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RESUMO

OBJETIVO: Lactagdo e restricdo protéica produzem alteracdes metabodlicas e no consumo alimentar que
poderiam contribuir para o aumento da adiposidade. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da restrigdo

protéica nas concentragdes de insulina e leptina séricas e suas correlagdes com o balango energético na lactagao.

METODOS: Foram avaliados quatro grupos de ratas: controle nio lactante (CNL), controle
lactante (CL), hipoprotéico ndo lactante (HPNL), e hipoprotéico lactante (HPL). As ratas
receberam dietas isocaldricas contendo 6% de proteina (dieta hipoprotéica) ou 17% de
proteina (dieta controle) do primeiro dia de gestacdo ao 14° dia de lactacdo. Foram avaliados a
ingestdo energética, a composicao corporal, o balango energético, as concentragdes séricas de
insulina e leptina e a relagdo entre esses hormonios e diversos parametros relacionados a

obesidade.

RESULTADOS: Ratas HPL exibiram hipoinsulinemia, hiperleptinemia, hipofagia e gasto energético diminuido
em relacdo as ratas CL. A perda de proteina na carcacga foi similar e a deplecdo de reservas de energia como
gordura foi menor no grupo HPL em rela¢do ao grupo CL, resultando em maior teor de gordura na carcaca no
primeiro em comparagdo ao Ultimo grupo. A gordura corporal correlacionou-se inversamente com insulina sérica
e diretamente com leptina sérica. Houve correlagdo negativa significante entre leptina sérica e ingestdo
energética, e uma relacdo positiva entre energia ingerida e insulina sérica em ratas lactantes e na combinacdo dos
dados de ambos os grupos. O gasto energético foi diretamente correlacionado com insulina sérica e,
negativamente correlacionado com leptina sérica em ratas lactantes e quando os dados de ratas lactantes e ndo
lactantes foram agrupados.

CONCLUSAOQ: Ratas submetidas a restrigio protéica durante a prenhez e a lactagio, quando comparadas as
ratas controles lactantes, mostraram no pico da lactagdo reservas maternas preservadas, devido ao balango
energético menos negativo. Esta adaptacdo metabolica foi obtida, a0 menos em parte, pela hipoinsulinemia, que
resultou no aumento da sensibilidade & insulina favorecendo o aumento da deposi¢ao de gordura, hiperleptinemia

e hipofagia.

PALAVRAS CHAYVES: dieta hipoprotéica, leptina sérica, insulina sérica, balango energético, lactacdo.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Lactation and protein restriction produce metabolic and food intake alterations that could
enhance adiposity. The objective this study was to analyze the effect of protein restriction on the serum insulin

and leptin concentrations and their relationship with energy balance during lactation.

METHODS: Four groups of rats were used in this study: control non-lactating (CNL) and
control lactanting (CL) groups fed a control diet, and low protein non-lactanting (LPNL) and
low protein lactanting (LPL) groups, fed a low protein diet. Rats received isocaloric diets
containing 6% protein (low-protein diet) or 17% protein (control diet) from the first day of
pregnancy until the 14™ day of lactation. Energy intake, body composition, energy balance,
serum insulin and leptin concentrations and the relationship between these hormones and the

several parameters related to obesity were analyzed.

RESULTS: LPL rats exhibited hypoinsulinaemia, hyperleptinaemia, hypophagia, and decreased energy
expenditure compared to CL rats. The lost of protein carcass was lower in the LPL group compared to CL group,
resulting in the greater carcass fat content in the first group in relation to the latter group. Body fat correlated
inversely with serum insulin and directly with serum leptin. There was a significant negative correlation between
serum leptin and energy intake, and a positive relationship between energy intake and serum insulin lactating rats
and in the combining data from both groups. Energy expenditure was directly correlated with serum insulin and
negatively with serum leptin in lactating rats and when data from non-lactating and lactating rats were pooled.

CONCLUSION: Rats submitted to protein restriction during pregnancy and lactation when compared to
lactating control rats showed at peak of lactation, maternal reserves preserved due to energy balance minus
negative. This metabolic adaptation was obtained, at least in part, by the hypoinsulinaemia that resulted in

increased insulin sensitivity favoring enhances fat deposition, hyperleptinaemia and hypophagia.

KEY WORDS: low protein diet, serum leptin, serum insulin, energy balance, lactation
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1. INTRODUCAO

A obesidade ¢ caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura no corpo, sendo uma
conseqiiéncia do desequilibrio entre a ingestdo alimentar e o gasto energético ou de erros no
metabolismo e na utilizagdo de substratos (1).

Numerosos sinais periféricos contribuem para a regulacdo do consumo alimentar e da
homeostase energética. Um grupo de sinais, denominados “sinais de saciedade” ou “sinais de
curto prazo” controla o tamanho das refeicdes, mas tem pouco impacto sobre os estoques de
gordura corporal, pois sozinhos sdo incapazes de sustentar mudangas no balango energético
(2). Sdo “sinais de saciedade” os nutrientes (glicose, aminoacidos, gorduras), metabolitos
(lactato, piruvato e corpos cetdnicos), hormdnios gastrintestinais (colecistoquinina, peptidio
liberador do glucagon ou GLP-1, polipeptidio regulador da gastrina ou GRP, grelina,
glucagon, polipeptidio pancredtico, enterostatina, somatostatina, polipeptidio inibitdrio
gastrico ou GIP etc.) e outros reguladores enddcrinos (citocinas, glicocorticoides, hormonios
tirecoideanos e hormoénio do crescimento) (3,2).

O segundo grupo denominado “sinais de adiposidade” ou “sinais de longo prazo”, esta
presente na circulagdo em proporgdo a ingestdo energética recente ¢ a adiposidade corporal.
Ao atingirem a barreira hematoencefalica e o hipotadlamo, esses sinais interagem com 0s
“sinais de saciedade”. A insulina e a leptina sdo os “sinais de adiposidade” mais conhecidos e
a administracdo tanto do primeiro quanto do segundo hormdnio causa uma reducdo dose-
dependente do consumo alimentar e do peso corporal (3).

No cérebro, vias opostas, mas paralelas originadas no nicleo arqueado do hipotalamo
promovem a integracdo dos “sinais de saciedade” com os “sinais de adiposidade”. Aquelas
com efeito anabdlico liquido aumentam o consumo alimentar e reduzem o gasto energético ¢

tém como principal representante o neuropeptidio Y. Aquelas com um efeito catabolico
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liquido diminuem o consumo alimentar ¢ aumentam o gasto energético ¢ sdo representadas
pelas melanocortinas cerebrais (3).

O papel da insulina como regulador do consumo alimentar, do balango energético e da
adiposidade foi inicialmente proposto no inicio da década de 1970 por Woods e colaboradores
(4) e desde entdo evidéncias adicionais t€m confirmado essa hipotese (5).

A insulinemia de jejum e em resposta a ingestdo de uma refei¢do correlacionam-se
com a adiposidade corporal. Além disso, num periodo de 24 horas a secre¢do e a concentracao
total de insulina na circulag¢do sistémica sdo proporcionais ao conteido de gordura corporal e
a ingestdo recente de carboidratos e proteinas (6). A gordura dietética ndo estimula a secre¢o
de insulina (6), embora a presenga de alguns acidos graxos parece ser necessaria para uma
resposta secretoria completa de insulina a glicose (7).

Os receptores de insulina tém sido identificados em varias regides do cérebro
implicadas na regulagdo do comportamento alimentar, incluindo o niicleo arqueado do
hipotalamo (8). Embora os neurdnios do sistema nervoso central (SNC) ndo produzam
insulina, este hormoénio ¢ transportado dentro do cérebro por um mecanismo mediado por
receptor, saturavel em altas concentracdes de insulina (9). O transporte de insulina no SNC ¢
lento e ocorre em um periodo de horas ap6s o aumento da insulinemia, refor¢ando a fungdo da
insulina como “sinal de longo prazo” da adiposidade, mais que um “sinal de curto prazo” de
saciedade (2).

Os efeitos inibitorios da insulina sobre o consumo alimentar foram mostrados em
alguns modelos animais. Ratos diabéticos insulinopénicos, ao receberem infusdo desse
horménio no ventriculo cerebral em dose suficiente para manter a insulinemia e glicemia
normais reduziram em 50% o consumo alimentar, indicando que pelo menos nesse modelo, a
deficiéncia da insulina ndo ¢ a Unica responsavel pela hiperfagia (10). Também foi mostrada

em camundongos que ndo expressavam receptores de insulina em neurdnios especificos,
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aumento da ingestdo alimentar e dos estoques de tecido adiposo (11). A insulina também
aumenta a atividade do sistema nervoso simpatico e o gasto energético (12,13), modulando
assim o balangco energético pela inibicdo da ingestdo alimentar e pelo aumento da
termogenese.

A insulina, um “sinal de longo prazo”, interage com a colecistocinina, um “sinal de
curto prazo”, na regulagdo do balango energético (2). Em babuinos, a administracdo de
insulina no SNC em dose que ndo reduz significativamente o consumo alimentar, seguida de
dose sub-limiar de colecistocinina intravenosa ou intraventricular, diminuiu mais que 50% o
consumo alimentar, sugerindo que a sensibilidade da colecistocinina em induzir a saciedade ¢
aumentada pela acdo da insulina no cérebro (14,15).

