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DAMIN, Joao Victor. Analise Metabolomica do leite de ratas wistar submetidas a dieta
de restricdo proteico-caldrica durante a lactacdo. 2026. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Fisiologicas) — Centro de Ciéncias Bioldgicas. Universidade Estadual de
Maringa, Maringda, 2026.

RESUMO

O conceito DOHaD (do inglés Developmental Origins of Health and Disease)
propde que exposi¢cdes ambientais durante fases criticas do desenvolvimento, como a
gestacdo, lactacdo e puberdade, podem resultar em modificacbes metabdlicas
duradouras, predispondo os individuos a disturbios crénicos na vida adulta. A lactacédo
€ uma fase crucial de programacdo metabdlica, podendo determinar se um individuo
tera um fenotipo saudavel ou ser mais propenso a doencas, como a sindrome
cardiometabolica. Além disso, a dieta pobre em proteinas (LP) altera a composi¢ao do
leite e afeta o crescimento dos filhotes alterando sua resposta metabdlica, podendo
induzir sintomas de sindrome cardiometabdlica na vida adulta dos filhotes. Apesar de
ser uma dieta amplamente utilizada em pesquisas no contexto do conceito DOHaD,
pouco se estuda sobre como essa intervencao afeta a salde materna, especialmente
levando em conta que a dieta e salde da mée afeta diretamente a composicéo do leite,
impactando o desenvolvimento da prole. Hipotetizamos que a exposi¢cdo a dieta LP
desorganiza o controle cardiometabdlico das ratas lactentes e também a composicéo de
metabdlitos do seu leite. Portanto o objetivo deste estudo foi realizar uma analise
metabolomica do leite de ratas alimentadas com dieta LP e avaliar o perfil
cardiometabolico da mae logo apds a lactacéo, a fim de entender melhor os impactos
dessa intervencdo na programacgdo metabolica dos filhotes. Para tal, ap6s uma semana
de adaptacéo, foi realizado o cruzamento das fémeas com machos. Apos a confirmacao
de prenhez as fémeas foram alocadas em gaiolas individuais e apds 0 nascimento,
foram divididas em dois grupos: Controle (C) com dieta comercial padrédo de 20,5% de
proteina, ou Low-Protein (LP) com 4% de proteina por duas semanas, sendo entao
expostas novamente a dieta controle. O leite foi coletado nos dias 7, 14 e 21 da lactacao
para analise metaboldomica exploratéria. Apds a lactacdo, foram realizadas: a
pletismografia de cauda, a fim de determinar a pressao arterial sistolica; os testes de

tolerancia a insulina (ipITT) e tolerancia a glicose (0GTT), para avaliar o metabolismo da



glicose das maes; e eutanasia para coleta e pesagem de tecidos e coleta de sangue
total, onde foi avaliado o perfil lipidico e glicemia de jejum. As ratas do grupo LP
apresentaram perda de peso durante a intervencdo dietética, com um efeito catch up
apos o retorno da dieta padrdo. A dieta LP causou aumento de pressao arterial,
sensibilidade a insulina e glicemia de jejum, e reducédo na adiposidade e triglicerideos
nas maes. O estudo de metabolémica revelou diferenciacao clara entre os leites de cada
grupo. A andlise de K-means mostrou padronizacdo consistente na formacdo dos
clusters, com as amostras do grupo LP se agrupando de um lado e o C do outro,
comprovando diferenca significativa entre o leite de cada grupo. O grupo LP mostrou
aumento nos niveis de progesterona, nicotinamida, LPE 18:0 e SM 18:1;02/16:0 nos
dias 7 e 14 de coleta, assim como reducdo de 17-beta-Estradiol durante 0 mesmo
periodo. Em conjunto, os resultados demonstram que a dieta hipoproteica durante a
lactacdo induz alteracdes significativas no perfil cardiometabdlico materno e na
composicdo de metabdlitos do leite, incluindo modificacbes hormonais e lipidicas,

especialmente nas fases iniciais da lactagéo.

Palavras-Chave: DOHaD; Programacao metabdlica; Metabolémica; LP.
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ABSTRACT

The DOHaD concept (Developmental Origins of Health and Disease) proposes that
environmental exposures during critical periods of development, such as gestation,
lactation, and puberty, can result in long-lasting metabolic modifications, predisposing
individuals to chronic disorders in adulthood. Lactation is a crucial period of metabolic
programming, potentially determining whether an individual develops a healthy
phenotype or becomes more susceptible to conditions such as cardiometabolic
syndrome. In addition, a low-protein (LP) diet alters milk composition and affects
offspring growth by modifying their metabolic responses, potentially inducing
cardiometabolic syndrome-related symptoms in adulthood. Despite being widely used in
DOHaD models, little is known about how this intervention affects maternal health,
particularly considering that maternal diet and health directly influence milk composition
and, consequently, offspring development. Therefore, the aim of this study was to
perform a metabolomic analysis of the milk from dams fed a LP diet and to evaluate the
maternal cardiometabolic profile immediately after lactation, in order to better understand
the impact of this intervention on offspring metabolic programming. After one week of
adaptation, females were mated with males. Following pregnancy confirmation, dams
were housed individually and, after delivery, divided into two groups: Control (C), fed a
standard commercial diet containing 20.5% protein, or Low-Protein (LP), with 4% protein
diet for two weeks, after which all animals were returned to the control diet. Milk samples
were collected on lactation days 7, 14, and 21 for exploratory metabolomic analysis. After
lactation, tail plethysmography was performed, to determine systolic blood pressure,
along with intraperitoneal insulin tolerance (ipITT) and oral glucose tolerance (0GTT)
tests to assess maternal glucose metabolism. Animals were then euthanized for tissue
and blood collection, allowing evaluation of lipid profile and fasting glycemia. LP dams
exhibited weight loss during the dietary intervention, followed by a catch-up effect after

returning to the standard diet. The LP diet increased blood pressure, insulin sensitivity,



and fasting glycemia, while reducing adiposity and triglyceride levels in the dams.
Metabolomic analysis revealed a clear differentiation between milk samples from each
group. K-means analysis showed consistent clustering, with LP samples grouping
separately from controls, confirming significant differences in milk composition. The LP
group exhibited increased levels of progesterone, nicotinamide, LPE 18:0, and SM
18:1;02/16:0 on lactation days 7 and 14, as well as reduced levels of 173-estradiol during
the same period. Overall, these results demonstrate that a low-protein diet during
lactation induces significant alterations in the maternal cardiometabolic profile and in milk

metabolomic composition, particularly during the early stages of lactation.

Keywords: DOHaD; Metabolic programming; Metabolémic; LP.
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1 INTRODUCAO

O conceito DOHaD (do inglés Developmental Origins of Health and Disease
(DOHaD), introduzido por Barker (1986), propde que estresses ambientais diversos
que ocorrem em fases “sensiveis” do desenvolvimento do individuo, em que ele ainda
apresenta plasticidade neural e metabdlica podem produzir efeitos duradouros no
organismo. Alguns exemplos de fases consideradas sensiveis seriam a gestacao,
lactacdo e puberdade. Estresses nessas fases podem influenciar o metabolismo,
aumentando a propenséo para o aparecimento de distirbios metabdlicos. Por conta
disso, esse fenbmeno vem sendo conhecido como programac¢do metabdlica
(GLUCKMAN; HANSON, 2007).

A amamentacédo é de extrema importancia para a prole de mamiferos, e ja foi
demonstrado que pode ser uma janela de programacao metabdlica para os filhotes
(SILVEIRA et al, 2007). Essa janela tem um potencial para programar o adulto para
uma condicdo saudavel ou de maior risco para desenvolver a sindrome metabdlica
(PICO et al, 2020). Ja se sabe que a dieta materna tem influéncia direta na
composicao do leite, tanto no teor de vitaminas (BRAVI, 2016), quanto o de hormonios
(PICO et al, 2020).

A dieta pobre em proteina (Low-Protein — LP) é bastante utilizada em pesquisas
no contexto do conceito DOHaD, e se encontra bem descrita na literatura (HOFFMAN;
REYNOLD; HARDY, 2017; RAMIREZ et al, 2023). Filhotes de maes que receberam
dieta LP durante a gestacéo e lactacao apresentam menor crescimento e peso, menor
concentracdo de proteinas totais no soro aos 30 dias de vida, e pressao arterial
aumentada nos 90 dias (de BRITO ALVES, 2014). Diante da exposi¢cao apenas
durante a lactacao, foi demonstrado que, aos 80 dias de vida, a secre¢éo de insulina
pelas ilhotas pancreaticas dos filhotes apresenta reduzida resposta a glicose devido
alteracdo no sistema nervoso autonémico (GRAVENA, 2013). De acordo com Martins
e colegas (2023) a dieta LP é capaz de modificar os contetudos de proteinas e lipidios
no leite, e aumentar sua quantidade de corticosterona quando comparado com o leite
controle.

