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RESUMO

Considerada uma das principais disfungdes metabolicas, muitas vezes associada a insultos
fisiologicos ocorridos em estagios precoces da vida (intrauterina, lactagdo e adolescéncia), a
obesidade ¢ um dos principais problemas de saide no mundo. A nutri¢do da prole nas fases
iniciais da vida ¢ crucial para um desenvolvimento saudavel, fato que a depender da qualidade
nutricional materna pode leva-los ao desenvolvimento de doengas metabdlicas no futuro. Neste
ambito, a metformina ¢ um importante firmaco no tratamento da obesidade. Nesse trabalho
objetivou-se avaliar o papel do tratamento com metformina, apenas durante a adolescéncia,
como possivel desprogramador das disfungdes metabdlicas induzidas pela obesidade materna
durante lactacdo, analisando o efeito sexo-dependente tanto da obesidade materna como da
metformina na prole. Durante a lactagdo, ratas Wistar amamentando 8 filhotes (4 machos e 4
fémeas) foram alimentadas com dieta hipercalorica (4.589 kcal) mais solugdo de sacarose a
10% (grupo Obese), enquanto ratas controle ingeriram dieta comercial (grupo Cont). Avaliou-
se 0 peso e ingestdo materna, bem como a composi¢ao do leite, composi¢ao corporal e
parametros bioquimicos. Durante a lactacdo, avaliou-se a evolugdo ponderal e ingestdo de leite
pela prole. Dos 30 aos 60 dias de vida, metade da prole foi tratada com metformina (250 mg/kg
em agua de beber; grupos Cont-Met e Ob-Met), enquanto a outra metade bebeu somente dgua
(grupos Cont e Ob). Os ratos foram submetidos a testes de intolerancia a glicose (ipGTT) e
insulina (ipITT), e aos 120 dias de vida foram eutanasiados para coleta tecidual (massa magra
e massa gorda) e sangue para posterior avaliagdo da composicao corporal, perfil lipidico e
fun¢do hepatica. Em comparagdo ao grupo Cont, o grupo Obese consumiu mais calorias, € ao
final da lactacdo, apresentou aumento no peso corporal, peso do figado e adiposidade (P<0,05),
bem como aumento de triglicerideos, indice TyG, AST, ALT e nos marcadores de estresse
oxidativo (TBARS, carbonil e CAT hepatica), associado a reducao no colesterol HDL (P<0,05).
O leite das ratas Obese apresentou-se mais calérico em comparagao ao do grupo Cont (P<0,01).
Os filhotes de maes Obese (machos e fémeas) consumiram mais leite que os filhotes Cont e
apresentaram maior ganho de peso (P<0,01), sendo este mais precoce nos machos. O ganho de
peso dos ratos Ob-Met, durante e apds o tratamento com metformina, foi reduzido em 10%, em
comparac¢do aos Cont (P<0,05). Os filhotes machos Ob apresentaram aumento no colesterol
total, triglicerideos, glicose, AST e ALT, enquanto os ratos Ob-Met apresentaram reducao
desses parametros. As fémeas Ob apresentaram aumento nos triglicerideos, colesterol VLDL,
enquanto as Ob-Met apresentaram reducao. As ratas Ob-Met apresentaram hipoglicemia em
relagdo as Ob, o que ndo ocorreu em machos. Conclui-se que ratas lactantes ingerindo dieta
hipercaldrica, desenvolve obesidade associada a disfuncao hepatica e leite mais calorico, por
conseguinte seus filhotes, especialmente os machos, consomem mais leite € ganham peso mais
precocemente, desenvolvendo obesidade e disfungdo metabolica em longo prazo. A metformina
reduz o ganho de peso e melhora os parametros bioquimicos, mostrando eficécia na redugdo de
riscos metabolicos associados a obesidade materna.

Palavras-chave: Obesidade; programagao metabdlica; homeostase glicémica.



ABSTRACT

Considered one of the main metabolic dysfunctions, often associated with physiological insults
occurring in early life (intrauterine, lactation and adolescence), obesity is one of the main health
problems worldwide. The nutrition of offspring in early life is crucial for healthy development,
a fact that, depending on the maternal nutritional quality, can lead to the development of
metabolic diseases in later life. In this regard, metformin is an important drug in the treatment
of obesity. This study aimed to evaluate the role of metformin treatment, only during
adolescence, as a possible deprogrammer of metabolic dysfunctions induced by maternal
obesity during lactation, analyzing the sex-dependent effect of both maternal obesity and
metformin in the offspring. During lactation, Wistar rats nursing 8 pups (4 males and 4 females)
were fed a hypercaloric diet (4,589 kcal) plus 10% sucrose solution (Obese group), while
control rats fed a rodent chow (Cont group). Maternal weight and intake, as well as milk
composition, body composition and biochemical parameters were assessed. During lactation,
weight gain and milk intake of the offspring were evaluated. From 30 to 60 days-old, half of
the offspring were treated with metformin (250 mg/kg in drinking water; Cont-Met and Ob-
Met groups), while the other half drank only water (Cont and Ob groups). The rats were
subjected to glucose intolerance (ipGTT) and insulin (ipITT) tests, and at 120 days-old they
were euthanized for tissue collection (lean mass and fat mass) and blood for later evaluation of
body composition, lipid profile and liver function. Compared to the Cont group, Obese group
consumed more calories and, at the end of lactation, showed an increase in body weight, liver
weight and adiposity (P<0.05), as well as an increase in triglycerides, TyG index, AST, ALT
and oxidative stress markers (TBARS, carbonyl and hepatic CAT), associated with reduced
HDL cholesterol (P<0.05). The milk of Obese rats was more caloric compared to that of the
Cont group (P<0.01). The offspring of Obese mothers (males and females) consumed more
milk than the Cont offspring and showed greater weight gain (P<0.01), which was earlier in
males. The weight gain of Ob-Met rats, during and after treatment with metformin, was reduced
by 10%, compared to Cont (P<0.05). Male Ob pups showed increase in total cholesterol,
triglycerides, glucose, AST and ALT, while Ob-Met rats showed reduction in these parameters.
Female Ob rats showed increase in triglycerides and VLDL cholesterol, while Ob-Met rats
showed reduction. Ob-Met rats presented hypoglycemia compared to Ob rats, which did not
occur in males. In conclusion, lactating rats fed a hypercaloric diet develop obesity associated
with liver dysfunction and more caloric milk, therefore their pups, especially males, consume
more milk and gain body weight earlier, developing obesity and metabolic dysfunction as long-
term consequence. Metformin reduces weight gain and improves biochemical parameters,
showing efficacy in reducing metabolic risks associated with maternal obesity.

Keywords: Obesity; metabolic programming; glucose homeostasis
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1. INTRODUCAO

1.1. Aleitamento materno

O aleitamento materno ¢ amplamente reconhecido como sendo a fonte nutricional
imprescindivel ao bom desenvolvimento do neonato em diferentes espécies de
mamiferos, desempenhando um papel crucial na promog¢ao da satide e melhor qualidade
de vida (Lisboa, Miranda et al., 2021). Alteragdes na composi¢cao dos macronutrientes,
micronutrientes e/ou em niveis de anticorpos, alguns hormoénios e fatores de crescimento
do leite materno t€ém sido associadas ao surgimento de doencas cronicas nao-
transmissiveis na vida adula (Lisboa, Miranda et al., 2021). Cada vez mais vem se
explorando as conexdes entre o comportamento de amamentagdo e o padrao de saude
infantil, tais evidéncias veem consolidando a amamentacdo como o "padrdo ouro",
ressaltando sua importancia como pilar essencial para a saude e o bem-estar da crianga,
independentemente do contexto social e economico (Dieterich, Felice et al., 2013).

O leite materno ¢ composto por macro € micronutrientes cujas concentragdes
variam no decorrer da amamentagdo. Essas variagdes acontecem em resposta as
necessidades metabolicas apresentadas pelo organismo do bebé, o que se da através de
mecanismos reguladores neuroendocrinos (Badillo-Suarez, Rodriguez-Cruz et al., 2017).

Além dos macro e micronutrientes, ha também no leite materno hormonios
metabolicos importantes para o desenvolvimento do neonato, dentre eles pode-se citar a
leptina, insulina, adiponectina, obestatina, grelina, resistina, apelina, nesfatina, irisina,
fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) que sdo essenciais para
um desenvolvimento saudavel da crianga, no que tange a maturagdo de vias neuronais
hipotalamicas envolvidas na sinalizagdo neuroenddcrina responsavel por regular o
balango energético (Badillo-Suarez, Rodriguez-Cruz et al., 2017).

Prontamente absorvido pelo organismo, o leite materno possui baixa concentragao
de solutos e oferece uma maior disponibilidade de minerais, vitaminas e proteinas, bem
como atua como hidrica imprescindivel ao neonato. Além disso, a amamentacao esta
relacionada a um menor risco de ocorréncia de infecgdes em bebés (Colombo, Crippa et
al., 2018), sendo a alimentacdo recomendada como exclusiva para o bebé recém-nascido

durante os primeiros seis meses de vida.



Quanto aos beneficios contra o desenvolvimento de doengas cronicas nao-
transmissiveis, tais como a prote¢do contra obesidade e diabetes mellitus tipo 2, por
exemplo, a presenca em niveis adequados dos hormodnios metabdlicos leptina (Bouret,
Draper et al., 2004), insulina (Chong, Vogt et al., 2015) e grelina (Steculorum, Collden
et al., 2015; Parrela, Borkenhagen et al., 2022), por exemplo, sdo cruciais uma vez que
desempenham um papel significativo na matura¢do de conexdes neurais hipotalamicas
que podem evitar os efeitos de longo prazo oriundos da programag¢ao metabodlica (Badillo-

Suarez, Rodriguez-Cruz et al., 2017).

1.2. Programacio metabdlica

O estudo para o entendimento dos possiveis mecanismos subjacentes a
programacao metabolica, os quais constituem o chamado conceito DOHaD, abreviagado
do termo inglés Developmental Origens of Health and Disease (Uauy, Kain et al.,2011),
no qual se postula que insultos diversos (dentre estes alteragcdes nutricionais e hormonais),
particularmente em periodos criticos do desenvolvimento tais como o estagio intrauterino
e a lactacdo, sdo responsaveis por modular vias neuroenddcrinas afetando o padrao de
transcricdo génica (Aranda, Mas et al., 2015) e processos fisiologicos que levam ao
surgimento de disturbios metabdlicos diversos, tais como diabetes mellitus tipo 2,
hipertensao e obesidade.

Durante a gestacdo, a mulher passa por uma série de mudangas fisicas e
metabolicas significativas, oferecendo uma oportunidade Unica para programar a saude
futura tanto da mae quanto do bebé (Parrettini, Caroli et al., 2020). Os efeitos de longo
prazo resultantes da programacao perinatal t€ém sido observado em ratos filhos de maes
que foram submetidas tanto a ingestdo de dieta hipercaldrica (De Jong, Barrand et al.,
2018) como a desnutrigdo (Miranda, De Lima et al., 2022).

Contudo, os primeiros estudos fazendo associagdo entre peso ao nascer € o
surgimento de hipertensdo, obesidade e diabetes mellitus tipo 2 na vida adulta foram
desenvolvidos por David Barker, renomado pesquisador no campo da epidemiologia
clinica que contribuiu grandemente para o atual paradigma DOHaD. Em suma, em sua
hipotese, David Barker propds que o baixo peso ao nascer seria um forte marcador para
o surgimento de hipertensdo, obesidade e diabetes mellitus tipo 2 na vida adulta (Barker,
Hales et al., 1993; Mi, Law et al., 2000; Osmond e Barker, 2000; Barker, 2001), uma vez
que o ambiente intrauterino influencia o feto em desenvolvimento, de modo a modular o

padrao de transcrigdes génica (Burdge e Lillycrop, 2010; Tiffon, 2018), deixando-o



vulnerdvel ao desenvolvimento de disfungdes do metabolismo energético duradouras
(Weaver, Cervoni et al., 2004; Cooper, 2013).

Nesse contexto, a hipdtese de Barker, também conhecida como hipotese do
fenotipo poupador, que teve como base os estudos realizados com descendentes de maes
que viveram a tragica experiéncia da fome Holandesa, ocorrida em 1944 (Roseboom,
Van Der Meulen et al., 2001; Van Abeelen, Veenendaal et al., 2012), foi posteriormente
evidenciada através de estudos epigenéticos em humanos (Heijmans, Tobi et al., 2008;
Tobi, Goeman et al., 2014) e modelos animais (Burdge, Slater-Jefferies et al., 2007) a
partir dos quais pode-se constatar que as adaptagdes fetais sofridas frente a escassez
calérica durante a desnutri¢do resultaram em mudancas duradouras que modulam o
organismos de modo a acumular mais reservas energéticas, culminando com maior risco
para a obesidade e doengas associadas (Ryznar, Phibbs et al., 2021)

A gravidez, a fase de lactacao e os primeiros anos de vida representam momentos
criticos para implementar intervengdes importantes. No entanto, ndo podemos subestimar
a importancia de promover comportamentos que influenciem tanto fatores nutricionais
quanto ndo nutricionais na adolescéncia, tanto para homens quanto para mulheres,
aproveitando ao maximo o potencial da DOHaD. A juventude, ¢, portanto, uma fase vital
para a implementagao de estratégias informadas pela DOHaD (Bay, Morton ef al., 2016).
Tais evidéncias corroboram a ideia de que estratégias de prevencgdo aos distirbios do
metabolismo energético associados a alteragdo nutricional, podem ser direcionadas para
a prole durante as fases criticas do desenvolvimento, incluindo ndo sé a gestagdo e
lactacdo, mas também o periodo pré-concepcional (Ramirez-Lopez, Berrios et al., 2015)
e a adolescéncia (De Oliveira, Lisboa et al., 2013; De Oliveira, De Moura et al., 2018;
Dos Santos, Miranda et al., 2023).