A leptina, assim como a insulina, ¢ um importante regulador da ingestdo alimentar e
do gasto energético. A teoria de que o tecido adiposo estaria envolvido na regulagdo do peso
corporeo, através de um mecanismo de “feedback”, foi proposta ha mais de quarenta anos por
Kennedy (16). Duas décadas depois, Coleman (17) mostrou a existéncia de um fator hormonal
que agiria como um sinalizador da saciedade. Em 1994, Zhang e colaboradores (18)
identificaram e caracterizaram em camundongos obesos ob/ob o gene mutante (ob)
responsavel pela obesidade. Esse gene € expresso primariamente no tecido adiposo e a sua
clonagem mostrou que ele codificava uma proteina de 16 kDa, que foi denominada proteina
OB ou leptina, nome derivado da palavra grega leptos que significa magro (18). Em seguida,
o gene do receptor de leptina (db) foi clonado, ¢ mutagdes nesse gene foram identificadas em
camundongos geneticamente obesos db/db e ratos fa/fa (19,20).

A administracdo aguda de leptina diminui o consumo alimentar e induz a perda de
peso em roedores (21,22). A leptina também tem sido implicada na regulagdo do gasto

energético, uma vez que a sua administragdo induz uma perda de peso maior do que poderia



14

ser esperado somente pela redu¢do do consumo alimentar (23,24). Esse aumento do gasto
energético ¢ mediado pelo sistema nervoso simpatico (25,26).

Estudos recentes indicam que os efeitos inibitorios da leptina sobre o consumo
alimentar sdo mediados pela sinalizagdo através da fosfatidilinositol 3-quinase (27), que
também participa da via da transducdo de sinal da insulina. Essa via medeia a¢des comuns da
insulina e da leptina no SNC regulando o comportamento alimentar e a homeostase
metabolica (2,28,29).

A leptina e a colecistocinina também agem em sinergismo regulando o balango
energético. Em ratos alimentados, a administracdo periférica de colecistocinina diminui o
consumo alimentar em mais de 50%, mas quando as concentragdes séricas de leptina estdo
reduzidas pelo jejum a colecistoquinina ndo consegue reduzir o tamanho da refei¢do. Quando
ratos em jejum recebem uma dose baixa de leptina a fim de igualar as concentragdes séricas
observadas em animais alimentados ad libitum, a capacidade da colecistocinina em diminuir o
consumo alimentar ¢ restaurada (30).

Estudos tém mostrado que as concentracdes de leptina circulantes sdo altamente
correlacionadas com o conteudo de gordura corporal tanto em humanos (31,32,33) quanto em
roedores (31,34,35). Observam-se diferencas nas concentragdes de leptina circulantes em
funcdo do género, sendo de trés a quatro vezes maiores em mulheres que em homens com um
indice de massa corporal similar (33,36). Tais diferengas persistem mesmo quando corrigida a
maior adiposidade corporal em mulheres e parece nio ser explicada pelo efeito dos hormonios
reprodutivos femininos, uma vez que as concentragdes de leptina plasmatica ndo diferem
entre mulheres na pré e pds-menopausa, ¢ a terapia de reposicdo hormonal ndo altera a relagdo
entre leptina e adiposidade corporal (33). E possivel que a diferenca de género resulte da
inibicdo por androgenos e/ou diferencas na distribuigdo de gordura corporal entre homens ¢

mulheres (2).
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Assim como a insulina, a secre¢do e as concentra¢cdes séricas de leptina sdo
influenciadas pela ingestdo energética. As concentracdes séricas de leptina diminuem na
presenga de dietas hipocaloricas (37,38) e durante o jejum (39,40) mesmo antes que ocorram
mudangas na concentragdo de gordura corporal. Esse mecanismo permite que o processo de
alimentacdo se inicie antes que os estoques de gordura corporal sejam depletados. Em
contraste, as concentragdes séricas de leptina aumentam apds re-alimentagdo (41,40) ou
durante a superalimentagdo (41).

As concentragdes de insulina e leptina séricas sdo influenciadas pelo contetido de
macronutrientes da dieta. Dietas hipoprotéicas, por exemplo, resultam em redu¢do da insulina
(42) e aumento de leptina (43) circulantes. Curiosamente os efeitos dessas dietas sobre o
consumo alimentar sdo controversos. Alguns estudos tém mostrado que animais mantidos
com dieta hipoprotéica apresentam aumento do consumo alimentar absoluto (44,45,46,47) e
relativo (48,49), enquanto outros mostram reducdo (50,51) ou nenhuma alteracdo na ingestao
alimentar (52). Menos controvertidos sd3o os estudos relacionando o efeito de dietas
hipoprotéicas sobre o teor de gordura corporal. Em geral, animais submetidos a restri¢ao
protéica apresentam proporcionalmente maior concentragdo de gordura corporal (43,52).

A hiperfagia, com o conseqiiente aumento da gordura corporal verificada em animais
submetidos a restrigdo protéica tem sido atribuida a deficiéncia de nitrogénio e aminoacidos
essenciais, que o organismo tenta suprir aumentando o consumo energético (52). A resisténcia
a leptina (43) e a superexpressdo do gene de neuropeptidio Y (um potente indutor do consumo
alimentar ¢ do acimulo de gordura corporal) (53) sdo outras explica¢des plausiveis para a
alteragdo do comportamento alimentar e o aumento da adiposidade verificada nesses animais.

Estados fisiologicos como a gestacdo e a lactacdo, que aumentam a demanda de
energia para assegurar o crescimento do feto e a producdo de leite, também modificam o

comportamento alimentar e a composigdo corporal (54).
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Na lactagdo o aumento da necessidade de energia ¢ suprido primariamente pelo
consumo alimentar que chega a aumentar cerca de quatro vezes (acima de 60g/dia).
Adicionalmente ocorrem adaptagcdes que melhoram a eficiéncia metabdlica favorecendo a
utilizacdo dos nutrientes pela glandula mamaria (55). Roedores mostram diminuida
termogénese no tecido adiposo marrom (56) para preservar combustiveis metabolicos (57) e
reduzida lipogé€nese no tecido adiposo branco (58,59), utilizando a energia estocada na forma
de gordura (60). Apesar disso, esses animais estdo usualmente em balanco energético
negativo moderado, mobilizando em torno de 1g de tecido adiposo por dia para suprir as
necessidades nutricionais (61).

As mudancas comportamentais e metabdlicas que acompanham a lactacdo estdo
correlacionadas com profundas alteragdes no meio hormonal. A lactacdo resulta em
hipotireoidismo (59) que contribui para a reducdo da taxa metabdlica basal (62). O estimulo
da amamentagdo eleva a sintese ¢ liberagdo da prolactina (63), dos hormodnios
adrenocorticotroficos, corticosterona (64) e progesterona (65). O neuropeptidio Y esta
também elevado na lactagdo (66). A supressdo da ciclicidade ovariana no periodo pos-parto é
acompanhada pela reducdo da secrecdo do hormonio liberador da gonadotrofina (GnRH) (67),
da liberagdo basal e pulsatil do hormonio luteinizante (LH) (68,69) e da concentracdo de
estradiol (70). Como a acdo desses hormodnios resulta em efeitos distintos sobre o
comportamento alimentar e o gasto energético, as mudangas no balango energético
observadas na lactacdo ainda ndo sdo bem entendidas.

E possivel que tais alteragdes se devam a redugdo das concentragdes séricas ou a
resisténcia a acdo dos “sinais de adiposidade”. Corroboram com a primeira hipotese os
estudos que mostram em ratas lactantes, baixas concentracdes séricas de insulina (71) e de
leptina (72,73,55) e com a segunda os que observaram elevada concentragdo sérica de leptina

associadas a hiperfagia em humanos e roedores (74,75).
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A hipoleptinemia ¢ o achado mais consistente na lactacdo e parece resultar
principalmente do balango energético negativo, mas também tem sido atribuida ao aumento
do clearance sérico ¢ a atenuagdo da sua ascensdo noturna que se deve, a0 menos em parte, ao
estimulo da sucgdo (76). A sucgdo estimula a secre¢do da prolactina e ocitocina (77), mas este
ultimo hormoénio parece ser o responsavel pela diminui¢do da concentracdo de leptina sérica
(78,79). A hipoinsulinemia na lactagdo tem sido atribuida as baixas concentragdes s€ricas de
glicose (80,81) e ao aumento do clearance desse hormoénio (81). Hipoinsulinemia e
hipoleptinemia sdo sinais que reconhecidamente levam ao aumento da sintese e liberacdo
hipotalamica do agente orexigeno neuropeptidio Y, pelo menos no diabetes experimental ¢ em
condigdes de balango energético negativo (82,83).

Sdo poucos os estudos que mostram aumento das concentragdes séricas de leptina na
lactacdo (74,75). Alguns pesquisadores tém atribuido a hiperleptinemia vista na lactacdo ao
aumento da atividade de ligagdo da leptina ao seu receptor soluvel (OB-Re) com aumento da
formagdo do complexo hormonio-receptor, que dificultaria o seu clearance renal (84). A
grande proporcdo de leptina ligada aos seus receptores plasmaticos também restringiria a sua
acdo no SNC, desencadeando a hiperfagia (85).

A ingestdo inadequada de proteinas em quantidade ou qualidade durante a lactagdo
tem sido associada com a supressdo da ingestdo alimentar e a reducdo da performance
lactacional em ratas (60,86,87,88). A concentragdo de gordura da carcaca parece ndo se
modificar em fungdo do teor de proteina da dieta (89), mas a massa corpérea magra ¢
catabolizada na restri¢do protéica associada a lactacdo (60,90). A participagdo da insulina ¢ da
leptina nas alteragdes do comportamento alimentar ¢ da composicdo corporal em ratas
lactantes submetidas a dietas restritas em proteinas parece provavel, porém necessita ser

melhor investigada.
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2. JUSTIFICATIVA

A obesidade ¢ uma desordem nutricional de grande prevaléncia tanto em paises ricos
como naqueles em desenvolvimento (91,92,93,94). Esta usualmente associada a excessiva
ingestdo de alimentos, motivo pelo qual o estudo dessa doenga ndo tem sido prioridade em
paises emergentes, onde a desnutricdo protéico-energética ¢ um grave problema de saude
publica. Contudo, a ultima década foi marcada por mudangas nos padrdes sdcio-econdmicos,
demograficos e nas estruturas de saude. Esse fenomeno tem sido definido por alguns autores
como “transi¢do nutricional” (95,96,97,98,99).

