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O desmame precoce afeta o ganho de
peso e a composicao corporal em
camundongos adultos?

Does early weaning influence weight gain

and body composition in adult mice?
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RESUMO

Objetivo

Avaliar o efeito do desmame precoce sobre o ganho de peso e a composicdo corporal de camundongos
adultos jovens.

Métodos

Camundongos Swiss Webster, machos, foram desmamados precocemente (14° dia de vida) ou amamentados
até o 21° dia de vida (grupo controle). Apds o desmame, os animais foram alimentados com racdo elaborada
para roedores em crescimento até o 63° dia de vida, quando entdo foram sacrificados.

Resultados

O peso corporal dos animais do grupo desmamado de forma precoce foi significantemente maior no 28°, 35°
e no 63° dias de vida em relacdo ao grupo controle (p<0,05). Porém, o consumo de racdo nao diferiu entre os
grupos. A concentracdo sérica de proteinas totais, albumina e ferro, bem como a concentracdo hepatica,
muscular e cerebral de proteinas, 4cido desoxirribonucléico e a relacdo proteina/acido ribonucléico, nao dife-
riram significantemente entre os grupos. O grupo desmamado precocemente apresentou maior quantidade
absoluta de massa magra, lipideos, proteinas e cinzas, em comparacdo ao grupo controle (p<0,05). A quantidade
relativa de umidade, lipideos, massa magra, proteinas e cinzas nao diferiu entre os grupos.

Conclusao

O desmame precoce, associado a ingestdo de racdo elaborada para roedores em crescimento, resultou em
aumento do ganho de peso, porém nao afetou a composicao corporal de camundongos adultos.

Termos de indexacdo: Aleitamento materno. Camundongos. Composicao corporal. Consumo alimentar.
Desmame precoce.
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ABSTRACT

Objective

The objective of this study was to assess the effect of early weaning on weight gain and body composition of
young adult mice.

Methods

Swiss Webster male mice were weaned early, on the 14" day of life, or breastfed until the 215 day of life
(control group). After weaning, the animals were fed a chow specifically made for growing rodents up to the
63 day of life, when they were sacrificed.

Results

The body weight of the animals from the early-weaned group was significantly greater on the 28", 35%, 637
days of life compared to those from the control group (p<0.05). Nevertheless, no significant difference in the
food intake between the groups was observed. The concentration of serum total proteins, albumin and iron,
as well as the concentration of protein, DNA and the protein/RNA ratio in the liver, muscle and brain, did not
differ between the groups. The early-weaned group showed an increased absolute quantity of lean mass,
lipids, protein and ash compared with the control group (p<0.05). The relative quantity of water, lipids, lean

mass, protein and ash did not differ between the groups.

Conclusion

Early weaning, associated with the consumption of a chow specifically made for growing rodents, led to an
increase in weight gain, but did not influence body composition in adult mice.

Indexing terms: Breastffeeding. Mice. Body composition. Food consumption. Weaning.

INTRODUCAO
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A obesidade é considerada um problema
de saude publica em paises desenvolvidos e em
alguns paises em desenvolvimento'?. Criancas e
adolescentes com excesso de peso tém maior
risco de apresentar sobrepeso e obesidade na
idade adulta, independentemente da presenca de
obesidade nos pais**. Aliado a isso, esses indi-
viduos, quando adultos, sdo mais suscetiveis a
desenvolver doencas crénicas ndo transmissiveis,
a exemplo das enfermidades cardiovasculares®.
Uma vez que intervencdes direcionadas a reducao
de peso para essa populacdo ndo sao satis-
fatoriamente efetivas, a identificacdo de estra-
tégias visando a prevencao do excesso de peso
na infancia e na adolescéncia é de extrema impor-
tancia na diminuicdo, a longo prazo, da incidéncia
de doencas cronicas nao transmissiveis®’.

