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RESUMO

A nutricdo materna desempenha papel critico no desenvolvimento fetal e pos-natal da prole.
O aumento da ingestdo de lipidios e calorias por alteracdes dietéticas nos periodos de gestacao
e lactagdo pode influenciar o desenvolvimento do fendtipo muscular. O objetivo desta
dissertacdo foi avaliar os efeitos da dieta hiperlipidica materna, isocalérica ou hipercaldrica,
nos periodos de gestagc@o e lactacdo, sobre a morfologia do musculo esquelético da prole de
ratos. Foram utilizadas 34 ratas albinas da linhagem Wistar, divididas em 3 grupos
experimentais: Controle (C), Hiperlipidico-Hipercalorico (HH) e o Hiperlipidico-Isocalérico
(HI). Aos 61 dias de idade, os filhotes de cada grupo experimental foram submetidos ao teste
de tolerancia a glicose (GTT) e aos 65 dias ao teste de tolerancia a insulina (ITT). Aos 70
dias, os animais foram sacrificados ¢ os musculos séleo ¢ EDL retirados para analise
histologica. Os animais do grupo HH apresentaram aumento do peso corporal e do percentual
de ganho de peso na lactagdo em relagdo ao grupo C. Nos filhotes HI, foi observado menor
peso corporal e eixo longitudinal aos 21 dias pos-natal e maior percentual de ganho de peso
que os animais C.Nao foram observadas diferencas nas respostas glicémicas aos testes de
GTT e ITT.No musculo soleo, os filhotes HH apresentaram aumento da propor¢do e tamanho
das fibras tipo 1 e reducdo da proporg¢do e do nimero com aumento do tamanho das fibras tipo
2A, todos em relagdo ao filhotes C. Nos filhotes HI, foi observado aumento do tamanho das
fibras tipo 1 e 2A em relacdo aos filhotes C. No musculo EDL, ndo houve diferenca na
propor¢do e no numero de fibras entre os grupos. Em relagdo ao tamanho das fibras, os
animais HH e HI apresentaram redug¢do do tamanho das fibras tipo 1 € 2A em relagdo ao C.
Quando avaliadas as fibras tipo 2B, foi observado que o grupo HH apresentou maior tamanho
que os grupos C e HI, também no EDL. Os animais do grupo HI também apresentaram menor
tamanho que o grupo C para as fibras 2B. Em conclusdo, o consumo materno da dieta
hiperlipidica-hipercaldrica promoveu perfil mais oxidativo, no musculo séleo. Enquanto que a
dieta hiperlipidica-isocaldrica apenas influenciou o tamanho das fibras. No musculo, EDL
ambas as dietas afetaram o tamanho da fibra muscular.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Nutricdo materna. Fibra muscular. Musculo esquelético.



ABSTRACT

Maternal nutrition plays a critical role in the fetal and postnatal development of offspring.
Increased lipid and calorie intake due to dietary changes in the gestation and lactation periods
may influence the development of the muscle phenotype. The objective of this study was to
evaluate the effects of high-fat diets maternal, isocaloric or high-caloric, during the gestation
and lactation periods, on the morphology of the skeletal muscle of the offspring of rats.
Thirty-four female Wistar rats were used, divided into three experimental groups: Control (C),
High-fat/high-caloric (HH) and High-fat/Isocaloric (HI).At 61 days of age, pups from each
experimental group were submitted to the glucose tolerance test (GTT) and at 65 days to the
insulin tolerance test (ITT). At 70 days, the animals were sacrificed and the soleus and EDL
muscles were removed for histological analysis. The animals of the HH group showed an
increase in body weight and percentage of weight gain in lactation in relation to group C. In
HI pups was observed lower body weight and longitudinal axis at 21 postnatal days and
higher percentage of weight gain than animals C. No differences were observed in the
glycemic responses to the GTT and ITT tests. In the soleus muscle, the HH pups showed an
increase in the proportion and size of the type 1 fibers and reduction of the proportion and the
number with increase of the size of the fibers type 2A, all with respect to the pups C. In the
pups HI, an increase of the size of the type 1 and 2A fibers was observed in relation to the
pups C. In the EDL muscle, there was no difference in the proportion and number of fibers
between the groups. In relation to the size of the fibers, the HH and HI animals showed a
reduction in the size of the fibers type 1 and 2A in relation to the C. When the type 2B fibers
were evaluated, it was observed that the HH group presented larger size than the groups C and
HI. The animals of the HI group also presented smaller size than the group C for the 2B
fibers. In conclusion, maternal consumption of the High-fat/high-caloric diet promoted a more
oxidative profile, in the soleus muscle. While a High-fat/Isocaloric diet only influenced the
size of the fibers. In muscle, EDL both as diets affected the size of the muscle fiber.

Key words: High-fat diet. Maternal nutrition. Muscle fibers. Skeletal muscle.
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1 INTRODUCAO

Nos periodos iniciais da vida, como gestacdo e lactagdo, os oOrgdos e tecidos
apresentam uma rapida proliferacdo e diferenciagdo celular (MORGANE, MOKLER e
GALLER, 2002). Tais periodos sdo conceituados como periodo critico de desenvolvimento
(MORGANE, MOKLER ¢ GALLER, 2002). Estimulos ambientais como nutri¢cdo, atividade
fisica e estresse, atuam nos processos de plasticidade alterando o desenvolvimento do
organismo (GLUCKMAN, HANSON e SPENCER, 2005). A plasticidade fenotipica pode ser
definida como a capacidade de um unico gendtipo dar origem a diversos fenotipos em
respostas a diferentes condi¢des ambientais (WEST-EBERHARD, 1989).

A nutricdo ¢ um fator ambiental que permite ao organismo adequado crescimento e
desenvolvimento (MORGANE et al., 1993). O consumo de dieta rica em caloria e lipidio
durante o periodo gestacional tem sido crescente (ARMITAGE, TAYLOR e POSTON, 2005),
além disso, o aporte nutricional inadequado na gestagdo pode acarretar riscos para satde
materna e da prole (OSTLUND, HAGLUND e HANSON, 2004; ARMITAGE, TAYLOR e
POSTON, 2005). Diversos estudos em humanos e animais tém sugerido que o aumento na
ingestdo materna pode desencadear no feto o desenvolvimento de obesidade, resisténcia a
insulina e doengas cardiovasculares na vida adulta (ARMITAGE, TAYLOR e POSTON,
2005; CHECHI e CHEEMA, 2006; SAMUELSSON et al., 2008).

Dentre os sistemas que podem ser influenciados pela nutricdo materna, destaca-se a
musculatura esquelética, que devido sua alta plasticidade se adapta as variagdes do estado
nutricional (ZHU et al., 2006; MALLINSON et al., 2007). Esta adaptagdo pode ser observada
através de mudangas no fenotipo muscular, em termos de tipo, tamanho e numero da fibra
muscular, através de alteragdes na expressdo génica e nas propriedades bioquimicas e
metabodlicas (MATSAKAS e PATEL, 2009; BLAAUW, SCHIAFFINO e REGGIANI, 2013).

Estudos tém demonstrado que o aumento no consumo de lipidios e alta ingestdo
calorica nos periodos de gestagdo e lactacdo podem comprometer o desenvolvimento
funcional e estrutural do musculo esquelético (BAYOL, SIMBI e STICKLAND, 2005;
BARROS et al., 2006; BAYOL, BRUCE ¢ WADLEY, 2014). Bayol ¢ colaboradores (2005)
observaram os efeitos da dieta de cafeteria, rica em acidos graxo saturados e sacarose no
periodo de gestagdo e lactacdo na prole de ratos aos 21 dias de idade, e verificaram reducao da
area de secg¢do transversa, do numero de fibras musculares por seccdo e aumento do contetido

de lipidio intramuscular no mtisculo semitendinoso.
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Por outro lado, diferengas no tipo de fibra tém sido amplamente associadas com
obesidade e resisténcia a insulina. Individuos obesos apresentam reducdo da quantidade de
fibras do tipo 1 (oxidativas) concomitantemente com o aumento de fibras do tipo 2B
(glicolitica) (NYHOLM et al., 1997; TANNER et al., 2002b). Em estudo com mulheres
obesas afro-americanas e caucasianas, foi observado aumento do percentual de fibras o tipo
2B e uma redug¢do no percentual das fibras do tipo 1 no musculo reto abdominal (TANNER et
al., 2002b). Em ratos, a dieta hiperlipidica materna (45% lipidio) reduziu a expressdo de
mRNA da cadeia de miosina pesada (MHC) da isoforma do tipo 1, sem nenhuma diferenga na
MHC tipo 2A no musculo séleo da prole na idade adulta (PILEGGI et al., 2016a).

Apesar dos estudos utilizando a dieta hiperlipidica durante o periodo perinatal
(BAYOL, SIMBI e STICKLAND, 2005; KRUSE et al., 2013; PANTALEAO et al., 2013;
MACPHERSON et al.,, 2015; STANFORD et al.,, 2015), ainda ndo esta claro se as
repercussoes sdo consequéncia do aumento do lipidio da dieta ou do aporte energético. Desta
forma, este trabalho buscou responder o seguinte questionamento: pode a dieta hiperlipidica
materna, independente do teor calorico alterar o nimero e tamanho das fibras musculares e

aumentar o conteudo de lipidio intramuscular nos musculos soleo e EDL da prole?
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plasticidade fenotipica

Os periodos iniciais de crescimento e desenvolvimento sdo marcados por uma rapida
proliferacdo e diferenciacdo celular de orgdos e tecidos (DOBBING, 1964; MORGANE et al.,
1993). Tais periodos sdo conceituados como periodos criticos do desenvolvimento
(MORGANE et al, 1993). Os periodos criticos estdo relacionados com uma maior
vulnerabilidade fisioldgica, bioquimica, morfoldgica e comportamental relacionado com
alguns insultos ambientais (MORGANE et al., 1993). Um insulto ou estimulo ambiental
aplicados no periodo critico de desenvolvimento, como nutri¢do, atividade fisica e estresse,
pode levar a alteragdes no desenvolvimento do organismo (GLUCKMAN, HANSON e
SPENCER, 2005).

A plasticidade fenotipica pode ser definida como a capacidade de um tnico gendtipo
dar origem a diversos fenotipos do organismo em resposta a diferentes condigdes ambientais
(WEST-EBERHARD, 1989). Assim, a plasticidade no periodo critico permite que o
organismo modifique sua trajetoria de crescimento e desenvolvimento através de processos
adaptativos, podendo ser alterado sua forma, estado, movimento ou padrio de atividade
(WEST-EBERHARD, 1989).

A nutrigdo ¢ uma das variacdes mais bem descritas no estudo da plasticidade
fenotipica. Alteracdes na disponibilidade de nutrientes, ou do tipo de nutriente durante
periodos criticos parecem atuar modificando o desenvolvimento de sistemas fisioldgicos
(WEST-EBERHARD, 1989). O aporte inadequado de nutrientes no periodo fetal e na infancia
esta relacionado a doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo Il na vida adulta
(BARKER, 2007). Em estudos em humanos, filhos de mulheres que foram expostas a grande
restricdo alimentar durante a gestacdo entre os anos de 1944-1945 (Dutch famine), foi
observado diferentes padrdes de composicdo corporal na vida adulta, dependendo da idade
que foram expostos a desnutricdo na vida intrauterina, tendo uma maior incidéncia de
obesidade, os homens cuja as maes sofreram desnutricdo no primeiro trimestre gestacional
(RAVELLI, STEIN e SUSSER, 1976).

Insultos ambientais adversos na vida uterina ou durante a infincia estdo diretamente
associadas com o aumento da susceptibilidade a doencas cronicas na vida adulta (BARKER,
2007). A hipdtese do fenotipo poupador ou “thrifty phenotype hypothesis” ¢ uma das
justificativas para esta relacdo (HALES e BARKER, 1992). Segundo a hipotese, o organismo

em desenvolvimento se adapta as condi¢des de baixo aporte nutricional, causando
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modificagdes no metabolismo para maior capacidade de estocagem de energia, assim como
melhor aproveitamento energético (HALES e BARKER, 1992). Porém diante do aumento do
aporte nutricional no periodo pos-natal, o organismo apresenta alteragdes metabodlicas que
podem levar ao aparecimento de doengas (HALES e BARKER, 1992). A relacdo entre o
ambiente perinatal e o aparecimento de doencas na vida adulta, tem sido alvo de diversos
estudos inseridos na “Origem desenvolvimentista da Satde e da doenca” (BARKER, 2007;
WELLS, 2010).

Os mecanismos envolvidos nesses fendmenos da plasticidade fenotipica t€m sido
chamados de epigenética (AGUILERA et al., 2010; WELLS, 2010). A epigenética ¢ definida
como mudangas na atividade e expressao do gene, sendo resultado de modificagdes estruturais
transitorias ou estaveis no DNA, histonas e também modificagcdes pos-transcricionais no RNA
sem alteracdo na sequéncia do DNA (SHARPLES, STEWART e SEABORNE, 2016). Os
mecanismos epigenéticos incluem: metilacio do DNA, modificagdes covalentes nas histonas
e RNA ndo codificados, que sdo relacionados com a regulacdo da expressdo génica e estrutura
da cromatina (BIRD, 2002; FEINBERG, 2007).

A nutricdo € um fator ambiental capaz de induzir alteracdes epigenéticas que podem
ser transmitidas para as proximas geracdes, tendo impacto sobre a satide (TOKUNAGA et al.,
2013).As alteragdes epigenéticas que ocorrem durante o periodo embriondrio tém maior
impacto sobre organismo do que a fase adulta, devido suas consecutivas divisdes mitoticas

(AGUILERA et al., 2010).

2.2 Desenvolvimento do Sistema Muscular esquelético

Na maior parte dos mamiferos, o musculo esquelético corresponde a cerca de 55% da
massa total do corpo e desempenha um papel vital na locomog¢do, producdo de calor e
metabolismo energético (ZIERATH e HAWLEY, 2004). Estruturalmente o tecido muscular
esquelético € organizado de forma hierarquica, por diversos fasciculos que sdo constituidos
por um conjunto de fibras. As fibras, por sua vez sdo formadas por conjuntos de miofibras, e
essas sdo compostas por inumeros sarcomeros (ZIERATH e HAWLEY, 2004).