Estudos de prevaléncia de obesidade em adultos brasileiros tém mostrado um aumento
epidémico, especialmente entre mulheres pertencentes a classes sociais menos favorecidas
(100,101,102). Embora a melhora das condi¢des soécio-econdmicas possa explicar
parcialmente essa tendéncia, outros fatores parecem ser importantes (103).

Estados fisiologicos como a gravidez e a lactagdo e dietas restritas em proteinas, que
alteram o comportamento alimentar e o gasto energético, favorecem o aumento da
adiposidade corporal e poderiam explicar a maior prevaléncia de obesidade entre as mulheres.

Assim, um estudo experimental que avaliasse a influéncia da restri¢do protéica antes e
durante a lactagdo sobre o perfil sérico de insulina e leptina, relacionando-o com o balango
energético poderia contribuir para o esclarecimento dessa questdo, tendo em vista a escassez

de informagdes sobre esses aspectos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

o Avaliar os efeitos da restrigdo protéica sobre o controle do balango energético pela

insulina e leptina em ratas lactantes.

3.2 Objetivos Especificos

o Verificar as concentragdes séricas de insulina e leptina em ratas lactantes submetidas a
restri¢do protéica.

o Determinar a ingestdo alimentar em ratas lactantes submetidas a restricdo protéica.

o Determinar a composi¢do corporal de ratas lactantes submetidas a restricdo protéica.

o Determinar o balango energético ratas lactantes submetidas a restri¢do protéica.

o Correlacionar a insulinemia e a leptinemia com o consumo alimentar, a composi¢ao

corporal e o balango energético em ratas lactantes submetidas a restri¢do protéica.
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Os resultados desta dissertagdo sdo apresentados a seguir no formato de artigo
cientifico, com o titulo “Serum leptin and insulin levels in lactating protein
restricted rats: Implications for energy balance”, uma vez que estes ja foram

submetidos a publicagdo na revista Nutrition no dia 25/05/2005.
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INTRODUCAO

Em animais adultos e humanos, o peso corporal tende a permanecer dentro de uma
escala relativamente estreita, apesar de grandes flutua¢des didrias na quantidade de alimento
consumido. Apesar dessas observagdes nos temos verificado o aumento da obesidade no
mundo todo. Estudos de prevaléncia na populag@o adulta brasileira tém mostrado um aumento
epidémico da obesidade, principalmente entre mulheres de baixa classe social [1-4]. Embora a
melhoria nas condi¢cdes econdmicas possa explicar em parte tais tendéncias, ¢ possivel que
outros fatores sejam também importantes [5].

Dieta hipoprotéica estd usualmente associada a hiperfagia [6,7], aumento do
conteido de gordura corporal [6,8] ¢ a numerosas adaptagdes tais como, elevagdo da taxa
metabolica basal [9], da termogénese do tecido adiposo marrom [10] e da lipogénese do
tecido adiposo branco [11]. Mudangas dramaticas no comportamento alimentar ¢ no
metabolismo sdo também vistas na lactacdo, como hiperfagia [12], redugdo na taxa
metabolica basal [13], na termogénese do tecido adiposo marrom [14] e na lipogénese do
tecido adiposo branco [15,16], essas alteracdes garantem a alta demanda energética para a
producdo de leite.

As alteragdes metabolicas e no comportamento alimentar verificadas na restri¢ao
protéica e na lactacdo, correlacionam-se igualmente com profundas alteragdes nas
concentragdes circulantes de insulina e leptina [17,18], dois horménios envolvidos na
regulacdo do balango energético e que poderiam promover a obesidade.

Assim, no presente estudo, nos avaliamos se a restricio protéica afeta as
concentra¢des de insulina e leptina, ¢ o papel desses hormdnios no balango energético no pico

da lactac@o.
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MATERIAS E METODOS

1. Animais e dietas

O experimento seguiu as recomendagdes do COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal), adaptado pela Universidade Federal de Mato Grosso. Trinta e uma
ratas fémeas Wistar (90 dias), foram fornecidas pelo biotério central da Universidade Federal
de Mato Grosso, Cuiaba — Brasil. O acasalamento foi feito abrigando machos e fémeas
durante a noite ¢ a prenhez foi confirmada através do esfregago vaginal e verificacdo da
presencga de espermatozoides. Fémeas virgens e prenhes foram separadas aleatoriamente em
gaiolas individuais e mantidas do primeiro dia de prenhez ao décimo quarto dia de lactagdo
com dieta isocalorica contendo 6% de proteina (dieta hipoprotéica) ou 17% de proteina (dieta
controle) como descrita na Tabela 1. Quatro grupos de ratas foram usados neste estudo:
controle ndo lactante (CNL), controle lactante (CL), hipoprotéica ndo lactante (HPNL), e
hipoprotéica lactante (HPL). Durante todo o periodo experimental, as ratas tiveram livre
acesso a agua e a dieta e foram mantidas em ambiente com temperatura de 24+1 °C e um
ciclo claro/escuro de 12h. O consumo alimentar ¢ o peso corporal foram monitorados trés
vezes por semana. O nascimento ocorreu no 22° dia de prenhez, ¢ apos trés dias de idade, as
crias foram reduzidas a oito filhotes, assegurando assim, um tamanho padrdo de crias para

cada mie.

2. Coleta e analise das amostras

No final do periodo experimental (14° dia de lactac@o), as ratas foram sacrificadas por
decapitacdo. Amostras de sangue foram coletadas, o soro foi obtido por centrifugacdo e
aliquotas foram usadas para medir as concentra¢des séricas de glicose [19], proteina total

[20], albumina [21], insulina [22] e leptina (Kits Cristal Chem. Inc., Chicago, II, USA). Os
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tecidos adiposos branco retroperitoneal (RET) e gonadal (GON) e o tecido adiposo marrom

(TAM) foram rapidamente removidos para determinacdo do peso fresco.

3. Medidas da composic¢do da carcaca e ingestdo energética

As carcagas foram evisceradas, pesadas ¢ armazenadas a —20°C para posterior analise de
composi¢do. O contetdo de agua da carcaca foi medido através de secagem em estufa a §0°C
até obtencdo do peso constante. A dgua corporal foi determinada pela diferenca entre o peso
da carcaga umida e seca. A gordura da carcaga foi medida pela extragdo em éter de petrdleo
usando um extrator de gordura Soxlet continuo. O conteudo de gordura foi calculado pela
subtragdo da massa seca livre de gordura, do peso da carcaga seca. O contetido de cinzas foi
estimado, seguindo combustdo a 550°C até a obten¢do do peso constante. O contetido de
proteina foi determinado subtraindo o contetdo de agua, gordura e cinzas, do peso fresco da
carcaga.

Para calcular a energia da carcaga ¢ a energia ingerida ndés assumimos que o contetido
de energia, de proteina e carboidrato sendo de 16,74 Kj/g e de gordura sendo de 37,7 Kj/g. A
composi¢do da carcaca no inicio da lactagdo (calculo da energia de base) foi estimada pela
relagdo entre componentes da carcaga de fémeas sob similar tratamento dietético € o0 mesmo
estado fisiologico ao final da prenhez, usando o peso corporal das ratas no 1° dia de lactagdo.

Da diferenca entre a composi¢do final e a composi¢do inicial da carcaca, o balango
lipidico, o balango protéico, o balanco energético, a eficiéncia energética (a razdo entre o
balango energético e a energia ingerida) e o gasto energético (a diferenca entre a ingestao

energética e o balanco energético), foram calculados.
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4. Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + EPM para o nimero de ratos (n) indicado.
Inicialmente, o teste Levene’s para a homogeneidade das varidncias foi usado para verificar o
ajuste dos dados para a analise de variagdo paramétrica. Quando necessario, foi usado uma
transformacgdo Box-Cox para corrigir a heterogeneidade das variancias ou ndo-normalidade
[23]. Todos os dados foram subseqiientemente analisados pela ANOVA a dois fatores (estado
nutricional e estado fisiologico), seguido pelo teste de Tukey-HSD, para diferencas
individuais entre os grupos, quando necessario.

Analises de regressdo linear simples foram usadas para examinar a relagdo entre as
concentragdes de leptina ou de insulina séricas e diversas variaveis preditoras de obesidade.
Em todas as comparagoes, foi aceito como significancia estatistica o valor de p<0,05. As
analises estatisticas foram feitas usando o programa de computador, Statistic Sofiware

(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
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RESULTADOS

Pardmetros bioquimicos e hormonais

No 14° dia de lactag@o as concentragdes séricas de proteina total e glicose nao diferiram
entre os grupos. Em ambos os estados nutricionais, ratas lactantes tiveram menores
concentracdes de albumina que ratas ndo lactantes (Fi2;= 15,71, p<0,001). Insulina sérica
basal foi igual nos grupos HPL e HPNL e, significantemente maior em ratas CL comparado
aos grupos HPL, HPNL e CNL (p<0,01). As concentragdes séricas de leptina ndo diferiram
entre os grupos HPL ¢ HPNL e foi menor no grupo CL comparado aos grupos CNL, HPL ¢

HPNL (p<0,01) (Tabela 2).