Conjuntamente ao impacto da amamen-
tacao sobre o estado nutricional e sobre a imuno-
competéncia de roedores e de seres humanos®'2,
ha evidéncias de um possivel papel do aleitamento
materno na prevencao do sobrepeso e da obe-

sidade na infancia e na adolescéncia. Nesse con-
texto, bebés amamentados tém maior capa-
cidade de autorregulacdo da ingestao energética
em relacdo a bebés que recebem alimentacao
complementar precocemente™ ™. Além disso,
neonatos alimentados artificialmente apresentam
picos maiores e mais prolongados de secrecdo de
insulina no periodo poés-prandial em relacéo a
bebés amamentados, o que, possivelmente, oca-
siona maior estimulo a deposicdo de proteinas e
de lipideos, influenciando na composicdo corporal
dessa populagao'-".

Cabe ainda destacar que o leite materno
contém hormonios e fatores de crescimento, como
a leptina e o Fator de Crescimento Epidermal
(EGF), os quais podem influenciar na adiposidade
por meio da diminuicdo da ingestao alimentar e
do aumento do gasto energético e pela inibicao
da diferenciacéo de adipdcitos e da reducao do
acumulo de lipideos nessas células, respectiva-
mente'®2°. Desse modo, o desmame precoce e a
conseqguente privacao desses compostos presentes
no leite materno podem ter influéncia sobre o
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risco de desenvolver obesidade na idade adul-
ta21—25.

Apesar de o efeito protetor do aleitamento
materno em relacdo a adiposidade ser biologi-
camente plausivel, os resultados obtidos em
estudos epidemioldgicos sao inconsistentes. Alguns
estudos concluem que o aleitamento materno pro-
tege contra o sobrepeso e a obesidade na infancia
e na adolescéncia?®?°, ao passo que outros nao
encontraram associacao entre essas variaveis®0-32,
Somam-se a esse fato a escassez de estudos
longitudinais, bem como a dificuldade de estabe-
lecer uma relacdo causal entre o aleitamento
materno e a obesidade, visto que diversos sdo os
fatores de confusao que interferem nessa asso-
ciacao, dentre 0s quais se destacam os aspectos
socioecondmicos®¥%.

Em virtude da ampla diversidade de fatores
gue permeiam a relacdo entre aleitamento mater-
no, crescimento e ganho de peso, estudos obser-
vacionais que investigam os beneficios do aleita-
mento materno apresentam muitos problemas
metodologicos. Idealmente, seriam necessarios
estudos randomizados para avaliar a relacdo entre
desmame precoce e adiposidade. Ndo obstante,
por razdes éticas, este tipo de estudo é apenas
realizado em animais®®. Ademais, a maior parte
dos estudos que investigou a associacao entre
aleitamento materno e excesso de peso utilizou o
indice de Massa Corporal (IMC) para a idade como
preditor de adiposidade. No entanto, uma vez que
esse indice nao diferencia a massa gorda e a massa
magra, ndo estd bem estabelecido o efeito da
introducao precoce de alimentos complementares
sobre a composicao corporal desses individuos.
Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do desmame precoce sobre o ganho de
peso e a composicdo corporal de camundongos
adultos jovens.

METODOS

Foram utilizados camundongos Swiss
Webster, machos, desmamados no 14° e no 21°
dias de vida, obtidos de col6nias de producao e
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de experimentacdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Uni-
versidade de Sao Paulo. Os animais foram manti-
dos sob condicoes ambientais controladas, tem-
peratura de 22°C, com variacdo de 2°C, umidade
relativa de 55%, com variacdo de 10% e ciclo de
iluminacao 12h claro/12h escuro (luz acesa as 7h).
Os animais foram pesados diariamente, sendo
verificado o peso final dos mesmos imediata-
mente antes do sacrificio. O ganho de peso em
relacdo ao inicio do protocolo experimental (14°
dia de vida) foi calculado no 21°, 28°, 35°, 42°,
49°, 56° e 63° dias de vida, com base na formula:
(peso (g)/peso inicial (g) — 1) * 100.

