, o aumento da adiposidade central das fémeas dos grupos CM, CM-He a hipertrofia
das fémeas do grupo CM-H podem se dever a reducdo da agdodo estrogénio no tecido adiposo
visceral, tornando-as desprotegidas contra a obesidade e mais propensas a desenvolver
distdrbios metabdlicos, mesmo que 0s niveis séricos de estrogénio estejam normais, pois 0
ciclo estral foi regular. Uma forma de comprovar esta ideia seria avaliar o receptor de
estrogénio no tecido adiposo.

Em suma, nosso estudo mostrou que o desmame precoce provocado por uma
complementacdo diaria com leite de vaca hiperproteico ou ndo, imprimiu alteracdes
metabolicas em curto prazo e longo prazo, de maneira género dependente. Portanto, este
achado mostra que o consumo precoce de leite de vaca esta relacionado ao desenvolvimento
de obesidade central na vida adulta, considerado um fator de risco para a génese de doencas
cardiometabdlicas, pelo menos no sexo feminino. Ademais, ressaltamos a importancia do
aleitamento materno exclusivo até o sexto més como uma forma de protecdo para criangas

contra o desenvolvimento de doencas futuras.
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CONCLUSAO

A substituicdo da amamentacdo exclusiva pelo aleitamento parcial, com a inclusdo de
leite de vaca enriquecido ou ndo de caseina no terco final da lactagdo foi capaz de imprimir
alteracbes metabolicas, que afetaram mais gravemente as fémeas, apesar de também
impactarem nos machos. Esse trabalho mostrou que intervencdes no inicio da vida contribuem
para o desenvolvimento da obesidade visceral, principalmente no sexo feminino. Reforcando
nossos achados, dados epidemioldgicos no Brasil e no mundo mostram que a obesidade
abdominal é mais frequente em mulheres que em homens (IBGE, 2015; NCD-RisC, 2016).
Assim, concluimos que o aleitamento materno exclusivo deve ser cada vez mais estimulado,
pois ele ainda é a melhor forma de nutrir e proteger as criancas de problemas de salde tanto

imediatos quanto futuros.
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