A capacidade que a lactacao apresenta para programacao metabdlica exalta a
necessidade de se estudar a composi¢ao do leite, e a técnica de metabolémica atende
a esta demanda. A metabolémica pode ser definida como “a medida quantitativa da

resposta metabdlica dindmica dos sistemas bioldgicos apés um determinado estimulo



fisioldgico ou genético” (NICHOLSON, 1999). Esta técnica auxilia no entendimento do
funcionamento celular dos organismos e avalia alteracbes biolégicas (CANUTO,
2018). Muitos estudos ja utilizam a metabolémica como uma ferramenta para estudar
o leite em outros animais, como vacas, cabras e até humanas, (MARINCOLA et al,
2015; CABONI et al, 2019; BOUDONCK, 2009; ROCCHETTI et al, 2020), porém
poucos estudos, segundo nosso conhecimento, trabalharam com o leite de ratas.
Palou e colegas (2020) estudaram o leite de ratas submetidas a uma dieta de
restricdo caldrica, e observaram diferencas no perfil de metabdlitos, quando
comparados com o grupo controle. Nesse estudo analises adicionais ainda revelaram
diferencas significativas em horménios como adiponectina e irisina, e algumas
vitaminas como myo-inositol, porém ainda ndo h& estudos de metabolémica de leites
de ratas no modelo dietético LP. Neste contexto, o objetivo desse estudo foi realizar a
analise metabolémica exploratéria dos leites de ratas alimentadas com dieta LP
durante a lactacao, e avaliar os parametros cardiometabodlicos das maes apos o final

da lactacgéo.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar os efeitos da dieta de restricdo proteico-caldrica no leite das maes

durante a lactacéao e no seu perfil cardiometabdlico apos a lactacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar consumo alimentar e peso corporal durante a lactagao.

2.2.2 Determinar o peso dos estoques de gordura ovariana, uterina, retroperitoneal e
mesentérica;

2.2.3 Determinar o perfil lipidico e glicemia de jejum das ratas lactentes;

2.2.4 Avaliar as concentracdes de glicose no plasma de animais submetidos ao teste
de tolerancia a glicose via oral (0GTT);

2.2.5 Determinar a tolerancia a glicose de animais submetidos ao teste de tolerancia
a insulina intraperitoneal (ipITT);

2.2.6 Determinar a pressdo arterial sistélica de cada grupo por pletismografia de
cauda;

2.2.7 Realizar a analise de metabolémica exploratéria do leite das ratas nos dias de
coleta 7, 14, 21;

2.2.8 Fazer a anotagdo dos compostos a partir dos espectros de fragmentacao
utilizando banco de dados;

2.2.7 Realizar uma analise estatistica dos compostos de interesse anotados a partir
da metaboldmica exploratéria.

2.2.7 Realizar o acompanhamento do peso dos filhotes ao longo da lactagéo.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Animais, condi¢cdes experimentais e dieta

Foram utilizados ratos Wistar, criados no biotério central da Universidade
Estadual de Maringa. Ratas Wistar (n=24) entre 80 e 90 dias de vida foram
transportadas junto com machos (n=12) para cruzamento, para o Biotério Setorial do
Laboratério de Biologia Celular da Secrecdo, vinculado ao Departamento de
Genéticas, Biotecnologia e Biologia Celular. Os animais foram mantidos em uma sala
controlada, com temperatura constante de 22+2°C e fotoperiodo de 12 horas (7:00-
19:00 horas, periodo claro), com acesso livre a agua e racao (Nuvital®, Curitiba,
Brasil). Todos os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com as
normas da CEUA e do Comité de Etica para Uso e Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Maringad (CEUA n° 5126101125).

3.1.2 Modelo Experimental

Apbs a chegada ao Biotério Setorial, 0s animais passaram por um periodo de
adaptacao de uma semana onde ndao houve nenhuma intervencao. Ao final dos 7 dias
as ratas foram submetidas ao cruzamento com os machos, em uma proporcao de um
macho para duas fémeas, por caixa. A partir da confirmacao de prenhez das fémeas,
elas foram encaminhadas para caixas individuais.

O dia do nascimento dos animais foi considerado o dia 0, e ndo houve nenhuma
intervencao neste dia. No dia 1 foi atribuida a devida dieta a rata (ad libitum), assim
como realizada a pesagem de agua, comida e da mée, e no dia 2 foi realizada a
padronizacdo e pesagem da ninhada, sendo padronizado 9 filhotes por mée (os
filhotes ndo utilizados durante a padronizagcéo de ninhada foram eutanasiados com
uma overdose anestésica de cetamina (300mg/kg) e xilazina (30mg/kg)). Os animais
foram entdo divididos em 2 grupos de 12 fémeas, totalizando 24 animais: 0 grupo
Controle (C), alimentado com ragcéo comercial padrao Nuvital® (20,5% de proteina); e
0 grupo Low Protein (LP), alimentado com racdo hipoproteica (4% de proteinas)
(Tabela 1). As intervencgfes dietéticas foram realizadas exclusivamente durante a

lactacdo, sendo que no grupo C, foi até o ultimo dia da lactacédo e o grupo LP apenas
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até o dia 14, devido a sua alta restricdo proteica, sendo a dieta entdo substituida por

uma dieta comercial padréo.

Dieta; Pesagens; Pletismografia de Eutanasia e
adequag&o de ninhada cauda coleta de tecidos
x PNle2 PN 22 PN 27
Adaptagio Gestagio
1 semana 3 semanas Coleta de leite Coleta de leite Coleta de leite ipITT oGTT .
Cruzamento PN7 PN 14 PN 21 PN 23 PN 25 I
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ -
C I — 1 | [ | 1 Lo
Nascimento - s - hd
f PN O Pl I l
\ g
Dieta; Pesagens; Pletismografia de Eutandsia e
3 i cauda coleta de tecidos
adequagho de ninhada Retorno da dieta padrio PN 22 PN 27
o PN1le2
Adaptagdo Gestagdio
1semana 3 semanas “ﬂ Coleta de leite Coleta de leite Coleta de leite ipITT oGTT i
i\ il .
Cruzamento > PN 7 PN 14 PN 21 PN 23 PN 25 2
. A4 hd ¥ ¥ ¥ -~
LP 1 — 1 1 | | | 1 ] //
Mascimento ™ . . =
[ o
g PN O P |
\ 3
Adaptacdo B Gestacdo Dieta B Intervengdo Experimental

FIGURA 1: Delineamento experimental.

O leite das fémeas foi coletado em trés momentos da lactacdo, sendo eles nos
dias 7, 14 e 21, conforme descrito abaixo. Ao final da lactagéo, no dia 21 os filhotes
foram separados das mées. Foi entdo realizada a pletismografia de cauda no dia 22,
para afericdo da pressao arterial das maes, seguido do ipITT no dia 23, 0 oGTT no dia
25 e por fim foi realizada a eutanasia e coleta de tecidos desses animais no dia 27
(Figura 1).

3.1.3 Composicao da dieta LP

TABELA 1: composicéo da dieta LP.

Componentes Dieta LP (4%)
Sacarose 20,00
Amido de Milho 64,25
Caseina (88% proteina) 4,55
Mistura de Sais Minerais 3,20
Mistura de Vitaminas 1,60
Oleo de Soja 4,80

Oleo de figado de peixe 1,60
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3.1.4 Coleta do leite

A coleta do leite foi realizada nos dias 7, 14 e 21 da lactacéo. As ratas de cada
grupo (n=12 por grupo) foram separadas dos filhotes por um periodo de 2 horas para
acumulo de leite nas glandulas mamarias. Para a coleta do leite foi realizada uma
ordenha, nas lactantentes anestesiadas com a mistura de anestésicos, Cetamina-
xilazina (75 mg + 15 mg/kg, i.m). Posteriormente foi realizada a aplicacao de ocitocina
sintética (Oxytocin®, Chemical Union, Embu, S&o Paulo, Brazil) na dosagem de 2,5
Ul/kg de peso corporal, i.p., para estimular a secregao do leite. A ordenha foi realizada
através de massagem manual das tetas e o leite foi coletado com uma pipeta
graduada. A quantidade coletada foi de aproximadamente 500 uL de leite. Essas
amostras foram coletadas em microtubos estéreis e armazenadas em -80 °C para

posterior dosagens.

3.1.5 Analise metabolémica do leite por UHPLC-MS/MS

Aliquotas de 100 yL das amostras foram submetidas ao processo de extracédo
liquido-liquido utilizando acetato de etila, com o auxilio de agitador tipo vértex,
realizando-se trés extragdes consecutivas, cada uma empregando 100 uL de solvente.
Apés centrifugacédo, as fases foram separadas, sendo a fase organica coletada para
a obtencé&o da fracdo em acetato de etila. As fragOes organicas foram evaporadas sob
fluxo de N, e posteriormente reconstituidas em 350 pL de metanol (grau HPLC), sendo
entdo empregadas nas analises subsequentes por UHPLC-MS/MS.

As analises de UHPLC-MS/MS foram realizadas no Complexo de Centrais de
Apoio a Pesquisa (COMCAP), DQI/UEM, em um cromatégrafo liquido de ultra
eficiéncia (UHPLC), marca Shimadzu, acoplado a espectrometro de massas com
analisador quadrupolo-Tempo de voo, em inglés quadrupole time of flight mass
spectrometer (QTOF) da marca Bruker, modelo Impact Il. O software de
processamento de dados foi o Data analysis 4.3, Bruker. As separacoes
cromatograficas foram realizadas utilizando UHPLC, com coluna de fase reversa,
XSelect HSS T3, Waters.