O desenvolvimento do tecido musculo esquelético ¢ iniciado na embriogénese, onde
nos estagios iniciais de desenvolvimento a principal evento da gastrulacdo ¢ criagdo do
mesoderma entre o ectoderma e endoderma (GREFTE et al., 2007). O mesoderma ¢ dividido
em mesoderma axial (notocorda), mesoderma intermediario, mesoderma paraxial e

mesoderma lateral. (GREFTE et al., 2007). Com excec¢do dos musculos craniofaciais, grande
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parte dos musculos esqueléticos embrionarios sao derivados do mesoderma paraxial (CHRIST
e ORDAHL, 1995). O mesoderma paraxial se diferencia e condensa-se em estruturas
epiteliais chamadas somitos (GREFTE et al., 2007). A parte ventral do somito o escler6tomo
origina a cartilagem, ossos da coluna vertebral e costelas, enquanto que a parte dorsal do
somito o dermomi6tomo origina as células progenitoras do musculo e a derme (CHRIST e
ORDAHL, 1995) (Figura 1A). As bordas do dermomidtomo sofre transicdo epitélio-
mesenquimal e origina o mi6tomo (TAJBAKHSH e BUCKINGHAM, 2000).

O midtomo se divide em duas porgdes: dorso-medial (epaxial) e ventro-lateral
(hipaxial), dando origem respectivamente aos musculos eretores da coluna e aos musculos
abdominais e térax (TAJBAKHSH ¢ BUCKINGHAM, 2000), enquanto que as células que
originam os musculos dos membros sdo provenientes da porcdo ventral do dermomidétomo
que apos sofrer a transformagdo da epitélio mesenquimal migram para o membro
(BUCKINGHAM et al., 2003) (Figura 1B), estes processos sdo regulados pelo fator de
transcricdo Pax3, membro das proteinas do homeodominio box pareado (TAJBAKHSH et a!.,
1997). Em camundongos mutantes Pax3 os musculos dos membros estdo ausentes
(TAJBAKHSH et al., 1997). O Pax3 desempenha importante papel na sobrevivéncia do
dermomiotomo ventro-lateral e na determinagdo do destino das células miogénicas
(TAJBAKHSH et al., 1997).

Com a formac¢do do tubo neural, os midtomos individualizam-se e suas células sdo
alongadas dando origem aos mioblastos, onde as células miogénicas apresentam sua
morfologia definida (BUCKINGHAM ef al.,, 2003). Os genes responsaveis por essa
transformagdo sdo membros da familia dos fatores transcricionais basic helix-loop-helix
(bHLH) conhecidos como fatores de regulacdo miogénica (MRFs): MyoD, Miogenina, Myf5 e
Mrf4 (RUDNICKI et al.,, 1993; KASSAR-DUCHOSSOY et al., 2004). Os mioblastos
aumentam a expressdo de Myf5 e MyoD e através da acdo da miogenina eMrf4, onde se
fundem para formar os miotubos e maturam-se em fibras musculares multinucleadas
(TAJBAKHSH e BUCKINGHAM, 2000). Estudos experimentais com camundongos duplo
Knockout Myf5/MyoD nenhum musculo esquelético foi formado, devido a auséncia da
populacdo precursora de mioblasto (RUDNICKI et al, 1993; TAJBAKHSH,
ROCANCOURT e BUCKINGHAM, 1996). Embrides deficientes em miogenina apresentam
reducdo severa de todos os musculos, além dos embrides sobreviverem somente durante o

desenvolvimento fetal, morrendo logo apds ao nascimento (HASTY et al., 1993).
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Figura 1. Esquema dos estagios iniciais do desenvolvimento do musculo esquelético em

humanos.
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(A) Representacio esquematica da somitogénese. O mesoderma paraxial presomitico estd localizado sob
ambos os lados da notocorda. O mesoderma lateral é posicionado tangencialmente ao mesoderma intermediério,
que por sua vez esta posicionado lateralmente ao mesoderma paraxial. O mesoderma paraxial se diferencia e se
condensa em estruturas epiteliais chamadas somitos. A parte ventral do somito o esclerdtomo origina a
cartilagem, ossos da coluna vertebral e costelas, enquanto que a parte dorsal do somito o dermomidtomo origina
as células progenitoras do musculo e a derme. As bordas do dermomidotomo sofre uma transi¢do epitélio-

mesenquimal e origina o midtomo. Adaptado de (BUCKINGHAM e MAYEUF, 2012);

Hypaxial

Hindlimb

Skaletal muscles

(B) Origens embrionarias dos musculos esqueléticos. As células miogénicas do musculo esquelético possui
duas distintas origens embrionarias. O mesoderma paraxial (verde) origina as células miogénicas dos musculos
da cabeca, exceto os musculos da lingua e da parte posterior do pescogo, que sdo originados da porgao hipaxial
do dermomidtomo (rosa). A por¢do epaxial do dermomidtomo (azul) da origem as células miogénicas dos

musculos das costa aos musculos no tronco, enquanto que as células do diafragma e dos mtisculos dos membros
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sdo originadas da por¢ao hipaxial do dermomiotomo (rosa). Adaptado de (NASSARI, DUPREZ ¢ FOURNIER-
THIBAULT, 2017).

A formacdo das fibras musculares esqueléticas ocorre em duas geragdes na maioria
das espécies de mamiferos (CONDON et al., 1990). A primeira geracdo origina as fibras
primdrias, que crescem longitudinalmente alcangando os tenddes e adquirindo sua propria
lamina basal, além de atuar como suporte para as fibras secundarias (WILSON, ROSS e
HARRIS, 1988) (Figura 2). Em ratos e camundongos a formacdo das fibras primarias ocorre
em torno do 14° ¢ 17° dia embrionario (ONTELL, BOURKE ¢ HUGHES, 1988) ¢ entre a 8° ¢
10° semana de gestacdo em humanos (BARBET, THORNELL e BUTLER-BROWNE, 1991).
A segunda geracdo origina as fibras secundarias, e ocorre entre o 17° dia embrionario e o
inicio do periodo neonatal em ratos e camundongos (WILSON, ROSS ¢ HARRIS, 1988), ¢
em humanos, por volta da 10° e 18° semana de gestacao (BARBET, THORNELL e BUTLER-
BROWNE, 1991).

Figura 2. Esquema da linhagem de desenvolvimento do musculo esquelético em

camundongos.

Dermomyoctomo
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Indicativo de tempo da linhagem de desenvolvimento do musculo esquelético. Mioblastos embrionarios e fetais

dao origem as fibras tipo 1 e tipo 2 respectivamente. O desenvolvimento pos-natal avanga com ativagdo das
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células satélites uma subpopulacdo de mioblastos formados nos estagios finais da miogénese, responsavel

também pela regeneracdo no tecido musculo esquelético. Adaptado de (ROSSI e MESSINA, 2014).

As fibras musculares sdo constituidas por unidades contrateis repetidas, os sarcomeros
(LOWEY et al, 1969). Cada unidade basica de contragdo muscular (sarcdmeros) sdo
constituidas por diversas proteinas, entre tais proteinas destacam-se os filamentos de actina e
miosina (HUXLEY, 1969).A molécula de miosina ¢ um hexdmero formado por cadeias de
miosina: duas miosina de cadeia pesada e quatro de cadeias leves (LOWEY et al., 1969). Por
meio de técnicas histoquimicas da atividade da enzima ATPase na cadeia de miosina pesada
(MHC), as fibras podem ser classificadas em tipo 1 (lenta) e tipo 2 (rapidas) (STARON et al.,
1999). Na maioria dos mamiferos as fibras musculares expressam quatro isoformas de MHC:
uma isoforma lenta MHC-1 e trés rapidas MHC-2A, MHC-2X, MHC-2B(LAFRAMBOISE et
al., 1990; STARON et al., 1999), ja em humanos a isoforma do tipo MHC-2B ndo ¢
detectavel, embora exista o gene correspondente MYHC4 no genoma (SMERDU et al., 1994),
além disso, as fibras tipificadas como tipo 2B baseada na coloragdo da ATPase sdo de fato
fibras do tipo 2X baseado na composi¢do da MHC (SMERDU et al., 1994).

A diversificagdo inicial do tipo de fibra reflete a heterogeneidade intrinseca da
linhagem de mioblastos (SCHIAFFINO e REGGIANI, 2011). A primeira geragdo de fibras
musculares expressam isoformas de MHC lenta, embrionaria e neonatal (CONDON et al.,
1990), enquanto que a segunda geracdo expressam isoformas embrionaria e neonatal
(BARBET, THORNELL ¢ BUTLER-BROWNE, 1991). As duas populagdes da geracdo
primaria, expressando embrionaria e neonatal, embrionaria e lenta originam as fibras
musculares rapida e lenta respectivamente (CONDON et al., 1990).

As fibras lentas apresentam essa caracteristica mais precocemente do que as fibras que
serdo rapidas(KARDON, CAMPBELL e TABIN, 2002). Estudos tém evidenciado que o
musculo esquelético de ratos ndo sdo completamente diferenciadas em nascimento ¢ que a
diferenciac@o nos subtipos das fibras musculares ocorre durante o desenvolvimento pos-natal
(PUNKT, NAUPERT e ASMUSSEN, 2004). Ho e colaboradores(1983) observaram que o
musculo soleo de ratos aos 6° dias pds-natal possui predomindncia de fibras do tipo 2A
entretanto a relacdo se inverte aos 21 dias com predominancia das fibras do tipo 1, que
constitui cerca de 70-80% da composi¢do do musculo na vida adulta. Enquanto que no
musculo Extensor longo dos dedos (EDL), 93% de fibras do tipo 2 estdo indiferenciadas na
primeira semana de vida, e na vida adulta apresenta cerca de 55% de fibras 2A e 35% de

fibras 2B (PUNKT, NAUPERT e ASMUSSEN, 2004). A propor¢do de fibras musculares
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pode apresentar um consideravel grau de variabilidade para cada linhagem de rato. No
musculo soleo a proporcao das fibras tipo 1 pode variar entre 87% e 100% e entre 13% e 0%
do tipo 2A. Enquanto que no EDL, a proporcdo de fibras do tipo 1 pode variar entre 2,6 e
8,7%, do tipo 2A de 12,6 ¢ 25,8% e do tipo 2B de 70,4 e 81,6% (NOVAK, ZACHAROVA e
SOUKUP, 2010).

Um dos principais determinantes na transi¢do das isoformas de MHC ¢ o horménio da
tireoide triiodotironina (T3) (LEE, KIM e MILANESI, 2014). O T3 estimula a expressao de
fatores de regulagdo miogénica, incluindo miogenina ¢ MyoD (MUSCAT et al., 1994), além
de atuar na transi¢do das isoformas de miosina neonatal para adultos (BUTLER-BROWNE,
HERLICOVIEZ ¢ WHALEN, 1984). Em ratos a falta de horménios da tireoide resulta em
uma persistente isoforma de MHC embrionaria no musculo fetal em ratos (BUTLER-
BROWNE, HERLICOVIEZ ¢ WHALEN, 1984). Enquanto que o excesso de hormdnios
tireoidianos leva ao acumulo de MHC, resultando em uma maturacdo precoce do musculo
esquelético fetal em humanos (BUTLER-BROWNE, BARBET e THORNELL, 1990).

O crescimento pos-natal do musculo esquelético envolve o aumento de miontucleos e
proteinas (hipertrofia). Esse aumento se deve aos novos miontcleos que vem de células
satélites provenientes de uma subpopulacdo de mioblastos que sdo formados durante os
estagios finais da miogénese (SCHIAFFINO et al., 2013). As células satélites estdo
localizadas entre a 1amina basal e o sarcolema das fibras musculares (ZAMMIT et al., 2004).
Durante o crescimento pds-natal do musculo esquelético algumas células satélites sdo ativadas
e se proliferam doando nucleos para as miofibras contribuindo para sintese proteica e
hipertrofia, outras células satélites permanecem em estado quiescente (SCHIAFFINO et al.,
2013) podendo ser recrutados durante o crescimento e regeneracio (BRACK e RANDO,
2012). Em camundongos, sob condicdes fisiologicas normais, a taxa de ativacdo e fusdo de
células satélites ¢ alta durante as trés primeiras semanas de vida pds-parto (WHITE et al.,
2010), enquanto que em humanos o crescimento muscular pds-natal parece continuar entre 15
e 18 anos (PARTRIDGE, 2013).

A ativagdo das células satélites ¢ regulada por diversos fatores de crescimento e pela
expressdo fatores de transcrigdo reguladores assim como o paired box Pax7 (YIN, PRICE e
RUDNICKI, 2013). O Pax7 ¢ expresso em células satélites quiescentes e em proliferacdo
apresentando importante papel para especificacdo da populagdo de células satélites (SEALE et
al., 2000). Em ratos a deficiéncia de Pax7 promove a perda progressiva de linhagens de
células satélites (RELAIX et al., 2006), reducio do conteudo de miofibras em cerca de 50% e

do didmetro da fibra, além dos camundongos apresentarem baixa capacidade de



21

sobrevivéncia, morrendo dentro das primeiras 3 semanas de vida (VON MALTZAHN et al.,
2013). Estudos sugerem que a expressdo de Pax7 ¢ um pré-requisito para fun¢do normal de
células satélites durante a miogénese regenerativa em qualquer idade (SEALE et al., 2000;
VON MALTZAHN et al., 2013).

Importante destacar ainda, que no crescimento pos-natal a hipertrofia da fibra
muscular ocorre por duas vias principais: Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1, 1
fosfatidilinositol 3-quinases, AKT ou proteina quinase b e proteina alvo da rapamicina
(IGF1-PI3K-AKT/PKB-mTOR) vias que atua como reguladores positivo do crescimento
muscular. Enquanto que a via da miostatina-Smad3 atua como regulador negativo
(SCHIAFFINO et al., 2013). Em estudo com animais, a inativagdo do receptor do IGF-1 no
musculo esquelético prejudicou o crescimento muscular e reduziu do niimero e tamanho da
fibra muscular (MAVALLI et al., 2010).

A AKT estimula a sintese proteica por meio da ativagdo da mTOR (SCHIAFFINO et
al., 2013). A mTOR ativada, interage com diversas proteinas que estdo diretamente
relacionadas com a sintese proteica, crescimento e divisdo celular (PROUD, 2004). A
inativacdo da mTOR no musculo esquelético de camundongos, reduziu o crescimento pos-
natal, devido a reducdo do tamanho das fibras rapidas e apresentou miopatia severa (RISSON
etal., 2009).