Dessa forma, os estudos em modelos animais sao usados como base para o
desenvolvimento de abordagens metodoldgicas para investigar a variedade de
mecanismos potenciais que estdo na base do paradigma DOHaD (Segovia, Vickers et al.,
2014). Por exemplo, recentemente, foi demonstrado que ratos filhos de maes expostas a
uma dieta rica em lipidios durante a gestacdo e lactacdo desenvolveram obesidade e

resisténcia hipotalamica a leptina (Gomes, Bueno et al., 2018).

1.3. Obesidade
A obesidade ¢ uma condicdo que desempenha um papel significativo no

desenvolvimento de diversos problemas de saude. Ela resulta da complexa interagao entre



fatores genéticos, nutricionais € metabolicos. Deve ser classificada com base na
composicao e distribuicdo da gordura corporal, uma vez que o tecido adiposo influencia
o metabolismo de lipidios e glicose, além de estar associado a um estado de inflamagao
de baixo grau (De Lorenzo, Soldati et al., 2016).

Até alguns poucos anos, o tecido adiposo branco (TAB) era considerado
simplesmente um local de armazenamento passivo de energia. Contudo, atualmente,
reconhece-se sua importancia como um 6rgao enddcrino crucial para a manutengdo da
homeostase metabodlica, o qual é composto por outros tipos de células, que ndo somente
os adipdcitos (que compdem o tipo celular predominante), bem como por uma fragao
vascular estromal, que engloba pré-adipocitos, fibroblastos, células endoteliais e células
do sistema imunolégico. Como 6rgio enddcrino, o tecido adiposo secreta diversos fatores
bioativos, agrupados sob o termo geral adipocinas, que desempenham fungdes
fisiologicas fundamentais, incluindo regulacdo da diferenciagdo de adipocitos,
metabolismo de glicose e lipidios, controle da saciedade, modula¢do do sistema
imunolégico, influéncia na fungdo cardiovascular e regulagdo neuroenddcrina (Segovia,
Vickers et al., 2014). Quando sob regulagdo anormal, as adipocinas contribuem para o
desenvolvimento de comorbidades relacionadas a obesidade, tais como dislipidemia,
diabetes mellitus tipo 2 e doencas cardiovasculares (Wanderley e Ferreira, 2010).

A ocorréncia da obesidade tem mostrado um aumento continuo tanto em nagoes
desenvolvidas quanto em paises em desenvolvimento ao longo das ultimas quatro
décadas. Assim, a obesidade e as condi¢des médicas relacionadas tais como a resisténcia
a insulina representam uma grande preocupa¢do no que diz respeito a saude publica
mundial e aos custos associados a assisténcia médica (Segovia, Vickers et al., 2014).

Tecidos que sdo sensiveis a insulina, como o tecido adiposo, o musculo
esquelético e o figado, acabam sofrendo profundas influéncias da obesidade, tanto em
termos de alteragdes biomoleculares quanto de funcionalidade. Parcialmente, a
modulacdo da sensibilidade a insulina parece estar relacionada a alteragdes no equilibrio
redox e estresse oxidativo, bem como a fatores de inflamacao, nutrientes ¢ substancias
associadas a microbiota intestinal (Barazzoni, Gortan Cappellari et al., 2018).

Com a obesidade, os adipocitos aumentam em tamanho, resultando na perda de
sua adequada funcionalidade. Essas células adiposas disfuncionais comecam a atrair
macrofagos, os quais adquirem um perfil inflamatério; em adigdo ha também aumenta na
liberacdo de acidos graxos livres, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) e

citocinas pro-inflamatorias, que se espalham pelo corpo (Ahmed, Sultana ef al., 2021).
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Os acidos graxos livres em excesso ¢ os lipidios da dieta acabam se acumulando
em Orgdos nao adiposos, como o figado, musculo esquelético e pancreas, formando
depositos de gordura ectdpica, levando a um estado de lipotoxicidade, afetando
negativamente as organelas celulares, contribuindo para uma liberagdo excessiva de
EROs e substancias pro-inflamatorias, resultando em inflamagao sistémica de baixo grau,
a qual em longo prazo impede que a insulina atue adequadamente na sua via de

sinalizacdo interrompendo a homeostase da glicose (Ahmed, Sultana ef al., 2021).

1.4. Acao da insulina na manutenciao da homeostase glicémica

O pancreas desempenha fungdes essenciais na regulacdo da digestdo de
macronutrientes ¢ homeostase glicémica, consequentemente contribuindo para o
equilibrio do metabolismo energético do organismo, por meio da liberagao de diversas
enzimas digestivas e hormonios. No que tange a funcdo enddcrina, esse conhece cinco
tipos de células que secretam uma variedade de hormdnios no sistema enddcrino (células
a, responsaveis pela producdo e secre¢do do glucagon, células B, que produzem e
secretam amilina, peptideo C e insulina, células vy, responsaveis pela producao e secre¢ao
do polipeptideo pancreatico (PP), células o, produtoras de somatostatina e as células ¢,
que secretam grelina), enquanto a somatostatina inibe a liberag¢ao de glucagon e insulina,
o PP regula a atividade de secre¢do exdcrina e endocrina do pancreas, possibilitando
assim a regulacao da homeostase da glicose (Roder, Wu et al., 2016).

A acdo da insulina inicia-se com a liga¢do a sua proteina receptor, o receptor de
insulina (IR), presente na superficie celular. O substrato do receptor de insulina (IRS) se
liga ao IR fosforilado, desencadeando a ativacdo de proteinas quinases, incluindo a
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K). A PI3K converte fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) na membrana celular. A acumulagao
de PIP3 ativa a proteina quinase Akt (PKB), que ¢ fosforilada e ativada. Um dos principais
efeitos da ativacdo da Akt ¢ a translocagao do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4)
para a membrana celular em tecidos como musculo e tecido adiposo branco. Isso facilita
a entrada de glicose nas células, onde, no tecido adiposo, a glicose ¢ utilizada na sintese
de triglicerideos, enquanto no musculo ¢ empregada como fonte de energia durante a
contracdo muscular (Gardner e Shoback, 2013).

A acdo da insulina é complexa e envolve varios processos no organismo, sendo
essencial para a regulacdo do metabolismo da glicose, ¢ crucial para manter a glicose

sanguinea em niveis adequados, permitindo que as células obtenham a energia de que
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precisam. Todas as agdes da insulina sao mediadas pelo seu receptor de membrana (IR),
o qual tem carater tirosina quinase. Ela desempenha um papel central na fisiopatologia da
sindrome metabolica, resultando na diminui¢do da capacidade de resposta a insulina em
diversos tecidos, incluindo gordura, figado e musculos. Varios estudos evidenciaram que
a resisténcia a insulina representa um estagio inicial no desenvolvimento do diabetes

mellitus tipo 2 (Saltiel, 2021).

1.5. Metformina e seu papel na manutencao da homeostase energética

Agente anti-hiperglic€émico oral amplamente utilizado no tratamento do diabetes
mellitus tipo 2, a metformina (1,1-dimetilbiguanida) ¢ um medicamento originério da
planta arbustiva Galega officinalis (também conhecida como galega, lilds francés ou
arruda capraria) pertencente a subfamilia Faboideae, encontrada no sul da Europa e na
Asia Ocidental, a qual ja vem sendo usada na medicina popular ha séculos (Bailey, 2017).
Gragas a seu efeito antidiabético associado, principalmente a inibi¢ao da gliconeogénese
hepética, bem como gragas as raras causas de hipoglicemia em seus usuarios, devido ao
seu notavel perfil de seguranca (Defronzo e Goodman, 1995; King, Peacock et al., 1999),
a metformina se tornou o medicamento mais amplamente prescrito para pacientes com
diabetes mellitus tipo 2, em todo o mundo, sendo inclusive adicionada a lista de
medicamentos essenciais da Organizagdo Mundial de Saude em 2011 (WHO, 2011).

Além da eficacia antidiabética, o uso de metformina esta associado também a
perda de peso, tanto em pessoas diabéticas como nao diabéticas (Ouyang, Isnard et al.,
2020). A metformina atua por meio de mecanismos que podem ser tanto dependentes
quanto independentes da proteina quinase ativada por AMP (AMPK), exercendo sua
influéncia no organismo nao apenas por meio da supressao da atividade mitocondrial
respiratoria, mas também através da inibicdo da glicerofosfato desidrogenase
mitocondrial € de um mecanismo que envolve o lisossomo (Lamoia e Shulman, 2021).

Nos tltimos 10 anos, a compreensdo sobre o mecanismo de a¢do da metformina
se desenvolveu significativamente, passando de uma visdao simples de que esse
medicamento melhora a regulacao da glicose no figado por meio da ativagdo da AMPK,
para uma visdo muito mais complexa, que reflete seus diversos modos de agao (Rena,
Hardie et al., 2017).

Novas evidéncias indicam que a metformina tem potencial de melhorar a
inflamacao sistémica associada a obesidade, influenciando tanto diretamente quanto

indiretamente as células imunes residentes nos 6rgdos metabodlicos, como o tecido
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adiposo, o trato gastrointestinal e o figado. Sendo que o trato gastrointestinal desempenha
um papel fundamental na acdo desse medicamento, incluindo a regulagdo do hormonio
peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) e modificagdes na composi¢ao da microbiota
intestinal (Foretz, Guigas ef al., 2019).

Resultados demonstrados em pesquisas recentes apontam também que o fator de
crescimento e diferenciagdo 15 (GDF-15) tem um impacto significativo na modificagdo
do peso corporal em individuos que utilizam a metformina, atuando de forma
independente nesse contexto, onde a expressao desencadeada foi claramente identificada
em cé¢lulas epiteliais intestinais e renais. Sendo demonstrado que a metformina e outras
biguanidas, como a fenformina, induzem a expressdo de GDF-15 em hepatodcitos animais
e humanos (Ouyang, Isnard et al., 2020).

Ratos pré-diabéticos induzidos precocemente pelo tratamento neonatal com L-
glutamato monossédico (MSG), quando tratados com metformina apresentaram melhora
significativa da intolerancia a glicose, resisténcia tecidual a insulina, hiperinsulinemia e
diminuiu o acimulo de tecido adiposo. Além disso, em outro estudo, ratos adultos que
foram inoculados com cé¢lulas de carcinoma de Walker 256 e posteriormente tratados com
metformina durante a adolescéncia apresentaram inibicdo do crescimento tumoral,
indicando que o bloqueio do desenvolvimento do cancer na vida adulta pode ser
dependente de uma intervencao precoce (Franco, Miranda et al., 2014).

Diante de tais evidéncias, nossa hipotese € que um tratamento com metformina,
mesmo se feito apenas durante a adolescéncia, tem potencial de mitigar os efeitos de
programag¢do metabolica instalada durante a vida perinatal, via leite materno em uma
condicdo de obesidade, uma vez que estas sdo fases criticas do desenvolvimento onde a
prole jovem (recém-nascida e/ou adolescente) estd em uma janela de maior plasticidade
neuroendocrina, sendo portanto suscetivel a sofrer modula¢des que podem tanto induzir
a uma condi¢do de doenga quanto de satde. Assim, o desenvolvimento de estudos nesse
ambito ¢ de grande relevancia para ampliar o conhecimento sobre novas possibilidades
terapéuticas acerca da ag¢dao de intervencgdes precoce que possam atenuar o alarmante
crescimento de doencas metabdlicas no mundo, o que certamente poderd promover
melhor qualidade de vida a pessoas acometidas pela sindrome metabdlica como também

qualidade na destinacdo de recursos econdmicos voltados a saude publica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar o potencial terapéutico da metformina, durante a adolescéncia, como
desprogramador de disfun¢des metabolicas induzidas pela obesidade materna durante a

lactacdo, bem como analisar seu efeito sexo-dependente.

2.2. Objetivos especificos
Estudo em ratas mdes:
v’ Avaliar a evolugdo ponderal, ingestdo alimentar e hidrica, bem como a
composic¢ao corporal materna;
v Avaliar o valor energético e composi¢ado bioquimica do leite materno;
v' Avaliar a homeostase glicémica e perfil lipidico materno durante o periodo de

aleitamento da prole.

Estudo em ratos machos e fémeas (prole):
v Avaliar a composig¢do corporal e comportamento alimentar;
v’ Avaliar a homeostase glicémica e perfil lipidico;

v’ Avaliar a sensibilidade a insulina;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Condicoes éticas e ambientacio animal

Foram utilizados ratos Wistar, criados no biotério do Nucleo de Pesquisa € Apoio
Didatico em Saude (NUPADS), Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de
Mato Grosso (UFMT), Campus Universitario de Sinop. Todos os procedimentos
experimentais foram desenvolvidos de acordo com as normas do Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso; segundo os principios
éticos na experimentacdo animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle na
Experimentacdo Animal (CONCEA) em consonancia com a Lei 11.794/2008. Os
protocolos foram aprovados pelo comité de ética animal (protocolo: 23108.017073/2019-
56).

Ao longo do periodo experimental, os animais ficaram no biotério sob condi¢des
controladas de temperatura, em ciclo claro-escuro de 12 horas e umidade relativa do ar
em 60 + 5%, com agua e ragdo ad libitum.

O acasalamento foi realizado na proporcao de duas fémeas para um macho, com
idade média de 60 dias e apds regulagao de ciclo estral. Assim que identificada a gestacao,
as ratas prenhas foram alojadas em gaiolas padrdo com apenas um animal por caixa e com

livre acesso a agua e comida durante o periodo da gestacao.