A andlise dos dados gerados e posterior caracterizacdo dos metabdlitos
conhecidos presentes nas amostras foi baseada nos perfis de fragmentacao de cada
classe de metabolitos, em comparacdo com bancos de dados espectrais publicos e

dados da literatura. O calculo de exatiddo de massa foi feito através da Equacéao 1.
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(Massa exata tedrica) - (Massa exata observada)
Erro (ppm) = - X
Massa exata tedrica

10°

EQUACAO 1: Célculo do erro a partir do valor de massa exata.

3.1.6 Processamento de dados de espectrometria de massas

Os dados de espectrometria de massas obtidos foram previamente convertidos
para o formato .mzML. O processamento foi conduzido no software R, com auxilio do
RStudio para visualizacdo da pipeline, com os pacotes MSnbase, xcms, MASS,
Spectra e CAMERA. Inicialmente, foi gerado o cromatograma com as amostras de
controle de qualidade (QC) para avaliagdo da estabilidade instrumental. A seguir,
foram testados e ajustados os parametros do algoritmo CentWave para detecgéao de
picos cromatograficos por meio da funcao findChromPeaks.

Apols essa etapa, seguiu-se o fluxo proposto pelo pacote xcms, que inclui:
agrupamento inicial dos picos (groupChromPeaks), correcdo do tempo de retencéo
(adjustRtime), novo agrupamento, e preenchimento dos picos ausentes
(fillChromPeaks). A adi¢cdo de informag8es sobre adutos e is6topos foi realizada com
o pacote CAMERA, permitindo a anotacéo de possiveis compostos redundantes. Com
a matriz de intensidades gerada, realizou-se a filtragem de contaminantes
previamente conhecidos (GATTO; GIBB; RAINER, 2020; GATTO; LILLEY, 2012).

A matriz final de dados foi entdo submetida a analise de componentes principais
(PCA), visando a identificacdo de padrdes de agrupamento entre as amostras. Os
scores e Loadings obtidos foram plotados em vetores bidimensionais no R, permitindo
a visualizagao das principais fontes de variancia nos dados. Dos compostos anotados,
foram selecionados aqueles de interesse biologico e realizado uma analise por
Heatmap com hierarquia.

A PCA é um método estatistico ndo supervisionado que projeta variaveis
correlacionadas em um novo espaco ortogonal, onde cada componente captura
maxima variancia dos dados. Os scores representam as amostras nesse espaco
reduzido, enquanto os Loadings indicam quais variaveis influenciam mais cada
componente, auxiliando na identificagdo de padrbes e agrupamentos
(NYAMUNDANDA; BRENNAN; GORMLEY, 2010).
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3.1.7 Parametros biométricos

Durante toda a duracdo experimental, a ingesta hidrica e consumo alimentar
dos animais foram registrados a cada 2 dias e a afericdo da evolucdo ponderal foi
realizada sempre no dia de coleta de leite, sendo a pesagem da ninhada realizada no
dia seguinte, e com todos os 9 filhotes para obter o peso total da ninhada. A coleta de
sangue total foi realizada pela eutanéasia por decaptacgdo utilizando a guilhotina afiada
(Insight, Riberdo Preto). Posteriormente os animais foram laparatomizados para a
coleta dos estoques de gordura retroperitoneal, mesentérica, uterina e ovariana,
sendo entdo pesadas e expressas em relacdo a 100g de peso corporal (PC) do
respectivo animal (g/100g PC).

3.1.8 Pletismografia de cauda

Todos os animais tiveram sua presséo arterial avaliada por pletismografia de
cauda ao dia 22. Os animais foram adaptados para a pletismografia, sendo expostos
a luz infravermelha aquecida durante 20 minutos durante uma semana.

Para a realizacéo da pletismografia os animais foram colocados em uma caixa
aquecida com luz infravermelha por 10 minutos para dilatacdo da artéria caudal.
Posteriormente foi colocado o cuff de insuflacdo e um sensor de pulso na regido da
artéria caudal do rato para aferir o pulso arterial. Esse cuff e sensor sdo conectados a
transdutores ligados a amplificadores de sinais BP-100, que estavam conectados ao
PowerlLab/400, e suas afericbes foram registradas em forma de graficos utilizando o
software LabChart7 (AD Instruments). Para determinar a medida da presséao arterial
sistdlica (PAS) do animal foi calculado uma média usando trés afericdes consecutivas

com o pletismografo.

3.1.9 Metabolismo da glicose

Ap6s um jejum de 6 horas, todos os animais receberam uma injecao
intraperitoneal de insulina (1U/kg PC) para o teste de tolerancia a insulina
intraperitoneal (ipITT). Foram obtidas amostras de sangue (75 uL) por meio de tubo
capilar heparinizado (75mm de comprimento, 1,5mm de didmetro externo). O sangue
foi coletado por via caudal nos tempos, 0 (antes da injecdo), 15, 30, 45 e 60 minutos

apos a administracdo de insulina. As mostras coletadas foram centrifugadas a 13000
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rotacdes por 5 minutos e o plasma coletado e armazenado em -20 °C. As analises dos
niveis de glicose sanguinea foram avaliadas por método enzimatico-colorimétrico
(GoldAnalisa®; Belo Horizonte, Brasil).

Dois dias apés o iplITT, foi realizado o teste de tolerancia a glicose via oral
(oGTT), para que haja a recuperacao dos animais. O teste foi realizado com um jejum
de 12 horas. Foram coletadas as amostras de sangue por via caudal (tempos 0, 15,
30, 45, 60 e 120 minutos) por meio de tubo capilar (75mm de comprimento, 1,5mm de
didmetro externo) heparinizado, logo apds os grupos receberem glicose via oral, por
gavagem (1U/kg PC). As mostras coletadas foram centrifugadas a 13000 rotacfes por
5 minutos e o plasma coletado e armazenado em -20 °C.

A dosagem da glicose plasmatica foi realizada através do método enzimatico-
colorimétrico (GoldAnalisa®; Belo Horizonte, Brasil). Reagente de cor foi adicionado
as amostras de plasma e incubado por 10 minutos a 37°C em banho-maria para
determinacdo da glicose plasmatica (BERGMEYER, 1974). Usando um
espectrofotdbmetro (Analisador bioquimico semi-automatico, BIO 200FL, Bio Plus®,
Séao Paulo/SP, Brasil) foram realizadas as leituras da absorbancia das amostras.

As analises de perfil lipidico e glicose de jejum (12 horas) foram feitas com o
sangue total coletado durante a eutanasia, logo apos a decapitacdo, em um microtubo
do tipo Eppendorf® heparinizado para plasma. As mostras coletadas foram
centrifugadas a 13000 rotacdes por 5 minutos e o plasma coletado e armazenado em
-20 °C.

3.1.10 Eutanasia e coleta de tecidos

A eutandsia foi realizada por répida decapitacdo por guilhotina afiada (Insight,
Ribeirdo Preto) especifica para roedores, sem aplicacdo de anestesia. O uso da
guilhotina, um método restrito de eutanasia, foi necessario devido interferéncias dos
anestésicos, em doses letais, que causam alteracfes sobre o metabolismo glicémico
e lipidico, parametros fundamentais para este trabalho (SAHA et al, 2005; WINDELOV
et al, 2016; DE OLIVEIRA et al, 2013).

Logo apds a eutanasia o sangue total foi coletado e centrifugado (3000 rpm por
5 min), e o plasma foi coletado e armazenado a -20°C para posterior dosagens
bioguimicas. O figado, o pancreas, o coracao e ovarios e as gorduras retroperitoneal,

uterina, ovariana e mesentérica foram coletados e pesados. Os filhotes foram
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eutanasiados ao final da lactac&o por rapida decapitacéo por guilhotina afiada (Insight,

Ribeirdo Preto).

3.1.11 Dosagens Bioquimicas

Utilizando as amostras de sangue total coletados durante a eutanasia foram
determinados os niveis plasmaticos basais de colesterol, triglicerideos e glicose. A
glicemia de jejum foi dosada, através do método da glicose oxidase por
espectrofotometria (Analisador bioquimico semiautomético, BIO 200FL, BioPlus®,
Sédo Paulo/SP, Brasil), utilizando kit comercial (GoldAnalisa®, Belo Horizonte/MG,
Brasil). O colesterol e os triglicerideos foram dosados pelo método colorimétrico
utilizando kits comerciais (GoldAnalisa®, Belo Horizonte/MG, Brasil), sendo suas
leituras realizadas em equipamento de espectrofotometria (Analizador bioquimico
semiautomatico, BIO 200FL, BioPlus®, Sao Paulo/SP, Brasil).

3.2 ANALISE ESTATISTICA

Os dados desse estudo foram processados usando 0 programa
GraphPadPrism 8 (GraphPad softwares, La Jolla, CA, USA). Os resultados foram
apresentados como media + erro padrdo da média (SEM). Foram considerados
significativos os resultados que apresentarem p<0,05. Foram utilizados teste de
normalidade, seguido de teste t student paramétrico ou ndo-paramétrico, a depender
do resultado da normalidade. Quando os fatores dieta e tempo afetam a analise, foi
utilizado o teste Two-way ANOVA , seguido de pos-teste com multiplas comparacgées
de Sidak. As analises estatisticas da avaliacdo metabolémica foram realizadas
utilizando o RStudio Software, como descrito anteriormente no subtitulo 3.1.7. Foi
realizado analises de: hierarquia, produzindo um Dendrograma de agrupamento
hierarquico; analise de componentes principais, sendo gerado um grafico de PCA
sobreposto a seus Loadings; PCA aliado a K-means; e heatmap com 0s compostos

de interesse.