A miostatina é expressa em células no midtomo durante o desenvolvimento do
musculo esquelético, atuando para regular o numero final de fibras musculares
formadas(LEE, 2004). Enquanto que na vida adulta, a miostatina ¢ produzida pelo musculo
esquelético e atua para limitar o crescimento da fibra muscular(LEE, 2004). Em camundongos
o aumento de miostatina circulante acarretou intensa perda da massa muscular, semelhantes
ao que se observa nas sindromes de caquexia humana (ZIMMERS et al., 2002).

O desenvolvimento do musculo esquelético pode ainda ser influenciado por
glicocorticoides, hormdnios esteroides secretados pelo cortex adrenal (TE PAS, DE JONG e
VERBURG, 2000; HAN, YANG ¢ KAO, 2017). Os principais horménios endogenos em
humanos € o cortisol, enquanto que em roedores ¢ o corticosterona (KUO, HARRIS e
WANG, 2013). Os glicocorticoides atuam na reducdo da sintese proteica e aumento do
catabolismo por inibicdo da insulina, IGF-1, PI3K ¢ mTOR (PEREIRA e FREIRE DE
CARVALHO, 2011).Além disso, os glicocorticoides podem aumentar a expressdo de
miostatina, importante regulador negativo do crescimento muscular (MA et al., 2003). Por
outro lado, recente estudo com cultura de células C2C12 evidenciou que o tratamento com

dexametasona um glicocorticoide sintético no estagio de mioblasto induziu hipertrofia e
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melhora na diferenciacdo de miotubos, enquanto que o mesmo tratamento no estagio de
miotubo induziu a atrofia (HAN, YANG e KAO, 2017). Desta forma, parece que a
biodisponibilidade de glicocorticoides no musculo pode exercer duplo efeito, sendo
dependente dos estagios de desenvolvimento (HAN, YANG e KAO, 2017).

E importante ressaltar que no periodo de desenvolvimento do sistema muscular, os
processos de formacao, diferenciacdo e crescimento pds-natal da fibra muscular podem sofrer
influéncia direta em resposta a diferentes condi¢des ambientais, atuando na plasticidade

muscular, alterando seu fenoétipo.

2.3 Plasticidade fenotipica no Sistema Muscular Esquelético por estimulo de dietas

experimentais

A massa e a composicao do musculo esquelético apresentam um importante papel na
locomogao e metabolismo (PILEGGI et al., 2016b). O musculo possui o maior reservatorio de
proteina no corpo, podendo atuar na manuteng¢do da glicemia do sangue em periodos de jejum
prolongado através da liberagdo de aminoacidos (HARRIDGE, 2007). E considerado o maior
captador de glicose pos-prandial (DEFRONZO et al., 1981), responsavel por cerca de 70-80%
da captacdo de glicose estimulada por insulina de todo corpo (DEFRONZO et al., 1981).
Durante o metabolismo basal e atividades de intensidade leve e moderada, o muasculo é um
grande consumidor de 4acido graxo (ABERNETHY, THAYER e TAYLOR, 1990),
contribuindo com cerca de 40% da taxa metabolica basal em adultos (MATSAKAS e PATEL,
2009).

As fibras musculares apresentam diferencas metabolicas: fibras tipo 1 oxidativas, tipo
2A oxidativas-glicoliticas e tipo 2B glicolitica (SCHIAFFINO, HANZLIKOVA e
PIEROBON, 1970). As fibras oxidativas utilizam os acidos graxos como fonte de energia
(BLAAUW, SCHIAFFINO e REGGIANI, 2013) e apresentam um maior estoque de
triglicerideos intramuscular do que as fibras do tipo 2(ABERNETHY, THAYER e TAYLOR,
1990). As fibras do tipo 1 possuem maior capacidade de captacdo de glicose (BASS et al.,
1969), além de uma maior eficiéncia na remocgao da glicose do sangue (PATTI et al., 2003).

O musculo esquelético ¢ um tecido altamente plastico que responde aos desafios
ambientais ¢ fisiologicos, alterando seu fenotipo, em termos de tipo de fibra, tamanho,
nimero e morfologia, através de alteragdes na expressdo gé€nica e nas propriedades
bioquimicas ¢ metabolicas (MATSAKAS e PATEL, 2009; BLAAUW, SCHIAFFINO e

REGGIANI, 2013). O periodo critico de desenvolvimento do musculo esquelético, parece
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envolver tanto o periodo de gestagdo quanto o periodo de lactacio (BUSCHER e IZPISUA
BELMONTE, 1999). Estes periodos apresentam uma maior vulnerabilidade fisiologica,
bioquimica e morfologica relacionado com alguns insultos ambientais, como a nutri¢do
materna (BUSCHER e [ZPISUA BELMONTE, 1999). Alteragoes de algumas caracteristicas
do musculo esquelético que ocorrem durante a vida fetal, podem afetar diretamente o
metabolismo do musculo esquelético na vida adulta (BOYLE, 2011).

Estudos tém evidenciado a influéncia negativa sobre o metabolismo muscular da prole
exposta a insultos nutricionais. A prole de ratas que foram submetidas a dieta hipoproteica
(7,8% proteina) no periodo de gestagdo e lactagdo apresentou diminuig@o na taxa de oxidacdo
de acidos graxos, reducdo da atividade da enzima hexoquinase e da taxa de glicolise no
musculo so6leo rico em fibras do tipo 1 (DA SILVA ARAGAO et al., 2014). A restricao de
dieta em cordeiros (50%) no inicio do periodo gestacional promoveu, diminuicdo do
transportador GLUT4 e atividade da enzima carnitina palmitoil transferase I (ZHU et al.,
2006). Enquanto que a dieta hiperlipidica materna (34% lipidio), reduziu os niveis de GLUT4
no musculo séleo da prole ao desmame, apresentando uma falha no transporte de glicose que
poderia ser associado com a resisténcia a insulina na vida adulta (SIMAR et al., 2012).

O aumento da disponibilidade de acido graxo para células musculares pode ocorrer
através de ingestdo de dietas ricas em lipidios, infusdo de lipidios e jejum prolongado
(SILVEIRA et al., 2008). O excesso de lipidios no musculo esquelético pode levar a
lipotoxicidade, além de perturbacdes na utilizacdo de glicose (BLAAUW, SCHIAFFINO e
REGGIANI, 2013). Por outro lado a capacidade do musculo esquelético em modificar o
substrato de oxidacdo em resposta a mudangas na disponibilidade de nutrientes é uma
indicacao de tecidos metabolicamente saudavel (GALGANI, MORO e RAVUSSIN, 2008).

Atualmente tem sido bastante utilizada em modelos animais o uso de dietas
ocidentalizadas ou dieta de cafeteria, caracterizadas por ser altamente processada, palatavel,
hipercalorica, com a maioria carboidratos simples, e hiperlipidica, com grande quantidade de
gorduras saturadas, além de possuir baixo teor de proteinas, fibras alimentares e nutrientes
essenciais (BAYOL, SIMBI e STICKLAND, 2005; BAYOL, FARRINGTON e
STICKLAND, 2007;). Este modelo reflete a modificagdo do padrdo alimentar nas sociedades
humanas, e¢ busca estudar os efeitos do consumo da dieta sobre o metabolismo e
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis.

Em estudos com ratos a dieta hiperlipidica materna (45%lipidio) promoveu reducdo de
fatores de transcrigdo mitocondrial NRF'I e mtTFA e a supressdo de alguns genes da cadeia

transportadora de elétrons, do complexo I e IIl (NDUFB8 ¢ UQCRC2) no musculo soleo da
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prole adulta, sugerindo uma disfuncao mitocondrial(PILEGGI et al., 2016a).Em outro estudo
utilizando camundongos C57BL/6J foi demonstrado que a dieta obesogénica materna, reduziu
a expressao de receptor de insulina IRS-1 e a atividade do complexo mitocondrial II e III no
musculo soleo da prole aos 3 meses de idade, contribuindo para hiperinsulinema e prejuizo da
func¢do mitocondrial (SHELLEY et al., 2009).

Em situacdes de excesso de nutrientes, em particular de lipidios, o tecido adiposo ndo
pode estocar todos os lipidios, fazendo com que os lipidios sejam redirecionados para outros
tecidos como coragdo, figado e musculo esquelético (BLAAUW, SCHIAFFINO e
REGGIANI, 2013). O aumento do contetdo de lipidio intramuscular tem sido observado em
insultos nutricionais como a restricdo calorica e¢ dieta rica em acidos graxo saturados e
sacarose, aplicados no periodo de gestacdo (BAYOL, SIMBI e STICKLAND, 2005; ZHU et
al., 2006). O actimulo de lipidios intramuscular pode comprometer a sensibilidade a insulina
no musculo, sendo considerado um marcador de resisténcia a insulina em todo corpo
(HEGARTY et al., 2003).

Interessantemente o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama
(PPARYy) € um regulador da adipogénese, altamente expresso em adipdcitos (RIEUSSET et
al., 1999) e esta envolvido na diferencia¢do do adipocito, estocagem de lipidios e homeostase
de glicose (LEE, OLSON e EVANS, 2003). No musculo o PPARy regula o metabolismo de
lipidio (LAPSYS et al., 2000). Em estudo com ratos, a dieta de cafeteria materna, aumentou o
lipidio intramuscular acompanhado do aumento dos niveis de mRNA de PPARY no musculo
semitendinoso da prole ao desmame, sugerindo uma possivel adaptacdo para manter a
sensibilidade de insulina normal (BAYOL, SIMBI e STICKLAND, 2005).

O tamanho da fibra muscular ¢ regulado pelo desenvolvimento e varia de acordo com
o musculo (BLAAUW, SCHIAFFINO e REGGIANI, 2013). O mesmo tipo de fibra pode
apresentar diferentes tamanhos em musculos diferentes. A fibra aumenta seu tamanho durante
o desenvolvimento perinatal e pos-natal ¢ depende de sinalizagdo hormonal, neuronal e
condi¢des ambientais (BLAAUW, SCHIAFFINO ¢ REGGIANI, 2013). Na vida adulta o
tamanho da fibra muscular pode ainda ser modificada, aumentando (hipertrofia) ou
diminuindo (atrofia) por varios fatores, representando a plasticidade do musculo esquelético
(FRONTERA, ZAYAS e RODRIGUEZ, 2012). Basecado no balango entre a sintese e
degradacdo proteica, a atrofia muscular é causada pela redugdo da sintese proteica e um
aumento da proteodlise (FRONTERA, ZAYAS e RODRIGUEZ, 2012).

Tem sido demonstrado que o consumo de dieta de cafeteria, e dieta hiperlipidica

materna durante o periodo perinatal, promove atrofia muscular com menor numero de fibras
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musculares (BAYOL, SIMBI e STICKLAND, 2005; SAMUELSSON et al, 2008;
PANTALEAOQ et al., 2013). Pileggi e colaboradores (2016) observaram que a exposicao de
dieta hiperlipidica durante a gestacdo e lactacdo, elevou as concentragdes de citocinas pro-
inflamatoria IL-6 e IL-1P na prole. Além disso, estudos epidemioldgicos tém relatado uma
forte associagdo entre o aumento da expressdo genes IL-6 e IL-1PB e redugcdo da massa
muscular e forca (FERRUCCI et al., 2002; SCHULZE et al., 2003). E sabido que 0 aumento
da concentracdo de citocinas pro-inflamatorias e ativagdo de vias de sinalizacdo envolvidas
com a resposta inflamatoria apresentam um importante papel no inicio do catabolismo
proteico (GOODMAN, 1994).

As isoformas de MHC sdo marcadores moleculares do tipo de fibra muscular
(PUNKT, NAUPERT e ASMUSSEN, 2004), assim a transicdo do tipo de fibra pode ser
detectada pela avaliacdo da variagdo na expressdao de miosina (BLAAUW, SCHIAFFINO e
REGGIANI, 2013). A alteragdo do tipo de fibra muscular pode ser induzida por influéncias
hormonais, carga, atividade neural (BLAAUW, SCHIAFFINO e REGGIANI, 2013). Além
disso, alteracdo na ingestdo de proteinas e de energia seja no periodo de maior vulnerabilidade
do sistema muscular ou ndo, pode alterar o fendtipo muscular, podendo esta alteragdo ser de
carater permanente (PRESCOD, HALLIDAY e TAYLOR, 2011).

E especulado que cerca de 45% da proporgdo do tipo de fibra muscular é hereditario,
baseado em fatores intrinsecos, enquanto que 40% seria explicado por fatores ambientais
(SIMONEAU e BOUCHARD, 1995). Diferengas especificas no tipo de fibra tém sido
amplamente associadas com obesidade e resisténcia a insulina (TANNER et al., 2002b;
PATTI et al., 2003). Estudos com humanos tém evidenciado que individuos obesos
apresentam uma reducdo da quantidade de fibras do tipo 1 (oxidativas) concomitantemente
com o aumento de fibras do tipo 2B (glicolitica) (NYHOLM et al., 1997; TANNER et al.,
2002b). Também, foi observada uma relacdo positiva da reducdo da taxa de IMC e o
percentual relativo de fibras musculares do tipo 1 em individuos envolvidos em programa de
intervengdo para perda de peso (TANNER ef al., 2002a).

Em camundongos C57BL/6J, foi observado que o consumo de dieta hiperlipidica e
hipercalorica (60% lipidio/5,24Kcal/g), durante 12 semanas, aumentou a propor¢ao de fibras
do tipo 2X e reduziu a propor¢do das fibras do tipo 2B no musculo EDL (ESHIMA et al.,
2017).Em outro estudo, utilizando porcos Ossabaw miniatura, utilizando dieta rica em
lipidios, colesterol e frutose durante 24 semana, foi observado redu¢do da expressao da MHC
tipo 1 no musculo plantar e tendéncia de aumento do niimero de fibras do tipo 2B e 2X nos

musculos soleo, biceps e plantar (CLARK et al., 2011). Em contraste com esses resultados,
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outro estudo com camundongos C57BL/6J observou que 8 semanas de exposicdo a dieta
hiperlipidica (61% lipidios) aumentou a area de secgdo transversa das fibras do tipo 1 e
reduziu a proporc¢do de fibras do tipo 2B (SHORTREED et al., 2009). Por outro lado, quando
a dieta hiperlipidica (45% lipidio),foi administrada durante a gestagdo e lactacdo, reduziu a
expressdao de mRNA de MHC da isoforma do tipo 1, sem nenhuma diferenga na MHC tipo
2A no musculo soleo da prole na idade adulta (PILEGGI et al., 2016a).