Os animais foram obtidos a partir do aca-
salamento de duas fémeas, de dois meses de
idade e primiparas, com um macho. Apds a consta-
tacao da prenhez, as fémeas foram mantidas em
gaiolas individuais durante todo o periodo de
gestacdo. Ap6s o nascimento dos filhotes, fez-se
a sexagem dos neonatos para oito camundongos
machos, que foram mantidos com a méae durante
o periodo de 14 ou de 21 dias de vida. De modo
aigualar aingestao de leite entre os filhotes, foram
colocados sempre oito animais com cada mae.
Os animais amamentados até o 21° dia de vida,
periodo regular de Amamentacdo (AMAM) de
camundongos, foram considerados como grupo
controle, ao passo que os camundongos Des-
mamados (DESM) no 14° dia de vida constituiram
o grupo desmamado precocemente. Cabe desta-
car que os filhotes ndo tinham acesso a racao
materna.

No momento do desmame (14° ou 21° dia
de vida), os animais foram cuidadosamente reti-
rados da gaiola na qual estava a mae, e transfe-
ridos para gaiolas que continham a racao. No
momento da introducdo dos animais na nova
gaiola, eles foram posicionados préximos a racao,
visando a facilitar o seu reconhecimento e o seu
consumo. Além disso, foram utilizados comedouros
com abertura lateral, o que facilitou o acesso a
racao por esses animais. No periodo entre o
desmame e o 63° dia de vida, os camundongos
foram alimentados ad libitum com &gua e com
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racdo elaborada para roedores em crescimento,
de acordo com o American Institute of Nutrition®.

No 63° dia de vida, os animais foram pre-
viamente anestesiados com cloridrato de queta-
mina (50mg/kg de massa corporal) associado ao
cloridrato de xilazina (50mg/kg de massa corporal),
por via intraperitonial, e s6 entdo sacrificados. O
sacrificio foi realizado no periodo da manha, entre
8 e 12 horas. O sangue foi coletado do plexo axilar
para a obtencdo do soro, a partir do qual foram
determinadas as concentraces de proteinas to-
tais, de albumina e de ferro. Posteriormente a
coleta do sangue, o musculo gastrocnémio, o
figado e o cérebro foram dissecados e imediata-
mente pesados e congelados a - 80°C, para pos-
terior determinacao da concentracao de proteina,
de RNA (acido ribonucléico) e de DNA (acido
desoxirribonucléico). A partir da carcaca dos ani-
mais, foi realizada a analise da sua composicao
quimica, ou seja, a quantificacdo de umidade, de
proteinas, de lipideos e de cinzas.

O cdlculo do tamanho da amostra a ser
utilizada foi efetuado com base em critério esta-
tistico, sendo utilizados: a) 8 animais para a deter-
minacao dos parametros séricos e para a determi-
nacao da concentracao tecidual de proteina, RNA
e DNA; b) 13 animais para composicao corporal;
) e 15 animais para os dados de peso corporal e
de consumo de racao®. Todos os procedimentos
realizados com os camundongos foram aprovados
pelo Comité de Etica sobre experimentacdo com
animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de S&ao Paulo, de acordo com as
diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA).

A concentracao sérica de ferro e de albu-
mina foi determinada segundo descrito por
Goodwin et al.*® e Doumas®, respectivamente. A
concentracao sérica de proteinas totais foi dosada
por método colorimétrico, utilizando-se kit comer-
cial (CELM, Sao Paulo, Brasil). Em relacdo aos
parametros teciduais, a concentracao de proteina
no figado, no musculo gastrocnémio e no cérebro

foi determinada em consonancia com a meto-
dologia descrita por Lowry et al.*°. A determinacao
da concentracdo de RNA e de DNA desses tecidos
foi realizada de acordo com o descrito por Munro
& Fleck*" e por Gendimenico et al.*, respectiva-
mente. O conteldo de umidade, de lipideos, de
proteinas e de cinzas presentes na carcaca dos
camundongos foi determinado segundo o descrito
por Donato et al.*3.

Os dados foram expressos como Média e
Desvio-padrao (DP). Os resultados obtidos entre
0s grupos controle (AMAM) e o grupo desmamado
precocemente (DESM) foram previamente ana-
lisados quanto a normalidade e submetidos ao
Teste t para variaveis independentes, adotando-
-se um valor de alfa de 0,05. Todos os calculos fo-
ram realizados com auxilio do programa GraphPad
Prism versao 4.0.