4 RESULTADOS

Ingesta e peso

Na figura 2A, o teste Two-way ANOVA mostra uma interacao significativa entre

os fatores tempo e dieta (p<0,001), com o grupo LP apresentando um consumo
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reduzido durante toda a lactacdo, seguido de um catch-up apos o dia 14. Esse perfil
€ melhor visualizado através da analise de area sob a curva, onde o grupo LP
apresentou um consumo alimentar 74% menor durante a intervencgéo dietética (Figura
2B: p<0.001) e consequentemente também apresentou uma reducdo no seu peso
(Figura 2E: p<0.001) neste periodo. Apesar de um aumento N0 consumMo e peso apos
o retorno da dieta no dia 14, a area sob a curva de consumo (Figura 2C: p<0.001) se
manteve 31% menor, e de peso (Figura 2F: p<0.001) 26% menor até o dia 21 quando
comparado com o grupo controle. Apesar deste resultado, quando feita a avaliacéo
estatistica ponto-a-ponto pelo pos-teste é possivel observar que o consumo no dia 21
da lactacdo se igualou ao do grupo controle (Figura 2A: p=0.38). O peso desses
animais no dia 21, porém ainda se manteve reduzido, sendo 14,1% menor que 0 grupo
controle (Figura 2D: p=0.002).
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FIGURA 2: Dados de consumo e peso ao longo da lactagcdo. A: grafico de consumo ponto-a-ponto ao
longo da lactacdo dos grupos C (n=9) e LP (n=9). Fator tempo (T) p<0.001***, fator dieta (D) p<0.001***,
e interacéo (I) p<0.001***. B: Area sob a curva de consumo do dia 1 ao 14 (p<0.001***), C:1222+17,3;
LP:310+19,9.C: Area sob a curva de consumo do dia 14 ao 21 (p<0.001**), C:912,2+20,8;
LP:633,8+15,3. D: grafico de progressdo de peso ponto-a-ponto ao longo da lactagdo dos grupos
controle (n=9) e LP (n=8). Fator tempo (T) p<0.001*** fator dieta (D) p<0.001*** e interacdo (I)
p<0.001*** E: Area sob a curva de progressdo de peso do dia 1 ao 14 (p<0.001***), C:4246+114,5;
LP:3239+69,3. F: Area sob a curva de consumo dos dias 14 ao 21 (p<0.001***¥), C:2287+49,8;
LP:1691+33,6.



17

Metabolismo da glicose

Os animais alimentados com a dieta LP nos primeiro 14 dias de lactacao
apresentaram um aumento na sensibilidade da insulina com o aumento de 22% na
constante de decaimento do ipITT (KITT, Figura 3B: p=0.004). O teste Two-way
ANOVA do ipITT (Figura 3A), mostrou um efeito significativo do fator dieta (p=0.003)
e do fator tempo (p<0.0001), assim como uma interagao significativa dos dois fatores
(p<0.0001), apontando que os fatores tem impacto distinto no decaimento da glicemia
no ipITT. Este perfil é evidenciado por uma queda maior na curva glicémica dos
animais LP ao longo de todo o periodo de analise, como evidenciado pelo pds-teste.
O teste Two-way ANOVA do oGTT apresentou diferenca significativa apenas no efeito
tempo (Figura 3C: p<0.0001), indicando que a dieta LP ndo afetou a tolerancia a
glicose desses animais. A area sob a curva do oGTT também n&do apresentou

diferenca significativa (Figura 3D: p=0.25).
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FIGURA 3: Analise de metabolismo da glicose. A: Curva do ipITT para os grupos controle (n=12) e LP
(n=10), fator tempo (T) p<0.0001***, fator dieta (D) p=0.003**, e interacdo () p=0.007*** B: kITT
(p=0.004**), C:1,52+0,07; LP:1,95+0,01. C: Curva do oGTT dos grupos: controle (n=12) e LP (n=10),
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fator tempo (T) p<0.0001*** fator dieta (D) p=0.36, e interacdo (I) p=0.1. D: AUC oGTT (p=0.25),
C:157451506,1: LP:14989+356,6.

Pressao Arterial

O grupo LP também teve 9,66% de aumento de pressao arterial sistélica um

dia apos o final da lactacao (Figura 4: p=0.0002), comparado ao grupo controle.
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FIGURA 4: Pressé@o Arterial Sistolica dos grupos controle (n=11) e LP (n=10), (p=0.0002***).
C:143,9+2,28; LP:157,8+2,02.

Parametros biométricos e bioquimicos

O grupo LP apresentou uma adiposidade 15,5% menor quando comparado ao
grupo controle (Tabela 2: p=0,036), com uma reducdo nas gorduras retroperitoneal
(Tabela 2: p=0,046) e uterina (Tabela 2: p=0,02). Os niveis de triglicerideos foram
19,9% menores nos animais LP do que nos C (Tabela 2: p=0,02). A dieta LP causou
um aumento na glicemia de jejum de 8,8% quando comparado com o efeito da dieta
C (Tabela 2: p=0,03%).

TABELA 2: Tabela de dados biométricos e bioquimicos.

Parametros biométricos e bioquimicos C LP P valor
Peso corporal aos 21 dias (g) 319,8 £ 6,21 274,7 £ 4,38 0,0001***
Coracéao (g/100g de peso corporal) 0,43 + 0,007 0,43 + 0,008 0,8
Péancreas (g/100g de peso corporal) 0,51 £0,02 0,53+0,03 0,62

Figado (g/100g de peso corporal) 3,45 £ 0,06 3,53+0,09 0,45
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Ovario (g/100g de peso corporal)

Gordura mesentérica (g/100g de peso
corporal)

Gordura retroperitoneal (g/100g de peso
corporal)

Gordura uterina (g/100g de peso corporal)

Gordura ovariana (g/100g de peso corporal)
Adiposidade

Glicemia de jejum (mg/dL)
Colesterol (mg/dL)
Triglicerideos (mg/dL)

0,04 + 0,002
0,71+0,03

1,04 + 0,09

0,79+ 0,04

0,74 + 0,05
3,29+ 0,17

89,5+ 2,76
65,2 + 2,86
110,5+ 7,12

0,042 + 0,002

0,69 + 0,05

0,79 £ 0,06

0,67 + 0,04

0,65 + 0,05
2,78 0,15

97,4 + 1,57
73,1+ 3,38
88,5+ 3,8

0,25
0,66

0,046*

0,02*

0,23
0,036*

0,03*
0,09
0,02*

Peso da Ninhada

Analisando o peso dos filhotes durante a lactacéo, € possivel observar que os

animais LP apresentaram um crescimento menor que 0S animais controles, com

diferenca significativa a partir da primeira semana de lactagéo (Figura 5A: p<0.0001).

As andlises de area sob a curva do ganho de peso durante a intervencgao dietética e

na semana seguinte apés o retorno da dieta controle corroboram com o resultado de

que esses animais apresentaram crescimento reduzido (Figura 5B: p<0.0001; Figura
5C: p<0.0001). Ao final dos 21 dias o peso dos filhotes LP ainda era 113,4% menor

gue os animais controles (Figura 5A: 0,0001).
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FIGURA 5: Dados de progressao de peso de ninhada dos grupos controle (n=9) e LP (n=8). Fator tempo
(T) p<0.0001***, fator dieta (D) p<0.0001***, e interacdo (l) p<0.0001***, A: gréfico de progresséo de
peso de ninhada ponto-a-ponto ao longo da lactagéo. B: Area sob a curva de peso de ninhada do dia
1 ao 14 (p<0.0001***), C:2289+33,8; LP:1268+27,82. C: Area sob a curva de consumo do dia 14 ao 21
(p<0.0001***), C:2059+32.3; LP:974,9+38,6.

Andalise Metaboldmica do leite

A partir da matriz completa com todos os features foi gerado um dendograma
de hierarquia (Figura 6). A analise de agrupamento hierarquico revelou uma
separacao clara das amostras de leite materno ja no primeiro nivel hierarquico do
dendrograma. Observou-se a formacdo de dois clusters principais, correspondentes
aos grupos LP e C, indicando que a dieta materna constituiu o principal fator de
diferenciacéo no perfil metabolémico do leite. Embora a segregagéo entre 0s grupos
LP e C tenha ocorrido ja no primeiro nivel hierarquico do dendrograma, niveis
hierarquicos subsequentes revelaram padrdes de organizacdo intragrupo, dessa

maneira foi possivel identificar padrdes de agrupamento intragrupo relacionados ao
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tempo de lactacdo. Especificamente no dia 21, quatro das seis amostras de cada
grupo experimental mostraram uma tendéncia a se agruparem com poucos hiveis
hierdrquicos de separagdo enquanto as demais permaneceram mais distantes,
indicando que a disperséo no perfil metabolémico do leite é reduzida no ultimo dia de

lactacdo em ambos os grupos.
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FIGURA 6: Dendrograma de agrupamento hierarquico das amostras de leite de ratas dos grupos C e LP, coletadas nos dias
7, 14 e 21 de lactagédo, construido com base na matriz de todos os features detectados no modo positivo de ionizagdo. Os
dados foram submetidos a normalizagéo, e a andalise de agrupamento foi realizada no RStudio.