Como descrito anteriormente, os fatores de regulacdo miogénica MyoD, Miogenina,
Myf5 e Mrf4 (RUDNICKI et al., 1993; KASSAR-DUCHOSSOQY et al., 2004) sao importantes
no desenvolvimento e diferenciacdo do tecido muscular esquelético (TAJBAKHSH e
BUCKINGHAM, 2000). Diversos estudos tém investigado os efeitos da dieta materna sobre
os fatores de regulacdo miogénica (TONG et al., 2009; SIMAR et al., 2012). Em ovelhas, o
consumo de uma dieta obesogénica durante a gestagdo, foi capaz de promover redugdo na
expressdo de MyoD e miogenina no musculo semitendinoso da prole, acompanhado de menor
diametro das fibras musculares primarias, indicando uma baixa regulacdo da miogénese
(TONG et al., 2009). Em ratos, a dieta hiperlipidica materna também reduziu os niveis de
MyoD e miogenina, e essa redugdo foi associada com aumento do massa muscular e peso
corporal no musculo da prole ao desmame (SIMAR et al., 2012).

A dieta hiperlipidica materna durante a gestacdo e lactagdo pode influenciar a prole
tanto pelo teor de lipidios, quanto pela caloria da dieta materna, no entanto ap6s a revisdo nao
fica claro qual desses aspectos ird repercutir sobre plasticidade fenotipica musculo
esquelética. Nesse sentido faz se necessario a realizagdo de estudos buscando avaliar esses

efeitos.
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3 HIPOTESE

A dieta hiperlipidica materna, independente do teor caldrico, nos periodos de gestagdo
e lactacdo reduz o numero e proporcao das fibras tipo 1, aumenta fibras do tipo 2 nos musculo

soleo e EDL e promove diminui¢@o na tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina na prole.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar o efeito da dieta hiperlipidica materna, isocalérica ou hipercalorica, nos

periodos de gestagdo e lactagdo, sobre a morfologia do musculo esquelético da prole de ratos.

4.2 Especifico

Avaliar nas maes:
e Consumo alimentar;

e Evolucao do peso corporal.

Avaliar nos filhotes:
e Crescimento somatico;
e Resposta a testes de tolerancia a glicose e a insulina;

e Morfometria e tipologia dos musculos so6leo e extensor longo dos dedos.
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5 METODOS

Este pesquisa foi desenvolvida em colaboragdo com os laboratorios da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE): Laboratorio de Fisiologia da Nutricdo Naide Teodosio
(LAFINNT), Laboratorio de Nutrigdo Experimental e Dietética (LNED) e Laboratorio de
Nutricao Atividade Fisica e Plasticidade Fenotipica UFPE — Campos vitéria de Santo Antao.

5.1 Questoes éticas

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco, processo n° 23076.024643/2015-55 (ANEXO 1). Os
experimentos foram iniciados e realizados seguindo as normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), visando garantir o cuidado e manejo ético

dos animas utilizados na experimentacao.

5.2 Animais

Foramutilizadas34 ratas albinas da linhagem Wistar, provenientes da colonia do
Departamento de Nutricdo da UFPE. Foram adotados alguns critérios para escolha das ratas:
ndo possuiram parentesco familiar, com idade entre 90 e 120 dias, peso entre 220 e 250
gramas ¢ nuliparas. Os animais foram mantidos em biotério de experimentagdo, com
temperatura de 23°C+2°C, em ciclo 12/12h [ciclo claro (20:00 as 08:00 h) e ciclo escuro
(08:00 as 20:00 h)le livre acesso a agua e alimentacdo. Todas as manipulagdes foram
realizadas durante o ciclo escuro. Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo de
uma semana. Apos este periodo os animais foram colocados em gaiola padrao de biotério feita
de polipropileno (33x40x17cm). Para o monitoramento do ciclo estral das ratas foi realizado o
esfregaco vaginal, e no periodo estro as fémeas foram colocadas para acasalar na propor¢ao
duas fémeas para cada macho. Para deteccdo do estado de prenhez, foi realizado o esfregaco
vaginal e na visualizacdo da presengca de espermatozoides na cavidade
vagina(MARCONDES, BIANCHI e TANNO, 2002). Apo6s a confirmacdo da gestacdo as
ratas foram separadas dos machos e alojadas individualmente em gaiolas, e passaram a ter
livre acesso a agua e a dietas experimentais, originando trés grupos: Grupo Controle (C),

Grupo Hiperlipidico-Isocalorico (HI) e o Hiperlipidico-Hipercalorico (HH).
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Um dia apds o nascimento, os neonatos foram separados das respectivas maes para
serem pesados e selecionados. Cada ninhada foi ajustada para oito filhotes (com o maximo de
filhotes machos possiveis, sendo utilizadas as fémeas apenas para completar a ninhada).
Foram selecionados os machos com peso entre 4,5 e 8,0 g. Durante os primeiros 21 dias pos-
natal os animais foram amamentados e também submetidos as dietas experimentais. A partir
do 22° dia pos-natal os animais foram desmamados e os filhotes machos foram mantidos em
gaiolas conjuntas (2-3 animais por gaiola) de forma que os animais passaram a receber a dieta
padrao de biotério (Presence® Brasil) at¢ o fim do experimento. Para as avaliagdes, os

animais foram escolhidos de forma a evitar que irmaos estejam nos mesmos subgrupos.

5.3 Manipulacio Dietética

Foram utilizadas a dieta Controle AIN-93G (% valor energético total (VET):19% de
proteina, 17% de lipidios, 63% carboidratos; 3,6Kcal/g) (REEVES, NIELSEN e FAHEY,
1993) e duas dietas experimentais com diferencas na quantidade de lipidio e calorias: dieta
hiperlipidica-isocalorica (% VET: 19% de proteina, 51% de lipidios, 30% de carboidratos;3,64
kcal/g), dieta hipercalorica-hiperlipidica (% VET: 19% de proteina, 51% de lipidios, 30% de
carboidratos; 4,62 kcal/g), durante os periodos de gestagdo e lactacio(CADENA-BURBANO
et al., 2017). Essas dietas foram confeccionadas no Laboratério de Nutricdo Experimental e
Dietética (LNED) da UFPE. Na tabela 1, encontra-se a composi¢do centesimal, o total de
energia e a contribui¢do percentual dos macronutrientes em relagdo ao valor energético total

das dietas ofertadas durante o periodo de gestagdo e lactacao.

5.4 Desenho Experimental

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais, de acordo com a dieta
recebida pela mae durante o periodo de gestacdo e lactacdo, formando trés grupos
experimentais com o seguinte n maximo de filhotes: Grupo Controle (C, n=14), Grupo
Hiperlipidico-Hipercalorico (HH, n=11) Grupo Hiperlipidico-Isocaldrico (HI, n=9) e (Figura
2). As dietas sempre foram ofertadas ad /ibitium. O ntimero de filhotes utilizados, variou de

entre as analises, e o n para cada dado estéa descrito na legenda dos resultados.
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Tabela 1. Composi¢ao centesimal e valor energético das dietas experimentais

Controle Hiperlipidica  Hiperlipidica

Ingredientes AIN-93G Isocalérica Hipercalorica
(g/100g)* (g/100g)* (g/100g)°
Caseina (>85% proteina) 20,00 20,00 25,20
Amido de milho (87% carboidrato) 39,75 19,30 24,50
Amido dextrinizado (92% carboidrato) 13,20 6,40 8,00
Sacarose 10,00 4,85 6,17
Oleo de soja 7,00 7,00 7,00
Banha animal (100% lipidio) - 13,40 19,00
Celulose 5,00 24,00 5,00
Mix mineral (AIN-93G) 3,50 3,50 3,50
Mix vitaminico 3,50 1,00 3,50
L-Metionina 1,00 1,00 1,00
Bitartarato de colina 0,30 0,30 0,38
TBHQ 0,25 0,25 0,25
Calorias (g/100g) 0,0014 0,0014 0,0014

VET por Macronutrientes

VET (kcal/g) 3,60 3,64 4,62
Proteina (% kcal VET) 19 19 19
Carboidrato (% kcal VET) 63 30 30
Lipidio (% kcal VET) 18 51 51

*(REEVES, NIELSEN e FAHEY, 1993),
§ (CADENA-BURBANO et al., 2017)
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Figura 3. Esquema de formagao dos grupos experimentais.
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5.5 Avaliacao das maes

5.5.1 Avaliacao do peso corporal

O peso corporal das maes foi avaliado no dia da detecgdo de prenhez e ao 20° dia de
gestacdo, e no 1° e 21° da lactacdo. O peso foi aferido utilizando balanga eletronica
(Shimadzu, modelo BL3200H com sensibilidade de 0,01 g). Para avaliagdo do percentual do
ganho de peso corporal foi utilizado a féormula: %GP=[peso do dia(g)x100/Peso do 1° dia
(g)]-100 (BAYOLet al., 2004).Todas as avaliagdes foram realizadas entre 8:00 as 10:00 horas.

5.5.2 Consumo alimentar

A oferta da dieta foi realizada diariamente e consumo dietético avaliado semanalmente

durante os periodos de gestacao e lactacdo. O consumo foi determinado pela diferenga entre a



33

quantidade de dieta ofertada e a dieta rejeitada (LOPES DE SOUZAet al., 2008). O consumo
energético semanal foi calculado pela multiplicacdo da quantidade de dieta ingerida durante a

gestacdo e lactacdo pelo valor energético de cada dieta experimental.

5.6 Avaliacao dos filhotes

5.6.1 Avalia¢coes Somaticas

O peso corporal dos filhotes foi avaliado no 1°, 7°, 15° ¢ 21° dia apds o nascimento.
Ap6s o desmame o peso corporal foi avaliado aos 70 dias de idade (balanga eletronica digital
Marte®, modelo S-1000, com capacidade maxima de 1000g e sensibilidade de 0,1g). Para o
calculo do indice de Lee e do indice de massa corporal (IMC) foi avaliado o comprimento
naso-anal. O indice de Lee foi calculado pela féormula: raiz cubica do peso corporal (g) / eixo
longitudinal do corpo (cm). Valores acima de 0,3 predizem obesidade (BERNARDIS e
PATTERSON, 1968). O IMC foi calculado pela féormula: peso corporal (g)/comprimento
nasoanal® (cm®) (NOVELLI et al., 2007). Para o percentual de ganho de peso foi utilizado a
formula: %GP=[peso do dia(g)x100/Peso do 1° dia (g)]-100 (BAYOLet al., 2004).Todas as

avaliagOes foram realizadas entre 8:00 as 10:00 horas.

5.6.2 Teste de tolerancia a glicose e a insulina

Aos 61 dias de idade, dois animais de cada ninhada foram aleatoriamente escolhidos e
submetidos ao teste de tolerancia a glicose (GTT) e, aos 65 dias de idade, ao teste de
tolerancia a insulina (ITT). Em ambos os testes, os animais foram submetidos a jejum de 12
horas. Nos dois testes, foram coletados uma amostra de sangue inicial (TO) através de corte na
extremidade da cauda do animal para determinacdo da concentragdo de glicose sanguinea.
Para o GTT foi injetada uma solucdo de glicose a 50% (1mg/g de peso corporal),para o ITT
foi administrado uma dose de insulina com 0,75mU/g de peso corporal, ambos via
intraperitoneal (FIDALGO et al., 2013). Foram coletadas novas amostras de sangue aos 15,
30, 45, 60 ¢ 120 minutos apods as administragdes. As analises foram feitas imediatamente com
o glicosimetro Accu-check Performa®. Com valores de glicemias obtidos nos testes, foi

calculado a area sob a curva do GTT e o calculo da constante de decaimento da glicose (Kjy)

do ITT (LUNDBAEK, 1962; FLOCH et al., 1990).
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5.6.3 Coleta de Amostras

Aos 70 dias pds-natal, os animais foram sacrificados por decapitagdo e os musculos
soleo (predominantemente oxidativo, rico em fibras do tipo 1) e o extensor longo dos dedos
(EDL) (predominantemente glicolitico, rico em fibras do tipo 2)foram retirados por meio de
uma incisdo na face lateral das patas posteriores e seccionados nos tenddes. Os musculos
foram imediatamente pesados e congeladas no n-hexano resfriado em gelo seco e

posteriormente transferidos para o freezer a -80°C até analise da ATPase miofibrilar.

5.7 Analise histologica

Para a mATPase, os musculos soleo e EDL foram fixados em suporte com utilizagdo
do Tissuetek® e mantidos a -20°C. Para obtencdo das secgdes transversas de 10um de
espessura para as analises foi utilizado o criostato (LEICA modelo CM1100, Nussloch -
Alemanha). Os cortes foram fixados em laminas e ao atingirem temperatura ambiente foi
iniciada a coloracao.

Os cortes transversais dos musculos fixados em laminas foram corados pela técnica da
miosina miofibrilar adenosina trifosfatase calcio ativada (mATPase), que permite a distingao
entre fibras rapidas (tipo 2A e 2B) e lentas (tipo 1), através de pré-incubacdo em dois
diferentes niveis de pH (4,3 e 4,55), com subsequente incubacdo em pH alcalino
(9,4)(BROOKE e KAISER, 1970).

Os cortes foram pré-incubados em temperatura ambiente por 20 minutos em solugdo
de contendo 0,2M 4cido acético e 0,2M acetato de com Ph ajustado para 4,3 ou 4,55. Em
seguida as laminas foram lavadas em agua destilada e incubadas a 37°C em uma solu¢do com
pH ajustado para 9,4 contendo ATP durante 45 minutos. Apos o periodo de incubagdo, as
laminas foram lavadas em agua destilada e imersas em solug¢do de cloreto de cobalto a 2%
durante 3 minutos e reveladas em solugao de sulfeto de amonio 5% durante 1 minuto. Apos a
revelagdo, as laminas foram lavadas em agua destilada e desidratadas em concentracdes
crescente de alcoois (70 a 100%), por fim as laminas foram imersas duas vezes no tolueno.
Apbs a secagem as laminas foram montadas utilizando New Entellan® (BROOKE e
KAISER, 1970). As fibras musculares foram classificadas de acordo com a intensidade de

reacdo da ATPase, onde a pré-incubagdo em meio acido pH 4,3 permitiu diferenciar as fibras
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lentas tipo 1 (escuras) e rapidas tipo 2 (claras), e os dois subtipos das fibras rapidas, tipo 2A
(claras) e tipo 2B (coloragdo intermedidria), no pH 4,55 (BROOKE e KAISER, 1970).