3.2. Modelo experimental

Ao nascimento, o tamanho da ninhada foi padronizado para oito filhotes, quatro
machos e quatro fémeas para cada mae. As ninhadas foram divididas randomicamente
em dois grupos, grupo controle (Cont), cujas ratas maes foram alimentadas com dieta
padrio para roedores durante toda a lactagdo (Nuvilab CR-1, Nuvital®, Curitiba, PR,
Brasil) e grupo obeso (Ob), cujas ratas maes foram alimentadas durante a lactagdo com
uma dieta obesogénica hipercalorica de alta palatabilidade, contendo 729 kcal mais
calorica que a racao padrdo. Os valores de macro e micronutrientes estdo apresentados na
Tabela 1. Os pellets foram produzidos no laboratério a partir da mistura composta por
racdo padrdo, caseina, 6leo de soja, leite condensado, banha de porco, amido de milho,
acucar cristal e adi¢ao de mistura de vitaminas e sais minerais especificos para manter os
valores de adequados de micronutrientes, segundo a recomendagdo do American Institute

of Nutrition.
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Tabela 1. Composicao da dieta

Componentes Dieta padrao Dieta hipercalorica

(g’ke) (g/kg)

Carboidratos 655,00 586,35

Proteinas 220,00 163,20

Lipideos 40,00 176,71

Fibras 40,00 28,74

Mistura de vitaminas* 10,00 10,00

Mistura de minerais*® 35,00 35,00

Total (g) 1.000,00 1.000,00

Valor calérico (Kcal) 3.860,00 4.589,00

Os valores estdo apresentados em g/1.000 g de dieta.
* A Mistura de sais minerais e de vitaminas usadas na composic¢ao da dieta seguiram as recomendagdes do
American Institute of Nutrition (Reeves, Nielsen ef al., 1993).

Ratas do grupo Obese ingeriram além de 4gua pura, 4gua com adi¢do de sacarose
a 10% e seguiram nessas condigdes por todo o periodo de amamentagdo de sua prole, de
22 dias.

Durante todo o periodo de lactagdo, as ratas de ambos os grupos experimentais
foram pesadas, bem como tiveram sua ingestao alimentar e hidrica aferidas a cada dois

dias.

3.3. Coleta e analise de leite materno

Ao 12° dia de amamentacdo, para padronizar um tempo minimo de jejum na prole
e assegurar produ¢do e acumulo de leite nas maes, as ratas lactentes foram separadas de
seus filhotes por um periodo de 2h (das 08h as 10h), logo apds esse periodo as ratas
foram anestesiadas (ketamina, 75 mg + xilazina, 15 mg/kg de peso corporal, i.m.) e

submetidas a uma inje¢do de ocitocina sintética (2,5 IU/kg de peso corporal, i.p.;
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Oxytocin®, Chemical Union, Embu, Sdo Paulo, SP, Brasil) para subsequente coleta de
leite (Parrela, Borkenhagen et al., 2022).

Com auxilio de pipeta plastica Pasteur®, as ratas foram ordenhadas manualmente
e o leite (500uL) coletado em tubo plastico Eppendorf® acomodado sobre placa de gelo
durante todo o periodo da coleta congelados em ultra freezer -80 °C (Parrela,
Borkenhagen et al., 2022) para posterior dosagens bioquimicas (glicose, triglicerideos,
colesterol total, calcio e proteinas totais) por espectrofotometria, utilizando-se de kits

comerciais (Gold Analisa Diagnéstica®, Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil)

3.4. Crematocrito do leite

O crematdcrito consiste na técnica analitica que permite a estimativa do contetido
energético do leite (Lucas, Gibbs ef al., 1978). Para cada amostra de leite, utilizou-se trés
aliquotas de 75uL coletadas em tubos micro capilares (75mm x Imm x 1,5mm) com uma
das extremidades vedada. Apds micro centrifugacdo por 15 minutos, sob agitacao de 995
g e refrigeragdo a 4°C (SOLAB refrigerada SL 703) duas colunas foram formadas, a
coluna de creme e a coluna de soro, as quais foram medidas com auxilio de régua
especifica e os dados expressos em milimetros. Os calculos foram realizados, a partir das
medidas das colunas, estimando-se o valor caldrico e a porcentagem de gordura do leite
e comparando-os com seus controles, baseados em uma equacao de regressao, usando-se
fatores de conversdao de kcal/g de lipideos, carboidratos e proteinas (Wang, Chu et al.,
1999) e seguindo recomendagao de protocolo de banco de leite humano, como ja bem
demonstrado (Lucas, Gibbs et al., 1978; Xavier, Scomparin et al., 2019):

1. Avaliacdo do teor de creme: Coluna de creme (mm) x 100 + coluna total (mm)
=% de creme.

2. Avaliacao do teor de gordura: (% de creme — 0,59) +~ 1,46 = % de gordura.

3. Célculo do conteudo energético total: (% de creme x 66,8 + 290) = kcal/litro.

Coluna total = coluna de creme + coluna de soro Coluna de creme = componentes

lipossoluveis + contetido proteico

3.5. Avaliacao do efeito da dieta hipercaldrica sobre composi¢cao corporal materna
Ao término do periodo de amamentagdo da prole, as ratas maes foram pesadas e

submetidas a jejum noturno de 12h, e posteriormente foram eutanasiadas por decapitacado

(Parrela, Borkenhagen et al., 2022) para coleta de amostra teciduais e sangue total. Em

seguida o sangue foi centrifugado (SOLAB refrigerada SL 703) e o plasma separado e
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armazenados em freezer a -20 °C para posterior dosagens bioquimicas dos niveis de
glicose e perfil lipidico por meio da utilizagdo de kits comerciais (Gold Analisa
Diagnostica®, Ltda., Belo Horizonte, MG, Brasil) por espectrofotometro (BEL
Photonics).

Para a remocdo das amostras teciduais as ratas foram laparatomizadas e entdo
dissecou-se o tecido adiposo marrom (TAM), gordura visceral (periovariana,
retroperitonial e mesentérica), amostras de musculo esquelético (extensor longo dos
dedos, EDL e soleo) e o figado, os quais foram pesados em balanga analitica (Marte

Cientifica modelo AD500) e armazenados em ultra freezer a -80 °C.

3.6. Avaliacao do estresse oxidativo

A andlise do estado redox foi realizada por meio da mensuracao dos marcadores
de defesa antioxidante (como a atividade das enzimas CAT e GST e dos marcadores
GSH) e dos marcadores de danos oxidativos [como a peroxidagdo lipidica, através da
quantifica¢do de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) e carbonilagdo de
proteinas (Carbonil)]. As analises foram realizadas no Laboratério Integrado de Pesquisas
Quimicas (LiPEQ), sob a supervisao da Prof.? Dr. Valéria Sinhorin, Universidade Federal
de Mato Grosso (UFMT) Campus Universitario de Sinop.
Para a normalizagdo dos ensaios, foi determinada a proteina total das amostras, pelo

método de Bradford a 595 nm, utilizando albumina de soro bovino como padrao.

3.6.1 Quantificacdo da atividade da CAT

A atividade enzimatica da CAT foi determinada de acordo com metodologia ja
bem estabelecida (Nelson e Kiesow, 1972). Amostras teciduais de figado foram
homogeneizadas na propor¢ao 1:30 e 1:10 em solucdo resfriada de tampao fosfato
(K2HPO4) 20 mmol/L, pH 7,4, com Triton X-100 e cloreto de s6édio (NaCl) com auxilio
de um homogeneizador dispersor. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 10.000
rpm a 4 °C por 15 minutos. A atividade da CAT foi quantificada em espectrofotometro
(comprimento de onda de 240 nm), a qual se deu através da mensuragao da velocidade
com que o H>O» foi reduzido a H>O. Para a realizagdo da leitura da atividade da CAT
foram preparados tampao fosfato 50 mmol/L, pH 7,0, e H202 300 mmol/L. O resultado

foi expresso como pmol/min/mg proteina.

3.6.2 Quantifica¢do da atividade da GST
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Amostra tecidual de figado foi diluida na propor¢ao de 1:10. Em seguida, foram
homogeneizadas em tampado fosfato de potassio (KoHPO4) 20 mmol/L, pH 7,0 e
centrifugadas a 10.000 rpm a 4 °C por 15 minutos. Para leitura, foram preparadas solu¢des
27 de tampao fosfato de potassio (K;HPO4) 20 mmol/L, pH 6,0, GSH 10 mmol/L e 1-
cloro-2,4- dinitrobenzeno (CDNB) 20 mmol/L. Durante a leitura foi utilizado 1,250 mL
de tampao com pH 6,0, mais 150 pL. de GSH, 25 pL de tecido e 75 pL de CDNB. O
resultado foi expresso como pmol GS-DNB/min/mg proteina (Habig, Pabst et al., 1974).

3.6.3 Quantificacdo do TBARS

As TBARS foram quantificadas conforme método descrito por (Buege ¢ Aust,
1978). A amostra tecidual de figado foi homogeneizado em tampao fosfato de potéssio
(KoHPO4) 20 mmol/L, pH 7,5, e centrifugados a 4.000 rpm, por 15 minutos a 4°C. A
seguir foram adicionados 500 pL de TCA a 10%, e 500 pL de 4cido tiobarbitarico (TBA)
a 0,67%. A mistura foi aquecida em dgua fervente por 30 minutos e resfriada em banho
de gelo por 10 minutos. As amostras foram agitadas vigorosamente em vortex. Apds
centrifugacdo a 10.000 rpm, por 15 min a 4°C, as TBARS foram determinadas na
absorbancia de 535 nm, utilizando-se a curva de malonaldeido (MDA) como padrdo. O

resultado foi expresso como nmol/MDA/mg proteina.

3.6.4 Quantificagcdo dos niveis de carbonilacao de proteinas

A quantificagdo dos niveis de carbonilagdo de proteinas foi realizada usando
método descrito por (Colombo, Clerici ef al., 2016). O figado foi homogeneizado com 1
mL de tampao fosfato-salino (PBS), e posteriormente centrifugados a 3000 rpm por 10
minuto a 4 °C. Em placa de 96 pocos, foram 28 colocados 100 uL e, em seguida,
adicionados 100 puL de solugao de DNPH (19,8 mg de DNPH em 10 mL de HCI 2 mol/L).
A placa foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente no escuro e, em seguida, 50
mL de NaOH 6 mols/L (24 g de NaOH em 100 mL de H>O) foram adicionados. A leitura

foi realizada a 450 nm e o resultado expresso em nmol/carbonil/mg proteina.

3.7. Avaliacao da ingestido de leite e evolucio ponderal da prole durante a lactagao
A evolucao ponderal da prole foi aferida a cada dois dias, desde o nascimento até
os 22 dias de vida, quando se deu o desmame.
Para quantificagdao da ingestao de leite a prole foi pesada e entdo separada de sua

respectiva mae pelo periodo de 4h (das 10h as 14h) para assegurar jejum de 4h (Parrela,
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Borkenhagen et al., 2022). A ingestao de leite foi aferida nas idades 6, 11 e 16 dias de

vida da prole.

3.8. Tratamento da prole com metformina na adolescéncia

Aos 22 dias de vida, a prole foi desmamada e dividida por sexo (machos e fémeas)
em caixas separadas, as quais, aos 30 dias de vida, foram subdivididas em grupo Cont,
composto pela prole (machos e fémeas) cuja mae ingeriu dieta padrdo durante lactacdo e
ndo receberam tratamento medicamentoso durante adolescéncia; grupo controle-
metformina (Cont-Met), composto pela prole (machos e fémeas) cuja mae ingeriu dieta
padrao durante lactagdo e foram tratados com metformina durante adolescéncia (250
mg/kg em agua de beber, dos 30 aos 60 dias de vida); grupo Ob, composto pela prole
proveniente de maes submetidas a ragcdo hipercaldrica na lactagdo e que nao receberam
tratamento medicamentoso durante a adolescéncia; e grupo Ob metformina (Ob-Met),
composto pela prole oriunda de maes que ingeriram dieta obesogénica durante lactagao
e que foram tratados com metformina durante a adolescéncia (250 mg/kg em agua de
beber, dos 30 aos 60 dias de vida).

A metformina (Metformin cloridrato, Medley, Brasil) foi dissolvido em agua na
dose de 250 mg/kg de peso corporal, a qual foi adaptada de estudos prévios (Li, Zhang et
al., 2020; Xavier, 2022), fornecidas no reservatdrio de dgua da caixa dos ratos no periodo
da adolescéncia, dos 30 aos 60 dias de idade, enquanto os outros grupos receberdo agua

pura.

3.9 Avaliacio da homeostase glicémica da prole

Entre os 110 e os 115 dias de vida, um lote de ratos de cada sexo e grupo
experimental foi pesado e submetido aos testes de tolerancia intraperitoneal a glicose
(ipGTT), o qual foi realizado ap6s jejum de 12 horas (das 7h as 19h) em ratos conscientes,
sem efeito de anestesia. Para o ipGTT, administrou-se uma carga de glicose (2g/kg de
peso corporal, i.p.), anteriormente a administragdo de glicose foi realizada a primeira
dosagem da glicemia de jejum, que correspondeu ao tempo zero (0 minutos) em seguida
a dose de glicose foi aplicada em cada rato, e entdo foram feitas novas dosagens de glicose
sanguinea aos 30, 60, 90 e 120 minutos apds aplicacdo (De Freitas Mathias, Miranda et
al., 2020)

Apo6s 48h da realizagdo do ipGTT, os mesmos ratos foram submetidos ao teste

intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT), o qual foi realizado apds jejum de 4h,
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onde foi administrada uma dose de insulina (1 IU/kg de peso corporal, i.p.), € como
anteriormente mencionado, antes da administracao de insulina uma primeira dosagem da
glicemia foi obtida, correspondendo ao tempo zero (0 minutos) e entdo apds a
administracao da insulina, nos tempos 15, 30, 45 ¢ 60 min foram feitas novas dosagens
de glicose sanguinea. Ambos os testes foram realizados com glicosimetro (Accu-Chek
Active, Roche) e a amostra de sangue foram provenientes da veia caudal (De Freitas

Mathias, Miranda et al., 2020).