Os dados de analise de componentes principais (PCA) (Figura 7) utilizando os
25 principais componentes do leite nos 3 tempos de coleta corroboram com o
resultado do dendrograma (Figura 6). A distribuicdo das amostras no grafico de scores
(Figura 7 A) revela uma separagéo clara entre o leite de ratas alimentadas com
diferentes dietas durante a lactac&o. E possivel observar que os animais do grupo LP
e C se distanciam no primeiro componente principal (PC1l) mostrando que esses
grupos apresentam composi¢des quimicas diferentes. Os animais LP se distanciaram
negativamente em PC1, e os animais C positivamente, com PC1 explicando 34,5%
da variancia total dos dados e PC2 17,2%, totalizando 51,7% da variancia explicada
pelos dois primeiros eixos (Figura 7 A).

Ainda na Figura 7 A, o grafico de Loadings que se encontra sobreposto ao PCA
mostra que os m/z 531.33707, 575.36326, 327.20044 e 272.25877 sao 0s ions com

maior correlacdo negativa com PC1 e apesar desses compostos ndo terem sido
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anotados, pode-se afirmar que se encontram em maior abundancia nas amostras do
grupo LP que estdo situadas negativamente em PC1. Enquanto isso os m/z
454.86862, 452,87133, que também ndo foram anotados, sdo 0s ions com maior
correlagao positiva com PC1, e por conta disso se encontram em maior abundancia
nas amostras do grupo C que estéo situadas positivamente em PC1. Em PC2 observa-
se que os Loadings que diferenciam as amostras apresentam principalmente projecéo
negativa. Vale ressaltar que esses compostos ndo foram anotados, ou por serem
compostos desconhecidos, ou nao por nao existirem nos bancos de dados utilizados.

Apesar de PC2 nado apresentar uma separacao clara, é possivel observar no
grafico de Loadings sobreposto ao PCA (Figura 7 A) que as amostras do dia 21 em
ambos o0s grupos apresentam uma tendéncia a se concentrarem situadas
positivamente em PC2, enquanto as amostras dos dias 7 e 14 se encontram mais
dispersas. Isso indica que as amostras do dia 21 sdo mais semelhantes entre si do
gue as amostras dos outros dias, quando considerado PC2.

Na Figura 7B foi realizada uma analise de componentes principais (PCA)
utilizando os 25 principais componentes do leite coletado no 7° dia de lactagcdo, com
PCL1 explicando 47,7% da variancia total dos dados e PC2 17%, totalizando 64,7% da
variancia explicada pelos dois primeiros eixos. E possivel ver que no dia 7 a
distribuicdo das amostras no grafico de scores ainda mantém uma diferenciacao clara
entre o grupo L e o C em PC1, com os animais LP se distanciando positivamente, e
os animais C negativamente. Em PC2 é possivel observar que os animais do grupo
LP apresentam uma maior dispersdo no grafico de PCA do que os animais do grupo
C, indicando que a dieta LP causou uma maior variacdo nos metabdlitos do leite no
dia 7 da lactacdo quando comparado com a dieta padrdo no mesmo dia.

Nas analises de PCA das amostras dos tempos 14 (Figura 7 C) e 21 (Figura 7
D), os grupos LP e C se mantiveram com distin¢cdo clara entre os grupos em PC1. A
Figura 7C apresenta uma andlise de componentes principais (PCA) realizada
utilizando os 25 principais componentes das amostras de leite coletadas no 14° dia de
lactacdo, mostrando que os dois primeiros componentes principais explicam juntos
69,1% da variancia total dos dados (PC1 = 40,1%; PC2 = 29%). Na Figura 7D foi
realizada uma analise de componentes principais (PCA) utilizando os 25 principais
componentes do leite coletado no 7° dia de lactacdo, com PC1 explicando 37,8% da
variancia total dos dados e PC2 21,3%, totalizando 59,1% da variancia explicada pelos

dois primeiros eixos.
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FIGURA 7: Analise de Componentes Principais (PCA) dos dados obtidos a partir da extracdo do leite com acetato de etila
analisado no modo positivo de ionizacéo utilizando UHPLC-MS/MS, sobreposto ao seu grafico de Loadings, utilizando os 25
principais componentes. A: PCA com Loadings sobreposto dos animais C e LP em todos os tempos de coleta de leite (dia 7,
14 e 21). B: PCA com Loadings sobreposto dos animais C e LP da coleta do dia 7. C: PCA com Loadings sobreposto dos
animais C e LP da coleta do dia 14. D: PCA com Loadings sobreposto dos animais C e LP da coleta do dia 21.

Foi realizada também uma analise de K-means, utilizando a matriz completa de

todos os features (Figura 8). O numero 6timo de clusters (k = 2) foi definido com base

no método do cotovelo (APENDICE A). Na Figura 8 A foi realizada uma analise de K-
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means com as amostras de leite dos grupos C e LP em todos os tempos de coleta,

sendo esses os dias 7, 14 e 21 da lactacdo. O cluster 1 concentrou majoritariamente

amostras do grupo LP, enquanto o cluster 2 foi composto predominantemente por

amostras do grupo C indicando que a dieta materna estd fortemente associada a

organizacéo dos perfis metabolémicos do leite (Figura 8 A). E possivel observar que

nas Figuras 8 A, B e D ndo houve basicamente nenhuma interseccao e sobreposicao

entre os clusters, sugerindo diferenca significativa entre os grupos. Nas amostras do

dia 14 (Figura 8 C) houve uma leve sobreposi¢ao dos clusters porém a analise de K-

means ainda foi capaz de fazer uma separacao visual clara entre os clusters,

indicando que ha diferenca significativa entre os grupos.

A K-means com todas amostras B
K-means com amostras no tempo 07
10
< L ]
5 ~. LP3_14
Py 21 ® Lps_7®
P LP8-21
.LI:.lZ!. - u:va.
P1_14
LP8_7 h MY & - Cluster "o cl0 ! .
o 0 i e-® ; . ! py P Cluster
8 \ - @ Y LP6_21 -® 1 s N .L -
R e T F R . 2 g’ o :
. LP&_7 & 2
LP2.7 T e L
\ P77 " p7 LPZ'
- .
777777 C12 14
[
1ps 14® P S S S R F P
-4 0 4 0 4 8
PC1 PC1
K-means com amostras no tempo 14 K-means com amostras no tempo 21
C 10 10
S
[ . <P
c1 = ! LPs
P s ; Cluster . o7 Cluster
ci1 @
S o e c LP1 & 1 S [ ® 1
e *C . oo P2
LP8 - -
° Lp7 ® 2 ® 2
ciz .
ciz . *
> Lpo LP1
LPe
,,,,,, .,PE
-10
-10 0 10 0 3 6
PC1 PC1

FIGURA 8: Andlise de Componentes Principais (PCA) aliado ao agrupamento k-means dos dados obtidos a partir da
extracdo do leite com acetato de etila analisado no modo positivo de ionizac¢éo utilizando UHPLC-MS/MS, utilizando a matriz
com todos os componentes. A: PCA aliado ao agrupamento k-means dos animais C e LP em todos os tempos de coleta de
leite (dia 7, 14 e 21). B: PCA aliado ao agrupamento k-means dos animais C e LP da coleta do dia 7. C: PCA aliado ao
agrupamento k-means dos animais C e LP da coleta do dia 14. D: PCA aliado ao agrupamento k-means dos animais C e

LP da coleta do dia 21.

Os resultados do k-means sdo consistentes com a andlise hierarquica,

reforcando que a condic&o nutricional materna representa o principal fator associado

a segregacao dos perfis metabolémicos do leite.
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A anotacdo de compostos conhecidos foi realizada utilizando o software
Metaboescape (Tabela 3), dos quais foram entdo selecionados aqueles de interesse
biolégico para a analise de Heatmap com hierarquia utilizando das intensidades de
sinal das amostras (Figura 9). O heatmap mostra a diferenca dos metabdlitos dos
leites de ratas alimentadas com dieta LP ou C durante a lactacdo. O eixo horizontal
representa as amostras e sua hierarquia, enquanto o eixo vertical representa as
varidveis que neste caso sdo os compostos anotados de interesse. Os retangulos
vermelhos indicam a intensidade de sinal das amostras para aqueles compostos.
Quanto mais escuro o tom do vermelho, maior a intensidade detectada, indicando

maior abundancia relativa daquele composto nas amostras.

TABELA 3. Anotagdo de metabdlitos do leite das ratas C e LP, obtida por analises de UHPLC-
HRMS/MS em modo positivo.