Os campos microscopicos foram obtidos através de microscopio optico OLYMPUS
modelo U-CMAD-2 (objetiva 10X) acoplado a um programa para captagao de imagens (TV
TUNER APPLICATION - Tel Signal Company Limited, Taiwan). Para o processamento das
imagens obtidas, foi utilizado o software Image J (versdo 1.51p). Para andlise do numero total
e percentual do tipo de fibra muscular: pH 4,3 (fibras tipo 1 e 2), pH4,55 (fibras tipo 1, 2A e
2B) todas as fibras foram contadas em cada corte histologico, aproximadamente 1200 fibras
por animal.Para a andlise do numero de fibras por mm?, a area total tecido também foi
mensurada. Para andlise da area de seccdo transversa (um?) e do perimetro (um) da fibra
foram calculadas: no musculo séleo, todas as fibras tipos 2A e 2B e 500 fibras tipo 1,
enquanto que no EDL, foram medidas todas as fibras tipo 1 e 500 fibras tipo 2A e 2B, por
animal no pH 4,55.

5.8 Analises estatisticas

Os dados foram analisados estatisticamente através do software GraphPad Prism 6®
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente foi utilizado o teste de
D'Agostino-Pearson para determinar se os dados apresentam uma distribui¢do normal.

O consumo alimentar, peso corporal e percentual ganho de peso corporal materno e o
peso corporal, percentual de ganho de peso, area sob a curva do GTT, e analises do percentual
do tipo de fibra e numero de fibra por mm? dos musculos soleo e EDL dos filhotes foram
analisados por ANOVA one-way (dieta) com pos-teste de Tukey.

Os dados de acompanhamento do peso corporal, eixo longitudinal, GTT e ITT foram
analisados por ANOVA two-way medidas repetidas (dieta x tempo) com pos-teste de
Tukey.Para analise da area e perimetro das fibras musculares, foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn’s.

As variaveis paramétricas estdo apresentadas em média + erro padrdo da média
(EPM). As variaveis nao-paramétricas estdo apresentadas em mediana e percentil 25 e 75. Foi

considerado significante o valor de p<0,05.
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6. RESULTADOS

Parametros maternos durante a gestacéo e lactacio

No periodo de gestagdo, ndo foram observadas diferengas entre os grupos
experimentais com relacdo ao peso corporal inicial e final e percentual de ganho de peso total
(Tabela 2). Em relacdo ao consumo alimentar total, foi observado um menor consumo nas
maes do grupo HH comparado as mées dos grupos C e HI (p<0,0001 vs. C; p<0,01; vs. HI)
(Tabela 2).Contudo, ndo foram observadas diferencas no consumo energético total entre os
grupos experimentais (Tabela 2). Quanto ao consumo total de lipidios, os grupos HH e HI
apresentaram maior consumo comparado ao grupo C (p<0,0001) (Tabela 2). Os grupos HH e
HI apresentaram menor consumo total de carboidratos comparado ao grupo C (p<0,0001)
(Tabela 2). Nao houve diferengas entre os grupos, com relacdo ao consumo total de proteina
(Tabela 2).

Na lactacdo, ndo houve diferencas no peso corporal inicial e final, nem no percentual
de ganho de peso corporal (Tabela 2). O consumo alimentar total do grupo HH foi menor
comparado aos grupos C e HI (p<0,0001 vs. C; p<0,001 vs. HI). Além disso, 0 consumo
alimentar total do grupo HI foi menor comparado ao C (p<0,05 vs. C) (Tabela 2).Quanto ao
consumo energético total, ndo houve diferencas entre os grupos experimentais (Tabela 2).
Quanto ao consumo total de lipidio, os grupos que receberam as dietas HH e HI apresentaram
maior consumo comparado ao grupo que recebeu a dieta C (p<0,0001) (Tabela 2). Em relagdo
ao consumo total de carboidratos, os grupos HH e HI foi menor comparado ao grupo C
(p<0,0001 vs. C) (Tabela 2). Nao foram observadas diferencas entre os grupos experimentais,

com relagdo ao consumo total de proteinas (Tabela 2).
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Tabela 2. Pardmetros ponderais e nutricionais maternos durante a gestagdo e lactacao.

C (n=12) HH (n=10) HI (n=11)
Gestacao
Peso corporal inicial (g) 246,5 £4,74 241,8 +£3,96 2422 +5,59
Peso corporal final (g) 339,7+6,19 338,2 £ 6,54 333,5+ 6,65
% de ganho de peso total 38,49 £ 1,61 40,05 +2,71 37,98 £2,23
Consumo alimentar total (g) 385,3+ 13,88 284,9 +£12,36 "  359,7 + 15,87
Ingestdo energética (kcal) 1387 +£49,98 1316 £ 57,10 1309 + 57,78
Consumo total de lipidio (g) 27,82 + 1,00 74,88 £ 3,247 74,17 £3,27""
Consumo total de carboidratos (g) 218,6 + 7,87 99,29 + 4,30 " 99,03 + 4,37
Consumo total de proteina (g) 65,50 £ 2,36 61,03 +£2,64 61,15+2,69
Lactacao
Peso corporal inicial (g) 276,5 £4,77 264,7 £ 6,10 266,1 £ 5,87
Peso corporal final (g) 274,9 + 524 266,5+ 6,51 274,8 + 6,68
% de ganho de peso total 0,504 £ 1,06 0,748 £ 1,60 0,176 £1,27
Consumo alimentar total (g) 818,4 +20,6 607,5 £ 15,5 740,2 + 23,9
Ingestao energética (kcal) 2946 + 74,27 2807 + 71,89 2694 + 87,05
Consumo total de lipidio (g) 59,0+ 1,48 159,6 + 4,08 " 152,6 £4,93 "
Consumo total de carboidratos (g) 464,3 + 11,7 211,7+ 542" 203,8 + 6,58
Consumo total de proteina (g) 136,7 £2,77 130,1 +3,33 125,8 £4,06

Os dados estao apresentados em média + EPM. Dados das ratas submetidas a dieta experimental durante a

gestacdo e lactagdo: C= controle, HH= Hiperlipidica-hipercalorica e HI= Hiperlipidica-isocaldrica. Teste

skt

ANOVA one-way seguido do pos-teste Tukey; p<0,05; " p<0,0001vs. C; *p<0,01; "p<0,001 vs. HI.

Crescimento somatico da prole

Em relagdo ao peso corporal, houve influéncia dos fatores idade (»<0,0001) e dieta
(»<0,05), e também interagdo entre os dois fatores (»p<<0,0001). Aos 21 dias, o peso corporal
dos filhotes do grupo HH foi maior comparado aos grupos C e HI (C: 44,18 + 1,01; HH:
47,77 = 1,09; HI: 41,04 £ 1,09, em gramas) (p<0,01vs. C; p<0,0001 vs. C). O peso corporal
dos filhotes do HI foi menor comparado ao grupo C(p<0,05 vs. C) (Figura 4A). Quanto ao



38

eixo longitudinal, o fator idade (»p<<0,0001) influenciou a diferenga entre os grupos. Os filhotes
do grupo HH apresentaram maior eixo longitudinal, aos 21 dias, comparados aos filhotes do
grupo HI (C: 114,93 + 1,61; HH: 115,39 + 1,37; HI: 110,63 + 1,18, em milimetros) (p<0,05vs.
HI). O eixo longitudinal dos filhotes HI foi menor comparado ao grupo C (p<0,05vs. C)
(Figura 4B).

O percentual de ganho de peso corporal do 1° ao 21° dia foi maior nos filhotes dos
grupos HH e HI quando comparado aos filhotes do grupo C(C: 466,3 + 15,47; HH: 687,8 +
25,76; HI: 584,8 = 25,81, em %) (p<0,0001 HH vs. C; p<0,01 HI vs. C).O grupo HH
apresentou maior percentual de ganho de peso corporal comparado ao grupo HI (p<0,01 vs.
HI) (Figura 4C). Contudo, ndo foram observadas diferencas no percentual de peso corporal

avaliado do 21° ao 70° dia pds-natal entre os grupos experimentais.

Figura 4. Crescimento somatico da prole.
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Peso corporal (A), eixo longitudinal (B), percentual do ganho de peso corporal do 1° ao 21° dia pds-natal (C),
percentual do ganho de peso corporal do 21° ao 70° dia pds-natal (D) dos filhotes de maes submetidas as dietas
experimentais durante a gestacdo e lactagdo: Controle (n=19); HH= Hiperlipidico-hipercaldrico (n=13-15) e HI=
Hiperlipidico-isocaldérico (n=11). Os dados estdo apresentados em média + EPM. Teste ANOVA two-way

seguido do pos-teste Tukey; p<0,05;"P<0,01,”""p<0,0001vs.C; “P<0,05; *p<0,01; **p<0,0001vs.HI.
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Testes de tolerancia a glicose e a insulina

No teste de tolerancia a glicose, ndo foram observadas diferencas na glicemia medida
nos diferentes momentos (Figura 5A), nem na area sob a curva (Figura 5B) entre os grupos
experimentais. Quanto ao teste de tolerancia a insulina, também ndo foram observadas
diferencas, entre os grupos experimentais, na variagdo da glicemia (Figura 5C), nem na

constante de decaimento da glicose (Kitt) (Figura 5D).

Figura 5. Resposta glicémica aos testes de tolerancia a glicose e a insulina.
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Concentragdes de glicose (mg/dL) durante o teste de tolerancia a glicose aos 61 dias pés desmame (A) area sob a
curva do GTT (B)concentragdes de glicose (mg/dL) durante o teste de tolerdncia & insulina aos 65 dias pos
desmame (C), constante de decaimento de glicose (Kitt;%min) (D) dos filhotes de maes submetidas as dietas
experimentais durante a gestacdo e lactagdo: C= controle(n=11-13);HH= Hiperlipidico-hipercaldrico (n=9-10);e
HI= Hiperlipidico-isocalérico (n=10-12). Teste ANOVA one-way (B-D) e two-way (A-C) seguido do pds-teste
Tukey.
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Parametros corporais e musculares ao sacrificio

O peso corporal, eixo longitudinal e o indice de Lee aos 70 dias de idade ndo
apresentaram diferencas entre os grupos experimentais (Tabela 3). Quanto ao indice de massa
corporal (IMC), foi observado menor valor nos animais do grupo HH comparado ao grupo HI
(p<0,01vs. HH) (Tabela 3). Em relagdo ao peso em gramas e o peso relativo dos musculos

soleo e EDL, ndo houve diferencas entre os grupos experimentais (Tabela 3).

Tabela 3.Pardmetros corporais e musculares ao sacrificio.

C(n=9-19) HH (n=7-13) HIn=6-10)
Peso corporal (g) 300,3 + 8,98 284,5 £ 8,90 2938 + 8,66
Eixo longitudinal (cm) 22,22 +£0,39 21,75 £0,33 21,28 £0,33
Indice de Lee (g/cm) 0,304 + 0,002 0,297 + 0,002 0,308 + 0,005
Indice de massa corporal (g/cm?) 0,602+ 0,011 0,559 + 0,009 0,643 + 0,022
Peso musculo séleo (g) 0,125+0,005 0,120 + 0,002 0,112 + 0,005
Peso relativo musculo soleo (%) 0,037+0,002 0,038 +0,001 0,042 + 0,002
Peso musculo EDL (g) 0,128 + 0,004 0,109 + 0,006 0,114 + 0,006
Peso relativo musculo EDL (%) 0,038 +£0,002 0,039 +0,001 0,042 + 0,001

Os dados estdo apresentados em média = EPM. Dados dos filhotes de maes submetidas as dietas experimentais
durante a gestagdo e lactagdo: C= controle; HH= Hiperlipidico-hipercalérico ¢ HI= Hiperlipidico-isocalérico.

Teste ANOVA one-way seguido do pds-teste Tukey;"*p<0,01vs. HL.

Tipologia e morfometria dos misculos séleo e EDL

No musculo soleo, utilizando a pré-incubacdo em pH 4,3, os animais do grupo HH
apresentaram aumento na propor¢ado de fibras do tipo 1 (Tipo 1 C: 75,32 + 1,24; HH: 86,72 +
2,32; HI 77,88 £2,67, em %) (p<0,01vs. C; p<0,05vs. Hl)e reducdo na propor¢do da fibra tipo
2 (Tipo 2C: 24,68 + 1,24; HH: 13,28 + 2,32; HI: 22,12 + 2,67, em %) (p<0,01vs. C; p<0,05vs.
HI) comparado aos grupos controle e HI (Figura 6D).
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Figura 6. Imagens representativas do musculo soleo (mATPase) e percentual do tipo de fibra

no pH 4,3.
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A, B, C: Cortes transversais (objetiva 10x) do musculo séleo pré-incubados no pH 4,3 na técnica mATPase. 1:
fibras do tipo 1; 2: fibras do tipo 2. (A): grupo Controle; (B): grupo Hiperlipidico-hipercaldorico (HH); (C): grupo
Hiperlipidico-isocaldrico (HI). (D): percentual do tipo de fibra muscular no pH 4.3. Dados do musculo séleo dos
filhotes de méaes submetidas as dietas experimentais durante a gestacdo e lactagdo. Os dados de (D) estdo
apresentados em média + EPM. Teste ANOVA one-way seguido do pds-teste Tukey; “P<0,01 vs. C; “P<0,05vs.
HIL

Utilizando a pré-incubagdo em pH 4,55, foi possivel avaliar os subtipos de fibras
musculares do tipo 2 (2A e 2B). Como observado utilizando o pH 4,3, a dieta hiperlipidica-
hipercalorica aumentou a propor¢cdo de fibras tipo 1 comparado aos animais do grupos
controle e HI (C: 76,19 £ 1,65; HH: 86,07 &+ 2,32; HI: 76,81 + 3,31 em %) (p<0,05vs. C e HI)
(Figura 7D). Contudo, foi observada reducdo na propor¢ao de fibras tipo 2A comparado

somente ao grupo controle (C: 17,20 + 1,45; HH: 7,00+ 1,84; HI: 12,43 + 3,39 em %)
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(»<0,05vs. C) (Figura 7D). Nao foram observadas diferencas na propor¢do de fibras tipo 2B

entre os grupos experimentais (Figura7D).