Peso corporal e consumo alimentar

A lactacdo aumentou  significativamente o consumo alimentar total e,
conseqilientemente, a ingestao total de energia e de proteina em ambos os estados nutricionais.
Entretanto, esses foram menores no grupo HPL comparado ao grupo CL (p<0,001). Quando
expressos por grama de peso corporal, o consumo alimentar nao diferiu entre os grupos HPL e
HPNL, mas foi maior no CL comparado ao grupo CNL (p<0,001) (Tabela 3).

A relagdo entre ingestdo energética e concentracdo sérica de insulina, ingestdo
energética e niveis de leptina estdo mostradas nas Figuras 1A e B, respectivamente. Em ratas
lactantes, houve uma correlacdo positiva significativa entre concentragdes séricas de insulina
e ingestdo energética (r=0,82, p<0,001) e relagdo negativa entre concentragdo sérica de leptina
e ingestdo energética (r= -0,83, p<0,001). Essas correlagdes foram ausentes em ratas nao
lactantes para insulina sérica (r= -0,15, p=0,606) e¢ para leptina sérica (r=0,04, p=0,879).

Quando os dados dos grupos ndo lactantes e lactantes foram associados, a ingestdo energética
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foi diretamente correlacionada com as concentracdes séricas de insulina (r=0,44, p<0,02), mas

ndo com a leptina (r=-0,32, p<0,09).

Composicao da carcaga e balango energético

Independentemente do estado nutricional, ratas lactantes tiveram pesos corporeos
maiores no inicio do periodo experimental (F;27= 19,58, p<0,001) ¢ menor no 14° dia de
lactacdo comparadas as ratas ndo lactantes (F; 7= 4,91, p<0,03). O peso fresco da carcaga ¢ o
conteudo de proteina da carcaca também foram menores em ratas lactantes do que em ratas
ndo lactantes, em ambos os estados nutricionais (Fi27= 8,79, p<0,006 ¢ F; 7= 5,70, p<0,024,
respectivamente). O conteudo de gordura da carcaga foi, significativamente afetado pela
lactagdo (F; 7= 18,81, p<0,001) e pelo conteudo de proteina dietética (F, »;= 24,39, p<0,001),
mas ndo houve interacdo entre esses fatores (F7= 1,97, p=0,172). Assim, o contetido de
gordura da carcaga das ratas lactantes foi menor do que nas ratas ndo lactantes, € maior nos
grupos restritos em proteina, do que nos grupos controles. O conteiido de agua e cinzas da
carcaga nao diferiu entre os grupos. Também, nenhuma diferenca foi evidenciada entre os
grupos quando os contetidos de proteina e cinzas foram expressos em valores relativos. As
proporgdes de gordura e agua na carcaga foram afetadas pelo estado fisiologico (F;27= 13,06,
p<0,001 e F;27= 16,46, p<0,001, respectivamente) ¢ pelo estado nutricional (F; 7= 27,41,
p<0,001 e F;27= 29,56, p<0,001), mas ndo houve interagdo entre esses fatores (Fi.7= 2,778,
p=0,107 e F;»7= 2,024, p=0,166). Portanto ratas lactantes exibiram menor proporcao de
gordura e maior propor¢do de dgua na carcaca, que ratas ndo lactantes. Em contraste, ratas
submetidas a restricdo protéica tiveram maior percentual de gordura e menor propor¢ao de
agua na carcaca que ratas controles (Tabela 4).

Os depositos de gordura no RET e no GON foram significantemente afetados pela

lactagdo (Fi27= 8,90, p<0,005 e F;»7= 33,16, p<0,001, respectivamente) e pela restri¢ao
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protéica (F;.7= 4,90, p<0,03 e F 7= 15,33, p<0,001) em valores absolutos, mas ndo pela
interagdo do estado nutricional e estado fisiologico (F;27= 0,003, p= 0,953 e F;,7=0,28, p=
0,603, respectivamente). Foram observados resultados similares em valores relativos na
lactacdo (Fi27= 6,24, p<0,019 e Fi,7= 42,24, p<0,001, respectivamente) e na restri¢do
protéica (F; .= 4,84, p<0,03 e F;,7=20,68, p<0,001, respectivamente) e na interagdo entre o
estado nutricional e estado fisiologico (Fi27= 0,30, p= 0,582 e F;27=0,04, p= 0,831,
respectivamente). Assim, os pesos dos depdsitos de gordura nas ratas lactantes foram menores
que nas ratas ndo lactantes, ¢ maiores nos grupos submetidos a restricdo protéica que nos
grupos controles. O peso do TAM foi modificado somente pelo estado nutricional em valores
absolutos (F;26= 14,02, p<0,001) e em valores relativos (F; 2= 10,42, p<0,001). Ratas HPL e
HPNL exibiram peso absoluto do TAM maior, comparado as ratas CL. e CNL, independente
do estado fisiologico. Estes resultados foram confirmados quando expressos como percentual
de peso corporal (Tabela 5).

Concentragdes séricas de leptina foram diretamente correlacionadas com o conteudo de
lipidio da carcaca (r=0,63, p<0,001) e os pesos do RET (=0,55, p<0,002), GON (r=0,50,
p<0,007) ¢ TAM (r=0,43, p<0,022). Em contraste, houve uma relagdo inversa entre
concentragdes séricas de insulina e conteudo de gordura da carcaca (r= -0,62, p<0,001), peso
do RET (r= -0,54, p<0,001) e peso do GON (r= -0,56, p<0,002). As concentra¢des séricas de
insulina ndo se correlacionaram com o peso do TAM (r= -0,35, p=0,070).

As ratas do grupo HPL tiveram ingestdo energética menor, mas energia da carcaca
maior que as ratas do grupo CL. O balango energético foi influenciado pelo estado nutricional
(F1.27= 30,86, p<0,001), pela lactacao (F, 7= 113,04, p<0,001), e pela interagdo entre ambos
os fatores (F;»7=8,82, p<0,006). Assim, houve um balango energético negativo nas ratas
lactantes, mas em menor severidade no grupo HPL que no grupo CL. O balango energético foi

negativamente correlacionado com a ingestdo energética em ratas lactantes (= -0,81,
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p<0,001) e quando os dados de ambos os grupos foram combinados (r= -0,87, p<0,001). Esta
correlag@o foi mais fraca somente nas ratas nao lactantes (r=0,44, p=0,117).

Foi observada uma consideravel perda de energia da carcaga como lipidio nos grupos
HPL e CL, entretanto em menor severidade no primeiro que no ultimo grupo (p<0,001).
Independente do estado nutricional, ratas lactantes apresentaram redug¢do de energia da
carcaga como proteina em relagdo as nao lactantes (Fi27= 28,13, p<0,001).

O gasto energético, calculado pelo método do balango energético, foi significativamente
afetado pelo estado nutricional (F;27=31,08, p<0,001), estado fisiologico (F;,7=443,13,
p<0,001), e pela interacdo entre esses fatores (F;27=39,16, p<0,001). Assim, o gasto
energético foi significativamente maior em ratas lactantes, mas menor no grupo HPL
comparado ao grupo CL (p<0,001). A eficiéncia energética foi modificada de forma
significativa, pela lactacdo (F;27=90,01, p<0,001) e pelo estado nutricional (F;>7=20,78,
p<0,001), mas nenhum efeito de interacdo desses fatores foi verificado (F;,7=2,15, p= 0,154).
Conseqilientemente, a eficiéncia energética foi reduzida pela lactagdo e aumentada pela
restri¢do protéica (Tabela 6).

Houve uma relacdo positiva entre o gasto energético e as concentracdes séricas de
insulina (r=0,89, p<0,001) e correlacdo negativa entre gasto energético e as concentragdes
séricas de leptina (r= -0,87, p<0,001) em ratas lactantes, mas essas correlagdes foram mais
fracas em ratas ndo lactantes (Figuras 1C e D). Quando os dados de ratas ndo lactantes e
lactantes foram agrupados, o gasto energético correlacionou-se diretamente com as
concentragdes séricas de insulina (r=0,53, p<0,004) e, inversamente com as concentra¢des

séricas de leptina (r=-0,46, p<0,012).
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DISCUSSAO

Ratas alimentadas com dieta hipoprotéica ndo exibiram as caracteristicas tipicas da
desnutricdo protéica tais como baixo peso corporal e hipoalbuminemia. Entretanto, com a
lactagdo, os “sinais de adiposidade” (concentra¢des séricas de insulina e leptina) diferiram em
funcdo do teor de proteina da dieta. Ratas lactantes submetidas a restricdo protéica tiveram
insulinemia basal similar as ndo lactantes, enquanto as controles lactantes apresentaram
concentragdes séricas de insulina maior em comparaga@o as controles ndo lactantes.