3.10 Avaliaciao da composiciao corporal

Aos 120 dias de vida, ap6s jejum noturno de 12h (das 20h as 08h) os ratos foram
pesados e em seguida eutanasiados por decapitagcdo sem efeito de anestésico, para a coleta
de amostras sanguineas, as quais foram coletadas em tubos heparinizados e centrifugadas
por 15 minutos a 1248 g (SOLAB refrigerada SL 703). Em seguida o plasma foi coletado
e refrigerado a —20°C para posterior dosagens (Parrela, 2022).

Aferiu-se o comprimento naso anal (CNA) (Bernardis e Patterson, 1968), e na
sequéncia apds laparotomia, amostras teciduais foram dissecadas, como o tecido adiposo
branco visceral (gordura periepididimal ou periovariana, retroperitonial e mesentérica),
musculo esquelético (EDL e musculo s6leo), TAM, pancreas e figado, que foram pesados
individualmente em balanca analitica (Marte Cientifica modelo AD500) e em seguida

foram armazenados em ultra frezeer a — 80 °C para avaliagdo posterior.

3.11 Analises estatisticas
Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de normalidade para avaliagao

da distribuicdo Gaussiana, assumindo uma distribuicdo Gaussiana, os dados que
continham dois grupos foram submetidos a analise estatistica através do teste t de Student,
e os demais foram submetidos a andlise de varidncia de uma via (one-way ANOVA),
seguido dos pos teste de Tukey's, considerando-se valores P<0,05 como estatisticamente
significativos.

Todas as avaliagdes estatisticas foram realizadas através do programa estatistico
GraphPad Prism, versao 8.0 (GraPhpad Prism 8.0, Software for Windows, San Diego,
CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Ingestao calorica, hidrica e evolucio ponderal materna durante a lactaciao

Ao considerarmos a ingestao calorica (colorias presentes na dieta hipercalorica e
na solugdo de sacarose a 10%), observou-se que o grupo Obese consumiu 32,92% de
calorias a mais em comparagdo ao Cont (P<0,001, Fig. 1 A-B). Quanto a ingestao hidrica
ndo observamos diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05, Fig.1C-D). Durante a
lactagdo, ndo se observou diferenga estatistica na evolugcdo ponderal entre os grupos

(P>0,05, Fig. 1E-F).
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Figura 1. Ingestao de mies durante lactacio e evolu¢do ponderal. Os dados estdo apresentados como
média + erro padrdo da média de 7-9 ratas, os quais foram submetidos a analise estatistica através do teste
t de Student, onde *** P<0,001. ASC, representa a area sob a curva da respectiva figura acima.

4.2 Composicao corporal materna

No final da lacta¢do, nas maes Obese foram observados valores aumentados de
peso corporal em 11,58% em relacdo ao grupo Cont, (P<0,01, Fig. 2A), ja o comprimento

naso-anal (CNA) ndo diferiu entre os grupos (P>0,05, Fig. 2B).
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Quanto a composigao corporal, observou-se que o indice de adiposidade das maes
Obese apresentou aumento de 105% em relacdo com as maes Cont (P<0,001, Fig. 2C),
ao passo que o indice de massa magra e a gordura marrom nao apresentaram diferenca

entre os grupos (P>0,05, Fig. 2D-E).
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Figura 2. Composi¢ao biométrica das mies ao término da lactacio. Os dados estdo apresentados como
média + erro padrao da média de 7-9 ratas, os quais foram submetidos & analise estatistica atraves do teste
t de Student. Sendo *** P<0,001 e ** P<0,01. CNA, comprimento naso anal.

4.3 Parametros bioquimicos das matrizes
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Quanto aos valores observados no plasma materno po6s lactacdo, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos experimentais quanto aos valores dos niveis de

glicose, colesterol total e colesterol VLDL (P>0,05, Fig.3A-C).

Quanto ao perfil lipidico, em comparagdo as ratas Cont, as ratas Obese
apresentaram uma diminui¢do de 53,75% no colesterol HDL e aumento de 38,4% no

triglicerideo, de 5,79% no indice TyG comparadas as ratas Cont (P<0,01, Fig. 3D-G).
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Figura 3. Analise bioquimica plasma materno ao final da lactacio. Os dados estdo apresentados como
média + erro padrao da média de 6-8 ratos, os quais foram submetidos & analise estatistica através do teste
t de Student, *P<0,05, **P<0,01. Cont versus Ob.

4.4 Avaliacao da funcio hepatica materna

Nesse sentido, quando comparado ao grupo Controle, o peso relativo do figado
aumentou 27,03% (P<0,01, Fig.4A), o nivel de proteinas plasmaticas totais foi reduzido
em 16% (P<0,05, Fig.4B) enquanto os niveis plasmaticos enzimaticos de AST
aumentaram 38,37% (P<0,01, Fig.4C) e ALT em 61,54% (P<0,05, Fig.4D). Quanto ao
estado redox no figado, as maes obesas apresentaram niveis aumentados de TBARS,
165,45% maiores do que nas maes do grupo controle (P<0,01, Fig. 4A), e carbonil, que
foi aumentado em 20,62% em comparacdo com as maes do grupo controle (P<0,05, Fig.

4B). Além disso, a CAT hepatica foi 24,25% maior do que nas maes do grupo controle
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(P<0,05, Fig. 8C). E sem diferengas estatisticas entre os grupos em GST (P>0,05, Fig.
4D)
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Figura 4. Anadlise hepatica materna ao final da lactacio. Os dados estdo apresentados como média +
erro padrao da média de 6-8 ratos, os quais foram submetidos a analise estatistica através do teste t de
Student, *P<0,05, **P<0,01. Cont versus Ob.

4.5 Composicao do leite materno

A andlise de leite materno apresentou os valores de triglicerideos de ratas Obese
aumentado em 32,17% em relagcdo as Cont (P<0,05, Fig. 5A), enquanto reduziu em
18,14% os niveis de proteina total em Obese (P<0,001, Fig. 5B) e o colesterol total no
grupo Obese apresentou-se 23,94% maior em relagdo ao valores de Cont (P<0,05, Fig.
5C) e apresentou niveis aumentados de glicose em 17,12% (P<0,05, Fig.5D). Nao houve
diferenga estatistica entre os grupos experimentais quanto aos valores de calcio (P>0,05,

Fig.5E).
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de 6-8 ratos, os quais foram submetidos a analise estatistica através do teste t de Student, *P<0,05
***P<(,01. Cont versus Ob.

Quanto ao conteudo de gordura no leite, observou-se aumento de 96,96% no grupo
Obese em comparagao Cont (P<0,001, Fig. 6A) e aumento de 50,95% no contetido
energético total do grupo Obese em relacdo ao grupo Cont (P<0,01, Fig. 6B).
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Figura 6. Contetido de gordura no leite. Os dados estdo apresentados como média + erro padrao da média
de 6-8 ratos, os quais foram submetidos a analise estatistica através do teste t de Student, **P<0,01. Cont
versus Ob.

4.6 Avaliacao da evolugdo ponderal e ingestio de leite da prole durante lactagio

Como esperado, o peso ao nascer nao diferiu entre sexo € nem entre grupo
(P>0,05, dados nao mostrados). Por outro lado, durante o periodo da lactagao, os filhotes
machos de maes do grupo Obese mostraram um ganho de peso de 14,9%, em relagdo aos
filhotes de maes Cont (P<0,001, Fig. 7A), enquanto que as fémeas ndo apresentaram

diferenca significativa no ganho de peso quando em comparag¢ao com o grupos do mesmo
sexo (P>0,05, Fig. 7B).
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Figura 7. Evolucao ponderal da prole durante lactacio. Os dados estdo apresentados como média + erro
padrao da média de 20-29 ratos, os quais foram submetidos a analise estatistica através do teste t de Student,
**% P<(0,001 Conte versus Ob. ASC, area sob a curva da respectiva curva de evolugdo ponderal ao lado.
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Quanto a ingestao de leite, observou-se que os ratos machos filhos de maes Obese
apresentaram aumento em 84,2% no 6° dia de vida, em 29,7% no 11° e em 39,4% no 16°

dia de vida quando comparados aos ratos de maes Cont (P<0,01, Fig. 8A — C).

No mesmo momento, as fémeas filhas de maes Obese também mostraram
aumento no consumo de leite, sendo observado aumento de 66,1% no 6° dia de vida, de
29,1% no 11° e de 42,7% no 16°, em relacdo a quantidade relativa de leite ingerido pelas

filhas de maes Cont (P<0,01, Fig. 8A-C).

Aos 22 dias de idade os machos Ob, proveniente de maes Obese, tiveram seu peso
corporal 14,4% maior em relacdo aos macho Cont; enquanto as fémeas Ob apresentaram

aumento de 16,4%, em relagdo as fémeas Cont (P<0,05, Fig. 8D).
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Figura 8. Ingestio de leite e peso corporal ao desmame. Os dados estdo apresentados como média + erro
padrdo da média de 20 ratos, de ambos os sexos, os quais foram submetidos a analise de varidncia de uma
via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam diferenca estatistica entre os grupos, onde a)
Cont macho; ) Ob macho; ¢) Cont fémea; d) Ob fémea. A imagem representada na figura E demonstra a
diferenca do tamanho (comprimento naso-anal dos ratos macho Ob e macho Cont aos 22 dias.
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4.7 Evolucao ponderal, ingestao alimentar e consumo hidrico dos animais poés-
desmame

Nos machos, no periodo pré-tratamento (22- 30 dias) apenas o grupo Ob teve
diferenca em relagdo ao grupo Cont. Durante o periodo de tratamento com metformina
(30-60 dias), em comparagao ao animais Cont machos, o ganho de peso corporal dos ratos
Ob foi 10,8% maior; por outro lado os ratos Ob Met apresentaram redugao de 10% no
peso corporal em relagdo aos Ob (P<0,05, Fig.9 A-C), enquanto o grupo Cont Met nao
diferiu dos Cont (P>0,05, Fig. 9A-C). Ja no periodo pds-tratamento (60-120 dias) quanto
ao peso corproal, o grupo Ob manteve seu peso 11,7% maior em relacdo aos animais
Cont, o grupo Ob Met permaneceu 7% menor que os Ob (P<0,05, Fig. 9A-C);e ao passo
que o grupo Cont met ndo se diferiu do Cont (P>0,05, Fig. 9A-C).

Na andlise dos mesmos parametros nas fémeas, antes do tratamento, nido se
observou nenhuma diferenca entre os grupos, durante o tratamento com metformina,
observou-se que o grupo Ob se apresentou 2,4% maior em comparagdo ao Cont (P<0,05,
Fig. 9D-E) e o grupo Ob Met teve 8,5% de reducdo no peso corporal em relacdo aos
animais Ob (P<0,05, Fig. 9D-E). O grupo Cont Met nao apresentou diferenca estatistica
quando comparado ao grupo Cont (P>0,05, Fig. 9D-E). No periodo pds-tratamento,

nenhum dos grupos apresentou diferenca estatistica entre si (P>0,05, Fig. 9F).
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Figura 9. Evolucio ponderal da prole machos (A, B, C e D) e fémeas (E, F, G e H). Os dados estdo
apresentados como média £+ erro padrao da média de 10-15 ratos, machos e fémeas, os quais foram
submetidos a analise de variadncia de uma via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam
diferenca estatistica entre os grupos, onde a) Cont; b) Cont Met; ¢) Ob; d) Ob Met, de ambos os sexos

apresentados separadamente.

Em relagdo ao peso corporal dos ratos machos Cont, em idades especificas, os Ob

apresentaram peso corporal aumentado em 8,55% aos 30 dias de vida, em 11,68% aos 60

dias de vida e em 14,40% aos 120 dias de vida (P<0,05, Fig.10). J4 nas fémeas, ndo foram
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observadas diferencas estatisticas aos 30 dias de vida, ja aos 60 dias observamos um
aumento de 12,82% no grupo Ob versus Cont e aumento de 12,75% em relacdo ao grupo
Cont aos 120 dias de vida (P<0,05, Fig.10)

No final do tratamento, aos 60 dias de vida, no sexo masculino, temos reducao de
13,97% entre os grupos Cont versus Cont Met e sem diferenca entre Ob versus Ob-Met;
por outro lado, aos 120 dias de vida, o grupo Ob Met apresentou peso corporal 9,13%
menor do que o grupo Ob (P<0,05, Fig. 10). Ja no sexo feminino, tanto aos 60 quanto aos
120 dias de vida, ndo foram observdadas diferengas estatiticas entre os demais grupos.

Ao se comprar, machos versus fémeas, todos os grupos foram estatisticamente
diferentes, tanto aos 60 quanto aos 120 dias de vida, quando comparados ao respectivo

grupo de sexo oposto (P<0,001, Fig. 10).
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Figura 10. Peso corporal nas idade 30, 60 e 120 dias (A, B e C) de machos e fémeas. Os dados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média de 2-4 ninhadas, machos e fémeas, os quais foram
submetidos a analise de variadncia de uma via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam
diferenca estatistica entre os grupos, onde a) Cont; ) Cont Met; ¢) Ob; d) Ob Met, de ambos os sexos
apresentados separadamente.
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Quanto a ingestao alimentar dos machos, no periodo pré-tratamento o grupo Ob
e 0 ja designado Ob Met apresentaram um consumo 22% maior comparado ao grupo Cont
(P<0,01, Fig. 11A-B). Por sua vez, o grupo ja designado Cont Met ndo diferiu do grupo
Cont (P>0,05, Fig. 11A e B).