Figura 7. Imagens representativas do musculo soleo (mATPase) e percentual do tipo de fibra

no pH 4,55.
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A, B, C: Cortes transversais (objetiva 10x) do miisculo soleo pré-incubados no pH 4,55 na técnica mATPase. 1:
fibras do tipo 1; 2A: fibras do tipo 2A; 2B: fibras do tipo 2B. (A): grupo Controle; (B): grupo Hiperlipidico-
hipercalorico (HH); (C): grupo Hiperlipidico-isocalérico (HI). (D): percentual do tipo de fibra muscular no pH
4.3. Dados do musculo séleo dos filhotes de maes submetidas as dietas experimentais durante a gestacdo e
lactag@o. Os dados de (D) estdo apresentados em média + EPM. Teste ANOVA one-way seguido do pos-teste

Tukey; *P<0,05 vs. C; *P<0,05 vs. HL.

Continuando as avaliagdes no pH 4,55, com relacdo ao nimero de fibras tipo 1, ndo
houve diferengas entre os grupos experimentais (Tabela 4). Quanto ao niimero de fibras tipo

2A, os animais do grupo HH apresentaram menor numero de fibras comparado ao grupo
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controle (p<0,05vs. C) (Tabela 4). Nao foram observadas diferengas entre os grupos
experimentais, quanto as fibras tipo 2B (Tabela 4).

Quanto ao perimetro das fibras, os animais do grupo HH e HI apresentaram maior
perimetro das fibras tipo 1 e 2A comparados aos animais controle (p<0,0001vs. C) (Tabela 4).
Quanto as fibras tipo 2B, os animais do grupo HH apresentaram maior perimetro comparado
aos animais controle e HI (»<0,001 vs. C; p<0,01 vs. HI) (Tabela 4).

Os animais que receberam ambas as dietas hiperlipidicas apresentaram maior area de
seccdo transversa da fibra tipo 1 e tipo 2A comparados ao filhotes de maes que receberam a
dieta controle (p<0,0001 vs. C) (Tabela 4). Contudo, ndo houve diferencas entre os grupos

experimentais quanto a area de secgdo transversa da fibra tipo 2B (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros morfométricos do musculo soleo.

Grupos Experimentais

C HH HI
Nimero de fibra por mm?
Fibra tipo 1 204,2+10,3 230,7£7,1 196,4+9.0
Fibra tipo 2A 44,3245 18,6245,1" 33,56+9,0
Fibra tipo 2B 20,01£3,2 15,28+0,9 18,02+3,5
Perimetro da fibra (um)
Fibra tipo 1 194,6 1974 197,37
(173,7-215,8) (178,8-219,6) (179,0-219,7)
Fibra tipo 2A 171,2 1798 1808
(156,7-184,6) (167,9-195,0) (169,7-192.2)
Fibra tipo 2B 166,7 172,87 167,3
(153,3-179,6) (159,3-186,4) (152,6-182,8)
Area da fibra (Lm?)

Fibra tipo 1

Fibra tipo 2A

Fibra tipo 2B

2023
(1649-2446)

1870
(1578-2152)

1736
(1490-1997)

Fekedek

2083
(1744-2512)

dedkdek

2067
(1824-2354)

1782
(1535-2003)

Tkkk

2112
(1763-2523)

F*edededk

2047
(1809-2350)

1740
(1475-2104)

Dados do musculo séleo dos filhotes de mées submetidas as dietas experimentais durante a gestacdo e lactacdo:
C= controle; HH= Hiperlipidico-hipercalérico ¢ HI= Hiperlipidico-isocaldrico; Os dados de ntimero de fibras
musculares por mm? no pH 4,55 estdo apresentados em média + EPM; Teste ANOVA one-way seguido do pos-
teste Tukey; Perimetro da fibra e 4rea de seccdo transversa da fibra no pH4,55 estdo apresentados em mediana e

percentil 25 e 75. Teste Kruskal-wallis seguido do pos-teste de Dunn’s; *P<0,05;***P<0,001; P<0,0001vs. C;
*P<0,05; "P<0,01 vs. HI.

Nas analises do musculo EDL, ndo foram observadas diferencas na propor¢ao de

fibras tipo 1 e 2 utilizando a pré-incubacdo no pH 4,3 (Figura 8D). Utilizando a pré-incubagao
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no pH 4,55, ndo observamos diferencas na proporc¢ao das fibras tipo 1, 2A e 2B do musculo

EDL entre os grupos experimentais (Figura 9D).

Figura 8. Imagens representativas do musculo EDL (mATPase) e percentual do tipo de fibra

no pH 4,3.
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A, B, C: Cortes transversais (objetiva 10x) do musculo EDL pré-incubados no pH 4,3 na técnica mATPase. 1:

fibras do tipo 1; 2: fibras do tipo 2. (A): grupo Controle; (B): grupo Hiperlipidico-hipercalérico (HH); (C): grupo
Hiperlipidico-isocaldrico (HI). (D): percentual do tipo de fibra muscular no pH 4.3. Dados do musculo EDL dos

filhotes de maes submetidas as dietas experimentais durante a gestagdo e lactacdo. Os dados de (D) estdo

apresentados em média + EPM. Teste ANOVA one-way seguido do pos-teste Tukey.
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Figura 9. Imagens representativas do musculo EDL (mATPase) e percentual do tipo de fibra
no pH 4,55.

pH 4,55

B
[ Controle
100 = HH
Hm Hi
E 80'
2
=
o 601
°
2 40-
[
(J
oIl > m
Tipo 1 Tipo 2A Tipo 2B
D

A, B, C: Cortes transversais (objetiva 10x) do musculo EDL pré-incubados no pH 4,55 na técnica mATPase. 2A:
fibras do tipo 2A; 2B: fibras do tipo 2B. (A): grupo Controle; (B): grupo Hiperlipidico-hipercalérico (HH); (C):
grupo Hiperlipidico-isocalorico (HI). (D): percentual do tipo de fibra muscular no pH 4.55. Dados do muisculo
EDL dos filhotes de médes submetidas as dietas experimentais durante a gestagdo e lactagdo Os dados de (D)

estdo apresentados em média = EPM. Teste ANOVA one-way seguido do pos-teste Tukey.

Em relagdo ao numero de fibras, também ndo foram observadas diferencas entre os
grupos experimentais, utilizando o pH 4,55 (Tabela 5).

Quanto ao perimetro da fibra, foi observado menor perimetro das fibras tipo 1 nos
animais dos grupos HH e HI comparado aos animais do grupo controle(p<0,01 HH vs. C;
p<0,0001 HI vs. C) (Tabela 5). Os animais HH apresentaram maior perimetro das fibras tipo 1
comparados aos animais do grupo HI (p<0,001 HH vs. HI) (Tabela 5). Quanto as fibras tipo
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2A, os animais do grupo HH e HI apresentaram menor perimetro da fibra comparado aos
animais do grupo controle (p<0,05 HH vs.C; p<0,0001 HI vs. C) (Tabela 5). Foi observado
também que o perimetro da fibra tipo 2A dos animais do grupo HH foi maior comparado aos
animais do grupo HI (p<0,0001 HH vs. HI) (Tabela 5). Em relagdo ao perimetro das fibras
tipo 2B, foi observado aumento nos animais do grupo HH comparados aos animais do grupo
controle e HI (p<0,0001 vs. C e HI). Os animais do grupo HI também apresentaram menor
perimetro da fibra tipo 2B comparado aos animais controle (p<0,01 HI vs. C) (Tabela 5).

Em relacdo a area da secgdo transversa da fibra, os animais que receberam ambas as
dietas hiperlipidicas apresentaram menor area da fibra tipo 1comparados aos animais controle
(»<0,001 HH vs. C; p<0,0001 HI vs. C) (Tabela 5). Nos animais do grupo HH, foi observado
maior area da secgdo transversa da fibra tipo 1 comparado aos animais HI (p<0,001 HH vs.
HI) (Tabela 5). Quanto ao tipo fibra 2A, foi observada menor area nos animais do grupo HH e
HI comparados aos animais controle (p<0,01 HH vs. C; p<0,0001 HI vs. C) (Tabela 5). Os
animais HH apresentaram maior area da secc¢do transversa da fibra tipo 2A comparado aos
animais do grupo HI (p<0,0001 HH vs. HI) (Tabela 5). A area da seccdo transversa da fibra
tipo 2B foi maior nos animais do grupo HH comprado aos animais controle e HI (p<0,001vs.
C; P<0,0001 vs. HI) (Tabela 5). Foi observado também que os animais HI apresentaram
menor area da seccdo transversa da fibra tipo 2B comparados aos animais controle (p<0,0001

HI vs.C) (Tabela 5).
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Tabela 5. Parametros morfométricos do musculo EDL.

Grupos Experimentais

C HH HI
Numero de fibra por mm?
Fibra Tipo 1 36,02+13,52 22,91+3,89 24,51+£3,54
Fibra Tipo 2A 108,7+10,92 82,81+7,54 98,42+11,01
Fibra Tipo 2B 270,7+18,05 304,7+14,72 325,6+13,08
Perimetro da fibra pm
Fibra Tipo 1 99,19 97,25 " 92,00

Fibra Tipo 2A

Fibra Tipo 2B

Area da fibra pm?
Fibra Tipo 1

Fibra Tipo 2A

Fibra Tipo 2B

(89,17-110,7)

116,4
(107,6-125,1)

146,0
(132,5-164,3)

558.4
(464,9-673.9)
867,6
(737,7-984.,9)

1405
(1175-1745)

(85,98-106,3)
114,9"##
(106,4-124,0)

151.8" " ##t
(134,0-168,6)

535,0"
(435,3-633,9)

838’3**####
(726,3-960,9)

1495 ####
(1186-1816)

(83,95-102,1)

etk

110,8
(104,0-118,1)

145,4"
(128,5-163,9)

ETTTS

490,2
(420,9-589,6)

Tkkk

790,6
(699,7-891,0)
13801\'***
(1105-1707)

Dados do musculo EDL dos filhotes de maes submetidas as dietas experimentais durante a gestagdo e lactagao:
C= controle; HH= Hiperlipidico-hipercalérico ¢ HI= Hiperlipidico-isocaldrico; Os dados de ntimero de fibras
musculares por mm? pH 4.55estdo apresentados em média + EPM; Teste ANOVA one-way seguido do pos-teste
Tukey; Perimetro da fibra e area de sec¢@o transversa da fibra pH 4.55 estdo apresentados em mediana mediana
¢ percentil 25 ¢ 75. Teste Kruskal-wallis seguido do pds-teste de Dunn’s; "P<0,05;" P<0,01; ~*P<0,001;
" P<0,0001vs. C; **P<0,001; **P<0,0001vs. HI.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar as repercussdes do consumo das dietas hiperlipidicas
hipercalorica ou isocaldrica, durante a gestagdo e lactacdo, sobre a morfologia do musculo
esquelético da prole. Nossos resultados demonstraram que a ingestdo materna da dieta
hiperlipidica-hipercaldrica aumentou a proporg¢ao das fibras tipo 1, a area de sec¢do transversa
e o perimetro das fibras tipo 1 e 2A no musculo séleo.Enquanto que no musculo EDL,
observamos reducdo do tamanho das fibras tipo 1 e 2A e aumento do tamanho das fibras tipo
2B. Quando analisamos os resultados em relacdo ao consumo da dieta hiperlipidica-
isocalorica materna, também observamos aumento do tamanho das fibras tipo 1 ¢ 2A, sem
nenhuma alterag@o nas fibras tipo 2B e na propor¢ao das fibras no musculo soleo. Contudo,
no musculo EDL, houve reducdo do tamanho dos trés tipos de fibras analisados (tipo 1, 2A ¢
2B).

Inicialmente, foram avaliados parametros de desempenho materno para
acompanhamento do efeito direto das dietas. Em relagdo ao consumo alimentar total materno,
as matrizes que receberam a dieta hiperlipidica-hipercalorica apresentaram menor consumo
que os animais controle e HI durante a gestagdo e lactacdo. Esses resultados também foram
reportados anteriormente em trabalhos similares. Guo e Jen (1995)utilizaram dieta
hiperlipidica-hipercaldrica (64%lipidio/5,6Kcal/g) durante a gestacdo e lactagdo, ou apenas
em um desses periodos, e verificaram redu¢do no consumo alimentar. Pantaledo e
colaboradores (2013) utilizaram dieta hiperlipidica (65% lipidio 5,49 Kcal/g) e também
verificaram menor ingestdo alimentar, durante a adaptacdo, gestacdo e lactacdo. Essa
alteracdo no consumo alimentar pode refletir um mecanismo adaptativo, que promove um
ajuste no consumo alimentar, buscando alcangar o aporte energético suficiente para atender as
necessidades do animal (JACOB et al., 2013).

Em nosso estudo ndo observamos diferencas na ingestdo energética das matrizes na
gestagdo ou lactacdo. Semelhante aos nossos resultados, a exposicdo a dieta hiperlipidica
hipercalorica (60%lipidio/5,24Kcal/g) (PURCELL et al., 2011) ou (65% lipidio/5,49 Kcal/g)
(PANTALEAO et al., 2013) em ratas durante a gestacdo e lactagdo também nao promoveu
diferenca na ingestdo energética. Em contraste com estes estudos, Tamashiro e colaboradores
(2009) observaram aumento da ingestdo energética em ratas Sprague-Dawley expostas a dieta
hiperlipidica hipercalorica (60% lipidio/ 5,24Kcal/g) durante os periodos de gestagdo e
lactacdo. Concomitantemente com a ingestao isoenergética das matrizes nao houve diferencas

no peso corporal e no ganho de peso corporal das matrizes na gestagdo ou lactacdo. Deste
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modo, o peso corporal das matrizes pode estar relacionado a sua ingestdo energética.Outros
estudos ja citados anteriormente nesta discussdo, que reportaram semelhante ingestdo
energética das matrizes, também nao observaram diferencas no ganho de peso corporal na
gestacdo ou lactacdo(PURCELL et al., 2011; PANTALEAO et al., 2013). Enquanto que o
aumento da ingestdo energética por matrizes expostas a dieta hiperlipidica hipercalérica (60%
lipidio) foi acompanhado do maior percentual de ganho de peso corporal na gestacdo
(TAMASHIRO et al, 2009). Evidenciando a importancia da ingestdo energética na
manuten¢do do peso corporal.