As concentragdes séricas de leptina também ndo diferiram entre ratas lactantes e ndo
lactantes submetidas a restri¢do protéica, enquanto naquelas lactantes alimentadas com dieta
controle a leptinemia foi reduzida em 50% em relacdo as controles ndo lactantes.
Conseqilientemente, as concentragdes séricas de leptina foram maiores em ratas HPL em
relagdo as ratas CL. Embora alguns estudos ndo tenham encontrado mudangas na leptina
sérica em ratas lactantes [24,25], outros mostram uma redugdo de 20-75% na leptina sérica no
periodo diurno durante a lactagdo [26-28]. Existem algumas razdes possiveis para a elevada
concentracdo de leptina sérica verificada em ratas lactantes submetidas a restricdo protéica.
Uma explicagdo diz respeito a baixa taxa de producdo de leite nessas ratas [29], uma vez que
o tratamento de ratas lactantes com droga que suprime a secre¢do de prolactina e a producéo
de leite (bromocriptina) [12,30] aumenta as concentragdes séricas de leptina [12]. Uma
segunda explicagdo seria a diminui¢do da taxa de clearance do hormdnio, devido ao fluxo
sangliineo e débito cardiaco reduzidos e/ou a menor producdo de leite [31]. Esta suposigdo ¢
reforgada pelo fato de que a taxa de clearance da leptina que estd aumentada em ratas
lactantes normais é compativel com o alto débito cardiaco durante a lactacdo [32], e que a
leptina é também secretada no leite [33]. Finalmente, a sintese aumentada do hormdénio pelo

tecido adiposo branco poderia contribuir para a hiperleptinemia, uma vez que a leptina ¢
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sintetizada predominantemente por este tecido e em quantidade proporcional aos estoques de
gordura corporal [34,35]. Em nosso estudo ratas alimentadas com dieta hipoprotéica tiveram
um aumento significativo nos depositos de gordura no RET e GON, bem como um elevado
conteido de gordura na carcaga. Além disso, as concentragdes séricas de leptina
correlacionaram-se diretamente com o conteido de gordura na carcaga, os pesos dos tecidos
adiposos RET e GON, explicando a elevada sintese de leptina em ratas alimentadas com dieta
hipoprotéica. A maior adiposidade em ratas submetidas a restricdo protéica pode ser
conseqiiéncia da alta sensibilidade dos adipdcitos a insulina, com conseqiiente aumento da
sintese de lipideos e inibigdo de sua degradagdo. Esta conclusdo estd de acordo com
observagdes prévias mostrando que a hipoinsulinemia foi associada com um aumento na
sensibilidade a insulina no tecido adiposo de ratas mantidas com dieta hipoprotéica [36,37].
Em concordancia, nossos resultados mostraram uma correlagdo inversa entre insulinemia e
conteiido de gordura na carcaga, pesos do RET ¢ GON. Alta sensibilidade dos adipdcitos a
insulina poderia também contribuir para o aumento da biossintese e secre¢do de leptina.
Estudos in vitro mostraram que a insulina age diretamente nos adipodcitos, aumentando as
concentracdes de mRNA e a secrecdo de leptina [38,39], talvez devido ao aumento do
transporte ¢ metabolismo da glicose [40]. Por outro lado, a aumentada sensibilidade periférica
a insulina pode ser resultado das altas concentragdes de leptina, visto que a administragdo de
leptina, tanto centralmente quanto perifericamente, aumenta a utilizagdo da glicose estimulada
pela insulina por tecidos periféricos de ratos normais [41,42]. Finalmente, o balanco
energético negativo verificado em nossas ratas lactantes mantidas com dieta hipoprotéica,
poderia estar envolvido. O balango energético negativo parece ser o maior fator responsavel
pela hipoleptinemia da lactagdo [43]. Confirmando esta suposi¢do, noés observamos que as

concentragdes séricas de leptina foram diretamente relacionadas ao balango energético
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somente em ratas lactantes. Além disso, ratas HPL que apresentaram altos niveis deste
hormonio, também tiveram um balango energético menos negativo.

Hipoleptinemia durante a lactagcdo pode dirigir ou, ao menos facilitar a hiperfagia [43].
Neste estudo, ratas HPL que tiveram altas concentracdes séricas de leptina e menores niveis
séricos de insulina, ingeriram menor quantidade de dieta (em valores absolutos e quando
expressos por grama de peso corporal), que ratas CL com menores concentragdes séricas de
leptina e altos niveis séricos de insulina. Em ratas lactantes houve uma correlacdo negativa
significativa entre leptina sérica e ingestdo energética, mas esta correlacdo foi ausente tanto
em ratas ndo lactantes ou quando os dados de ratas ndo lactantes e lactantes foram agrupados.
A relacdo entre ingestdo energética e insulina sérica ndo foi significativa em ratas nao
lactantes, entretanto houve uma correlagdo positiva em ratas lactantes e na combinagdo dos
dados de ambos os grupos. Além disso, a ingestdo energética foi relacionada negativamente
com o balanco energético em ratas lactantes. Estes achados sugerem que: 1) na lactagdo
normal ocorre resisténcia periférica a insulina [44] que contribui para o balango energético
negativo, levando a hipoleptinemia que, junto com a resisténcia hipotalamica a insulina,
resulta em hiperfagia. 2) restricdo protéica durante a lactacdo reduz os niveis séricos de
insulina favorecendo o aumento da sensibilidade periférica ao hormoénio, que contribui para a
maior deposi¢do de gordura materna e hiperleptinemia. Os altos niveis séricos de leptina
associados ao aumento da sensibilidade hipotaldmica a insulina, diminuiu o consumo
alimentar.

Estudos tém mostrado que o alto custo energético da lactacdo € suprido pelo aumento da
ingestdo alimentar associado a utilizacdo dos estoques de gordura [45] e também a
conservagdo de combustiveis metabolicos devido a redugdo da termogénese no tecido adiposo

marrom [46]. Na restricdo protéica, embora ocorra hiperfagia, esta ¢ acompanhada por uma

menor eficiéncia energética e um aumento do gasto energético, na tentativa de dissipar o
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excesso de energia [47]. Essas mudangas na eficiéncia metabolica parecem resultar da
termogénese adaptativa induzida pela dieta associada ao aumento da atividade do tecido
adiposo marrom [10]. Neste estudo, ratas HPL tiveram gasto energético ¢ deplecdo nas
reservas de energia como gordura menores em relagdo as ratas CL. Curiosamente os grupos
mantidos com dieta hipoprotéica exibiram uma melhor eficiéncia energética, possivelmente
devido a hipofagia que resultou na diminuigdo do gasto energético, numa tentativa aparente
de conservar energia.

A mudanga na eficiéncia metabodlica ndo parece ter resultado da termogénese adaptativa
induzida pela dieta, a julgar pelo peso do tecido adiposo marrom maior nas ratas mantidas
com dieta hipoprotéica, uma possivel indicacdo de maior atividade metabolica neste tecido
[10]. Tampouco, parece resultar da redugcdo da taxa metabolica basal, uma vez que esta
alteracdo estd relacionada entre outros fatores, as baixas concentracdes de hormonios
tircoideanos. Em nosso caso, o hipotireoidismo poderia ser descartado, pois pelo menos na
lactacdo, essa alterago esta associada a hipoleptinemia [48].

Além da hipofagia, a hipoinsulinemia ¢ outro candidato para explicar o reduzido gasto
energético, visto que este foi diretamente correlacionado com insulina sérica, e negativamente
correlacionado com leptina sérica. Portanto, as baixas concentracdes séricas de insulina,
poderiam determinar o aumento da sensibilidade dos adipocitos ao hormodnio, e
consequentemente, elevar a lipogénese no tecido adiposo branco.

Assim, ratas submetidas a restricdo protéica durante a prenhez e a lactagdo mostraram
no pico da lactagdo reservas maternas preservadas, devido ao balango energético menos
negativo quando comparadas as ratas controle lactantes. Esta adaptacdo metabolica foi obtida,
ao menos em parte, pela hipoinsulinemia, que resultou no aumento da sensibilidade a insulina

favorecendo o aumento da deposi¢do de gordura, hiperleptinemia e hipofagia.



Tabela 1. Composicao das dietas normal e hipoprotéica*
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Dieta controle Dieta hipoprotéica
Ingredientes

(17% proteina) (6% proteina)

gkg

Caseina (84% proteina) 202,0 71,5
Amido de milho 397,0 480,0
Amido de milho dextrinizado 130,5 159,0
Sacarose 100,0 121,0
Oleo de soja 70,0 70,0
Fibra 50,0 50,0
Mistura de minerais (AIN-93G)* 35,0 35,0
Mistura de vitaminas (AIN-93G)* 10,0 10,0
L-cistina 3,0 1,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5

*Para composicio detalhada, veja Reeves et al. (1993).
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Tabela 2. Concentragdes séricas de glicose (mg/dl), albumina (g/dl), proteina total (g/dl), insulina (ng/ml) e

leptina (pg/ml) dos grupos ndo lactantes e lactantes de ratas mantidas com dieta controle (CNL and CL) ou

hipoprotéica (HPNL and HPL)

CNL CL HPNL HPL
82+10 65+7,17 80+11 67+10
Glicose
(8 ®) ®) @
3,3740,16 2,6240,15% 3,3440,38 2,3940,14*
Albumina
(8 ®) ®) @
6,2040,57 5,574+0,40 5,92+0,40 4,78+0,49
Proteina total
(8 ®) ®) @
0,6940,09° 1,38+0,12*% 0,82+0,12° 0,49+0,09°
Insulina
(7 @) @) )
4.530+700°" 2.2514531°¢ 5.620+368 © 7.208+604 *
Leptina
(7 @) @) @

Valores expressos em média + EPM do numero de ratos entre parénteses. Médias com letras sobrescritas

diferentes foram significativamente diferentes (Teste de Tukey HSD; p < 0,05).