RESULTADOS

O peso dos animais ao nascimento nao
diferiu significantemente entre os grupos DESM
(1,55, DP= 0,31 g) e AMAM (1,55, DP= 0,27 q).
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Figura 1. Curva de peso de camundongos amamentados
até o 21° dia de vida (grupo AMAM) ou desmama-
dos no 14° dia de vida (grupo DESM). Sao Paulo (SP),
2007-2008.

Nota: "p<0,05 em relacdo ao grupo AMAM na mesma idade,
resultados expressos em média e desvio-padrao com
n=15/grupo.
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No entanto, o peso corporal, bem como o per-
centual de ganho de peso dos animais do grupo
DESM, foi significantemente maior no 28°, 35° e
63° dias de vida em relacdo ao grupo AMAM
(Figuras 1 e 2). O consumo de racao absoluto e
relativo nao diferiu entre os grupos no periodo
compreendido entre 0 21° e o 63° dias de vida
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Figura 2. Curva de ganho de peso de camundongos amamen-
tados até 0 21° dia de vida (grupo AMAM) ou desma-
mados no 14° dia de vida (grupo DESM). Sao Paulo
(SP), 2007-2008.

Nota: * p<0,05 em relacdo ao grupo AMAM na mesma idade,
resultados expressos em média e desvio padrdo com

n=15/grupo.
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Figura 4. Consumo relativo de racdo de camundongos ama-
mentados até o 21° dia de vida (grupo AMAM) ou
desmamados no 14° dia de vida (grupo DESM). Sao
Paulo (SP), 2007-2008.

Nota: Resultados expressos em média e desvio-padrdo com

n=15/grupo. Nao houve diferenca significante entre os
grupos.
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(Figuras 3 e 4). A concentracao sérica de ferro,
de albumina e de proteinas totais nao diferiu entre
0s grupos. Também nao foi observada diferenca
significante entre os grupos em relacdo a con-
centracao de proteina e de DNA e a razdo pro-
teina/RNA no figado, no musculo gastrocnémio e
no cérebro.
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Figura 3. Consumo de racdo de camundongos amamentados
até o 21° dia de vida (grupo AMAM) ou desmama-
dos no 14° dia de vida (grupo DESM). Sao Paulo (SP),
2007-2008.

Nota: Resultados expressos em média e desvio-padrao com
n=15/grupo. Nao houve diferenca significante entre os
grupos.
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Figura 5. Valores absolutos da composicao corporal de camun-
dongos amamentados até o 21° dia de vida (grupo
AMAM) ou desmamados no 14° dia de vida (grupo
DESM). Sao Paulo (SP), 2007-2008.

Nota: * p<0,05 em relacdo ao grupo AMAM na mesma idade,
resultados expressos em média e desvio-padrao com
n=13/grupo.
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No que concerne a composicao quimica
da carcaca, o grupo DESM apresentou aumento
significante da quantidade absoluta de massa
magra, de lipideos, de proteina e de cinzas (Figura
5). Contudo, nao foi observada diferenca signi-
ficante na quantidade relativa de massa magra,
de umidade, de lipideos, de proteina e de cinzas
entre 0s grupos experimentais.

DISCUSSAO

Revista de Nutricdo

Este estudo avaliou o efeito do desmame
precoce a partir do 14° dia de vida dos animais,
sendo que o periodo total de amamentacdo de
camundongos é de 21 dias. A escolha da data de
desmame foi devida ao fato de, em um estudo
piloto, ter sido verificado que camundongos
desmamados com idade inferior a 14 dias de vida
apresentavam elevada taxa de mortalidade nos
dois a trés dias posteriores ao desmame. Essa
observacao esta relacionada, em parte, ao fato
de a abertura dos olhos de camundongos recém-
-nascidos ocorrer em torno do 10°-12° dia de vida,
o que dificulta a realizacdo de um protocolo expe-
rimental em gue o animal deva livremente ingerir
aracao ofertada*. Sendo assim, foi avaliado neste
estudo o efeito do desmame precoce em camun-
dongos que foram desmamados ap6s terem
completado 2/3 do periodo de amamentacao
habitual.