Durante o periodo do tratamento com metformina, ndo foram observadas
diferengas entre nenhum dos grupos (P>0,05, Fig. 11A e C).

No periodo pos-tratamento, o grupo Ob consumiu 12,8% a mais que o grupo Cont
(P<0,05, Fig. 11A e D).Por outro lado, embrora o grupo Ob Met tenha ingerido 6,25% a
menos que o Ob, essa reducdo na inesgtao alimentar ndo diferiu entre eles (P>0,05, Fig.
11A e D), tal como o grupo Cont Met que também ndo apresentou diferenga quando
comparado ao grupo Cont (P>0,05, Fig. 11A e D).

Nas fémeas, antes do tratamento com metformina, ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos (P>0,05, Fig. 11E e F). Embora tenha se observado
que o grupo Ob consumiu 28,5% mais em relagdo ao grupo Cont, esse dado ndo tenha
sido estatisticamente diferente (P>0,05, Fig. 11E-F).

Durante o periodo do tratamento com metformina, o grupo Ob seguiu ingerindo
maior quantidade de dieta, apresentando 5,1% de aumento quando comparado ao grupo
Cont (P<0,05, Fig. 11E e G). J4 o Ob Met ingeriu 10,4% a menos que o Ob e 6% a baixo
do Cont (P<0,05, Fig. 11E e G). Da mesma forma, os animais Cont Met mostraram uma
reducdo de 6% na ingestdo alimentar quando comparados ao grupo Cont (P<0,05, Fig.
11E e G).

No periodo pds-tratamento ndo se observou diferenca entre os demais grupos
(P>0,05, Fig. 11E e H).

Na avaliacao da ingestdo hidrica dos ratos machos, antes do periodo de tratamento
com metformina, observamos que o grupo Ob consumiu 37,5% menos dgua que o grupo
Cont (P<0,05, Fig. 12A-B). Nao apresentando diferencas entre os demais grupos
(P>0,05).

Durante o periodo de tratamento com metformina, o grupo Ob segue ingerindo
menos dgua, de modo que se observou um consumo hidrico 15,2% menor em relagdo ao
grupo Cont (P<0,05, Fig. 12A e C). Por outro lado, ndo se observou diferenca estatistica
entre os outros grupos (P>0,05, Fig. 12A e C).

No periodo pds-tratamento com metformina, nenhum dos grupos apresentaram

diferencas entre si (P>0,05, Fig. 12A e D).
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Quanto a ingestao hidrica nas fémeas no periodo pré-tratamento, observou-se uma
ingestao hidrica 18,8% menor no grupo Ob e no grupo Ob Met em comparagdo ao grupo
Cont (P<0,05, Fig 12E-F). Ao passo que ndo foram observadas diferengas estatisticas
entre os ratos tratatados com metformina e nao tratados em ambos os grupos Cont e Ob
(P>0,05, Fig 12E-F).

Durante o periodo de tratamento com metformina, o grupo Ob apresentou
consumo hidrico 11,3% maior em comparagdo ao grupo Cont (P<0,05, Fig 12E-G) e o
grupo Ob Met apresentou ingestdo hidrica sem diferenca do que o grupo Ob (P>0,05, Fig.
12E e G), se igualando ao grupo Cont (P>0,05, Fig. 12E e G).

No periodo pés-tratamento, o consumo hidrico do grupo Ob foi 7% maior quando
comparado ao grupo Cont Met (P<0,05, Fig. 12E e H), sendo que nao diferiu
estatisticamente do grupo Cont (P>0,05, Fig. 12E e H). O grupo Ob Met ndo apresentou
diferenca quando comparado aos demais grupos (P>0,05, Fig. 12E e H); e o grupo Cont
Met apresentou semelhanca ao grupo Cont (P>0,05, Fig. 12E e G).
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Figura 11. Ingestdo alimentar de machos (A, B, C e D) e fémeas (E, F, G e H). Os dados estio
apresentados como média + erro padrdo da média de 2-4 ninhadas, machos e fémeas, os quais foram
submetidos a analise de variancia de uma via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam
diferenca estatistica entre os grupos, onde a) Cont; ) Cont Met; ¢) Ob; d) Ob Met, de ambos os sexos
apresentados separadamente.
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Figura 12. Ingestio hidrica de machos (A, B, C e D) e fémeas(E, F, G e H). Os dados estdo apresentados
como média + erro padrdo da média de 2-4 ninhadas, machos e fémeas, os quais foram submetidos a analise
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variancia de uma via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam diferenga estatistica entre
os grupos, onde a) Cont; b) Cont Met; ¢) Ob; d) Ob Met, de ambos os sexos apresentados separadamente.

4.8 Avaliacio do peso de orgaos

O peso do figado nos machos, aumentou em 14% nos ratos do grupo Ob quando
comparado ao Cont (P<0,05, Fig. 13A), enquanto nenhuma diferenca estatistica foi
observada entre os demais grupos (P>0,05, Fig. 13A). Da mesma forma, nas fémeas,
temos um aumento de 14,21% no peso do figado das ratas Ob em relacdo ao grupo Cont
e de 14% relacionado ao grupo Cont Met (P<0,05, Fig. 13C).

Quanto ao peso do pancreas, os ratos machos ndo foram observadas diferengas
estatisticas entre os grupos (P>0,05, Fig. 13B). Nas fémeas, também ndo observamos

difereng¢a no peso do pancreas entre os grupos (P>0,05, Fig. 13D).
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Figura 13. Efeito do tratamento com metformina sobre o peso corporal e de 6rgiaos corporais. Os
dados estdo apresentados como média + erro padrao da média de 8-12 animais por grupo experimental, em
ambos 0s sexos, os quais foram submetidos a analise de varidncia de uma via (one-way ANOVA). As letras
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Referente ao indice de adiposidade, os machos do grupo Ob se apresentaram
26,2% maiores em relagdo ao grupo Cont, enquanto os ratos do grupo Ob Met,
apresentaram reducdo de 17% em comparacdo ao grupo Ob (P<0,05, Fig. 14A). Nao
foram observadas diferencgas estatisticas entre os demais grupos (P>0,05, Fig. 14A).

O indice de massa magra dos ratos machos Ob se apresentou 23,8% menor do que
o dos ratos Cont (P<0,05, Fig. 14B) sem mais diferenc¢as entre os demais grupos (P>0,05).
Quanto ao peso da gordura marrom, ndo apresentou diferenga entre os grupos (P>0,05,
Fig. 14C).

Nas fémeas, as ratas do grupo Ob tiveram aumento de 23% no indice de
adiposidade em comparagdo com os ratas Cont (P<0,05, Fig. 14D), enquanto nenhuma
diferenca estatistica foi observada entre os demais grupos (P>0,05, Fig. 14D).

O indice de massa magra das ratas Ob apresentou reducdo de 15,6% quando
comparado ao grupo Cont (P<0,05, Fig. 14E) e nenhuma outra diferenga foi encontrada
entre os demais grupos (P>0,05).Em relacdo ao peso da gordura marrom, ndo se observou

diferenga estatistica entre os grupos (P>0,05, Fig. 14F).
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Figura 14. Composicio corporal e peso da gordura marrom em machos aosv 120 dias de vida (A, B,
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uma via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam diferenga estatistica entre os grupos,
onde a) Cont; ) Cont Met; c) Ob; d) Ob Met, de ambos os sexos apresentados separadamente.

4.9 Parametros bioquimicos aos 120 dias

Os valores bioquimicos em plasma dos filhos machos apresentou um aumento no
colesterol total de 81,82% no grupo Ob comparado ao grupo Cont e uma diminui¢ao de
26,35% no grupo Ob Met quando comparado com o Ob, se igualando ao Cont (P<0,001,
Fig.15A).

No colesterol HDL obervamos uma diminui¢ao de 33,80% nos Ob em relacdo ao
Cont (P<0,01, Fig. 15B), em proteinas totais uma reducdo do grupo Ob de 23,59% a
menos em relacdo ao Cont (P<0,001, Fig.15C) um aumento de 26,28% em triglicérides
do grupo Ob em relagdo com Cont e sem apresentar diferenca estatistica entre Cont e
Cont Met (P<0,01, Fig. 15F), 6,48% elevado em indice TyG relacionando grupo Ob com
Cont (P<0,01, Fig. 15I), aumento de 86,55% nos niveis de glicose do grupo Ob em relagdo
com Cont.

Na anélise de AST obtivemos um aumento de 48,62% nos Ob comparados com
os Cont e de 24,56% relacionando grupo Ob Met com Cont (P<0,001, Fig.15D), ja em
ALT o aumento do grupo Ob foi de 22% em relacdo ao Cont e sem demais diferencas
entre os grupos (P<0,01, Fig.15E). Nao observamos diferenca estatistica entre os grupos
experimentais quanto aos valores dos niveis de colesterol VLDL comparando grupo Ob

ao Cont, somente do grupo Ob relacionado ao Cont Met (P<0,05, Fig.15C).
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Figura 15. Paradmetros bioquimicos dos machos aos 120 dias. Os dados estdo apresentados como média
+ erro padrdo da média de 8-12 animais por grupo experimental, os quais foram submetidos a analise de
variancia de uma via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam diferenca estatistica entre
os grupos, onde a) Cont; b) Cont Met; ¢) Ob; d) Ob Met.
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Nos resultados bioquimico em fémeas temos um aumento de 46,47% do colesterol
VLDL no grupo Ob em relagdo ao Cont e no grupo Ob Met uma reducdo de 31,95%
quando comparado as Ob (P<0,01, Fig.16A), aumento de 53,11% do colesterol total em
Ob relacionado com Cont e reducdo de 22,41% no grupo Ob Met em realagdo ao Ob
(P<0,05, Fig. 16B) diminuicao de 14,74% em proteinas totais nas fémeas Ob comparadas
com as Cont (P<0,05, Figl6E), aumento de 37,53% em triglicerides Ob em comparagao
com Cont (P<0,05, Fig.16F), aumento de 5,77% em indice TyG no grupo Ob em relagdo
ao Cont e reducao de 3,32% no grupo Ob Met relacionado com Ob (P<0,05, Fig.16G).
Na analise de AST obtivemos um aumento de 30,17% nos Ob comparados com os
Cont(P<0,05, Fig. 16H), j4 em ALT o aumento do grupo Ob foi de 40,83% em relagdo
ao Cont (P<0,001, Fig.161) e sem demais diferengas entre os grupos. Nao observamos
diferenca estatistica entre os grupos experimentais quanto aos valores dos niveis de

glicose, colesterol HDL (P>0,05, Fig.16E-I).
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Figura 16. Parametros bioquimicos das fémeas aos 120 dias. Os dados estdo apresentados como média
+ erro padrdo da média de 8-12 animais por grupo experimental, os quais foram submetidos a analise de
variancia de uma via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam diferenga estatistica entre
os grupos, onde a) Cont; b) Cont Met; ¢) Ob; d) Ob Met.

4.8 Avaliacao da homeostase glicémica-insulinémica durante o ipGTT e ipITT
Apesar dos ratos Ob machos apresentarem glicemia de jejum 10,57% maior que

os ratos Cont, a glicemia de jejum ndo diferiu estatisticamente entre os ratos do sexo
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masculino (P>0,05, Fig. 17A). No sexo feminino, as ratas Ob apresentaram glicemia de
jejum 10,87% maior que as Cont, embora também ndo tenham sido estatisticamente
diferentes (P>0,05, Fig. 17A). Por outro lado, as ratas Ob Met apresentaram glicemia de
jejum 11,55% menor quando comparadas as ratas Ob (P<0,05, Fig. 17A).

Durante o ipGTT, os ratos Ob machos apresentaram incremento glicémico
17,34% maior que os ratso Cont (P<0,01, Fig. 17B—C), ao passo que os ratos Ob-Met
apresentaram aumento de 13,36% em relag@o aos ratos Cont (P<0,05, Fig. 17B—C). No
sexo masculino, nao se observou diferenca estatistica entre os grupos Ob Met versus Ob
e nem entre os ratos Cont Met versus Cont (P>0,05, Fig. 17B—C).

No sexo feminino, durante o ipGTT, as ratas Ob apresentaram aumento de 13,44%
no incremento glicémico (P<0,05, Fig. 17D-E), enquanto as ratas Ob-Met apresentaram
incremento glicémico 12,22% menor quando comparadas as ratas Ob (P<0,001, Fig.
17D-E), equiparando-se aos valores glicémicos do grupo Cont (P>0,05, Fig. 17D-E).
Nao se observou diferenga estatistica entre os grupos Cont-Met versus Cont (P>0,05, Fig.

17D-E).
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Figura 17. Homeostase glicémica durante jejum e ipGTT. Os dados estdo apresentados como média +
erro padrdo da média de 8-12 animais por grupo experimental, em ambos os sexos, os quais foram
submetidos a analise de varidncia de uma via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam
diferenca estatistica entre os grupos, onde a) Cont; ») Cont Met; ¢) Ob e d) Ob Met, de ambos os sexos
apresentados separadamente.

Quando comparados aos ratos Cont machos durante o ipITT, os ratas Ob
apresentaram Kitt 79,47% menor (P<0,05, Fig. 18 A-B), enquanto que o grupo Ob-Met
apresentou valores de Kitt 69,61% menores que os dos ratos Cont (P<0,05, Fig. 18A-B).