* Diferenga em relagao as ratas ndo lactantes (ANOVA a dois fatores).
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Tabela 3. Consumo alimentar absoluto (g) e relativo (g/100g), ingestdo energética total (Kj), ingestdo protéica

total (g), dos grupos ndo lactantes e lactantes de ratas mantidas com dieta controle (CNL and CL) ou

hipoprotéica (HPNL and HPL)

Grupos
CNL CL HPNL HPL
(8) ®) ®) (7
Consumo alimentar absoluto 180+5,28 ¢ 319+5,28 ¢ 196+6,42 ¢ 270+8,60 °
Consumo alimentar relativo 662,80 ¢ 10142,80 ° 68+1,86 " 79+3,85 °
Ingestdo energética total 2,827+85 ¢ 5,012+84 3,091+104 ¢ 4,253+127°
Ingestdo protéica total 31+0,92° 54+0,91 ° 120,40 16+0,53 °

Valores expressos em média = EPM do niimero de ratos entre parénteses. Médias com letras sobrescritas

diferentes foram significativamente diferentes (Teste de Tukey HSD; p < 0,05).
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Tabela 4. Composi¢do da carcaga dos grupos ndo lactantes e lactantes de ratas mantidas com dieta controle

(CNL and CL) ou hipoprotéica (HPNL and HPL)

Grupos
CNL CL HPNL HPL
®) ®) ®) (7
g
Peso corporal inicial 274+10 310+9,43* 28345,28 319£10%*
Peso corporal final 280+10 26249,43* 29244,53 272+11%*
Carcaga fresca 204+6,80 187+6,42* 208+4,15 194+4,50*
Proteina 50+1,90 47+2,48* 51+1,99 46+1,93*
Lipidio 28+2,69 15+2,26* 35+1,95% 29+2,18% §
Agua 121+£3,67 119+4,15 117£2,77 113+4,08
Cinza 540,57 6+0,32 540,61 6+0,38
g/100g de peso da carcaca
Proteina 25+0,55 25+0,65 24+0,70 24+0,55
Lipidio 13+0,93 8+1,12% 17+0,89 15+1,28% %
Agua 59+0,73 64+0,83* 56+0,93 % 58+1,03**
Cinza 340,28 3+0,22 340,27 3+0,19

Valores expressos em média = EPM do niimero de ratos entre parénteses.

* Diferenga em relagao as ratas ndo lactantes (ANOVA a dois fatores).

Y Diferenga em relago as ratas alimentadas com dieta controle (ANOVA a dois fatores).
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Tabela 5. Peso absoluto e relativo do tecido adiposo branco retroperitoneal, gonadal, e tecido adiposo marrom

dos grupos nao lactantes e lactantes de ratas mantidas com dieta controle (CNL and CL) ou hipoprotéica (HPNL

and HPL)
Grupos
CNL CL HPNL HPL
(®) (®) ®) (7
g

RET 4,83+0,37 3,57+0,61* 5,64+0,35 % 4,58+0,14**
GON 10+0,69 6,77£0,97* 1340,52 ¢ 8,99+0,42%*
TAM 0,29+0,02 0,260,02 0,39+0,03 0,35+0,03 *

g/100g
RET 1,7440,09 1,34+0,20% 1,95+0,11° 1,7040,10*
GON 3,67+0,13 2,54+0,29* 4,53+0,12 9 3,3240,17* S
TAM 0,11+0,01 0,10+0,01 0,14+0,01 9 0,12+0,01 ¥

Valores expressos em média = EPM do niimero de ratos entre parénteses.
* Diferenga em relagao as ratas ndo lactantes (ANOVA a dois fatores).

Y Diferenga em relago as ratas alimentadas com dieta controle (ANOVA a dois fatores).
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Tabela 6. Balango energético dos grupos ndo lactantes e lactantes de ratas mantidas com dieta controle (CNL

and CL) ou hipoprotéica (HPNL and HPL)

Grupos
CNL CL HPNL HPL
(®) (®) ®) (7
Kj

Energia da carcaga 1.886+115 1.353+94%* 2.190+75 % 1.866+62%* ¥
Célculo da linha de base 1.835+67 2.271£76 1.954+46 2.176+47
Balango energético 51+45° -918+94 ¢ 236+75° -310£62°
Balango lipidico 32+10% -781+85°¢ 204+74° -155+82°
Balanco protéico 19+9,01 -137+41* 32+13 -155+32%*
Calculo do gasto energético' 2.776£92° 5.930+145° 2.855+82° 4.563+167"
Eficiéncia energética’ 1,80+0,25 -18+1,79* 7,63£2,16 % -7,29+1,38* 8

Valores expressos em média + EPM do numero de ratos entre parénteses. Médias com letras sobrescritas
diferentes foram significativamente diferentes (Teste de Tukey HSD; p < 0,05).

* Diferenca em relagao as ratas ndo lactantes (ANOVA a dois fatores).

Y Diferenca em relagio as ratas alimentadas com dieta controle (ANOVA a dois fatores).

' Gasto energético foi calculado pelo método do balango (gasto energético= ingestdo energética — balango
energético).

*Eficiéncia energética foi calculada da seguinte maneira (balango energético/ingestio energética) x 100.
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Figura 1. Correlagdo entre ingestdo energética e niveis séricos de insulina (A), ingestdo energética e

niveis séricos de leptina (B), gasto energético e concentragdo sérica de insulina (C) e gasto energético

e concentracao sérica de leptina (D) de ratas lactantes (L) e ndo lactantes (NL).
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INTRODUCTION

In adult animals and humans, body weight tends to remains within a relatively narrow range,
despite large day-to-day fluctuations in the amount of food consumed. Despite these
observations we have noticed that obesity has increased worldwide. In the Brazilian adult
population studies of the prevalence have shown an epidemic increase of obesity, mostly
among women from lower social strata [1-4]. Although the improvement in economic
conditions can partly explain such trends, it is possible that other factors are also important
[5]

Low dietary protein is usually associated with hyperphagia [6,7], enhanced body fat content
[6,8] and a number of adaptations such as enhances in basal metabolic rate [9], brown adipose
tissue thermogenesis [10] and lipogenesis of white adipose tissue [11]. Dramatic feeding
behavior and metabolic changes also seen in the lactation, as hyperphagia [12], decrease in
basal metabolic rate [13], in brown adipose tissue thermogenesis [14] and in lipogenesis of
white adipose tissue [15,16] assure the high energetic demand for the production of milk.

The feeding pattern and metabolic changes verified in the protein restriction and lactation
correlates with equally profound alterations in the circulating levels of insulin and leptin
[17,18], two hormones involved in the regulation of food intake and energy expenditure, and
might promote obesity.

Thus, in the present study, we evaluated whether protein restriction affects the serum insulin

and leptin levels and the role of these hormones on energy balance in the peak of lactation.
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MATERIALS AND METHODS

1. Animals and diets

The experimental follows the COBEA guidelines (Brazilian College of Animal
Experimentation) adopted by the Federal University Mato Grosso. Thirty one female Wistar
rats (90 d old), were supplied by the animal central care facility of the Federal Mato Grosso
University, Cuiaba — Brazil. Mating was performed by housing females with males overnight,
and pregnancy was confirmed by the presence of sperm in vaginal smears. Virgin and
pregnant females were separated at random and maintained from the first day of pregnancy
until the 14" day of lactation with isocaloric diets containing 6% protein (low-protein diet) or
17% protein (control diet) as described in Table 1. Four groups of rats were used in this study:
control non-lactating (CNL), control lactating (CL), low-protein non-lactating (LPNL), and
low-protein lactating (LPL). Throughout the experimental period, the rats were given free
access to food and water. They were kept under standard lighting conditions (12h light/dark
cycle) at a temperature of 24+1 °C.

The food intake and body weight were monitored three times a week. Spontaneous delivery
took place on day 22 of pregnancy after which, at 3 d of age, large litters were reduced to

eight pups, thus ensuring a standard litter size per mother.

2. Sample collection and analyses

At the end of the experimental period (day 14 of lactation), the rats were killed by
decapitation. Blood samples were collected, serum was obtained by centrifugation and
aliquots were used to measure serum glucose [19], total serum protein [20], serum albumin

[21], serum insulin [22] and serum leptin (Kits Cristal Chem. Inc., Chicago, II, USA)
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concentrations. The white adipose tissue retroperitoneal (RET) and gonadal (GON) and

brown adipose tissue (BAT) were quickly removed for determination of fresh weight.

3. Measurements of carcass composition and energy intake

Carcass wase eviscerated, weighed and stored at —20°C for posterior composition analysis.
Carcass water was measured by oven-drying at 80°C until constant weight. By subtracting dry
carcass weight from wet carcass weight body water was determined. Fat carcass was
measured by extraction in petroleum ether using a Soxlet continuous fat extractor. Fat content
was then calculated by subtracting fat-free dry mass from dry carcass weight. Ash content was
estimated, following combustion at 550°C until constant weight. Protein content was
determined by subtracting water, fat and ash content from wet carcass weight.

To calculate carcass energy and energy intake we assumed the energy content of protein and
carbohydrate to be 16.74 Kj/g and fat to be 37.7 Kj/g. The carcass composition at the
beginning of lactation (calculated baseline energy) was estimated by the relationship between
carcass component of females under similar dietary treatments and the same physiological
status at the end of pregnancy using the animal’s body weight at day 1 of lactation.

From the difference between the final carcass composition and the calculated initial carcass
composition, lipid balance, protein balance, energy balance, energy efficiency (the ratio of
energy gain to energy balance) and energy expenditure (the difference between energy intake

and energy balance) were calculated.

4. Statistical analyses
The results are expressed as the means £ SEM for the number of rats (n) indicated. Initially,
Levene’s test for the homogeneity of variance was used to check the fit of the data to the

assumptions for parametric analysis of variance. When necessary a Box-Cox transformation



63

was used to correct the variance heterogeneity or non-normality [23]. All data were
subsequently analyzed by two-way ANOVA (nutritional status and physiologic status)
followed by the Tukey-HSD test for individual differences among groups, when necessary.