Metabolito Formula Massa lon Erro tr (Min)
molecular exata m/z precursor (ppm)
m/z

Esteroides

Progesterona C21H3002 315,2318 315,2324 -1,90 18,73
[M+H]*

Dihidroprogesterona C21H3202 317,2475 317,2444 9,66 23,35
[M+H]*

Estradiol C18H2402 273,1849 273,1826 8,41 19,69
[M+H]*

Colesterol Ca27H160 369,3515 369,3498 4,60 26,83

[M+H-H20]*

7-hidroxi-4-colesten- C27H4402 401,3414 401,3398 3,98 23,30

3-ona [M+H]*

Vitaminas

Nicotinamida CsHsN20 123,0552 123,0551 0,81 1,42
[M+H]*

Lipideos

LPC 18:2 C26HsoNO7P 520,3397 520,3386 2,11 20,78
[M+H]*

LPE 18:0 C23HasNO7P 482,3241 482,3214 5,59 22,26
[M+H]*

LPE 18:2 C23HasNO7P 478,2928 478,2912 3,34 20,81
[M+H]*

SM 18:1;0,/16:0 CaoH79N206P  703,5748 703,5691 8,10 25,59



[M+H]*

DG(10:0/18:1) C31Hs805 528,4622 528,4603 3,59 25,61
[M+NHa]*

DG(10:0/18:2) Cs1Hs605 526,4466 526,4447 3,60 24,85
[M+NHa]*

DG(14:0/18:2) Cs5He4Os 582,5092 582,5080 2,06 27,67
[M+NH.]*

DG(16:0/18:2) Cs7HesOs 610,5405 610,5376 4,79 24,51
[M+NH.]*

DG(18:2/18:2) C39HesOs 634,5405 634,5385 3,15 23,03
[M+NHa]*

TG(10:0/18:1/18:2) Ca9HssOs 795,6473 795,6425 6,03 23,69
[M+Na]*

Fosfatidiletanolamina  Cs1H7sNOsP 744,5537 744,5513 3,22 22,00

(20:1/16:1) [M+H]*

PC(34:2) Ca2HsoNOsP 758,5694 758,5666 3,69 26,37
[M+H]*

PC(38:4) Ca6HsasNOsP 810,6007 810,5988 2,34 28,11
[M+H]*

Nucleosideos e nucleobases

9-Metilguanina CsH7NsO 166,0723 166,0714 541 1,08
[M+H]*

Outros

Xilazina C12H16N2S 221,1106 211,1105 0,45 8,76
[M+H]*

Ketoprofeno Ci16H1403 255,1015 255,1001 5,48 17,00
[M+H]*

Ketamina Ci3H16CINO 238,0993 238,0990 1,25 8,64
[M+H]*

Norketamina C1oH14CINO  224,0836 224,0835 0,44 8,71
[M+H]*

26

No geral, a hierarquia do Heatmap utilizando os 10 compostos de interesse

biol6gico manteve a separacédo dos grupos LP e C, mostrando que mesmo para essas

poucas moléculas o fator da dieta ainda diferencia os grupos. Observou-se que as

amostras do grupo LP apresentaram predominantemente maior abundéancia relativa

de um conjunto especifico de metabdlitos. O Heatmap evidenciou um claro aumento

na progesterona, nicotinamida, Lisofosfatidiletanolamina 18:0 (LPE 18:0) e
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Esfingomielina 18:1;02/16:0 (SM 18:1;02/16:0) no leite dos ratos LP principalmente
nos dias 7 e 14 de coleta. Por outro lado, o leite dos animais LP apresentou uma
reducéo clara nos niveis de 17-beta-Estradiol nos dias 7 e 14. Para o colesterol o heat
map néo evidenciou um padréo visual claramente distinto de abundancia relativa entre
0s grupos LP e C, sendo possivel observar a presenca de intensidades elevadas e

reduzidas de metabdlitos distribuidas em ambos os grupos experimentais
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FIGURA 9. Mapa de calor (heatmap) com hierarquia representando as intensidades relativas dos ions referentes a
moléculas de interesse detectados entre as amostras analisadas, evidenciando diferencas nos perfis de intensidade
entre amostras de leite dos ratos C e LP em todos os tempos de coleta.

5 DISCUSSAO

Este trabalho avaliou os efeitos da restricdo proteico-caldrica durante a
lactacdo sobre o perfil metabolémico do leite. Para tal foi realizada uma analise
metabolémica exploratdria, onde se viu uma separacao clara no perfil quimico do leite
de ratas alimentadas com dieta LP quando comparadas com dieta C, evidenciando
gue a dieta LP influencia diretamente na qualidade do leite. O principal achado deste
trabalho no leite sdo os metabdlitos de interesse bioldgico que foram anotados e se

apresentaram em diferentes concentracdbes no grupo LP, com aumento na
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progesterona, nicotinamida, LPE 18:0 e SM 18:1;02/16:0 nos dias 7 e 14, e reducao
de 17-beta-Estradiol durante o mesmo periodo. O presente estudo também investigou
as repercussodes de uma dieta com restricdo proteico-calérica, durante o periodo de
lactacdo, na funcdo cardiometabdlica de ratas Wistar. Os principais achados nesses
animais foram a maior sensibilidade a insulina e a elevacdo da presséo arterial
sistélica (PAS) e niveis de triglicerideos mais baixos nas ratas LP.

Os parametros biométricos demonstraram que as ratas do grupo LP tiveram
um peso corporal menor e uma menor adiposidade ao final do experimento,
corroborando com estudos em fémeas lactantes (MARTINS et al.,, 2023). Essa
acentuada perda de peso corporal esta relacionada a importante restricio proteico-
caldrica observada neste modelo. Mesmo diante de uma dieta isocal6rica, 0s animais
apresentam uma reduzida ingesta levando também a restricao calérica, como ja visto
na literatura (MARTINS et al., 2023).

A analise do metabolismo da glicose, através do oGTT e ipITT, apontam para
um aumento na sensibilidade a insulina nas ratas lactantes expostas a restricdo
proteico-caldrica da dieta LP. Este perfil pode ser uma estratégia de adaptacéo
metabdlica para viabilizar o aporte de glicose para os tecidos diante da restricao
nutricional (WANG et al., 2020). No presente estudo nao foi avaliado os niveis de
insulina desses animais, porém outros trabalhos apontam que a insulinemia se
encontra reduzida em ratas lactantes expostas a uma dieta pobre em proteina
(MORETTO et al., 2010; BAUTISTA et al., 2019). Neste estudo mostramos que as
ratas expostas a restricdo proteico-calorica apresentam uma glicemia aumentada, o
que ja foi previamente observado em outros estudos (MARTINS et al., 2023;
BAUTISTA et al.,, 2019). Martins e colegas (2023) especulam que o aumento na
glicemia € uma adaptacdo para garantir o suprimento energético para o leite e
desenvolvimento da prole (MARTINS et al, 2023). As ratas apresentaram também
uma maior sensibilidade a insulina apés a lactacdo, o que estaria corroborando com
a literatura tanto em dieta de restricdo proteica (KANG; LEE; BAIK, 2011) quanto
calorica (SHARMA, 2012). Kang e colaboradores, 2011, sugerem que 0 aumento da
sensibilidade a insulina pode estar relacionado ao aumento da adiponectinemia, que
além do seu papel sobre o metabolismo de lipideos, também afeta a sensibilidade a
insulina (KANG; LEE; BAIK, 2011). Palou e colaboradores (2019) encontraram
aumento de adiponectina no leite de ratas em modelo de restricao caldrica, reforcando

essa hipotese (PALOU et al, 2019). No presente estudo ndo foi avaliada a
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adiponectinemia e mais estudos precisam ser realizados para avaliar o seu papel no
metabolismo da glicose, no presente modelo.

As ratas LP apresentaram niveis reduzidos de triglicerideos plasmaticos.
Resultados similares foram observados previamente em machos (TREVINO-
VILLARREAL et al, 2018). Os triglicerideos circulantes sdo empacotados com
apoproteinas no figado e transportados para os tecidos na forma de VLDL. O
metabolismo dos triglicerideos néo foi avaliado profundamente no presente estudo,
mas a reducdo de triglicerideos no presente modelo poderia estar relacionado a
disfuncéo na funcao transportadora da VLDL, como observado em outros modelos de
restricdo proteico-calérica. Trevifio e colaboradores (2018) apontam uma diminui¢cao
na secregéo e consumo circulante de VLDL em animais com restrigao proteica (7%—
9% de proteina) por 7 dias, em partes devido atividade da via da CREBH-APOA5
ativando lipase lipoproteica e consequente diminui¢do de VLDL circulante (TREVINO-
VILLARREAL et al, 2018). Outro estudo apontou que a diminuicdo da secrecdo de
VLDL pelo figado em animais, apds 28 dias de exposi¢do a dieta contendo apenas
8% de proteina, esta associada a uma reducdo na expressao da proteina de
transferéncia de triglicerideos microssomal (MTP), importante na montagem e
secrecdo de VLDL (KANG; LEE; BAIK, 2011).

Um dos resultados mais significativos foi 0 aumento da pressao arterial sistélica
(PAS) nas fémeas lactantes LP. Este aumento da pressa o arterial poderia ser um
mecanismo compensatério visando melhorar o baixo aporte cal6rico e proteica para
os tecidos, diante da presente restricdo proteico-calorica. Este quadro de hipertensao
corrobora com outros modelos de restricdo proteica mais prolongada (35 dias),
contudo menos severa (6% de proteina), em machos (PENITENTE et al., 2007). A
partir de varios estudos os autores sugerem que esta hipertensédo relacionada a
restricdo proteica pode ser dependente de uma hiperatividade simpatica (TROPIA et
al., 2001). Este mecanismo poderia estar relacionado ao presente modelo, contudo
mais estudos precisam ser realizados para esclarecer este mecanismo.

Neste estudo os filhotes das ratas alimentadas com dieta LP apresentam
crescimento reduzido ao longo da lactacdo e menor tamanho no dia de desmame.
Esse dado é consistente com achados prévios (MARTINS et al., 2023). Conforme
Moretto e colegas (2010), animais alimentados com dieta pobre em proteina
apresentam reducdo na producédo de leite diaria, sugerindo uma reducéo na ingesta

de leite pelos filhotes (MORETTO et al, 2010), causando crescimento reduzido. Os
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autores discutem que essa reducéo na producédo de leite acontece por conta de um
desenvolvimento menor das glandulas mamarias e secrecéo de prolactina, que séo
comprometidos pela dieta LP (MORETTO et al, 2010).