Com relacdo aos parametros de crescimento somatico da prole, observamos que os
filhotes das maes que consumiam dieta hiperlipidica-hipercaldrica apresentaram maior peso
corporal aos 21dias e maior percentual de ganho de peso do 1° ao 21° dia pds-natal.
Semelhante aos nossos resultados, o consumo da dieta hiperlipidica hipercaldrica
(60%lipidio/ 5,24kcal/g) por ratas Wistar (MARCO et al., 2014) ou dieta hiperlipidica (58%
lipidio) por fémeas C57BL/6J (ODAKA et al, 2010) durante a gestacdo e lactacdo
promoveram maior peso corporal da prole aos 21 dias de idade. Em contraste com esses
resultados, a dieta hiperlipidica hipercaldrica (65% lipidio/5,49 Kcal/g) (PANTALEAO et al.,
2013) ou a dieta de cafeteria (24% carboidratos simples, 19,15% lipidio/ 4,16Kcal/g)
(BAYOL, SIMBI e STICKLAND, 2005) durante a gestacdo e lactacdo ndo promoveu
alteracdes no peso corporal ao desmame ou percentual de ganho de peso na lactagao.

O aumento do peso corporal e maior percentual de ganho de peso na lactagdo
observado ao desmame dos filhotes cujas maes consumiam a dieta hiperlipidica hipercalorica
pode estar relacionado as diferengas na composi¢do do leite materno. O leite materno ¢ a
principal fonte de nutricdo dos neonatos, e alteragdes na sua composi¢do pode afetar o
desenvolvimento da prole (CHEN er al, 2017). A composi¢do de acidos graxos do leite
materno ¢ altamente suscetivel as alteragdes dietéticas e ao estado nutricional das
matrizes(JENSEN, 1999).Estudos tém buscado investigar os efeitos do consumo de dietas
hiperlipidicas sobre a composi¢ao do leite materno. Purcell e colaboradores (2011) utilizaram
dieta hiperlipidica hipercaldrica (60% lipidio) em ratas Sprague-Dawley durante a gestacdo e
lactag@o e observaram aumento do conteudo total de lipidio no leite das matrizes a partir do
10° dia pds-natal até o desmame, além de alto teor energético e proteico aos 21 dias pos-natal.
Em estudo semelhante, Del prado e colaboradores (1997) observaram aumento da
concentragdo de lipidio, maior volume didrio de leite e alta producdo de lipidio, proteina,

lactose e energia total avaliados entre o 12° e 14° dia pds-natal, em ratas Sprague-Dawley que
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consumiam dieta hiperlipidica isocaldrica (20 g de lipideos/100 g de dieta) durante a gestacdo
e lactacdo.

Além disso, a exposicdo dos filhotes a dieta hiperlipidica, também pode ter
influenciado no maior peso corporal, tendo em vista que poucos dias antes do dia oficial do
desmame aos 22 dias, os ratos comecam a consumir a dieta independentemente. Em estudo
realizado por Doerflinger e colaboradores (2004) filhotes expostos a dieta hiperlipidica
hipercalorica (40% lipidio) durante a gestacdo e lactacdo iniciaram ingestdo de alimentos
solidos independentemente 1 dia mais cedo que os filhotes expostos a dieta controle (10%
lipidio). Apesar de ndo ter sido avaliado o inicio do consumo da dieta materna pelos filhotes,
mas, ¢ possivel que a exposi¢do a dieta materna hiperlipidica hipercalérica tenha influenciado
nesse inicio com consequente repercussdo sobre o ganho de peso corporal.

Ainda com relagdo aos parametros de crescimento somatico, observamos que 0s
filhotes do grupo HI, apesar do mesmo teor de lipidio da dieta, apresentaram redug@o do peso
corporal ¢ do percentual de ganho de peso corporal. E possivel que a quantidade de celulose
adicionada na formulacdo da dieta hiperlipidica isocalérica (CADENA-BURBANO et al.,
2017) para o ajuste da densidade energética tenha influenciado na composi¢do do leite
materno e sua concentracdo de lipidio. Del prado e colaboradores (1997)em sua dieta
hiperlipidica isocalorica utilizaram 25,7g de celulose /100g de dieta e verificaram aumento da
concentracdo de lipidio no leite materno e diferentemente do nosso estudo, foi observado
maior ganho de peso corporal na prole. Apesar deste estudo, ¢ possivel que a dieta utilizada
em nosso estudo tenha promovido alteragdes na composicdo do leite das matrizes e ou
alteracdes na absor¢do de alguns nutrientes importantes para o crescimento. Godara e
colaboradores (1981) observaram aumento da excrecdo fecal de calcio, ferro ¢ fosforo em
adolescentes com suplementacdo de celulose na dieta, indicando que o aumento de fibra
insoluvel como a celulose na dieta pode afetar a absor¢cdo de minerais, e isso poderia em
nosso estudo refletir no menor peso corporal, eixo longitudinal e percentual de ganho de peso
do filhotes.

Quanto ao peso corporal apds o desmame, em nosso estudo, ndo observamos
diferengas entre os grupos com relagdo ao peso corporal e indice de Lee aos 70 dias e ganho
de peso corporal dos 21 aos 70 dias. Semelhante aos nossos resultados, o consumo de dieta
hiperlipidica hipercalorica durante os periodos de gestagdo e lactagdo ndo promoveu alteragdo
do peso corporal da prole de ratos Sprague dawley (TAMASHIRO et al., 2009; HELLGREN
et al., 2014) ou camundongos C57BL/6J (ALFARADHI et al., 2016) aos 70 dias de idade.

Em contraste com esses estudos, a exposi¢do a dieta hiperlipidica hipercaldrica nos periodos
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de gestacdo e lactacdo promoveu maior peso corporal e maiores indices de adiposidade na
prole aos 150 dias (PILEGGI et al., 2016b) e 168 dias (DESAI et al., 2014).

Diferencas nas composi¢des dietéticas podem influenciar os resultados encontrados.
Um maior percentual de lipidio da dieta parecem influenciar no peso corporal da prole adulta.
No estudo de Desai e colaboradores (2014), em que foram observaram aumento do peso
corporal da prole na vida adulta, foi utilizado (60% de lipidio). Enquanto que Alfaradhi e
colaboradores (2016) utilizaram em sua composi¢cdo dietética, menor percentual de lipidio
(45% lipidio) e ndo observaram alteracdo no peso corporal da prole. Esse Gltimo estudo se
aproxima ao nosso, cuja contribui¢do do lipidio foi de (51% lipidio) (CADENA-BURBANO
et al., 2017). E importante destacar ainda que alteragdes no peso corporal da prole podem
também estar relacionadas com a idade. Estudos utilizando dieta hiperlipidica hipercalorica
materna durante os periodos de gestacdo e lactacdio em que avaliaram a prole mais
tardiamente, com idade acima de 150 dias, foram observadas alteracdes no peso corporal
(DESAI et al., 2014; PILEGGI et al., 2016b). Enquanto que Hellgren e colaboradores (2014)
e Alfaradhi e colaboradores (2016) também utilizando dieta hiperlipidica hipercalorica
materna ndo observaram diferencas no peso corporal da prole avaliada aos 70 dias de idade,
em que esses animais sdo considerados um rato adulto jovem (SENGUPTA, 2013).
Apontando a importancia da idade nas repercussdes sobre o peso corporal da prole.

Em nosso estudo, ndo foram observadas diferengas nas respostas glicEmicas no teste
de tolerancia a glicose aos 61 dias e a insulina aos 65 dias. Masuyama e colaboradores (2012)
reportaram em seu estudo que o consumo da dieta hiperlipidica hipercalorica (62% lipidio)
por fémeas ICR durante a gestagdo ndo promoveu alteragdes nas respostas glicémicas do
GTT, ITT ou HOMA IR na prole as 12 semanas de idade. Em contraste com esses resultados,
Pantaledo e colaboradores (2013) utilizaram dieta hiperlipidica (65% lipidio) 10 dias antes do
acasalamento e durante a gestagdo e lacta¢do, observaram maior area sob a curva no GTT e
menor taxa de decaimento de glicose no ITT da prole aos 21 dias. Indicando disturbios no
metabolismo da glicose caracterizados por prejuizos na tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina (PANTALEAO et al., 2013). E importante destacar que em nosso estudo os ratos
foram submetidos aos testes aos 61 ¢ 65 dias de idade sendo considerado adulto jovem e ndo
excluir a possibilidade que desordens metabdlicas possam ocorrer mais tardiamente. Em outro
estudo, o consumo da dieta hiperlipidica hipercalorica (49% lipidio/4,94kcal/g) em
camundongos fémeas C57BL/6 durante os periodos de gestagdo e lactacdo promoveu
anormalidades na distribui¢do das células alfa e aumento do diametro das ilhotas no pancreas

da prole aos 90 dias, sem que os animais apresentassem resisténcia a insulina ou alguma
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caracteristica sugestiva para diabetes mellitus tipo 2 (GREGORIO et al., 2013). Essas
alteracdes, segundo os autores, podem sugerir um estado compensatorio do 6rgdo devido
aumento da demanda metabolica em casos de metabolismo de carboidratos alterado, podendo
a diabetes tipo 2 ser desenvolvida a longo prazo através de mudanga da dieta apos o desmame
(GREGORIO et al., 2013).

Estudos utilizando modelo animal tém demonstrado que o consumo da dieta
hiperlipidica e/ou hipercaldrica durante a gestacdo ou gestacdo e lactagdo pode promover o
aumento do contetido de lipidio intramuscular e comprometer a sensibilidade a insulina no
musculo (BAYOL, SIMBI e STICKLAND, 2005; SHELLEY et al., 2009) sendo considerado
um marcador de resisténcia a insulina em todo corpo (HEGARTY ef al., 2003). Além disso, a
reducdo da quantidade de fibras oxidativas tipo 1, concomitantemente com o aumento de
fibras tipo glicoliticas 2B tem sido associada com obesidade e resisténcia a insulina
(NYHOLM et al., 1997; TANNER et al., 2002b). Pileggi e colaboradores (2016a) avaliaram
as repercussoes do consumo da dieta hiperlipidica (45% lipidio) materna sobre a expressdo de
genes envolvidos no metabolismo de glicose e observaram reducdo da expressdo de mRNA
do substrato 1 do receptor de insulina (IRS1), GLUT4, acompanhado da reducao da expressao
génica de MHC tipo 1,aos 150 dias de idade, também indicando altera¢des no metabolismo de
glicose.

Contudo, em nosso trabalho quando analisada a morfologia do musculo séleo, o
consumo da dieta hiperlipidica hipercalérica materna aumentou a proporc¢ao de fibras tipo 1 e
a area de secgdo transversa das fibras tipo 1 e 2A. E possivel que a maior proporgdo de fibras
do tipo 1 observada nos animais submetidos a dieta hiperlipidica-hipercaldrica tenha
contribuido para manter a sensibilidade a insulina normal, tendo em vista que as fibras do tipo
1 possuem maior capacidade de captagdo de glicose (BASS et al., 1969), além de uma maior
eficiéncia na remoc¢ao da glicose do sangue (PATTI et al., 2003).

Os nossos resultados podem indicar ainda que o musculo soleo dos animais cujas maes
consumiram dieta hiperlipidica-hipercaldrica aumentou o seu perfil oxidativo. Em estudo
realizado por Turner e colaboradores (2007)a intervencdo com dieta hiperlipidica (45%
lipidio) durante 20 semanas aumentou a capacidade oxidativa e conteudo proteico de PGC-1a
no musculo quadriceps. Enquanto que De Wilde e colaboradores (2008) observaram que 28
dias de intervenc¢ao, utilizando dieta hiperlipidica (45% lipidio), aumentou os niveis de MHC
tipo 1 e PGC-la também no musculo quadriceps. Esses resultados sugerem que a dieta

hiperlipidica promove a capacidade oxidativa e a transi¢@o de fibras rapidas para lenta.
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No musculo séleo, o aumento das fibras tipol e reducdo das fibras tipo 2A observados
em nosso estudo, nos animais cujas maes consumiram a dieta hiperlipidica-hipercalorica
durante a gestacdo e lactacdo podem estar relacionados com as seguintes hipoteses: aumento
na ativagdo da via receptor ativado por proliferador de peroxissoma delta (PPARSJ) no
musculo esquelético e influéncia de hormdnios tireoideanos.

Em relagdo a 1* hipotese, estudos t€m relacionado o consumo de dieta hiperlipidica
com alteragdo na expressdo do PPARS, tendo em vista que os acidos graxos sdo ligantes
enddgenos naturais para responsaveis por ativar diferentes PPARs (FORMAN, CHEN e
EVANS, 1997). Kanisto e colaboradores (2006) sugerem que o consumo de dieta
hiperlipidica hipercalérica (55% lipidio/ 4,8 kcal/g) por ratas wistar durante 4 semanas
induziu expressdo de PPARS no musculo gastrocnémico e essa expressdao foi positivamente
correlacionado com a concentragdo sérica de acidos graxos livres. Em outro estudo, Hancock
e colaboradores (2008) observaram que o consumo de dieta hiperlipidica (50% lipidio) por
ratos wistar durante 4 semanas promoveu superexpressao de receptores ativados por (PPARO)
e do coativador 1-alfa do Receptor gama Ativado por Proliferador de peroxima (PGCl1-a) no
musculo tibial anterior.

A superexpressao de PPARS em camundongos trangenicos (MCK-PPARS) promoveu
aumento da expressdao do gene da MHC tipo 1 (Myh7) e reducdo da expressao MHC tipo 2A
(Myh2), 2X (Myhl) e 2B (Myh4) no musculo soleo (GAN et al., 2013). Os receptores
ativados por proliferador de peroxissoma (PPARs) sdo receptores nucleares que possuem 3
isoformas: PPARa, PPAR ¢ PPARS (BERGER ¢ MOLLER, 2002) ¢ atuam na regulagdo do
metabolismo de lipidio e homeostase energética (BARBIER et al., 2002). O PPARS ¢ a
isoforma mais predominante no musculo esquelético (WANG et al., 2004b)e esta envolvido
na determinagdo do tipo de fibra muscular (WANG et al., 2004a; GAN et al., 2013).