Em relacdo aos parametros indicativos do
estado nutricional (concentracao sérica de albu-
mina, de proteinas totais e de ferro; concentracdo
hepatica, muscular e cerebral de proteina e de
DNA e razdo proteina/RNA), nao foi observada
diferenca entre os grupos, o que sugere que 0s
animais do grupo DESM nao apresentaram pre-
juizo no estado nutricional no 63° dia pés-natal.
Isso, possivelmente, estd relacionado ao fato de
a racao oferecida ser especificamente elaborada
para roedores em crescimento®®. Essa racdo tem
como fonte protéica a caseina e é acrescida de
cistefna, aminoéacido limitante da caseina, o que
possibilitou a manutencéo do estado nutricional

protéico dos animais do grupo DESM, em com-
paracao aquele observado em animais amamen-
tados durante 21 dias. Contudo, é relevante desta-
car que as determinacdes bioquimicas foram
realizadas em animais com 63 dias de vida, ou
seja, somente 49 dias ap6s o desmame, fato que
pode ter sido responsavel por ndo terem sido obser-
vadas alteracdes nos parametros relativos ao
estado nutricional.

Apesar de nao ter sido constatada dife-
renca significante entre os grupos nos parametros
indicativos do estado nutricional, os animais do
grupo DESM apresentaram aumento do peso
corporal e do ganho de peso em relacdo aos
animais do grupo AMAM. Uma vez que o consu-
mo de racdo nao diferiu entre os grupos, a dife-
renca observada na massa corporal entre os
animais amamentados e 0s animais desmamados
precocemente pode ser atribuida a presenca de
fatores nao nutricionais presentes no leite ma-
terno, a exemplo da leptina e do EGF, bem como
a diferencas na resposta enddécrina a alimentacao
(insulinemia pos-prandial)'™>2°. Nesse contexto,
Attig et al.?* observaram que o tratamento com
um antagonista da leptina entre 0 2° e 0 13° dia
de vida resultou em um aumento significante do
peso e da gordura corporal em ratos adultos.
Aliado a isso, outro estudo demonstrou que a
administracao oral de doses fisioldgicas de leptina
durante o periodo de lactacdo (1° ao 20° dia de
vida) preveniu o ganho de peso e a obesidade
em ratos na idade adulta, mesmo quando esses
animais foram submetidos a dieta hiperlipidica?®.

O aumento da quantidade absoluta de
massa magra, de lipideos, de cinzas e de proteinas
no grupo DESM, em relacdo ao grupo AMAM
ocorreu como consequéncia do aumento da massa
corporal, uma vez que nao foi observada diferenca
significante nas quantidades relativas de massa
magra, de lipideos, de cinzas e de proteinas. Desse
modo, é possivel inferir que o desmame precoce
alterou o ganho de peso, porém nao teve influén-
cia sobre a composicdo corporal dos animais.
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Ademais, o presente estudo foi realizado em
camundongos adultos jovens e, portanto, faz-se
necessario investigar se o efeito do desmame
precoce sobre a massa corporal persiste em fases
mais avancadas da idade adulta?'2>.

Uma vez que os resultados deste estudo
indicam que, em camundongos, o desmame pre-
coce resulta em aumento do peso corporal, o que
é decorrente de um aumento nao apenas da
massa gorda, como também da massa magra, é
possivel que estes resultados reproduzam-se em
seres humanos. Dessa forma, sugere-se que mo-
delos antropométricos que avaliam separa-
damente massa gorda e massa magra sejam mais
adequados para esclarecer o papel do aleitamento
materno na reducdo do risco de sobrepeso e de
obesidade. Além disso, destaca-se a necessidade
de estudos que investiguem se os efeitos do
desmame precoce sobre a massa corporal persis-
tem na idade adulta.

CONCLUSAO

O desmame precoce, associado a ingestao
de racao elaborada para roedores em crescimento,
acarreta em aumento do ganho de peso de
camundongos, porém nao tem influéncia sobre
sua composicao corporal. Estes resultados indicam
a necessidade de estudos futuros em humanos,
gue avaliem o efeito do desmame precoce sobre
a composicao corporal por meio da utilizacdo de
modelos antropométricos que diferenciem a mas-
sa gorda e a massa magra.
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