Simple linear regression analysis was used to examine the relationship between serum leptin
or insulin levels and several predictor variables of obesity. In all comparisons, statistical
significance was accepted with p<0.05. Statistical analysis was performed with the computer

program, Statistic Software package (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).
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RESULTS

Biochemical and hormonal parameters

At day 14 of lactation, serum total protein and glucose concentration did not differ among the
groups. In both nutritional statuses, lactating rats had lower albumin levels than non-lactating
(F127=15.71, p<0.001). Basal serum insulin was equal in LPL and LPNL groups and
significantly higher in CL rats compared to LPL, LPNL and CNL (p<0.01). The serum leptin
concentration did not differ between LPL and LPNL and was lower in CL group than in CNL,

LPL and LPNL groups (p<0.01) (Table 2).

Body weight and food intake

Lactation significantly increased the total food intake and consequently the total energy and
protein intakes in both nutritional statuses. However, these were lower in LPL rats than in CL
rats (p<0.001). When expressed per gram of body weight, the food intake did not differ
between LPL and LPNL rats but was greater in CL than CNL rats (p<0.001) (Table 3).

The relationship between energy intake and serum insulin concentrations, energy intake and
leptin levels are shown in Figures 1A and 1B, respectively. In lactating rats, there was a
significant positive correlation between serum insulin levels and energy intake (r=0.82,
p<0.001) and negative relationship between serum leptin concentration and energy intake (r=-
0.83, p<0.001). These correlations were absent in non-lactating for serum insulin (r=-0.15,
p=0.606) and Ieptin levels (r=0.04, p=0.879). When data for non-lactating and lactating rats
were pooled, energy intake was directly correlated with serum insulin concentration (r=0.44,

p<0.02), but not with serum leptin concentration (r=-0.32, p<0.09).
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Carcass composition and energy balance

Apart from the nutritional status, lactating rats had body weight higher at the beginning of the
experimental period (F;27=19.58, p<0.001) and lower at day 14 lactation compared to non-
lactating rats (F; »7= 4.91, p<0.03). Carcass fresh weight and carcass protein content were also
lower in the lactating rats than in the non-lactating rats in both nutritional statuses (F;27=8.79,
p<0.006 and F;»7=5.70, p<0.024, respectively). The fat content of the carcass was
significantly affected by lactation (Fi»7=18.81, p<0.001) and by dietary protein content
(F1,27=24.39, p<0.001), but there was no interaction between these factors (Fi.7=1.97,
p=0.172) . Thus, the carcass fat content of lactating rats was lower than non-lactating rats and
higher in the protein deprived groups than in the control groups. The carcass water and ash
contents did not differ among the groups. Also, no differences were observed among groups
when the carcass protein and ash contents were expressed relative to body weight. The
proportion of fat and water in the carcass was affected by the physiological (F,,7=13.06,
p<0.001 and F; »7=16.46, p<0.001, respectively) and nutritional statuses (F;,7=27.41, p<0.001
and F;,7=29.56, p<0.001), but there was not interaction between these factors (F;7=2.778,
p=0.107 and F, »7=2.024, p=0.166), hence, lactating rats exhibited lower proportion of fat and
higher proportion of water in the carcass than non-lactating rats. In contrast, protein deprived
rats had higher percentage of fat and lower proportion of water in the carcass than control rats
(Table 4).

The RET and GON fat pads weight were significantly affected by lactation (F;,7=8.90,
p<0.005 and F,,7=33.16, p<0.001, respectively) and by protein deprivation (F;>7=4.90,
p<0.03 and F;,7=15.33, p<0.001) in absolute values, but not by the two-way interaction
nutritional status x physiological status (F;27=0.003, p= 0.953 and F,»;=0.28, p=0.603,
respectively). Similar results were observed in relative values in the lactation (F;,7=6.24,

p<0.019 and F,»7=42.24, p<0.001, respectively) and in the protein deprivation (F;,7=4.84,
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p<0.03 and F;»7=20.68, p<0.001, respectively) and in the two-way interaction of nutritional
status x physiological status (F;,7=0.30, p=0.582 and F;,7=0.04, p=0.831, respectively).
Thus, the fat pads weights of lactating rats were lower than non-lactating rats, and higher in
the protein deprived groups than in the control groups. The BAT tissue weight was modified
by only the nutritional status in absolute values (F;26=14.02, p<0.001) and in relative values
(F126=10.42, p<0.001). Protein deprived rats exhibited absolute BAT weight higher than
control rats, independently of physiological status. This was confirmed when expressed as
percentage of body weight (Table 5).

Serum leptin concentration was directly correlated with lipid carcass content (r=0.63,
p<0.001) and weights of RET (r=0.55, p<0.002), GON (r=0.50, p<0.007) and BAT (r=0.43,
p<0.022). In contrast, there was an inverse relationship between serum insulin levels and fat
carcass content (r=-0.62, p<0.001), RET (r=-0.54, p<0.001) and weight of GON (r=-0.56,
p<0.002). The serum insulin levels were not correlated with weight of BAT (r=-0.35,
p=0.070).

LPL rats had energy intake lower but carcass energy higher than CL rats. The energy balance
was influenced by nutritional status (F;27=30.86, p<0.001), lactation (F;27= 113.04, p<0.001),
as well as by the interaction between both factors (F;27=8.82, p<0.006). Thus, there was a
negative energy balance in lactating rats, but less severe in the LPL than in the CL group. The
energy balance correlated negatively with energy intake in lactating rats (r=-0.81, p<0.001)
and when data from both groups were combinated (r=-0.87, p<0.001). This correlation was
weaker only in non-lactating rats (r=0.44, p=0.117).

A considerable carcass energy loss as lipid in LPL and CL groups was observed, however less
severe in the first group than in the latter one (p<<0.001). Independently of nutritional status,
lactating rats showed a reduction of carcass energy as protein in relation to the non-lactating

rats (F1,27:28. 13, p<00 1 )
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Energy expenditure, calculated by the energy balance method, was significantly affected by
the nutritional (F;,7=31.08, p<0.001) physiological statuses (F;,7;=443.13, p<0.001) as well
as by the interaction between these factors (F;,7=39.16, p<0.001). Thus, energy expenditure
was significantly higher in the lactating rats, but lower in the LPL than in the CL group
(p<0.001). Energy efficiency was significantly modify by lactation (F; 27=90.01, p<0.001) and
by nutritional status (Fi,7=20.78, p<0.001), but no effect of the interaction of these factors
was verified (Fi27=2.15, p= 0.154). Hence, energy efficiency was reduced by lactation and
increased by protein deprivation (Table 6).

The relationship between energy expenditure and serum insulin levels was positive (r=0.89,
p<0.001), and negative between energy expenditure and serum leptin levels (r=-0.87,
p<0.001) in lactating rats. These correlations were weaker in non-lactating rats (Figures 1C
and D). When data from non-lactating and lactating rats were pooled, the energy expenditure
correlated directly with serum insulin concentration (r=0.53, p<0.004) and inversely with

serum leptin concentration (r=-0.46, p<0.012).
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DISCUSSION

Rats fed with low protein diet did not exhibit features typical of protein malnutrition such as
low body weight and hypoalbuminemia. However, the “adiposity signals” (serum insulin and
serum leptin concentrations) was different in response to dietary protein content. In LPL and
LPNL rats the insulinaemia was similar, whereas in CL rats the serum insulin concentration
was greater than in CNL rats.

Also, serum leptin concentration was not different between LPL and LPNL rats, and in CL
rats the leptinaemia was reduced by 50% compared with CNL rats. In consequence, the serum
leptin concentration was higher in HPL rats than in CL rats. Although some found no change
in the serum leptin in lactating rats [24,25], several studies show that there is a 20-75%
decrease in serum leptin in the daytime during lactation [26-28]. There are several possible
explanations for the increase in serum leptin concentrations verified in lactatin rats submitted
to protein restriction. One explanation is concerned with the low rates of milk production in
these rats [29], since that lactating rats treated with a pharmacological agent that suppresses
the prolactin secretion and the milk production (bromocriptine) [12,30] show high serum
leptin concentration [12]. The second explanation is the decreased clearance rate of leptin due
to a reduced cardiac output and reduced blood flow and/or reduced milk yield [31]. This
supposition is reinforced by the fact that the clearance rate of leptin is increased in normal
lactating rats wich is compatible with the high cardiac output during lactation [32] and that
leptin is also secreted into milk [33]. Finally, the increased synthesis of hormone by white
adipose tissue since leptin is synthesized predominantly by this tissue, proportionally to the
body fat stores [34,35]. In our study, rats fed a low protein diet had a significant increase in
retroperitoneal and gonadal fat pads as well as higher carcass fat content. Moreover, the

serum leptin concentrations directly correlated with carcass fat, gonadal and retroperitoneal
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adipose tissue weight, explaining the increase in the synthesis of leptin in malnourished rats.
The higher adiposity of rats submitted to protein restriction may be the consequence of higher
sensibility of adipocytes to insulin with consequent increase in the synthesis of lipids and
inhibition of their degradation. This assumption agrees with previous observations showing
that hypoinsulinaemia was associated with an increase in insulin sensitivity in adipose tissue
of malnourished rats [36,37]. In accordance, our results showed an inverse correlation
between insulinaemia and fat carcass content, RET and GON weights. High sensitivity of
adipocytes to insulin could also contribute to increase leptin secretion and biosynthesis.
Studies in vitro showed that insulin acts directly at the level of adipocytes increasing leptin
mRNA levels and secretion [38,39], perhaps due to increased glucose transport and
metabolism [40]. On the other hand, the enhanced peripheral sensitivity to insulin may be a
consequence of higher leptin levels, since the administration of leptin either centrally or
peripherally increased insulin-stimulated glucose use by peripheral tissues in normal rats
[41,42]. Finally, the negative energy balance showed by our lactating rats maintained with
low protein diet could be involved. The negative energy balance appears to be the major
factor responsible for the hypoleptinaemia of lactation [43]. Confirming this supposition, we
observed that leptinaemia was directly related to energy balance only in lactating rats.
Moreover, HPL rats that showed higher levels of this hormone, had also energy balance
minus negative.

