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RESUMO

Diversos estudos tém demonstrado que a dieta baixa em proteinas durante a gestacao
e lactacao € um fator critico capaz de modular a agédo da insulina e a manutencéo da
massa muscular a longo prazo. A nossa hipotese é que a resposta hipertréfica do
musculo esquelético é prejudicada devido a modulagédo da via Akt-mTOR em ratos
adultos, causada pela de dieta hipoproteica durante a gestacao e lactacdo. O objetivo
deste trabalho foi verificar os efeitos da dieta hipoproteica nas fases da gestacao e
lactacdo sobre a via Akt-mTOR no musculo esquelético em prole adulta de ratos
submetidos ao protocolo de hipertrofia compensatéria. Foram utilizadas ratas que
receberam dieta controle (18% de proteinas) ou dieta hipoproteica (8% proteina). A
prole desses animais, foi dividida em gaiolas com até 4 animais e recebeu dieta padréo
de biotério até os 90 dias de idade. Aos 83 dias de vida, os animais foram submetidos
ao procedimento cirdrgico de ablacdo do musculo sinergista ao EDL, o tibial anterior,
da pata traseira esquerda, e a pata contralateral recebeu uma simulacdo do
procedimento cirargico (Sham) e utilizado como controle. Assim, cada grupo com as
respectivas dietas foram subdividido em 2 grupos: Pata contralateral (PC) e induzido
a hipertrofia (PH) formando 4 grupos experimentais: dieta controle pata contralateral
(DCwat-PC); dieta controle pata induzida a hipertrofia (DCwmat-PH); dieta hipoproteica
pata contralateral (DHwmat-PC); pata induzida a hipertrofia (DHwmat-PH). Aos 90 dias, os
animais foram eutanasiados e foram analisadas a massa seca do musculo EDL; area
de seccao transversa das fibras musculares; e ativacao e expressao de proteinas da
via Akt-mTOR do musculo EDL. A dieta hipoproteica materna, prejudicou o
crescimento e desenvolvimento da prole, no periodo de lactacdo e pos desmame,
porém nao causou alteracdes na massa do tecido adiposo branco. Os animais de dieta
materna hipoproteica também apresentaram menor massa Umida e seca do musculo
EDL, mesmo apos o estimulo da hipertrofia compensatéria. A analise da histologia do
EDL, demonstrou que esses animais apresentam fibras musculares de menor area
em relacdo aos animais de dieta controle, tanto na pata contralateral, quanto na pata
submetida a hipertrofia. Dessa forma, a dieta hipoproteica materna, prejudicou o
crescimento e desenvolvimento da prole até 90 dias de idade, bem como a massa
Umida e seca do musculo EDL. Além disso, diminuiu a capacidade hipertrofica do
musculo, bem como as fibras musculares desses animais apresentaram menor area
de seccdo. No musculo EDL ainda, a dieta hipoproteica materna ndo provocou
alteracdes no conteudo de Akt total, porém quando houve aumento no contetdo de
Akt quando o musculo foi submetido a sobrecarga funcional, o conteddo de Akt
fosforilada e rpS6 total se mantiveram semelhantes em ambos os grupos. Sendo
assim, a dieta hipoproteica materna modulou resposta a plasticidade do
desenvolvimento no musculo esquelético da prole, ao prejudicar a capacidade
hipertréfica do masculo apés estimulo de sobrecarga compensatéria.

Palavras-chave: dieta hipoproteica; hipertrofia; misculo esquelético; plasticidade do
desenvolvimento; ratos.



ABSTRACT

Several studies have demonstrated that a low-protein diet during pregnancy and
lactation is a critical factor capable of modulating insulin action and the maintenance
of muscle mass in the long term. Our hypothesis is that the hypertrophic response of
skeletal muscle is impaired due to modulation of the Akt-mTOR pathway in adult rats,
caused by a low-protein diet during pregnancy and lactation. The objective of this work
was to verify the effects of a low-protein diet during pregnancy and lactation on the
Akt-mTOR pathway in skeletal muscle in adult offspring of rats submitted to the
compensatory hypertrophy protocol. Rats that received a control diet (18% protein) or
a low-protein diet (8% protein) were used. The offspring of these animals were divided
into cages with up to 4 animals and received a standard vivarium diet until 90 days of
age. At 83 days of life, the animals underwent the surgical procedure of ablation of the
synergist muscle to the EDL, the tibialis anterior, of the left hind paw, and the
contralateral paw received a simulation of the surgical procedure (Sham) and used as
a control. Thus, each group with the respective diets were subdivided into 2 groups:
Contralateral paw (PC) and hypertrophy-induced (PH) forming 4 experimental groups:
control diet contralateral paw (DCwmat-PC); control diet, hypertrophy-induced paw
(DCwmat-PH); hypoprotein diet contralateral paw (DHwmat-PC); hypertrophy-induced paw
(DHwmat-PH). At 90 days the animals were euthanized and the dry mass of the EDL
muscle; cross-sectional area of the muscle fibers; and activation and expression of
proteins of the Akt-mTOR pathway of the EDL muscle. The maternal hypoprotein diet
impaired the growth and development of the offspring, in the lactation and post-
weaning period, but did not cause changes in the mass of white adipose tissue. low-
protein maternal diet also showed lower wet and dry mass of the EDL muscle, even
after stimulating compensatory hypertrophy. The analysis of the EDL histology
demonstrated that these animals have muscle fibers of smaller area in relation to
animals on a control diet, both in the paw contralateral, as well as in the paw subjected
to hypertrophy. Thus, the maternal low-protein diet harmed the growth and
development of the offspring up to 90 days of age, as well as the wet and dry mass of
the EDL muscle. Furthermore, the hypertrophic capacity of the muscle decreased, as
well as the muscle fibers of these animals had a smaller cross-sectional area. In the
EDL muscle, the maternal hypoprotein diet did not cause changes in the total Akt
content, however, when there was an increase in the Akt content when the muscle was
subjected to functional overload, the phosphorylated Akt and total rpS6 levels
remained similar in both groups. Therefore, the maternal low-protein diet modulated
the response to developmental plasticity in the offspring's skeletal muscle, by impairing
the hypertrophic capacity of the muscle after a compensatory overload stimulus.