Apesar de ndo diferirem estatisticamente entre si, os ratos Cont-Met apresentaram
Kitt 35,58% menor que os ratos Cont (P>0,05, Fig. 18A-B), ja os ratos Ob-Met
apresenaram aumento de 48,03% em relacdo aos ratos Ob, porém ndo estatisticamente
diferente (P>0,05, Fig. 18A-B).

No sexo feminino, as ratas Ob apresentaram Kitt 84,85% menor que as ratas Cont
(P<0,05, Fig. 18C-D), enquanto as ratas Ob-Met apresentaram Kitt aumentado em 95%
em relagdo as ratas Ob (P<0,001, Fig. 18C-D) e em 44,73% em relacao as ratas Cont,

embora ndo tenham diferido estatisticamente delas (P>0,05, Fig. 18C-D).
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Apesar de ndo diferirem estatisticamente entre si, as ratas Cont-Met apresentaram

Kitt 62,83% menor que as ratas Cont (P>0,05, Fig. 18C-D).
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Figura 18. Homeostase glicémica durante ipITT. Os dados estdo apresentados como média + erro padrao
da média de 8-12 animais por grupo experimental, em ambos os sexos, os quais foram submetidos a analise
de variancia de uma via (one-way ANOVA). As letras sobre as barras representam diferenga estatistica

entre os grupos, onde a) Cont; ) Cont Met; ¢) Ob e d) Ob Met, de ambos os sexos apresentados
separadamente.
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5. DISCUSSAO

Nesse trabalho mostramos que a ingestdo materna de uma dieta rica em calorias
durante a lactacao foi capaz de promover obesidade materna associada a uma subsequente
induc¢do do desenvolvimento precoce de maior ganho de peso na prole do sexo masculino.
Esse dado corrobora achados prévios em que maes lactantes que ingeriram dieta
hipercalorica tiveram maior indice de adiposidade, bem como também filhotes com peso
corporal aumentado durante o periodo da lactagdo (Gomes, Bueno ef al., 2018). E valido
ressaltar que no referido estudo os autores avaliaram somente a prole do sexo masculino
(Gomes, Bueno et al., 2018), ao passo que em nosso trabalho, mostramos o efeito
comparativo entre sexos, na mesma ninhada. Diante disto, nosso trabalho mostra pela
primeira vez, que o catch-up de crescimento observado na prole lactante masculina se
deu ja nos primeiros dias de vida, efeito este somente observado em fémeas mais
tardiamente durante o periodo da lactacao.

Nossos resultados fornecem suporte para perceber o quao impactante pode ser a
obesidade materna sobre o ganho de peso dos filhotes durante o periodo de lactagdo,
destacando aspectos cruciais da influéncia da alimentagdo materna no desenvolvimento
da programacao de um status de saude ou de doenca dos descendentes, o que pode se
manter ao longo da vida da sua prole. Dietas ricas em gordura tém consequéncias graves
na composicao corporal neonatal, tais como ganho de peso, aumento do acimulo de
gordura nos tecidos periféricos associadas as alteragdes metabolicas que ocorrem nas
maes obesas, podendo comprometer a composi¢do do leite (Wahlig, Bales et al., 2012).

Como mostrado em estudos prévios, maes alimentadas com dieta hipercaldrica
desde o periodo pré-concepcao (Franco, Fernandes et al., 2012), ou mesmo somente
durante a lactacdao (Gomes, Bueno et al., 2018) t€m leite mais calorico, como apresentado
em nosso estudo. Nesse contexto, ¢ evidente que o ambiente materno obesogénico altera
a composicao do leite materno, fato que parece contribuir para a obesidade precoce dos
neonatos. Somando-se a hiperfagia dos filhos de maes obesas, em ambos os sexos,
observada em nosso estudo, ¢ possivel inferir que esses eventos sejam fatores de risco
potencial para o desenvolvimento de obesidade ao longo da vida.

Nos presentes resultados, observamos que maes alimentadas com uma dieta
hipercalorica e enriquecida com sacarose durante a lactacdo exibiram niveis elevados de
ALT e AST. Esses resultados sdo indicativos de lesao hepatica e disfungao metabolica

induzidas pela dieta. O aumento do peso do figado (hepatomegalia) e os altos niveis de
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ALT e AST sao marcadores classicos de estresse hepatico e inflamagao. ALT e AST sao
enzimas hepaticas que, quando presentes em niveis elevados no sangue, sugerem danos
nas células do figado, muitas vezes associados a esteatose hepatica, inflamacdo e até
fibrose. Nossos achados corroboram estudos prévios que mostraram que uma dieta
materna rica em gorduras saturadas e sacarose pode prejudicar a fungdo hepatica,
resultando em alteracdes no perfil lipidico e no equilibrio redox do figado (Liu, Lee et
al., 2023). As mesmas alteracdes foram observadas nos filhos de maes Obese, sugerindo
que essa alteracdo materna prejudica a funcao hepatica da prole da mesma forma.

No que tange o efeito sexo-dependente quanto ao desenvolvimento de doencgas
metabolicas, evidéncias apontam que os homens sd3o mais propensos a desenvolver
obesidade, resisténcia a insulina e hiperglicemia (Tramunt, Smati et al., 2020). Dito isso,
considerando-se o periodo pds-lactacao, as fémeas Ob ndo apresentaram ganho de peso
significativo apds o periodo de adolescéncia quando comparadas as fémeas Cont, dado
que corrobora a normofagia nas fémeas Ob. Por outro lado, os machos Ob demonstraram
ganho de peso significativamente maior em comparagao aos Cont durante todo o periodo
experimental, o que foi condizente com a hiperfagia também observada nestes ratos. Este
resultado sugere possiveis influéncias de hormdnios sexuais atuando sobre as vias de
regulacdo do balango energético, uma vez que o estrogénio exerce um papel de protecao
metabolica em fémeas, agindo de modo a manter a composi¢ao corporal e homeostase
glicémica (Kautzky-Willer, Harreiter et al., 2016).

Como demonstrado em modelos experimentais, o estrogénio protege
principalmente contra o desenvolvimento de obesidade induzidas por dieta rica em
gordura, efeito protetor que ¢ totalmente abolido pela ovariectomia bilateral (Riant,
Waget et al., 2009; Handgraaf, Riant et al., 2013). Neste ambito, ressaltamos ser um dos
pontos fracos em nosso trabalho, a nao quantificagdo dos niveis de hormdnios como a
testosterona e estrogénio, bem como de vias de sinalizagdo envolvendo hormonios
sexuais e processos associados ao balango energético (ingestao alimentar e termogénese
por exemplo).

Em adigdo, apesar das evidéncias apontarem para o sexo masculino como sendo
mais susceptivel ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (Tramunt, Smati et al.,
2020), em nosso trabalho mostramos que as fémeas mesmo ndo sendo mais afetadas
quanto ao desenvolvimento de obesidade, foram mais afetadas quanto ao desequilibrio da
homeostase glicémica. Apesar de ambos os sexos mostrarem intolerancia a glicose como

efeito de longo prazo associado a programacao precoce devido a obesidade materna, as
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fémeas Ob apresentam resisténcia periférica a insulina bem mais proeminente do que os
machos.

Por outro lado, o efeito do tratamento com metformina apenas durante a
adolescéncia, foi capaz de modular a sensibilidade periférica a insulina e mecanismos de
captacao de glicose nas fémeas, porém nao nos machos. Embora ndo tenhamos avaliado
os mecanismos envolvidos na modula da homeostase glicémica em fémeas e ndo em
machos, o que constitui uma das fragilidades de nosso estudo, conhecé-los se faz
necessario para uma melhor compreensao do processo, bem como para inferir novas
possibilidades terapéuticas neste ambito.

Como observado em nosso estudo, a ingestdo cronica de metformina na dgua de
beber levou os animais a uma redugdo de peso corporal, fato que nos levar a sugerir um
possivel efeito do GDF-15 nos centros reguladores do balango energético, uma vez que o
GDF-15 age como um mediador chave no processo de perda de peso induzida pela
metformina (Ouyang, Isnard et al., 2020), bem como um fator de protecdo importante nas
fisiopatologias como o diabetes mellitus tipo 2 (Eddy e Trask, 2021), o que corrobora
nossos dados quanto a homeostase glicémica, visto que os ratos tratados com metformina
também apresentaram melhora nos niveis glicémicos, na tolerancia a glicose e na
sensibilidade periférica a insulina. A metformina aumenta a secre¢cdo de GDF-15, que se
liga exclusivamente ao receptor da familia do fator neurotréfico derivado de células gliais
tipo alfa com isso promovendo a perda de peso corporal (Ouyang, Isnard et al., 2020).
Evidéncias também sugerem que essa perda de peso, em humanos, se deve a modulagao
dos centros reguladores do apetite hipotalamicos e a alteracdo no microbiota intestinal
(Yerevanian e Soukas, 2019).

Os resultados do uso da metformina apresentaram efeitos positivos em relagao ao
ganho de peso, diminuindo o peso corporal em ratos machos e fémeas com obesidade e
que ingeriram metformina, igualando aos grupos controle. Esse efeito de redugdo se
mostrou durante e permaneceu no pos-tratamento nos animais machos, e apenas durante
o uso do medicamento nas fémeas. Destacando que as respostas se apresentaram de forma
especificas por género durante os periodos de tratamento e pos-tratamento, indicando que
houve efeitos diferenciados nos ratos machos e fémeas, como na reducao significativa de
peso durante o tratamento, que ocorreu especialmente nos machos.

Quanto ao efeito duradouro da metformina sobre o peso corporal, apenas nos
machos foi observado um resultado de programagdao metabolica causada pelo uso da

metformina no periodo da adolescéncia. Ao passo que esse efeito positivo de longa
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duracdo da metformina foi observado somente nas fémeas, quanto a regulacdo da
homeostase glicémica (melhora no quadro de intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina) que se manteve mesmo apo6s 60 dias do encerramento do tratamento com a
metformina. A manutencao desses efeitos pds-tratamento destaca a importancia da
continuidade da investigacao para entender melhor os mecanismos subjacentes e otimizar
o0 uso da metformina como uma intervengao potencial no tratamento de doengas cronicas

ndo transmissiveis tais como a obesidade e o diabetes mellitus tipo 2.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados revelam que a ingestdo materna de dieta rica em calorias
somente durante o periodo de lactagdao, promove obesidade tanto na mae quanto nos
descendentes de ambos os sexos, embora com maior magnitude no sexo masculino; bem
como desajuste da homeostase glicémica da prole, em ambos os sexos.

Em adicdo também se conclui que o tratamento com metformina, somente durante
a adolescéncia, foi capaz de mitigar o desenvolvimento da obesidade no sexo feminino,
mas nao no masculino; bem como de bloquear o desenvolvimento de resisténcia a insulina
no sexo feminino, mas nao no masculino.

E intrigante notar que os efeitos foram especificos por género, com respostas
diferenciadas entre machos e fémeas, inclusive na programagao metabolica durante a
adolescéncia. A continuidade da investigacao ¢ crucial para esclarecer completamente os
mecanismos subjacentes e otimizar o uso da metformina como uma potencial intervencao

no combate a obesidade e resisténcia a insulina.
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Abstract

Herein, we aimed to access maternal metabolic dyshomeostasis associated to high-caloric high-
sucrose diet consumption during lactation, and its correlation with milk composition, and body
weight gain and milk intake in infant male and female rat-offspring. At delivery, mothers were
fed a high-caloric high-sucrose diet (Obese-mother) throughout lactation, while control fed a
standard diet (Control-mother). Litter size was adjusted to eight pups (four male and four female)
per mother, and rats were weaned at 22 days old. Milk, blood and body tissues from mothers were
collected to biochemical and biometrical analyses, as well as the rat-offspring’s body weight gain
and milk intake were assessed. At the end of nursing period, Obese-mothers displayed body
weight, adiposity index and liver weight higher than Control-mothers; as well as even though
were normoglycemic, presented liver dysfunction, smaller HDL-cholesterol and
hypertriglyceridemia that was associated with slightly insulin resistant. At day 12%, milk from
Obese-mother was richer in energy content, glucose, total cholesterol and triglycerides, but poor
in total proteins. Regarding rat-offspring from Obese-mother (O-Offspring), independent of the
sex, they presented milk hyperphagia and rapid catch-up growth during suckling period and were
heavier than C-Offspring. In addition, the catch-up growth was more prominent and earliest
started in male than female O-Offspring, as well as more strongly correlated with the milk
glucose, cholesterol and fat content. In summary, maternal high-caloric high-sucrose
consumption, during suckling phase, beside alters maternal metabolism, body adiposity and milk
composition, influences rat-offspring, as a sex-dependent way, to earliest trigger the onset of
obesity.

Keywords: suckling phase, catch-up growth, milk composition, infant obesity
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Introduction

The rising in overweight and obesity into children and adolescents aged 5—-19 years has become
a worrying worldwide problem. Today, the prevalence of overweight (including obesity) among
children and adolescents aged 5—19 has risen dramatically from just 8% to 20% in the last three
decades [1].

Among several factors, like those environmental chemical exposures influencing the
developmental origin of health and disease (DOHaD), which has contributed for the DOHaD
concept, over the years [2], nutritional insults in early life have been highlighted by seminal
epidemiological, clinical and preclinical studies [3-5] as one of the many factors underling the
origin of metabolic dysfunctions, as long-term consequence. On this field, consumption of
hypercaloric diet has been associated to cardiometabolic diseases; both when ingested in
adulthood, directly by the individuals exposed to the diet effect [6] and in early life, indirectly by
maternal ingestion of nutritionally unbalanced diet, during critical periods when their offspring’s
neuroendocrine circuitry is developing [7, 8].