Os PPARSs necessitam de cofatores que modificam e alteram a estrutura da cromatina
para influenciar a atividade transcricional (EHRENBORG e KROOK, 2009). O PGCI1-0 ¢ um
importante cofator regulador do metabolismo oxidativo e da biogénese mitocondrial, que se
liga e coativa grande parte dos receptores nucleares, incluindo o PPARS (EHRENBORG e
KROOK, 2009). A superexpressdo de PGCl-o no musculo esquelético (LIN et al., 2002)
promoveu efeitos semelhantes da superexpressdo do PPARS com transi¢do das fibras do tipo
2 para tipo 1 (WANG et al., 2004a). Kleiner e colaboradores (2009) observaram que a
ativacao farmacologica do PPARS endogeno por (GW501516) musculo-especifico resultou na
ativacdo de genes envolvidos no metabolismo de lipidio carnitina palmitoil transferase 1

(CPT1b), piruvato desidrogenase quinase 4 (PDK4) e proteina desacopladora (UCP3) em
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miotubos primarios e que o PGC1-a foi essencial para completa ativacdo da expressdo gé€nica
de CPT1b e PDK4 via PPARS. Alguns estudos ja citados nessa discussdo evidenciaram o
aumento do conteido proteico de PGCl-o utilizando dieta hiperlipidica-hipercalorica
(45%lipidio) durante 20 semanas (TURNER et al., 2007) ou 28 dias (DE WILDE et al,
2008). E possivel que em nosso estudo, a exposi¢do a dieta hiperlipidica hipercalérica tenha
aumentado a expressdo de PPARS e PGCl1-a, e assim influenciado na composicdo do tipo de
fibra.

Em relagdo a modulagdo de hormonios tireoidianos, devemos observar que o
hormonio triiodotironina (T3) ¢ considerado um regulador do desenvolvimento do musculo e
determinante na transi¢do das isoformas de MHC (LEE, KIM ¢ MILANESI, 2014). Em
estudo realizado por Caiozzo e colaboradores (2000) a indugdo de hipotireoidismo por
propiltiouracil em ratas Sprague-Dawley promoveu transicdo de MHC com aumento da
isoforma tipo 1 e reduc@o das isoformas tipo 2X e 2B, e aumento de fibras hibridas com co-
expressdo de isoformas de MHC no musculo plantar, evidenciando a importancia da
biodisponibildade de T3 sobre expressao de isoformas de MHC. Suter e colaboradores (2012)
utilizaram dieta hiperlipidica (32% lipidio) em macacas-japonesas durante a gestacdo e
observaram na prole uma significativa redugdo dos niveis séricos de T4 e dos genes
necessarios para produgdo do hormdnio da tireoide no hipotalamo e na glandula tireoide. Em
outro estudo, utilizando dieta hiperlipidica hipercaldrica suplementada com 15% de banha de
porco, (4,14 Kcal/g de dieta) por 24 semanas, ratos Sprague-Dawley apresentaram reducgdo
dos niveis sérios de T4 e da expressdo de proteinas relacionadas sintese do hormoénio da
tireoide (SHAO et al., 2014).

A ag¢do do horménio T3 no tecido ¢ regulada por enzimas deiodinases (DIO), que sdo
capazes de ativar T4 a T3 (DIO1 e DIO2) e inativar ambos T4 e T3 (DIO3) (MAIA et al.,
2011). O mecanismo pelo qual a transicdo da MHC pode ocorrer pela agcdo do T3 ¢ mediada
por receptores nucleares dos hormoénios da tireoide (TR) que atuam na regulagdo da
transcrigdo génica (CHENG, 2000). As duas principais isoformas dos receptores sdo TRa e
TR, ambos os receptores estdo presentes no musculo esquelético, com uma maior
predominancia do TRa (WHITE ¢ DAUNCEY, 1999). YU e colaboradores (2000) em
estudos com camundongos geneticamente modificados deficientes para expressar receptores
TRa; e/ou TRP observaram aumento da isoforma de MHC tipo 1 no musculo séleo de
animais com a auséncia dos receptores TRa, enquanto a auséncia dos dois receptores TRa; ¢ p

promoveu mudanga na isoforma de MHC do tipo 2A para tipo 1.
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Os estudos citados acima, indicam que a exposi¢@o a dieta hiperlipidica seja durante a
gestacdo e lactacdo ou na vida adulta ¢ capaz de promover alteragdes na biodisponibilidade do
hormédnio da tireoide. E possivel que em nosso estudo, o consumo da dieta hiperlipidica
hipercalorica tenha induzido redugdo dos niveis circulatorios de T3 e consequente alteragdo
da sinalizagdo do hormonio da tireoide durante o desenvolvimento do musculo esquelético.

Diferentemente do observado no musculo soéleo, no musculo EDL, ndo foram
encontradas diferengas na distribuicdo da proporcao de fibras e no nimero de fibras utilizando
ambas as dietas hiperlipidicas. O musculo EDL, predominantemente glicolitico, parece
apresentar uma menor suscetibilidade a insultos nutricionais. Aragdo e colaboradores (2014)
analisaram os musculos so6leo ¢ EDL de ratos submetidos a dieta hipoproteica durante a
gestacdo e lactacdo e observaram alteragdes na densidade das fibras musculares e alteracoes
na taxa de oxidagdo de lipidio e glicose no musculo séleo, mas ndo no EDL. Estudos t€ém
sugerido que o T3 possui diferentes efeitos sobre a expressdo génica em diferentes tipos de
fibras (GUSTAFSON, MARKHAM e MORKIN, 1986; CAIOZZO ¢ HADDAD, 1996)e que
os musculos com predominancia de fibras lentas sdo mais sensiveis aos efeitos do hormonio
da tireoide (LARSSON et al, 1994). Haddad ¢ colaboradores (1998)observaram alta
densidade de TRs em musculo s6leo com predominéncia de fibras tipo 1 do que no musculo
gastrocnémio medial rico em fibras tipo 2, que pode estar relacionado com maior
sensibilidade das fibras musculares tipo 1.

Em nosso estudo, observamos menor nimero de fibras do tipo 2A no musculo séleo
dos animais HH. Este resultado pode refletir em hipoplasia do musculo esquelético ou ser
consequéncia da transi¢@o das fibras do tipo 2A para as fibras do tipo 1.Em estudos utilizando
a dieta hiperlipidica hipercaldrica (65% lipidio/5,49 Kcal/g) (PANTALEAO et al., 2013) ou
de cafeteria (24% carboidratos simples, 19,15% lipidio/ 4,16Kcal/g)(BAYOL, SIMBI e
STICKLAND, 2005) nos periodos de gestacdo e lactagdo, foram observadas redugdo no
numero de fibras nos musculos gastrocnémio e semitendinoso, respectivamente, da prole ao
desmame. Segundo Bayol, Simbi e Stickland (2005) ¢ provavel que a hipoplasia observada
permaneca na vida adulta, tendo em vista que em ratos a hiperplasia do musculo esquelético
cessa em torno do periodo do desmame (RAYNE ¢ CRAWFORD, 1975). Desta forma,
podendo sugerir uma reducdo do desenvolvimento do musculo esquelético. O menor numero
de fibras tipo 2A pode ainda estar relacionado a transicao do tipo de fibra. Em outro estudo ja
citado nesta discussdo foi evidenciado mudanca da isoforma de MHC do tipo 2A pra tipo 1,

através da alteragdo na expressdo dos receptores tiroidianos no musculo esquelético, essa
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modificagdo ocorreu concomitantemente com reducdo na propor¢do das fibras tipo 2A,
resultados que se assemelham aos encontrados em nosso estudo (YU et al., 2000)..

Em relagdo aos nossos resultados sobre a area de secdo transversa (do inglés cross-
sectional area, CSA) das fibras musculares, observamos que o consumo materno das dietas
hiperlipidica-hipercaldrica ou hiperlipidica-isocaldrica promoveu aumento da CSA nas fibras
tipo 1 e 2A no musculo soleo. Diferentemente aos nossos resultados, Pileggi e colaboradores
(2016a) utilizaram dieta hiperlipidica (45% lipidio) materna e ndo observaram diferengas na
area das fibras tipo 1 e 2A no musculo soleo da prole aos 150 dias. Enquanto que a exposi¢ao
a dieta hiperlipidica hipercaldrica (60% lipidio) na vida adulta (10 semanas de idade),
semelhante aos nossos resultados, aumentou a area da secgdo transversa das fibras tipo 1 ¢ 2A
(SHORTREED et al., 2009). Em nosso estudo, apesar do aumento da area de seccdo
transversa, nao observamos diferencas no peso bruto ou peso relativo dos musculos séleo ¢
EDL analisados, resultados semelhantes revelados em outros estudos utilizando dieta
hiperlipidica materna (BAYOL, SIMBI e STICKLAND, 2005; PANTALEAO et al., 2013;
PILEGGI et al., 2016a).

O aumento da area de secc¢do transversa das fibras pode estar relacionado ao aumento
sintese proteica e da ativacdo das células satélites. O crescimento do musculo esquelético no
desenvolvimento pds-natal envolve o aumento de mionucleos e hipertrofia (SCHIAFFINO et
al., 2013). Em mamiferos, o nimero de mionucleos ¢ positivamente relacionado a area de
seccdo transversa das fibras (EDGERTON e ROY, 1991). Recentes estudos tém revelado que
a sinalizagdo do peptideo obestatina/receptor acoplado a proteina G (GPR39) estimulam o
crescimento e ativagdo de células satélites no musculo esquelético(GURRIARAN-
RODRIGUEZ et al., 2012; GURRIARAN-RODRIGUEZ et al., 2015; SANTOS-ZAS et al.,
2017). Gurriaran-Rodriguez e colaboradores (2015), observaram que a administracdo de
obestatina 3 dias apods a diferenciacdo em células C2C12 resultou em hipertrofia e maior
adi¢do de nucleos em miotubos. Em outro estudo realizado por Slupecka e colaboradores
(2016) o consumo de dieta hiperlipidica hipercalorica (30% lipidio) durante a gestagdo e
lactacdo por ratas Wistar, promoveu o aumento da concentracdo de obestatina no leite
materno no 21° dia de lactagdo e no plasma da prole. E possivel que em nosso estudo o
consumo tenha promovido aumento da concentracdo de obestatina e assim contribuido para o
aumento da area de secc¢do transversa observada nas fibras.

Novamente, o musculo EDL respondeu diferentemente do musculo séleo em relagao a
CSA. Os animais do grupo HI apresentaram reducdo do tamanho dos trés tipos de fibras, 1,

2A e 2B, enquanto que nos animais HH observamos redugdo das fibras tipo 1 e 2A.
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Semelhante aos nossos resultados, Bayol e colaboradores (2005) utilizando dieta de cafeteria
durante os periodos de gestacdo e lactagdo observaram redugdo da CSA do miusculo
semitendinoso da prole aos 21 dias p6s natal, sem nenhuma alteracdo do peso do musculo. A
hipertrofia da fibra muscular pode ocorre por ativagdo da via AKT-mTOR (SCHIAFFINO et
al., 2013). Em estudo utilizando a dieta hiperlipidica hipercalorica (65% lipidio/5,49 Kcal/g)
foi observado reducdo da sinalizacgio mTOR do musculo da prole ao desmame
(PANTALEAO et al., 2013). E provavel que o consumo materno de ambas as dietas
hiperlipidicas possam ter promovido alteragdes nas vias de sinalizagdo para hipertrofia da
fibra muscular.

Em resumo, pudemos observar que o consumo materno das duas dietas hiperlipidicas
utilizadas em nosso estudo apresentaram diferentes respostas no musculo séleo e EDL e

quanto a propor¢ao e tamanho das fibras na prole.



59

8 CONCLUSAO

O consumo da dieta hiperlipidica-hipercalérica durante a gestagdo e lactacdo
promoveu maiores repercussdes sobre a composicdo das fibras musculares dos musculos
soleo e EDL do que o consumo da dieta hiperlipidica-isocaldrica na prole aos 70 dias de vida.
Os animais expostos a dieta HH, no periodo perinatal, apresentaram aumento do perfil
oxidativo do musculo soleo através do aumento da propor¢ao e tamanho das fibras oxidativas,
enquanto que no musculo EDL houve a preservacao do perfil glicolitico, através do aumento
no tamanho das fibras puramente glicoliticas e reducdo das fibras oxidativas. O consumo da
dieta HI ndo foi capaz de alterar a proporg¢ao das fibras musculares do musculo séleo ¢ EDL,
contudo, aumentou o tamanho das fibras oxidativas no musculo s6leo. O aumento na ativagao
da via do PPARS nas fibras musculares e/ou a redu¢do dos niveis circulatorios de T3 sdo
possiveis mecanismos que podem estar relacionados as alteragdes morfoldgicas observadas
em resposta ao aumento da biodisponibilidade de lipidios e calorias no periodo critico para o
desenvolvimento e diferenciacdo das fibras musculares. Essas altera¢des sdo concomitantes
com a ndo variacdo do peso corporal e metabolismo de glicose. Sendo assim, diante dos

resultados obtidos, a hipotese deste trabalho foi refutada.
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8.1 PERSPECTIVAS

Para maiores esclarecimentos dos resultados encontrados neste trabalho e a

complementagdo deste, temos as seguintes perspectivas:

Avaliar nas maes:
e Composi¢do de lipidios, proteinas e concentracdo de obestatina no leite
materno;
e Concentragdes séricas dos hormonios tireoidianos;

e Niveis séricos de corticosterona.

Avaliar nos filhotes:
e Lipidio intramuscular aos 22 e aos 70 dias de idade;
e Repercussdes do consumo das dietas hiperlipidicas a curto prazo sobre a
morfologia e tipologia dos musculos s6leo e EDL ao desmame;
e Concentragdes séricas dos hormonios tireoidianos;
o [Expressdo proteica e gé€nica do sistema obestatina/GPR39, de PGCl-a e
PPARGJ, no musculo esquelético;

e (Capacidade oxidativa e conteudo mitocondrial das fibras musculares.
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Recife, 04 de setembro de 2015
Oficio n® 82/15

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.” Raul Manhaes de Castro

Departamento de Nutricdo

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.024643/2015-55

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado "Dieta hiperlipidica materna: Repercussées sobre a
plasticidade fenotipica, comportamento motor e a flexibilidade metabélica
muscular da prole de ratos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizaco experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, gue trata da questio do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de
Nutrigao; Animal Rato heterogénico; Linhagem; Wistar; i
idade: 60 dias; peso; 200-250g; N° total de animais a Atenlosamens,
ser utilizado; 218. ﬂ i / S
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