Keywords: low-protein diet; hypertrophy; skeletal muscle; developmental plasticity;
rats.
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1 INTRODUCAO

Os dados epidemiologicos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
publicados na edicdo de 2021 sobre os niveis e tendéncias da ma nutricdo séo
alarmantes. Segundo o documento da OMS, apesar dos anos anteriores, o nimero
de criancas abaixo de cinco anos com baixo peso estivesse diminuindo,
recentemente, o indice de criangas com sobrepeso estd em crescente curva (Fundo
das Nacoes Unidas para a Infancia, 2021).

Em 2020, o nimero estimado de criancas com baixo peso (45,5 milhdes) ainda
era mais alto do que criancas com sobrepeso (38,9 milh6es) no mundo. A alimentacao
inadequada (deficiéncia de nutrientes essenciais), a fome, durante os periodos
gestacional e de amamentacao € a principal causa de criangas com baixo peso com
menos de cinco anos de idade (Fundo das Nacfes Unidas para a Infancia, 2021).

Ja foi relatado na literatura cientifica, uma alta correlacdo do baixo peso ao
nascer, decorrente de uma baixa oferta de proteina na dieta, com diversas
desordens metabdlicas na vida adulta (Ravelli et al.,1976). Alteracdes fisiolégicas,
metabdlicas e moleculares explicam a hipétese de que diversas doencas da vida
adulta possuem origem fetal, decorrentes do suprimento deficiente ou em excesso
de nutrientes, de uma ma nutricdo, gerando no feto um processo adaptativo nas
vias metabdlicas, o que caracteriza a plasticidade do desenvolvimento e a
capacidade do organismo a adaptar-se as mudancas ambientais (Barker, 1997;
Gluckman; Hanson; Pinal, 2005).

Estudos com animais, ao longo dos anos, confirmam os efeitos da deficiente
nutricdo intrauterina e suas alteracbes nas vias metabolicas e no crescimento de
orgdos que geram modificacdbes em sua estrutura e funcionamento, além de
influenciar na composicéo corporal e na producao de determinados horménios (Desai
et al., 2005; Ozanne; Hales, 2002). Esses estudos induzem a restricdo do crescimento
intrauterino, e avaliam seus efeitos nos diferentes sistemas, sendo o modelo de
restricdo proteica um dos mais relatados na literatura (Ozanne; Hales, 1999; Ozanne;
Hales, 2002; Ozanne et al., 2004).

O musculo esquelético € um tecido essencial no metabolismo e representa
importante papel em diversas vias de sinalizacéo, principalmente, no que tange o
metabolismo proteico. A dieta hipoproteica materna esta relacionada com a

diminuicdo do peso muscular, aumento na capacidade oxidativa muscular, danos
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irreversiveis na estrutura muscular da prole e ainda alteracdes na estrutura dos
sarcomeros (Bedi et al., 1982; Oumi Miyoshi; Yamamoto, 2000; Toscano; Manhaes-
de-Castro; Canon, 2008; White et al, 2000).

Essas alteracbes podem estar envolvidas com o aparecimento precoce de
doencas na vida adulta. A estimulacdo da sintese proteica no musculo esquelético,
ocorre em resposta a ativacao da via de sinalizacao Akt (proteina cinase B) e mTOR1
(alvo mecanistico do complexo de rapamicina 1). A ativagdo de mTOR1 promove
também transcricdo de &cido desoxirribonucleico ribossomal (rDNA), gerando a
elevacdo da capacidade da célula de sintetizar proteinas (Fingar et al., 2002). A
ativacdo da cascata Akt-mTOR1, promove a regulacdo da traducdo de proteinas
relacionadas a hipertrofia da musculatura esquelética (Bodine et al., 2001).

Uma dieta com restricdo proteica provoca, portanto, uma regulacdo negativa
na expressao da Akt, e consequentemente, modula via Akt-mTOR1 (De Vasconcelos
et al., 2022), pois essa via € estimulada na presenca de insulina e de outros nutrientes
como, por exemplo, alguns aminoé&cidos. O alvo mecanistico da rapamicina (nTOR)
€ uma proteina que atua no crescimento celular e sintese proteica, sendo considerado
um sensor nutricional, somando fatores ambientais com a capacidade de
sobrevivéncia do organismo (Anthony et al., 2002).

Em seu estudo Zhu et al. (2004), concluiram que uma restricdo materna,
principalmente, de proteinas prejudica a sintese proteica muscular no feto, que se da
pela diminuicdo no numero de miofibrilas secundarias, em consequéncia de uma
sinalizacao negativa gerada pela mTOR1. Além disso, a diminuicdo do crescimento
celular mediado pela inibicdo de mTOR1 pode ser explicado pela diminuicdo do
transporte celular de leucina, potente ativador dessa via de sinalizagéo (Ross et al.,
2007). Sendo que uma diminui¢cdo na massa muscular corporal estd associada com a
resisténcia a insulina, condicbes de pré-diabetes e sindrome metabdlica,
independente da adiposidade central e visceral (Atlantis et al., 2009; Larsen et al.,
2015; Mizgier et al., 2014; Srikanthan; Karlamangla, 2011).