The suckling period is an important neuroendocrine plasticity time-point, where individuals are
in a critical plasticity process that is sensitive to different types of stress. It makes the components
in the milk, the exclusive nutritional source for developing babies, which can program babies/pups
for a metabolic healthy or ill status [9]. Changes in circulating nutrients and hormones, in mothers
presenting obesity condition, might be passing for breastfeeding babies, which can cause

physiological perturbations in neuroendocrine babies in early development [10, 11].

Scientific evidence reporting effects of maternal nutritional insults, such as calorie restriction,
consumption of obesogenic diets and maternal obesity, impairing milk composition have been
highlighted in literature [12], and it can affect the offspring’s energy and metabolism homeostasis
as long-term consequences. In addition, known that sex-dependent long-lasting effects are
commonly find in the offspring whose mothers underwent different nutritional insults during
critical periods [13-15], we hypothesised that the ingestion of hypercaloric and sucrose-added
diet, by nursing mothers, changing maternal adiposity can affects milk composition programming
the milk eating behavior in breastfeeding rat-offspring, which may be underlining the origin of
the metabolic dysfunction commonly observed in offspring as long-term consequence [16].
Therefore, to better understand this interplay, herein we were interested in accessing maternal
metabolic dyshomeostasis in lactating rat-mothers fed a high-caloric high-sucrose diet, as well as
assessing milk composition and body weight gain and milk intake in infant male and female rat-

offspring.
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Material and methods
Ethical approval

The protocols were approved by the Ethics Committee for the Animal Use and Experiments of
the Federal University of Mato Grosso (CEUA/UFMT; process number 23108.724433/2017-16),
which adheres to the Brazilian Federal Law number 11.794/2008. Our study complies with the
animal ethics checklist as described by [17].

Experimental design and diet treatment
All the rats were maintained under controlled conditions of temperature (23+2°C), humidity
(55+5%) and lighting (12 hours light cycle with light on: 06:00 AM—-06:00 PM), throughout the

experimental period with water and rodent chow ad libitum (Nuvital®, Curitiba, PR, Brazil).

Virgin, female, 70-day-old Wistar rats were mated with proven male breeders (n = 8). At birth,
the number of male and female, the birthweight and naso-anus length of rat-offspring were
recorded, and then the litter size adjusted to eight pups (four male and four female) per lactating

mother and only litters containing at least four male and four female pups were used in the study.

While the control dams (Control, n=8) were fed a rodent chow ad libitum (Nuvital®, Curitiba, PR,
Brazil) that contains (3,860 kcal/kg, Table 1) throughout gestation and lactation; the obesity-
induced mothers (Obese, n=8) were fed a high-caloric diet (4,589 kcal/kg, Table 1) and a high-
sucrose solution (10% of sucrose drinking-solution) from delivery until weaning. At each two
days, the mothers body weight, food intake and the ingestion of drinking water and sucrose-

solution were assessed throughout the period of lactation.

As previously reported [ 18] and showed in table 1, the hypercaloric diet was manufactured in our
lab, by mixing powdered standard rodent rat chow (400 g) with casein (50 g), soybean oil (100
g), condensed milk (150 g), pork fat (50 g), cornstarch (100 g) and sucrose (150 g), and the mineral
(10.925 g) and vitamin (0.357 g) mixtures were added according to the American Institute of
Nutrition (AIN93) recommendations [19]. In addition, a drinking sucrose-solution at 10% was

offer to mothers throughout lactation in an individual bottle.

Mothers blood collection and body composition assessment

After weaning, all dams were fasted overnight and euthanized by decapitation. Next, blood, liver
and the white adipose tissue representative of the visceral (periovarian, retroperitoneal and
mesenteric) stores, as well as the lean mass representative of the skeletal (soleus and extensor

digitorum longus, EDL) muscle were removed and weighed.
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The adiposity index was used to assess the amount of body fat of the mothers. For this, the sum
of visceral fat deposits normalized by the rat body weight was used as follow calculation:
adiposity index = [(periovarian + retroperitoneal + mesenteric fat)/body weight x 100]. Likewise,
the skeletal lean mass index was calculated as the sum of their values normalized by the rat body

weight: lean mass index = [(soleus + EDL)/body weight x 100].

Blood samples were centrifuged (10 minutes at 1,248 g) and plasma stored at —20°C for

subsequent biochemical analyzes.

Milk sample collection

The milk collection was performed at 12 day of lactation, where mothers were separated from
their pups by 2 hours. After that, dams were anesthetized (ketamine-xylazine, 80mg plus 6mg/kg
bw, i.p.), and to stimulate milk ejection, received an injection (2.5IU/kg bw, i.p.) of synthetic
oxytocin (Oxytocin®, Chemical Union, Embu, Sdo Paulo, SP, Brazil). A volume of 500uL milk
was collected in a sterile Pasteur pipette by manually massaging the nipple [20]. Milk samples

were stored at —80°C for subsequent biochemical analyses.

Milk composition assessment
Regarding milk composition, after collection the milk samples were stored at —20°C for
subsequent calcium (Ca?"), total proteins, glucose, triglyceride and total cholesterol evaluation

using commercial kits (Gold Analisa, Belo Horizonte, MG, Brazil) through spectrophotometry.

The milk energy content was quantified by the creamatocrit technique, as previously reported [21,
22]. For this, a volume of 75uL of milk was analyzed by creamatocrit technique, in which the

milk percentage fat content, as well as milk energy (kcal/L) were calculated.

Plasma biochemical assessment

After blood collection, in heparinized tubes, it was centrifuged for 10 minutes at 1,248 g, and
plasma samples were stored at —20°C for subsequent glucose, total cholesterol, high density
lipoprotein (HDL) cholesterol, triglyceride, total proteins, aspartate aminotransferase (AST) and
alanine aminotransferase (ALT) evaluation using commercial kits (Gold Analisa, Belo Horizonte,
MG, Brazil) through spectrophotometry. The very low-density lipoprotein (VLDL) cholesterol
was quantified by Friedewald calculations, where VLDL cholesterol = fasting triglycerides/5 [23,
24].

Considering that TyG index is widely used by clinicians to identify insulin resistance in

apparently healthy individuals [25] , the values of TyG index were calculated to predict the body
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insulin sensitivity in mothers. For this, it was performed the follow calculation: TyG index = Ln

[(Fasting glycemia mgar)) X (Fasting triglycerides mg/ar))/2].

Rat-offspring body weight gain from birth until weaning and milk ingestion
The body weight gain of rat-offspring was recorded every two days, from birth until 22 days of

age, when weaning was performed.

The milk ingestion by rat-offspring was performed as previously described [26], where at 6, 11"
and 16™ days of lactation, rat-offspring were fasted by 4 hours, by separation from their respective

mothers. After that, rats were weighed and returned to the cages to suckling per a period of 1 hour.

The difference between rat’s weight after- and before-suckling time-point was considered as the
amount of milk ingested (per grams) by each on of rats. The values of milk ingested was related
with the percentage of the rats’ body weight, considering the body weight obtained after the
suckling period, as follow: milk ingestion = [(rat’s body weight (afer-suckling)) — (rat’s body weight

(before-suckling))/rat,s bOdy Welght (after-suckling) X 100]

Liver oxidative stress assessment

To investigate the redox status, the levels of biomarkers of lipid and protein damage, as well as

the antioxidant enzyme catalase (CAT) were determined in the maternal liver of mothers.

The levels of lipid peroxidation were assessed by determining the levels of substances reactive to
thiobarbituric acid (TBARS). The TBARS concentration was expressed as nmol of
malondialdehyde (MDA) g tissue™!, following the calibration curve for MDA.

The levels of protein carbonylation were determined by spectrophotometry after 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) derivatization [27] with some modifications, where the content
of carbonyl was calculated using a molar extinction coefficient of 22,000 per M per cm and is

expressed as nmol carbonyls/mg protein.

To assess the CAT enzymatic activity was performed by the decomposition of H>O- technique,
which is expressed in pmol H,O, min' mg protein™ [28], where the protein quantification was
performed by the Coomassie blue method using bovine serum albumin as a standard, measuring

the absorbance at 595 nm.

Statistical analyses

The results are given as the mean + the SEM and were subjected to the Shapiro-Wilk normality

test. Data that assumed Gaussian distribution were subjected to the parametric tests [Student’s t-
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test or one way analyse of variance (one-way ANOVA), followed by the Tukey’s multiple
comparisons test]. For data that did not assume Gaussian distribution, it was used nonparametric
Mann-Whitney’s test.

To assess the correlation among parameters involving rat-offspring’s body weight gain, milk
intake and maternal adiposity it was performed a Pearson correlation.

Tests were performed using GraphPad Prism version 8.0 for Windows (GraphPad Software Inc.,

San Diego, CA, USA), in which P<0.05 was considered statistically significant.
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Results

Maternal energy consumption and body composition status during lactation

During the period of lactation, the global energy consumption by Obese-mother was 32.92%
higher than Control-mother (P<0.001, Figure 1A-B).

Regarding to the global hydric ingestion, it was not different between Obese-mother versus
Control-mother (P=0.056, data not showed), whereas Obese-mother preferred to drink sucrose
solution by 2-fold than to drink drinking-water (P<0.001, Figure 1C-D). However, comparing the
intake of drinking-water by Obese-mother versus Control-mother, it was reduced by 2.5-fold in
Obese-mother (P<0.001, Figure 1C-D); while the sucrose solution intake by Obese-mother did
not differ from drinking-water intake by Control-mother (P=0.053, Figure 1C-D).

The maternal body weight gain throughout the lactation did not differ between groups (P=0.721,
Figure 1E-F).

At the end of lactation, the Obese-mother displays an obese phenotype, where increased values
were observed to body weight (11.58%, P<0.01, Figure 1G) and adiposity index (2-fold, P<0.001,
Figure 1H), without difference for the lean mass index (P=0.778, Figure 11).

Maternal biochemical analysis at the end of lactation

At the end of nursing period, in comparison with Control-mother, the Obese-mother were
normoglycemic (P=0.591, Figure 2A), nonetheless displayed levels of triglycerides increased by
38.4% (P<0.01, Figure 2B) and the value of TyG idex increased by 5.79% (P<0.01, Figure 2C).
On the other hand, there were no statistical differences between groups regarding values of total
cholesterol (P=0.591, Figure 2D) and VLDL cholesterol (P=0.591, Figure 2D), while the HDL
cholesterol was reduced by 53.75% (P<0.01, Figure 2F).

Assessment of maternal liver function

On this regard, when compared to Control group, the relative weight of liver was increased by
27.03% (P<0.01, Figure 3A), the plasma total proteins level was reduced by 16% (P<0.05, Figure
3B), while the enzymatic plasma levels of AST were increased by 38.37% (P<0.01, Figure 3C)
and ALT by 61.54% (P<0.05, Figure 3D).

Regarding the redox status in the liver, the Obese-mother displayed increased levels of TBARS,
165.45% higher than Control-mothers (P<0.01, Figure 3E), and carbonil that was augmented by
20.62% in compaction do Control-mothers (P<0.05, Figure 3F). As well as the liver CAT was
24.25% higher than in Control-mothers (P<0.05, Figure 3G).

Breast milk composition



63

The figure 4 shows milk content obtained at 12% of lactation. In comparison with Control-mother
group, milk from Obese-mother did not differ in the Ca** concentration (Figure 4A); while was
reduced by 18.14% in the total protein levels (P<0.001) and displayed increased levels of glucose
(+17.12%, P<0.05), total cholesterol (+23.94%, P<0.05), triglycerides (+32.17%, P<0.001), fat
content (+96.96%, P<0.01) and the content of energy (+50.95%, P<0.01).

Assessment of newborn rat-offspring body weight and milk intake

As expected, there were no statistical differences in birthweight of rat-offspring, neither between
groups nor between sex (male C-Offspring: 6.197 £ 0.131, n=32; male O-Offspring: 6.341 +
0.151, n=32; female C-Offspring: 6.019 +0.167, n=32; female O-Offspring: 5.898 + 0.143, n=32,
P>0.05, Figure 5A-B).

In male sex, in comparison to C-Offspring, the body weight of O-Offspring was higher from the
age eight days-old until weaning (P<0.001, Figure SA-D); while in female sex, when related to
C-Offspring, the body weight of O-Offspring was higher just in the age sixteen (P<0.05, Figure
5B), which was maintained until weaning (P<0.01, Figure 5B-D).

Comparing male versus female C-Offspring’s body weight gain, throughout suckling phase and
at weaning, it did not differ between groups (P>0.05, Figure 5C-D). On the other hand, during the
same period of lactation, the body weight gain of male O-Offspring versus female O-Offspring
was increased by 11.84% (P<0.001, Figure 5C) and the body weight at weaning was 10.17%
higher in male O-Offspring than in female ones (P<0.001, Figure 5D).

Regarding the milk consumption by pups at 6™ day of age, the O-Offspring male rats consumed
83.33% more milk than C-Offspring male rats (P<0.001, Figure 5E) and O-Offspring female rats
ingested 51.10% more than C-Offspring female rats (P<0.01, Figure 5E). While milk intake by
C-Offspring male rats, at this age, did ton differ from C-Offspring female rats (P=0.952, Figure
SE), it was 32.06% higher in O-Offspring male rats than in O-Offspring female rats (P<0.05,
Figure 5E).

At the age 11™ days-old, the milk intake by O-Offspring male rats was 62.01% higher than C-
Offspring male rats (P<0.001, Figure SE). In turn of female sex, the milk ingestion by O-Offspring
was 31.23% higher than C-Offspring (P<0.05, Figure 5E). The milk consumption by C-Offspring
male rats did not differ from C-Offspring female rats (P=0.999, Figure 5E); by other hand, it was
25.40% higher in O-Offspring male rats than O-Offspring female rats (P<0.05, Figure 5E).