A analise metabolémica revelou diferenca significativa no perfil do leite dos
animais LP comparado com os animais C. Esse padrdo foi observado por diferentes
abordagens analiticas, incluindo analise de agrupamento hierarquico, PCA e K-means
independente do dia de coleta. Palou e colegas (2019) investigaram o leite de ratas
Wistar sob restricdo caldrica e também evidenciaram separacao clara entre os leites
sob diferentes dietas por analise de PCA (PALOU et al, 2019). Outro estudo, com
restricdo proteica durante a gestacdo em conjunto com a lactacdo também corrobora
com esse achado (AGNOUX et al, 2015) indicando que a alimentacdo durante a
lactacédo influencia diretamente no perfil metabolémico do leite, e que a metabolémica
€ um método valido para diferencia-los.

Os resultados de PCA, K-means e hierarquia indicaram que, embora 0s grupos
tenham permanecido claramente separados ao longo da PC1, observou-se uma
aproximacéo parcial das amostras ao longo da PC2 no dia 21 de lactagdo (Figura 7A).
Considerando a influéncia que a dieta apresenta sobre o perfil metabolémico do leite
(AGNOUX et al, 2015; PALOU et al, 2019) uma possivel explicacdo para esse
resultado é o retorno da dieta C para os animais LP apdés o dia 14. Isso indicaria que
embora o histérico nutricional exer¢ca um efeito duradouro sobre a metabolémica do
leite, o retorno da dieta C pode modular componentes metabdlicos secundarios,
refletidos em fontes de variancia menos dominantes. Contudo, mais estudos sao
necessarios para elucidar esse resultado.

O heatmap indica que o leite de ratas alimentadas com a dieta LP apresenta
aumento nos niveis de progesterona nos dias de coleta 7 e 14. Martins e
colaboradores (2023) jA demonstraram que a mesma dieta LP utilizada nesse trabalho
causa aumento de corticosterona no plasma e leite materno aos 14 dias de lactagao
levantando a hipdtese que o aumento da progesterona aconteca por conta do
aumento da ativacdo da via de producao da corticosterona (MARTINS et al, 2023).
Jaé reportado aumento de glicocorticéides como a corticosterona em animais sob
restricdo caldrica, o que indica ativacdo do eixo HPA (TOMIYAMA et al, 2010;
MARTINS et al, 2023). Estudos em humanos e animais revelam aumento de
progesterona no sangue em resposta ao estresse que corrobora com essa hipétese
(WIRTH et al, 2007).
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Os resultados da analise metabolémica também revelaram reducdo de 17-3-
estradiol no leite de animais do grupo LP. Ja foi demonstrado que estresse reduz a
secrecdo de hormonios estrégenos (TOUFEXIS et al, 2014). Joseph e colaboradores
(2017) afirmam que isso acontece por conta da agao do estresse que induz o eixo
HPA estimulando a producao de cortisol/corticosterona que por sua vez inibe o eixo
HPG (JOSEPH et al, 2017). O eixo HPG media a producé&o de hormdnios esteroides
pela secrecdo do hormoénio-liberador-das-gonadotrofinas (GnRH), que por sua vez
estimula as células gonadotroficas que secretam horménios-foliculo-estimulante
(FSH) e hormdnio-lutenizante (LH). Esses hormdnios atuam nos ovarios, causando a
secrecdo de hormonios esteroides como o estradiol. Os horménios glicocorticéides,
como a corticosterona, causam inibicdo dos neurdnios secretores do GnRH, das
células gonadotroficas e das préprias gdnadas, causando entédo a reducao do estradiol
(JOSEPH et al, 2017; WHIRLEDGE et al, 2017; MAGIAKOU et al, 1997).

Os resultados do heatmap da metabolémica revelam que o leite de ratas
alimentadas com dieta LP apresenta um aumento nos niveis de LPE 18:0, um lipideo
da classe dos lisoglicerofosfolipideos (HISHIKAWA et al, 2014). O aumento na
concentracdo de LPE foi encontrado no leite de mulheres que passaram por cirurgia
de ceséarea quando comparado com mulheres que tiveram parto natural (YU et al,
2023). Os autores desse estudo especulam que esse aumento em LPE ocorre por
respostas inflamatorias poés-operatérias (YU et al, 2023), o que pode indicar a
presenca de processos inflamatérios nas ratas alimentadas com a dieta LP. Ling e
colaboradores (2004) jA demonstraram que a restricdo proteica severa € capaz de
induzir inflamacao sistémica de baixo grau, aumentando os niveis de TNF, IL-1, IL-6
e AG no plasma, o que corrobora com essa hipétese (LING et al, 2004). Yu e colegas
(2023) acreditam que o aumento do LPE acontece por conta do aumento de
diglicerideos, como o DAG (diacilglicerol) por meio da inflamacgéo (YU et al, 2023). Na
rota de Kennedy, um aumento na DAG levaria a um aumento de fosfoetanolamina
(PE) (GIBELLINI; SMITH, 2010), que € precursor da LPE (Figura 10). SM 18:1;02/16:0
também foi encontrado em maiores quantidades no leite das ratas LP, apresentando
uma segunda potencial via para o aumento de LPE. Maiores quantidades de SM

também foram constatadas no estudo de Yu e colégas (2023).
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Diacilglicerol ——» Fosfatidiletanolamina —— LisoFosfatidiletanolamina
(DAG) (PE) (LPE)

Ceramida

Esfingomielina
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Figura 10: Imagem simplificada das vias para a sintese de LPE adaptada de YU et al, 2023.

Estudos revelam que os LPE apresentam funcdes bioldgicas (SHU et al, 2020;
TSUKAHARA et al, 2021). O LPE 18:0 apresentou efeito estimulante em neur6nios
corticais in vitro (HISANO et al, 2021), entretanto alguns estudos também indicam
efeitos patofisioldgicos dos lipideos da classe dos LPE. Espécies de LPE foram
encontradas aumentadas no cérebro em casos de Alzheimer, Lesdo Cerebral
Traumatica, e AVC em animais (VILLAMIL-ORTIZ et al, 2016; GUO et al, 2017;
SABOGAL-GUAQUETA et al, 2018). Yamamoto e colegas (2022) evidenciaram ainda
que especificamente LPE 18:2 favorece o acumulo de gordura no figado
(YAMAMOTO et al, 2022). Hisano e colegas (2021) discutem, que os papeis dos LPE
no corpo sao amplos, dependentes da célula em que atuam e na espécie de LPE,
sendo ainda pouco elucidados (HISANO et al, 2021). Dado as atuais complexas
evidéncias a respeito da influéncia biolégica dos LPE é dificil inferir como o LPE 18:0
seria capaz de afetar a salde da lactante assim como a saude dos filhotes. Ainda séo
necessarios estudos adicionais para elucidar plenamente os efeitos biolégicos do LPE
18:0, porém é importante salientar que apresenta potencial capacidade para
programacao metabolica, dado as evidéncias de seu efeito em células do sistema
nervoso central (HISANO et al, 2021).

No presente estudo também foi encontrado um aumento de SM 18:1;02/16:0
nos dias 7 e 14. A classe das esfingomielinas apresenta papel fundamental na
promocao do desenvolvimento do sistema nervoso, regulacao da microbiota intestinal,
e suporte da estrutura da membrana (YUAN et al, 2024). Collet e colaboradores (2017)
mostraram que 0s nhiveis de SM se encontram aumentados no plasma durante

restricdo calérica em humanos, sendo revertido com reintroducdo de dieta
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normocaldrica (COLLET et al, 2017). Os autores especulam que isso pode ser reflexo
da mobilizacdo de acidos graxos para propositos energéticos (COLLET et al, 2017).
YUAN e colaboradores (2024) especulam no seu trabalho, que os lipideos para a
sintese de SM pelas glandulas mamarias se originam parcialmente do proprio tecido
adiposo materno (YUAN et al, 2024). Portanto € possivel que o aumento da
mobilizacdo de acidos graxos do tecido adiposo materno pela dieta LP seja a causa
do aumento de SM no leite.