Desta forma, a pergunta norteadora e que serviu como ponto de partida
para esse estudo foi: a dieta hipoproteica materna prejudica a capacidade
hipertréfica do musculo esquelético diminuindo a ativagdo da via de sinalizacdo
Akt-mTOR?
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plasticidade do desenvolvimento

Nas fases iniciais de crescimento e desenvolvimento ocorrem diversos
processos de diferenciacdo e proliferacdo celular, sendo caracterizado como
periodos criticos do desenvolvimento (Morgane et al., 1993). Modificacfes nesses
periodos, provocadas por determinados insultos ambientais podem levar a uma
série de problemas no desenvolvimento do organismo. Esses insultos podem
estar relacionados a dieta, a atividade fisica ou ao estresse (Gluckman; Hanson;
Pinal, 2005). Essas altera¢cdes podem ser estruturais, funcionais, metabdlicas ou
moleculares e acontecem em diversos tecidos. No musculo esquelético, por
exemplo, pode ocorrer aumento da capacidade oxidativa muscular, diminuicdo do
peso muscular, modificacOes estruturais dos sarcémeros, aumento de resisténcia
a insulina e diminuic&o de sintese proteica (Zhu et al., 2004).

Pode-se abordar, portanto, a origem fetal das doencas, o0 que era chamado
de programacao fetal, que é na verdade o processo adaptativo causado pela
desordem no meio intrauterino levando ao redirecionamento de processos e
recursos para manter a sobrevivéncia do feto (Vickers; lkenasio; Breier, 2001). A
plasticidade do desenvolvimento define-se pela propriedade pela qual, o genétipo
€ capaz de produzir fendtipos distintos, a depender das condices ambientais em
gue ele esta exposto durante o desenvolvimento (Klingenberg, 2019).

A teoria da variacdo facilitada pode ser utilizada para o melhor
entendimento da plasticidade do desenvolvimento, que é regulada ndo s6 pela
variacao genética, mas também pelo ambiente, podendo causar adaptacoes, para
promover a sobrevivéncia durante o desenvolvimento (Moczek, 2015). Os efeitos
da plasticidade do desenvolvimento incluem dessensibilizacdo de alguns
receptores hormonais, diminuicdo na expressao de moléculas sinalizadoras e
enzimas reguladoras, que estdo fortemente associadas aos fenodtipos de
resisténcia a insulina, sendo estes, marcadores precoces durante a fase de
desenvolvimento dessas doencgas na vida adulta (Hales; Ozanne, 2003).

Ocorre entdo uma série de adaptacdes no feto, como resposta as condicoes
ambientais, onde o genodtipo pode se moldar e produzir diferentes fenotipos a

depender da condicao do ambiente durantes fases do desenvolvimento a qual o
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ser vivo esta exposto, essa flexibilidade de resposta € denominada plasticidade
do desenvolvimento (Hanson et al., 2011).

A plasticidade do desenvolvimento associa, portanto, 0S processos
adaptativos do organismo, as condicdes ambientais durante os periodos criticos
do desenvolvimento, podendo gerar efeitos a curto e a longo prazo no estado de
saude do individuo (Reichetzeder et al., 2014). Esses efeitos a curto prazo, estao
associados a sobrevivéncia e desenvolvimento do feto, porém, essas adaptacdes
a longo prazo, podem gerar o desenvolvimento precoce de doencgas crénicas no
individuo (Gluckman, 2009).

Atualmente diversos modelos animais sao utilizados para investigar os
elementos associados a plasticidade do desenvolvimento, dentre eles: expressao
génica, mecanismos epigenéticos e vias de sinalizacdo moduladas principalmente
por hormdnios (Gibert, 2020; Gluckman; Hanson; Pinal, 2005), que definem os
eventos e alteracdes que a plasticidade pode causar nos tecidos, no que se refere
a capacidade metabdlica de determinados fenétipos. Além desses, outros estudos
observam os efeitos da nutricdo materna na génese de doencas na prole a longo
prazo e sdo de alta relevancia para o estudo da plasticidade do desenvolvimento
e da epigenética (McMillen; Robinson, 2005; Langley-Evans; Lilley; McMullen,
2006). Sendo, a epigenética caracterizada por alteracdes na expressao génica e
fenotipica, como consequéncia do ambiente, porém sem alteracdes no DNA
(McMillen; Robinson, 2005).

Quando ocorre por exemplo, uma desnutricdo proteica, durante esse
periodo de gestacdo e lactacdo, os fenétipos da prole se adaptam para um
suposto ambiente pés-natal de caréncia e restricdo nutricional, todavia, quando o
ambiente pré-natal ndo se assemelha ao ambiente pds-natal, maior € o risco do
desenvolvimento de doencas cronicas (Gluckman; Hanson; Pinal, 2005).

Os padrdes de crescimento e a composicao corporal durante o inicio da vida,
podem estar relacionados com o risco de desenvolvimento precoce de algumas
doencas cronicas na vida adulta, ou seja, 0 peso ao nascer e a rota de crescimento
podem ser determinantes para a saude do individuo. Ha dois caminhos, onde o baixo
crescimento durante os periodos criticos do desenvolvimento pode de alguma
maneira restringir permanentemente o ganho de massa magra, diminuindo a
capacidade metabdlica; ou ainda, um acelerado crescimento e ganho de peso pode

resultar em alta carga metabdlica. Esses mecanismos de forma complementar podem
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resultar nessa maior predisposicdo a algumas doencas (Fowden; Giussani; Forhead,
2006; Wells, 2007).

Nesse sentido, a dieta hipoproteica materna pode causar plasticidade no que
se refere a capacidade metabodlica de determinados fendtipos, reduzindo essa
capacidade e gerando um desequilibrio na prole (Ozanne et al., 2005). Diversos
modelos animais verificaram os efeitos de uma dieta hipoproteica em ratas durante
gestacdo e lactacao, para a partir disso investigar as repercussées a longo prazo na
prole. Como por exemplo, identificar os desarranjos fisiologicos e moleculares em
orgaos e tecidos relacionados a restricAo do crescimento intrauterino fetal e ao
aparecimento de doencas cronicas na vida adulta (Martin-Gronert; Ozanne, 2007;
Ozanne; Hales, 2002; Ozanne et al., 2005).