At the age 16" days-old, the milk intake was 39.49% higher in O-Offspring male rats than in C-
Offspring male rats and 42.71% higher in O-Offspring female rats than in C-Offspring female
rats (P<0.01, Figure 5E). The milk consumption by C-Offspring male did not differ from C-
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Offspring female rats (P=0.893, Figure 5E), as well as it was not different between O-Offspring
male and O-Offspring female rats (P=0.895, Figure 5E).

Assessment of newborn rat-offspring’s body weight gain versus maternal adiposity, breast milk
content of energy and fat

As showed in the figure 6, the body weight gain of male rat-offspring was positive and strongly
correlated to maternal adiposity (r = 0.708, P<0.01, Figure 6A), to breast milk energy content (r
=0.669, P<0.001, Figure 6B) and to breast milk fat content (r = 0.828, P<0.001, Figure 6C). On
the other hand, the Pearson’s correlation in female rat-offspring, showed a slightly moderated
correlation with maternal adiposity (r=0.430, P>0.05, Figure 6A), with breastmilk energy content
(r=10.339, P>0.05, Figure 6B) and with breastmilk fat content (r = 0.518, P>0.05, Figure 6C).

Assessment of newborn rat-offspring’s body weight versus breast milk intake during lactation and
breast milk intake at 11" days old versus breast milk composition

As showed in the figure 7, the Pearson’s correlation of rat-offspring’s body weight versus milk
intake was not statistical different in most of the analyses. It was observed, a moderate positive
correlation only in male C-Offspring at 6™ days old (r = 0.460, P<0.05, Figure 7A) and in female
C-Offspring at 11" days old (r = 0.446, P<0.05, Figure 7B).

Assessing the Pearson’s correlation of rat-offspring’s milk intake at 11" days old versus milk
composition, it was observed that while C-Offspring male and female rats did not show significant
correlation, the male O-Offspring group display a strong positive correlation between milk feed-
behavior versus milk total proteins (r = 0.723, P<0.05, Figure 7D), glucose (r = 0.823, P<0.05,
Figure 7E), total cholesterol (r = 0.959, P<0.001, Figure 7G) and fat content (r = 0.719, P<0.05,
Figure 7H), with a moderate, but not statistically different correlation with milk energy (r = 0.480,
P>0.05, Figure 71).

Regarding this, in female O-Offspring group a strong, but negative correlation between milk feed-
behavior versus milk total cholesterol (r = - 0.965, P<0.001, Figure 7G) and fat content (r = -
0.767, P<0.05, Figure 7H) was find.
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Discussion

In the present study we evidence the negative effect of a hypercaloric and sucrose-enriched diet
ingestion by lactating mothers on the milk composition, and on the milk feed-behavior and catch-
up growth of breastfeeding male and female infant rat-offspring. Yet, showing, by the first time,
until we know, a positive and relatively strong correlation among milk lipids (total-cholesterol
triglycerides, fat content) and milk glucose content and the pup’s milk hyperphagia, which must

be contributing for the fast catch-up growth observed in infant male rat-offspring.

The consumption of a high-caloric high-sucrose diet, per three weeks, by nursing mothers was
able to modulate maternal metabolism for an obese phenotype, where the homeostasis of lipid
profile and liver function were broken, which were associated to unbalance redox status. These
finds corroborate previous studies, in which an obesogenic diet negatively affects maternal body
composition and metabolism [29], as well as the liver function [30]. In regarding liver function,
differently of the data previously reported by Bautista and colleagues in which mothers were fed
an obesogenic diet throughout life, including pregnancy and lactation, where the authors discuss
about negative effects of obesogenic diet consumption on affecting maternal mammary gland and
liver function that changes milk composition, suggesting an interplay between mammary gland
and liver in regarding lipid metabolism during lactation [30]. In this regard, due to ingestion of
high-fat diet by lactating mothers, it triggers lipid metabolism, addressing fatty acids
transportation to the mammary gland contributing for changing in the milk composition, for
instance increasing triglycerides in milk [31]. In line, in our study, we find that changes in liver
function (especially hepatomegaly, high AST, high ALT and the unbalance liver redox status)
observed in the Obese-mothers depicts an injury resulting from high-caloric and high-sucrose diet
ingestion in a short period (only in the three weeks of lactating period), which must be influencing
the changes in milk composition, as well as it was previously reported in a similar obesogenic

diet offer to dams only during the lactation [29].

The association between milk composition and maternal obesity induced by high-fat diet in
different stages of rat-offspring development have been showed. In fact, the effect of high-fat diet
consumption only during the nursing period on maternal body composition and metabolism is not
a newness, as well as its association with the long-term consequence on the rat-offspring [29].
Even though it is not yet clear what is the effect on the rat-offspring in early stages of life
development, and how it appears on the different sex in developing rat-offspring. Although some
contribution for the understanding about the effect of maternal obesity due to high-fat diet
consumption on the milk composition and/or on the rat-offspring ingestive behavior had been put
out in the literature, the authors had studied the high-fat diet effects throughout pregnancy and
lactation [32, 33].
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In the present study, since early lactation (at sixth day of age) forward, both male and female O-
Offspring rats presented hyperphagia on milk intake. Even though it was highest in male than in
female rats, with an increment of 32% at sixth day-old and 25% at eleventh day-old than female.
As well, O-Offspring rats presented higher body weight gain than its counterparts; besides, male
O-Offspring rats display a fastest body weight gain. Meanwhile it started at eighth day-old in
male O-Offspring; in female O-Offspring rats, it began only at sixteenth day-old, with a smaller
magnitude. It brings in light the knowledge about the rapid infant growth, which is put out as one
of the early risk factors underlining childhood obesity [34, 35] that is a strong predictor for the
early onset of metabolic derangements that highlights a link between rapid catch-up group in early
life and the risk for development of metabolic diseases associated with energy controlling

pathways modulation early in life [10].

Given that, in the present study, milk consumed by O-Offspring rats was hypercaloric, including
high levels of energetic nutrients (fat, glucose, triglycerides and total cholesterol); altogether, it
is a suggestive factor for a greedier milk feed-behavior. In fact, nutritional alterations in the diet
of nursing mother can modulate the breast milk composition (e.g. the augmentation of fat content
and leptin levels in milk from mother fed a high-fat diet), influencing infant development for an
unhealthy status, including cardiometabolic dysfunctions [9]. In this regards, even though we did
not have measured metabolic hormones in the present study (especially leptin, insulin and
ghrelin), it is necessary to highlight that these hormones are critical on regulating and establishing
neuroendocrine connections as growth factors, promoting stability and maturation of the several

pathways involved in energy metabolism regulation [36-38].

Although the role of metabolic hormones via breast milk should not be ruled out on this filed [9,
11, 12, 39]; and yet, considering the role of high fat diet on increasing circulating levels lipids,
likewise the linoleic acid, that increases the availability to the mammary gland and transfer to
milk and to the neonate [31, 40]; in the present study we emphasize the role of the milk
macronutrients, since when the Pearson’s correlations were performed to assess maternal
adiposity, milk energy and fat content with weaned O-Offspring rats’ body weight it presented a
significantly more prominent strong and positive correlation in male, but not in female rat-
offspring, as well it did not display significant difference between O-Offspring versus C-
Offspring neither between male versus female in regard to pup’s body weight correlated to milk

feed-behavior in each assessed age.

In fact, the present study provides the first evidence that newborn rat offspring nursed by mothers
exposed to high-caloric high-sucrose diet, only during lactation, increases milk feed-behavior
directly associated to the energy content of the breast milk, which in male rats is directly

correlated to the glucose and total cholesterol content in milk. By specifying the Pearson’s
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correlation seeking for association between milk feed-behavior and milk nutrients at 11" days
old, our finding show a significantly strong and positive correlation in male, but not in female O-
Offspring between the content of total cholesterol, total proteins and glucose, while the fat content
in milk was showed to be strong and positive correlated with milk feed-behavior in both of male
and female sexes. This find associated to rapid body weight gain is an early risk factors that can
trigger the onset of childhood obesity, corroborating evidence in which rat-offspring nursed by
mothers fed a high fat diet throughout pregnancy and lactation increases the milk intake that is

associated to a rapid seeking for and an increased caloric intake during independent feeding [33].

In regarding sex difference on rapid weight gain, milk intake and on its correlation with milk
glucose and cholesterol levels in O-Offspring pups, we do not have a tangible explanation, that
constitute one of the fragilities in the current study. It is known that sexual hormones influences
brain ontogeny development [41], as well evidence reporting some differences in the milk
production to male and female cow-offspring have been reported, in which the capacity of the
mammary gland on producing milk during suckling period is influenced by the sex of the fetus,
and it programs high milk production for female than for mela cow-offspring [42]. Although, this
evidence links sex differences to milk availability, it does not support any explanation for our
data, once male and female O-Offspring were suckling the same milk, at the same time and in the

same mother.

In another study, authors evidence that male rat-offspring from mother fed a high fat diet during
pregnancy, have increased histone acetylation and androgen receptor binding to promoter of the
cannabinoid receptor 1 (Cnrl) gene in the hypothalamus, which was showed to be associated to
sex-specific epigenetic changes affecting metabolism of rat-offspring [43]. On this view, it is
important to have in mind that consumption and provision of inappropriate foods, such as high-
caloric high-sucrose diets, exceeding the ideal nutritional guidelines contributes to the fast

increase in metabolic diseases, worldwide.

In summary, rat-offspring from mothers exposed to high-caloric high-sucrose diet, only during
suckling period, displays early milk hyperphagia and a rapid body weight gain, which is more
prominent in male than female neonate. In addition, these earliest obese phenotype is directly
associated to the energy and nutrients, like glucose and fat, greatly supplied in milk from mothers

fed a high-caloric high-sucrose diet.
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Figure legends

Figure 1. Caloric (A-B) and hydric (C-D) consumption and body weight gain (E-F) from
mothers during the period of lactation and body composition (G-I) at the end of lactation.
Data are presented as mean = SEM of 8 mothers for each group. The statistical analyses between
groups were obtained by one-way ANOVA, followed by Tukey’s (D), Student’s t (G, H and I)
and Mann-Whitney’s (B and F) tests, where **P<0.01, ***P<0.001. The figures B, D and F
represent the area under the curve (AUC) of figures A, C and E, respectively.

Figure 2. Blood biochemical parameters of mothers. Data are presented as mean = SEM of 12
hours fasted mothers (n=8 mothers per group). The statistical analyses between groups for plasma
glucose (A), triglycerides (B), TyG index (C), total cholesterol (D), VLDL cholesterol (E) and
(F) HDL cholesterol total proteins (F) were obtained by Student’s t test, where *P<0.05,
**P<0.01.

Figure 3. Liver function and redox status of mothers. Data are presented as mean £ SEM of
12 hours fasted mothers (n=8 mothers per group). The statistical analyses between groups for
liver weight (A), plasma total proteins (B), AST (C) and ALT (D), and liver redox biomarker
carbonil (F) were obtained by Student’s t test and for TBARS (E) and CAT (G) liver redox
biomarkers were obtained by Mann-Whitney’s test, where *P<0.05, **P<0.01.

Figure 4. Breast milk composition at 12" day of lactation. Data are presented as mean + SEM
of 8 mothers per group. The statistical analyses between groups were obtained by Student’s t test,

where *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Figure 5. Rat-offspring’s body weight gain throughout suckling period (A-C), body weight
at weaning (D) and milk intake during lactation (E). Data are presented as mean + SEM of 8
litters for each group (data in each litter, were obtained from the mean of 4 pups for each sex).
The statistical analyses between groups were obtained by Student’s t test (A and B) and by one
way ANOVA followed by Tukey’s test (C, D and E), where the letters on the bars represent
statistical difference among groups, in which the letter a depicts the male C-Offspring group; b,
male O-Offspring; c, female C-Offspring and letter d, female O-Offspring group, and *P<0.05,
**¥P<0.01, ***P<0.001. Figure C depicts the area under the curve (AUC) of body weight gain
during lactation (figures A and B).
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Figure 6. Statistical correlation between weaning body weight of rat-offspring and maternal
adiposity (A), milk energy content (B) and milk fat content (C). Data are presented as mean
of 8 litters for each group and sex (data in each litter, were obtained from the mean of 4 pups for
each sex) and 8 mothers. The statistical analyses between groups were obtained by Pearson's

correlation.

Figure 7. Statistical correlation between rat-offspring’s body weight and milk intake at 6"
(A), 11" (B) and 16" (C) days old, and between rat-offspring’s body weight at 11" and milk
total proteins (D), glucose (E), triglycerides (F), total cholesterol (G), fat content (H) and
energy (I). Data are presented as mean of 8 litters for each group and sex (data in each litter, were
obtained from the mean of 4 pups for each sex). The statistical analyses between groups were

obtained by Pearson's correlation.
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Table 1. The macro- and micronutrients in the control chow and the high-caloric diet

composition.
Components Normal-caloric diet High-caloric diet
(g/kg) (g/kg)

Carbohydrates 655.00 586.35
Proteins (Casen >99%) 220.00 163.20

Lipids 40.00 176.71

Fibers 40.00 28.74
Vitamins mixx* 10.00 10.00

Mineral salts mix* 35.00 35.00

Total mass (g) 1,000.00 1,000.00

Total energy (cal/kg) 3,860.00 4,589.00

Data are presented as g/1,000 g of diet. * The mixture of minerals and vitamins used in the

manufacture of the diet followed the recommendations of the American Institute of Nutrition [19].
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Figure 5.
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