O leite de ratas submetidas a dieta de restricdo proteico-calérica apresentou
maiores niveis de Nicotinamida nos dias 14 e 21. Ainda ndo existem estudos
publicados especificamente mostrando aumento de nicotinamida em leite em resposta
a dietas hipoproteicas ou hipocaléricas em modelos animais. Em estudos de restricao
calérica em ndo-lactantes, ja foi demonstrado o oposto, com reducéo na nicotinamida
plasmatica, possivelmente através do aumento da expressdo do gene da NAMPT
(nicotinamida fosforibosiltranferase) para a producédo de NAD+ (POLJSAK; MILISAV,
2016). A NAMPT é uma enzima que converte nicotinamida em nicotinamida
mononucleotideo, que entdo € convertida em NAD+, causando a reducdo da
nicotinamida plasmatica (POLJSAK.; MILISAV, 2016). Apesar disso, estudos revelam
que o aumento da ingestdo dietética de nicotinamida eleva seus niveis no leite
(HUANG, 2025) e sangue (CERVANTES; SMITH; YOUNG, 1996; LI et al, 2013).
Considerando que a dieta hipoproteica deste estudo foi formulada e produzida
manualmente em laboratorio, diferencas em relacdo a dieta comercial padrdo podem
ter contribuido para o aumento observado. Ao analisar o Heatmap € possivel ver que
niveis de nicotinamida se assemelham entre os grupos no dia 21, apos o retorno da
dieta comercial, o que reforca essa hipdétese. Essa limitacdo revela a necessidade de

realizar estudos adicionais sobre a composicao das dietas.
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstra que a restricdo proteico-caldrica durante a lactacao
promove alteragBes significativas no perfil cardiometabdlico de ratas Wistar e na
composi¢cdo metabolémica do leite materno, reforcando a lactagdo como uma janela
critica de programacéo metabdlica, via modificacdo da composicao do leite que nutre
os filhotes. As ratas submetidas a dieta hipoproteica apresentaram menor peso
corporal e adiposidade, maior sensibilidade a insulina, elevacéo da presséo arterial
sistélica e reducéo dos niveis plasmaticos de triglicerideos, evidenciando que essa
intervencdo impacta de forma relevante a salude materna. A analise metabolémica
revelou diferencas claras no perfil do leite entre os grupos, independentemente do dia
de coleta. O leite do grupo LP apresentou aumento de progesterona, nicotinamida,
LPE 18:0 e SM 18:1;02/16:0, além de reducédo de 17-B-estradiol nos periodos iniciais
da lactacdo. Este perfil do leite aponta para um quadro de estresse metabdlico e
inflamatério na lactente. Apesar deste trabalho néo ter investigado marcadores
inflamatorios nas ratas LP, outros autores ja mostraram que a restricao proteica severa
causa um perfil de inflamacgao sistemica de baixo grau nesses animais, portanto esse
trabalho poderia se beneficiar de uma investigacdo desses marcadores. Esses
achados evidenciam que a dieta materna durante a lactacao modifica qualitativamente
o leite, potencialmente influenciando a programacdo metabdlica dos filhotes. Em
conjunto, os resultados destacam a importancia de considerar ndo apenas os efeitos
da restricdo proteico-calorica sobre a prole, mas também seus impactos diretos sobre
a saude materna e a composicao do leite, contribuindo para o avanco do entendimento
em DOHabD e reforcando a necessidade de estudos futuros que aprofundem a relacéo
entre dieta materna, qualidade do leite e desfechos metabdlicos a longo prazo.

De forma geral, o presente trabalho demonstrou que a restricdo proteico-
calérica durante a lactacdo promove alteragbes significantes no perfil
cardiometabolico materno e na composicdo de metabolitos do leite. Esses achados
se benificiariam de analises complementares do leite materno, incluindo a
quantificacdo de lipideos totais, proteinas totais e carboidratos totais, a fim de integrar
os achados metabolémicos com parametros classicos de composi¢cao nutricional.
Além disso, abordagens omicas adicionais, como a protedmica e a lipidémica,
poderiam ampliar a compreenséo dos efeitos da restricdo proteico-caldrica sobre a

qualidade do leite, contribuindo para uma caracterizacdo mais abrangente das
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modificacdes induzidas pela dieta durante a lactacdo. Essas analises integradas sao
capazes de contribuir para um entendimento mais abrangente do impacto da dieta
materna durante a lactacdo, fortalecendo a relevancia do modelo experimental e

fomentando futuras investigacdes no contexto do DOHaD.
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APENDICE A — Método de cotovelo
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METODO DE COTOVELO (ELBOW METHOD): Andlise estatistica realizada para definir o niamero de
grupos (clusters) a utilizar nos graficos de k-means.
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APENDICE B - Espectros de fragmentacdo dos metabdlitos anotados
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Figura AP 1. Espectro de fragmentacao (MS/MS) correspondente a molécula de progesterona [M+H]*.
Detectada em 18,73 min. Erro de massa: -1,90 ppm.
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Figura AP 2. Espectro de fragmentagado (MS/MS) correspondente a molécula de dihidroprogesterona
[M+H]*. Detectada em 23,35 min. Erro de massa: 9,66 ppm,
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Figura AP 3 Espect;mo de fraéﬁentagég (MS/MSM) Correspmcn)ndente a moléculzg de estF;dioI ﬁ\/l+H]ﬂ
Detectada em 19,69 min. Erro de massa: 8,41 ppm.
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Figura AP 4. Espectro de fragmentagao (MS/K/IS) correspor:zdente a molécm:JIa de colestez;col [M+HM-H20]+.
Detectada em 26,83 min. Erro de massa: 4,60 ppm.
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Fiaura AP 5. Egpectro de fragmentacédo (MS/MS) correspondenteg molécula de 7-hidroxi-4-colesten-
3-ona [M+H]*. Detectada em 23,30 min. Erro de massa: 3,98 ppm.
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Fiaura AP 6. Emspectro de ﬁagmentagémo (MS/MS) gcozorrespondgnte a molécula de niacinamida [M+H]+.
Detectada em 1,42 min. Erro de massa: 0,81 ppm.
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Figura AP 7. Espectro de fragmentacao (MS/MS) correspondente a molécula de LPC 18:2 [M+H]*.
Detectada em 20,78 min. Erro de massa: 2,11 ppm.
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Figura AP 8. Espectro de fragmentacdo (MS/MS) correspondente a molécula de LPE 18:0 [M+H]*.
Detectada em 22,26 min. Erro de massa: 5,59 ppm.
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Figura AP 9.m Espectroﬁae fragmem;]tagéo (M%/MS) cor?espondenﬁa a molécmzjla de LPE 18:2 ﬁ\/l+H]ﬂ
Detectada em 20,81 min. Erro de massa: 3,34 ppm.
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Figura AP 10. Espectrg de fragmen?agéo (MS/M%D) correspondsgnte a molécﬁla de SM 18:1;02/16:0
[M+H]*. Detectada em 25,59 min. Erro de massa: 8,10 ppm.
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Figura AP 11. Espectro de; fragment:agéo (MS/MS) corréspondenté a molécula de xilazina [i\/I+H]+.
Detectada em 8,76 min. Erro de massa: 0,45 ppm.
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FiguraWAP 12. Emspectro ge fragmgntagéo (MS/MS)]zorreSpc;Hdente émmoléculg de ketc;;)rofeno ﬁ\/I+H]+.
Detectada em 17,00 min. Erro de massa: 5,48 ppm.
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Figura E:AP 13. Emspectro dme fragmemr;tagéo (MS/MS) correspondente a rr;molécula de ketamina ﬁ\/l+H]ﬂ
Detectada em 8,64 min. Erro de massa: 1,25 ppm.
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Figura AP 14. Espectro de fFagmentagéo (MS/MS) correspondente a molécula de norketamina [i\/l+H]ﬂ
Detectada em 8,71 min. Erro de massa: 0,44 ppm.
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Figura AP 15. Espectro de fragmentagao (MS/IR\D;IS) corrésosponden;é a molgjcula de SOIODG(1O:WE)/18:1)
[M+NHg4]*. Detectada em 25,61 min. Erro de massa: 3,59 ppm.
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Figura AP 16. Espegtro de fli;gmentagéo (MS/IK\D;IS) corrémspondenfﬂé a moIéMcuIa de mIDDG(10:MO/18:2)
[M+NH4]*. Detectada em 24,85 min. Erro de massa: 3,60 ppm.
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Figura APm17. Espectro dem fragmethagéo (MS/MS) correspwco)ndentewé molégula de SE)G(14:MO/18:2)
[M+NHqa]*. Detectada em 27,67 min. Erro de massa: 2,06 ppm.
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Figura AP 18. Espectro de fragmentacdo (MS/MS) corrgspondente a rrs:olécula de DG(16:WE)/18:2)
[M+NH4]*. Detectada em 24,51 min. Erro de massa: 4,79 ppm.
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Figura AFr 19. Espectro mae fragmentaggo (MS/MS) co?respondente ém molécula de BG(18?12/18:2)
[M+NH4]*. Detectada em 23,03 min. Erro de massa: 3,15 ppm.
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Figura ATD 20. Espectro de fragr;entagéo (MWS/MS) correspondente a molécula ge TG(1O:O/%@8?Z1/18:2)

[M+Na]*. Detectada em 23,69 min. Erro de massa: 6,03 ppm.
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Figura Ai; 21. Espectrg de fragmen%géo (MS/MSM) correspondente a molécanla de Fosfatigiletanglamina

(20:1/16:1) [M+H]*. Detectada em 22,00 min. Erro de massa: 3,22 ppm.
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Figura AP 22. Espectro de fragmentacao (MS/MS) correspondente a molécula de PC(34:2) [M+H]".
Detectada em 26,37 min. Erro de massa: 3,69 ppm.

Figura AWP 23. Espe?:tro de fragmriwentagéo (I(ZS/MS) cor;;spondentemé moléculamde PC(38:4WS ﬁ\/l+H]ﬂ
Detectada em 28,11 min. Erro de massa: 2,34 ppm.

nnnnnn

2000

:::::::

1220593
gggggg
0000000
a ‘ ‘ e

0

Figura AI; 24. Espectrow de fragmentggéo (MS/MS)HcorreSponden:[me a moléculamde 9-Meti|5uanina
[M+H]*. Detectada em 1,08 min. Erro de massa: 5,41 ppm.