Além disso, a regulacdo negativa transitéria da piruvato desidrogenase cinase
4, no figado e tecido adiposo, gerando adaptacdo metabdlica como consequéncia
dessa restricdo proteica materna (Lira et al.,, 2020). A plasticidade do
desenvolvimento, pode ser definida por uma alimentagéo inadequada durante o inicio
da vida através da modulacdo da expressao proteica no musculo esquelético a longo
prazo, que pode estar relacionada a diversos fatores epigenéticos (De Vasconcelos et
al., 2022).

2.2 Subnutricéo e dieta hipoproteica

No Brasil, do total de 213,3 milhBes de brasileiros(as), estima-se que 61,3
milhdes de pessoas convivem com algum grau de inseguranca alimentar e, destes,
43,4 milhdes ndo tém alimentos em quantidade suficiente e 19 milhdes de brasileiros
enfrentam a fome (Organizagcdo Mundial de Saude, 2022). Os dados da ultima
Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) realizada entre os anos 2017 e 2018
mostraram piora nas condi¢cdes de Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN), da
populacao brasileira, tanto em funcdo das crises politica e econdmica iniciadas em
2015 e agravada a partir dai.

Dados mais recentes como o inquérito recente realizado pelo Fundo das
Nac¢bes Unidas para a Infancia (UNICEF) em 2021, que revela o impacto sofrido pela
populacao brasileira em decorréncia da crise sanitaria da doenca do coronavirus 2019
(Covid-19), que resultou em 58% de piora nos habitos alimentares. A pandemia
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acirrou as desigualdades sociais no Brasil, com o agravante da demora na proposi¢ao
de medidas e diretrizes nacionais para o enfrentamento da inseguranca alimentar.

A ma nutricho de maneira geral, € definida como uma condicdo de
deficiéncia ou excesso de nutrientes, que se da a partir de diversos fatores, entre
eles destaca-se uma ingestao inadequada, ma absorcao ou falhas na utilizacéo
desses nutrientes (Gillespie; Girgis; Mayer, 1996). Os efeitos da ingestdo de uma
dieta baixa em proteinas sédo variados e podem gerar consequéncias leves ou
severas a depender do grau ou do comprometimento no desenvolvimento, que
ocorre sobretudo em paises subdesenvolvidos (World Health Organization, 2010).
Foi relatada, uma relacdo entre o baixo peso ao nascer e 0 subsequente
desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica
em uma variedade de popula¢des em todo o mundo (Hales; Barker, 2001).

A nutricdo tem papel fundamental na satude, uma dieta com baixa ingestao
de proteinas, pode provocar diversas alteragcbes a niveis e fisiolégicos,
bioquimicos e moleculares. Estudos com animais ja demonstraram que dietas
hipoproteicas maternas, podem provocar perda de massa corporea, diminuicao
dos estoques de glicogénio e reducao de proteinas musculares e hepaticas, por
exemplo (Waterlow, 1956; Berends et al., 2013).

Estudos em animais vém sendo realizadas acerca das consequéncias de
uma dieta hipoproteica durante a gestacdo e lactacdo. Uma dieta baixa em
proteinas, por exemplo, durante o periodo gestacional pode reduzir os niveis de
aminoacidos essenciais circulantes e com isso gerar um retardo no crescimento
intrauterino (Kum Kum et al., 2009).

Dentre as alteragfes, a desnutricdo proteica materna se mostra associada
a diminuicdo do peso ao nascer, a reducao do crescimento pés-natal e alteracéo
no peso dos 6érgaos na prole. A dieta hipoproteica materna pode causar perda de
massa muscular na prole e aumentar tecido adiposo (Kwong et al., 2000; Berends
et al., 2013). A manutencdo da massa muscular € de extrema importancia,
principalmente para garantir a sobrevivéncia e a qualidade de vida de pessoas que
apresentam doencas cronicas como diabetes, diminuindo complicacdes causadas
pela doenca (Coleman et al., 2015).

Os estudos de Ozanne et al. (2004; 2005) com ratos, constataram que a baixa
oferta de proteina durante a gestacdo e lactacdo aumenta a possibilidade de

desenvolvimento da obesidade e resisténcia a insulina na vida adulta. O musculo
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esquelético é o principal sitio de metabolizacdo de glicose pos-prandialmente
(Defronzo, 1992).

Berends et al. (2013) demonstraram que ratos submetidos a restricdo proteica
intrauterina apresentaram reducdo dos niveis de expressdo proteica de varias
proteinas fosforiladas da via insulina e do fator de crescimento semelhante a insulina
(IGF-1), como o substrato do receptor de insulina tipo 1 (IRS1), a proteina cinase-3 de
fosfatidilinositol (PI3-K) e a Akt, em tecido adiposo epididimal e no musculo
esquelético sendo este resultado considerado um indicador do desenvolvimento de
resisténcia a insulina e sindrome metabdlica na idade adulta (Ozanne et al., 2005).

No mdasculo esquelético, uma dieta pobre em proteinas pode causar
disfuncbes metabdlicas, estruturais e funcionais, podendo diminuir o peso
muscular, aumentar a capacidade oxidativa muscular e danificar de maneira
irreversivel a estrutura muscular (Bedi et al., 1982; Toscano; Manhdes-de-Castro;
Canon, 2008).