Hypoleptinaemia during lactation may drive or, at least, facilitates hyperphagia [43]. In this
study, LPL rats, that had higher serum leptin and lower serum insulin levels consume less
amount of food (in absolute value and when expressed per gram of body weight) than the CL
rats with lower serum leptin and higher serum insulin levels. In lactating rats there was a
significant negative correlation between serum leptin and energy intake, but this correlation

was absent either in non-lactating rats or when data for non-lactating and lactating rats were
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pooled. The relationship between intake energy and serum insulin was not significant in non-
lactating rats alone, however there was a positive correlation in lactating rats and in the
combining data from both groups. Furthermore, the energy intake was negatively related with
energy balance in lactating rats. These findings suggest that: 1) in the normal lactation occurs
peripheral insulin resistance [44] that contributes to negative energy balance leading to
hypoleptinaemia that together with hypothalamic insulin resistance results in hyperphagia. 2)
protein restriction during lactation reduces serum insulin levels favoring the enhances of
peripheral sensitivity to hormone that contributes to greater maternal fat deposition and
hyperleptinaemia. The high serum leptin levels associated to an increase in the hypothalamic
sensitivity to insulin decreased the food intake.

Studies have showed that the high energetic cost of lactation is supplied by the increase food
intake associated to using the stored fat [45], and to conserving metabolic fuels due to
reduction in brown fat thermogenesis [46]. In the reduction of dietary protein level, although
occurs hyperphagia, it is accompanied by a decrease in food efficiency and an increase in
energy expenditure in an apparent attempt to dissipate excess energy [47]. These changes in
metabolic efficiencies appear to be the result of adaptive diet-induced thermogenesis
associated with increased activity of brown adipose tissue [10]. In this study, LPL rats had
decreased energy expenditure and lower depletion in the reserves of fat carcass compared to
CL rats. Curiously, the groups maintained with low protein diet exhibited better energy
efficiency, possibly due to hypophagia that resulted in a decrease of energy expenditure in an
attempt to conserve energy. This change in metabolic efficiency did not appear to be resulted
of adaptative diet-induced thermogenesis, to judge for the higher brown adipose tissue weight
in rats maintained with low protein diet, an indication of greater metabolic activity in this
tissue [10]. Neither seen to result from decrease basal metabolic rate, since that this change is

related, among others factors, to low thyroid hormone concentration. In our case,
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hypothyroidism could, since that, at least in the lactation, this alteration is associated to
hypoleptinaemia [48].

Beyond hypophagia, hypoinsulinaemia is another candidate to explain the reduced energy
expenditure, since that was directly correlated with serum insulin, and negatively correlated
with serum leptin. Low serum insulin concentration could to determinate increased insulin
sensitivity in adypocites raising the lipogenesis in the while adipose tissue.

Thus, rats submitted to protein restriction during pregnancy and lactation showed at peak of
lactation, maternal reserves preserved due to energy balance minus negative when compared
to lactating control rats. This metabolic adaptation was obtained, at least in part, by the
hypoinsulinaemia that resulted in increased insulin sensitivity favoring enhances fat

deposition, hyperleptinaemia and hypophagia.
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Table 1. Composition of the normal and low-protein diets*

Ingredient Control diet Low-protein diet
(17% protein) (6% protein)
gkg
Casein (84% protein) 202.0 71.5
Cornstarch 397.0 480.0
Dextrinized cornstarch 130.5 159.0
Sucrose 100.0 121.0
Soybean oil 70.0 70.0
Fiber 50.0 50.0
Mineral mix (AIN-93G)* 35.0 35.0
Vitamin mix (AIN-93G)* 10.0 10.0
L-cystine 3.0 1.0
Cholibe bitartrate 2.5 2.5

*For detailed composition, see Reeves et al. (1993).
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Table 2. Serum concentration of glucose (mg/dl), albumin (g/dl), total protein (g/dl), insulin
(ng/ml) and leptin (pg/ml) of non-lactating and lactating groups of rats maintained with
control (CNL and CL) or low-protein (LPNL) and (LPL) diets

Groups
CNL CL LPNL LPL
Glucose 82+10 65+7.17 80+11 67+10
() (®) () (7
Albumin 3.3740.16 2.6240.15% 3.3440.38 2.39+0.14*
() (®) () (7
Total protein 6.2040.57 5.5740.40 5.9240.40 4.7840.49
() (®) () (7
Insulin 0.69+0.09" 1.3840.12° 0.82+0.12° 0.49+0.09"
(7) (7 (7) (7
Leptin 4,530+700° 2,2514531° 5,620£368% 7,208+604°
(7) (7 (7) (7

Values are means = SEM of numbers of rats in parentheses. Means with a different superscript letters were
significantly different (Tukey HSD test; p< 0.05).

* Different in relation to non-lactating rats (two-way ANOVA).
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Table 3. Absolute (g) and relative (g/100g) food intake, total energy food intake (Kj), total protein intake (g), of

non-lactating and lactating groups of rats maintained with control (CNL and CL) or low-protein (LPNL and

LPL) diets
Groups
CNL CL LPNL LPL
(8) ®) ®) (7
Absolute food intake 180+5.28 ¢ 3194+5.28 # 196+6.42 ¢ 270+8.60 °
Relative food intake 66+2.80 ° 101£2.80 * 68+1.86 ™ 79+3.85°
Total energy intake 2,827+85 ¢ 5,012+84 % 3,091+104 © 4253127 °
Total protein intake 31£0.92° 54%0.91 12+0.40 ¢ 16+0.53 ©

Values are means = SEM of numbers of rats in parentheses. Means with a different superscript letters were

significantly different (Tukey HSD test; p< 0.05).



Table 4. Carcass composition of non-lactating and lactating groups of rats maintained with

control (CNL and CL) or low-protein (LPNL and LPL) diets

CNL CL LPNL LPL
) ®) (®) (7
Initial body weight 274£10 310+9.43* 283+5.28 319+10*
Final body weight 280=£10 262+9.43* 292+4.53 272+11%
Fresh carcass weight 204+6.80 187+6.42* 208+4.15 194+4.50*
Protein 50+1.90 4742.48* 51+1.99 46+1.93*
Lipid 284+2.69 15+2.26* 35+1.95° 20+2.18% %
Water 12143.67 119+4.15 117+2.77 113+4.08
Ash 5+0.57 6+0.32 5+0.61 6+0.38
g/100g of carcass weight

Protein 2540.55 25+0.65 24+0.70 24+0.55
Lipid 13+0.93 8+1.12%* 17+0.89 15+1.28% %
Water 59+0.73 64+0.83* 56+0.93° 58+1.03*
Ash 3+0.28 340.22 3+0.27 3+40.19

Values are means = SEM of numbers of rats in parentheses.

* Different in relation to non-lactating rats (two-way ANOVA).

S Different in relation to rats fed with control diet (two-way ANOVA).
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Table 5. Absolute and relative weight of white adipose tissue retroperitoneal, gonadal, and

brown adipose tissue of non-lactating and lactating groups of rats maintained with control
(CNL and CL) or low-protein (LPNL and LPL) diets

Groups
CNL CL LPNL LPL
(3) (3) (3) (7
G
RET 4.83+0.37 3.57+£0.61* 5.64+0.35° 4.58+0.14*
GON 10+0.69 6.77+£0.97* 13+0.52° 8.99+0.427%
BAT 0.29+0.02 0.26+0.02 0.39:0.03° 0.35+0.03°
2/100g
RET 1.74+0.09 1.34+0.20* 1.95+0.11% 1.70+£0.10%
GON 3.67+0.13 2.54+0.29% 4.53+0.12° 3.32+0.17*
BAT 0.11£0.01 0.10+0.01 0.14+0.01° 0.1240.01°

Values are means = SEM of numbers of rats in parentheses.
*Different in relation to non-lactating rats (two-way ANOVA).

‘Different in relation to rats fed with control diet (two-way ANOVA).
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Table 6. Energy balance of non-lactating and lactating groups of rats maintained with control (CNL
and CL) or low-protein (LPNL and LPL) diets

Groups
CNL CL LPNL LPL
®) ®) (®) @)
Kj

Carcass energy 1,886x115 1,353+£94* 2,190+75 % 1,866+62% ¥
Calculated baseline energy 1,835+67 2,271£76 1,954+46 2,176+47
Energy balance 51+45° -918+94° 236+75° -310+£62°
Lipid balance 32410 -781+85°¢ 204+74° -155+82°
Protein balance 19+9.01 -137+41* 32+13 -155432*
Calculated energy expenditure' 2,776£92° 5,930+145° 2,855482°¢ 4,563+167°
Energy efficiency 1.80£0.25 -18+1.79* 7.632.16 % -7.29+1.38%°

Values are means £ SEM of numbers of rats in parentheses. Means with a different superscript letters were
significantly different (Tukey HSD test; p< 0.05).

*Different in relation to non-lactating rats (two-way ANOVA).

‘Different in relation to rats fed with control diet (two-way ANOVA).

" Energy expenditure was calculated by the balance method (energy expenditure = energy intake — energy
balance).

*Energy efficiency was calculated as the (enegy balance/energy intake) x 100.
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Figure 1. Correlation between energy intake and serum insulin levels (A), energy intake and serum leptin levels
(B), energy expenditure and serum insulin concentration (C) and energy expenditure and serum leptin

concentration (D) of lactating (L) and non-lactating (NL) rats.
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