Em mdasculos especificos, como é o caso do EDL, a deficiéncia proteica
durante esses periodos criticos de desenvolvimento est4 associada ao aumento
das fibras tipo | e lla e diminuicdo das fibras tipo IIb em ratos aos 180 dias de vida
(Bedi et al., 1982). As fibras do tipo |, se caracterizam por serem do tipo oxidativas,
de contracdo lenta e aerdbicas, ja as fibras do tipo Il, sédo fibras glicoliticas, de
rapida contracdo e anaerébicas (Bedi et al., 1982). Pode ainda haver prejuizo na
multiplicacdo celular e no nimero dos nucleos musculares na prole (Bayol et al.,
2004). Além desses achados, outros estudos apontam que esses ratos
apresentam menor sensibilidade a insulina quando comparados ao controle
(Ozanne et al., 2003).

Nesses estudos com modelo de dieta hipoproteica no comecgo da vida, pode-se
perceber as consequéncias referente ao crescimento fetal, plasticidade do
desenvolvimento e seus efeitos na vida adulta, porém, os mecanismos de vias de
sinalizacao celular associados pela ma nutricdo durante esse periodo ainda nao estao
totalmente estabelecidos (Gazzola et al., 2001).

Os aminoacidos atuam como reguladores do desenvolvimento fetal, induzindo
a ativacdo de vias metabdlicas entre a placenta e o feto, podendo atuar e influenciar
diretamente na expressdo de diversas proteinas que participam do processo de
traducao proteica (Regnault et al., 2005). Recentemente, foi verificado que uma dieta

materna baixa em proteinas leva, por meio da via Akt-mTOR, a resisténcia a insulina
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com reducdo de proteina e massa muscular esquelética na idade adulta, por meio
principalmente da ativacdo reduzida de Akt e de glicogénio sintase cinase 3 beta
(GSK-3B) no musculo séleo de ratos (De Vasconcelos et al., 2022). Nesse mesmo
estudo, a dieta materna hipoproteica também diminuiu a fosforilagdo de proteina
ribossdmica S6 (rpS6) no residuo de aminoacido serina 240/244 (Ser?40244) sem

estimulo de insulina também no muasculo soéleo de ratos (De Vasconcelos et al., 2022).

2.3 Via Akt-mTOR no musculo esquelético

Diversas vias de sinalizacao participam do controle da sintese de proteinas
e na resposta hipertréfica do muisculo esquelético. Dentre essas vias, destaca-se
a ativacdo da sinalizacdo de mTOR (PI3-K-Akt-mTOR) sua ativacdo esta
associada a sobrecarga funcional e outros fatores ambientais (Bodine et al.,
2001).

A Akt/ PKB é uma proteina chave na via de sinalizacdo para ativacédo de
MTOR, ela atua no controle do metabolismo, sobrevivéncia, crescimento e
proliferacao celular (Nader, 2005). Pertence a familia de proteinas serina/treonina,
sendo composta por trés membros: Aktl, Akt2 e Akt3, as duas primeiras sao
expressas principalmente no musculo esquelético e regulam a estrutura e funcéao
muscular, além de modular o metabolismo da glicose (Altomare et al., 1998; Chen
et al.,, 2001). O aumento da expressdo de Akt-1, por exemplo, resulta no
crescimento dos 6rgaos e no fendtipo relacionado a hipertrofia muscular (Cho et
al., 2001). Enquanto, na diminuicdo da expressao ou inativacdo génica conjunta
de Aktl e Akt2, observa-se grave deficiéncia de crescimento, aumento da
mortalidade pds-natal e atrofia muscular grave, com reducdo no tamanho das
fibras musculares (Peng et al., 2003).

A mTOR é uma proteina da familia das cinases relacionadas a PI3-K e
forma uma subunidade catalitica de dois complexos proteicos diferentes, mTOR1
(MTORC1) e mTOR2 (MTORC2). Sendo mTORL1 caracterizada por trés principais
componentes, mTOR, Raptor (proteina reguladora associada ao mTOR) e mLST8
(mamifero letal com proteina SEC13 8, também conhecida como semelhante a
subunidade beta da proteina G — GBL) (Kim et al., 2002).

O mTOR1, é responsavel por desempenhar uma série de funcbes

fisiolégicas que vem sendo exemplificadas em diversos estudos (Duvel et al.,
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2010; Kim et al.,, 2002; Sakamoto et al., 2002; Schiaffino; Mammucari, 2011).
Dentre essas fungcbes, mTOR1 promove sintese proteica, através da fosforilacao
de dois efetores-chave, a proteina ribossémica S6 cinase B1 (S6K1) e o fator de
iniciacdo de traducdo eucaridtica 4E (elF4E). Esse complexo mTOR1 promove
também sintese lipidica por meio do fator de transcricdo, proteina de ligacéo ao
elemento regulador de esterol (SREBP), e sintese de nucleotidios necessarios
para a replicacio do DNA e biogénese dos ribossomos em células em
crescimento e proliferacao (Holz et al., 2005; Porstmann et al., 2008; Ben-Sahra
et al., 2016).

O mTORC1 também auxilia no crescimento, e promove uma mudancga no
metabolismo da glicose da fosforilacdo oxidativa para a glicélise, que aumenta a
expressao de varias enzimas glicoliticas, como a fosfofrutose cinase (PFK), além
de promover o crescimento celular, suprimindo o catabolismo proteico (Divel et
al., 2010).

A via PI3-K-Akt-mTOR (Figura 1) € ativada a partir de fatores de
crescimento, que podem ser, por exemplo, a insulina e o IGF-1. Os hormonios se
ligam aos seus receptores, e ocorre autofosforilacdo do receptor, por
consequéncia, IRS-1 é recrutado e fosforilado, para a partir disso iniciar a
transducéo de sinal da via. A PI3-K é fosforilada e fosforila o 4,5-bisfosfato de
fosfatifdilinositol (PIP2), transformando-o em 3,4,5-trisfosfato de fosfatifdilinositol
(PIP3), um sitio de ligagéo para a proteina cinase 1 dependente de fosfoinositidio-3
(PDK1), que por fosforilacéo ativa a Akt (Saxton; Sabatini, 2017).

Atualmente sao conhecidas trés isoformas de Akt, todavia, apenas duas
encontram-se no musculo esquelético, que sao Aktl e Akt2, sendo Aktl mais
associada ao crescimento celular e sintese proteica (Sakamoto et al., 2002;
Schiaffino; Mammucari, 2011).

A Aktl ativada fosforila o complexo de proteinas hamartina e tuberina
(TSC1/TSC2), este complexo inibe a ativacdo da proteina homodloga a Ras
enriquecida em cérebro (Rheb), o que possibilita a ativacdo do complexo mTOR1
Por sua vez, ao ser ativado, o mTOR1 fosforila a proteina 1 de ligacdo ao fator de
iniciacao da traducgao eucarittica 4E (4E-BP1) e a proteina ribossémica S6 cinase
(p70S6K) ou S6K. A ativagdo em conjunto com a helicase no ribossomo iniciam a
traducéo, promovendo desta maneira sintese proteica (Laplante, Sabatini, 2009;

Gingras; Raught; Sonenberg, 1999).
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A regulacéo da sinalizacdo de mTOR também é modulada por aminoacidos
de cadeia ramificada (leucina, valina e isoleucina), com destaque para a leucina
gue participa ativamente da sintese de proteinas (Avruch et al., 2009). A
inativacdo da sinalizagdo de mTOR, leva a forte diminuicdo da sintese proteica,
culminando em reducédo significante de massa magra, com consequéncias na

regulacéo do crescimento e da homeostase (Zhang et al., 2018).

Figura 1 — Via de sinalizagdo intracelular da P13-K-Akt-mTOR em musculo esquelético.

Insulina/

ih ® P3K —p PP, PIP,

j———— Rapamicina

elF2B 4E-BP1

Sintese proteica

IGF-1 = fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1; IRS-1 = substrato do receptor da insulina
tipo 1; PI3-K = proteina cinase 3 de fosfatidilinositol; PIP> = 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol;
PIPs = 3,4,5-trisfosfato de fosfatidilinositol; Akt = proteina cinase B; GSK3f = glicogénio sintase cinase
3 beta; elF2B = fator de iniciacdo de traducdo eucariotica 2B; mTOR = alvo mecanistico da
rapamicina; PDK-1 = proteina cinase 1 dependente de fosfoinositidio 3; 4E-BP1 = proteina 1 de
ligacdo ao fator de iniciagdo da traducao eucaridtica 4E; p70S6K = proteina ribossémica S6 cinase;
rpS6 = = proteina ribossémica S6.

Fonte: A autora (2024).

No musculo esquelético, a sinalizacdo de mTOR, estda associada a

hipertrofia muscular (Bodine et al., 2001). Estudos em células cultivadas e em
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camundongos revelam que IGF-1 e leucina promovem hipertrofia por meio da
ativacao da sinalizacdo mTOR1 (Anthony et al., 2000; Rommel et al., 2001). Além
disso, a contragdo muscular pode ativar mTOR1 no musculo, pois estimulos
mecanicos podem ativar a sinalizacdo desse complexo, induzindo a fosforilagéo
do Raptor (Frey et al., 2014).

Para verificar e analisar a ativacdo da via e os mecanismos envolvidos na
hipertrofia do musculo esquelético, em animais, € utilizada a abordagem
experimental de hipertrofia compensatoria por meio de sobrecarga funcional por
ablacdo da musculatura sinergista (Bodine et al., 2001; Ishido et al., 2006).

A ablacdo do musculo tibial anterior, por exemplo, é capaz de induzir
hipertrofia no musculo EDL. Além disso, ja estd bem relatado na literatura que
apoés sete dias da cirurgia de ablacdo do musculo sinergista ocorre a ativacao
maxima da via de sintese proteica, resultando em hipertrofia maxima do musculo
(Bodine; Baar, 2012; Armstrong; lanuzzo, 1997). Sendo esse modelo, ideal para
andlise em um curto periodo apés o procedimento. A ablacdo é, portanto,
caracterizada pela remocédo do musculo sinergista de uma das patas do animal,
sem comprometimento dos outros musculos, nesse caso a pata contralateral € o
controle (Alway et al., 2005; Armstrong; lanuzzo, 1977).

O modelo de sobrecarga funcional é utilizado ha bastante tempo, sendo
considerado padréo ouro para verificar a resposta hipertrofica do musculo, muitos
estudos utilizaram esse modelo experimental para verificar os mecanismos
envolvidos na hipertrofia do musculo esquelético (Bodine; Baar, 2012; Goldberg,
1968a; 1968b; Goldberg et al., 1975; Ishido, 2006). A cirurgia de ablacédo é o
modelo experimental que se assemelha ao exercicio resistido (Johnson, 1991;
Goldberg et al., 1975).

O estimulo a hipertrofia ocorre através da inducado da hipertrofia muscular
esquelética, proporcionando resposta satisfatéria para analise pouco tempo apoés
intervencdo cirdrgica (Alway et al., 2005). A sobrecarga compensatoria €
alcancada por inativacdo da musculatura sinergista, enquanto o musculo que
permanece no animal é sobrecarregado durante a locomoc¢édo (Sakuma et al.,
1998).

A via de sinalizacdo Akt-mTOR apresenta alta capacidade modulatéria e
por isso pode apresentar alteragcdes a depender de diversos fatores extrinsecos,

por exemplo, insultos nutricionais. A dieta hipoproteica materna pode levar a
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desregulacdo da Akt e da via de sinalizacdo Akt-mTOR, por meio da modulacao
na expressao génica incluindo mecanismos epigenéticos. Uma dieta materna
baixa em proteinas, pode ainda, levar a resisténcia a insulina com reducéo da taxa
de sintese de proteinas e massa muscular esquelética via Akt-mTOR na prole,
gue pode ser explicada pela diminuicdo na sinalizacdo de Akt e GSK-3B na
presenca da insulina (De Vasconcelos et al., 2022).

A nossa hipotese € que a dieta hipoproteica nas fases de gestacao e lactacao
prejudica a resposta hipertréfica do musculo EDL através da modulagédo negativa da

via Akt-mTOR em ratos adultos.
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3 JUSTIFICATIVA

De acordo com o relatério da Organizacdo das NagbGes Unidas para a
Alimentacéo e a Agricultura (FAO) em 2019, o Brasil retorna ao mapa da fome que
inclui os paises que apresentam populacdo superior a 5% em extrema pobreza. Os
dados ainda revelam que no Brasil se faz presente uma correlacéo estatistica entre
inseguranca alimentar e obesidade, devido ao fato de que alimentos industrializados
€ menos nutritivos sdo mais acessiveis a essa populagdo em inseguranca alimentar.

Nesse cenario, sabendo gque a alimentacdo durante a gestacéo e lactacdo € o
ponto determinante para o desenvolvimento fetal, e considerando as possiveis
variagbes na dieta materna, principalmente, associada a fatores socioeconémicos,
levando a diminui¢cdo no consumo de proteinas, a diminuicdo no suprimento desse
nutriente pode interferir diretamente na saude fetal e modular efeitos metabdlicos que
podem chegar até a fase adulta.

Com isso, diversos estudos ja apontaram que a dieta restrita em proteinas
induz doencas cronicas ndo transmissiveis na vida adulta (McArdle et al., 2006). Além
disso, uma dieta com baixa oferta de proteinas influéncia, diminuindo ativacéo
algumas vias de sinalizagcédo celular como, por exemplo, na via Akt-mTOR, deve-se
entdo considerar as consequéncias de alteracdes em mecanismos moleculares
subjacentes (Gurmini et al., 2005).

Desse modo, é pertinente a investigacao dos efeitos de uma dieta hipoproteica
materna sobre a via Akt-mTOR no musculo esquelético na prole adulta de ratos

submetidos ao protocolo de hipertrofia compensatoria.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da dieta hipoproteica materna sobre a via Akt-mTOR no

musculo esquelético em prole adulta de ratos submetidos a hipertrofia compensatoria.

4.2 Objetivos especificos

Nas maes:

Avaliar consumo alimentar e peso corporeo;
Calcular conversdao alimentar e eficiéncia energética;

Verificar glicemia em jejum,;

Na prole:

Avaliar comprimento e peso corporeo;

Medir a massa do tecido adiposo branco;

Verificar massa seca do musculo EDL;

Analisar os tipos e area de seccao transversa das fibras musculares;

Avaliar a ativacdo e expressdo de proteinas da via Akt-mTOR do

musculo EDL.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar. Os animais foram obtidos na col6nia
do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Todos os animais foram mantidos em ambiente com ciclo invertido de luz, mantendo-
se as luzes apagadas das 08:00 as 20:00, condi¢des padrédo de biotério e com livre
acesso a agua e racao. Para obtencdo de neonatos, foram acasalados animais
machos e fémeas nuliparas na propor¢cao 1:2. O projeto foi aprovado e seguiu as
normas do Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA), de
acordo com a lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, e com as normas internacionais
estabelecidas pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory
Animals. Todos os protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA)/UFPE, parecer numero 114/2022 (ANEXO 1).

5.2 Grupos experimentais

Foram utilizadas 12 ratas, que foram divididas igualmente em dois grupos e
receberam dieta controle (19% de proteinas) ou dieta hipoproteica (9% de proteina)
(Tabelas 1 e 2) no periodo de gestacao e lactacdo (n = 6/grupo). Pés desmame 0s
machos da prole foram divididos em gaiolas com até quatro animais e receberam dieta

padrao de biotério até os 90 dias de idade.

Tabela 1 — Composicao de macronutrientes e do valor energético das dietas maternas.

kcallg 3,6 3,6
Proteinas (%) 19 9
Carboidratos (%) 63 73
Lipidios (%) 18 18

Fonte: A autora (2024).



31

Tabela 2 — Composicao centesimal das dietas maternas.

Amido de milho 39,74 55,40
Caseina 20,00 9,40
Amido de milho dextrinizado 13,20 7,80
Sacarose 10,00 10,00
Oleo de soja 7,00 7,00
Fibra 5,00 5,00
Mix mineral 3,50 3,50
Mix vitaminico 1,00 1,00
Metionina 0,30 0,14
Bitartarato de colina 0,25 0,25
TBHQ 0,01 0,01

Fonte: A autora (2024).

Aos 83 dias de vida (Figura 2), esses animais foram submetidos ao
procedimento cirdrgico de ablacdo do musculo sinergista ao EDL, o tibial anterior, da
pata traseira esquerda, e a pata contralateral recebeu uma simulacdo do
procedimento cirargico (Sham) e foi utilizado como controle. Assim, cada grupo com
as respectivas dietas foi subdividido em dois grupos nas analises que envolviam tecido
muscular: pata contralateral (PC) e pata induzida a hipertrofia (PH) formando quatros
grupos experimentais: dieta materna controle pata contralateral (DCwat-PC) e pata
induzida a hipertrofia (DCwmat-PH) e dieta materna hipoproteica pata contralateral
(DHwmat-PC) e pata induzida a hipertrofia (DHwat-PH).

Aos 90 dias de vida, os animais foram eutanasiados, para retirada dos tecidos
e foram analisadas a massa seca dos musculos EDL (n = 8/grupo, 2-3 animais por
ninhada), a massa do tecido adiposo branco (n = 8/grupo, 2 animais por ninhada), a
area de seccédo transversa das fibras musculares (n = 5/grupo, 1-2 animais por
ninhada) e a ativacao e expresséo de proteinas da via Akt-mTOR do musculo EDL (n

= 7/grupo, 1-2 animais por ninhada).
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Figura 2 — Desenho experimental do estudo.
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Representacé@o das fases dos experimentos que se dividem em 1 — chegada do animal ao biotério;
2 — adaptacdo; 3 — acasalamento; 4 — gestacao e lactagdo; 5 — desmame e inicio dos experimentos na
prole; 6 — cirurgia de ablacéo; 7 — eutandasia para coleta de tecidos e material da prole aos 90 dias de
vida.

Fonte: A autora (2024).

5.3 Cirurgia de ablacdo do musculo sinergista ao EDL

Para a cirurgia o animal foi anestesiado (cetamina e xilazina, 200 e 100 mg/kg,
respectivamente, de peso corporeo, por via intraperitoneal). O musculo tibial anterior
foi removido sem o comprometimento do nervo, do suprimento de sangue e de outros
musculos. Foi realizada uma inciséo longitudinal na porcdo anterior da pata traseira
esquerda, assim o musculo tibial anterior foi exposto, e os tendes proximal e distal
foram isolados para a excisdo do distal (Figura 3). A fim de diminuir o risco de
contaminacdao a pele foi suturada, e o corte recebeu solucao contendo iodo (povidine),
o animal também recebeu analgésico (dipirona 5 mg/kg de 12 em 12 horas, por via
intraperitoneal), para evitar que o animal sentisse qualquer desconforto e para facilitar
sua recuperacao (Armstrong et al., 1979; Baldwin et al., 1982; Bodine; Baar, 2012;
Degens; Turek; Binkhorst, 1993).
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Figura 3 — Etapas da cirurgia de ablacéo.

1 — retirada dos pelos (ambas as patas); 2 — incisura longitudinal na pata traseira, por¢cdo anterior
(ambas as patas); 3 — retirada do musculo tibial anterior (apenas pata hipertrofia); 4 — sutura (ambas
as patas).

Fonte: A autora (2024).

5.4 Andlises experimentais

5.4.1 Massa corporea

As gestantes tiveram o peso corporal aferido no 1°, 7°, 14° e 21° dia. Os filhotes
tiveram o peso corporal aferido diariamente durante a lactacao (1° ao 21° dia pos
nascimento — DPN), apds este periodo o peso foi aferido semanalmente.

5.4.2 Consumo alimentar

Durante a gestacao e lactacéo, o consumo alimentar foi realizado diariamente.
O consumo foi determinado pela diferenca entre a quantidade de dieta ofertada
durante o inicio do ciclo escuro (08 h) e a quantidade de dieta rejeitada 24 h depois
(De Souza et al., 2008). O consumo energético semanal foi calculado pela
multiplicacéo da quantidade de dieta ingerida durante a gestacao e lactacéo pelo valor
energético de cada dieta experimental, além dos macronutrientes (proteinas,
carboidratos e lipidios). Foi calculado também o consumo relativo, que representa a
razao entre o consumo absoluto e o peso do animal, além dos calculos de conversao

alimentar (CA) e eficiéncia energética (EE) (Cavalcante et al., 2013).
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5.4.3 Glicemia de jejum

A glicemia de jejum foi realizada no 14° dia de gestacao, os animais foram
submetidos a jejum de 12 h, a partir das 18 h, as 06 h da manh& a amostra de sangue
eram coletadas, por meio de corte na extremidade da cauda do animal, para
determinacdo da concentracdo de glicose sanguinea. Para a determinacdo da
glicemia, as analises foram realizadas imediatamente com o glicosimetro Accu-check

Performa®.

5.4.4 Indicadores murinométricos

Para obtencdo dessas medidas foram utilizadas fita métrica inextensivel e
régua ou paquimetro digital (Jomaraca®). As medidas referentes a circunferéncia
toracica e abdominal serdo embasadas no protocolo de Novelli et al. (2007). Foi
realizada além das circunferéncias o eixo longitudinal e comprimento da cauda, nos
7°, 14°, 21°, 30°, 60° e 90° dias.

5.4.5 Condicéo fisiol6gica da eutanasia

No dia da eutanasia todos os animais foram submetidos a jejum de 4 h, seguida
de alimentacao por 2 h antes da eutanasia, para garantir que todos permanecessem
na mesma condicdo fisiolégica, no estado alimentado, ou seja, em fase de
anabolismo, para garantir resultados precisos e estimulacao da via de sinalizacao de

sintese proteica.

5.4.6 Coleta das amostras

Aos 90 dias de idade, os filhotes foram eutanasiados por decapitacdo. Foi entdo
realizada a coleta das amostras do musculo extensor longo dos dedos (EDL) por meio
de uma incisdo na face lateral das patas posteriores e seccionados nos tenddes,
algumas amostras desses musculos foram congeladas no -80 °C para as analises de
Western blotting e histologia, outras foram utilizadas para peso umido e seco. Bem
como, foram coletadas amostras de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal para

analise da massa.
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5.4.7 Massa muscular Umida e seca

Foi aferida a massa Umida e seca do musculo EDL. O musculo foi isolado por
incisdo dos tenddes proximais e distais do mesmo, pesados para verificacdo da massa
Uumida e posteriormente colocados em estufa a 60 °C. Apos 72 h, os musculos foram
pesados e 0s valores expressos foram normalizados pelo comprimento da tibia do
animal. Outra parte da amostra teve os musculos coletados e armazenadas a -80 °C

para as analises moleculares.

5.4.8 Histologia do musculo esquelético

Durante a eutandsia, as amostras de tecido muscular (EDL) foram congeladas
com auxilio de n-hexano e armazenadas a -80 °C. A preparacdo das laminas foi
realizada a partir de cortes seriados na por¢ao central do musculo EDL, na espessura
de 8 pum, utilizando criostato em temperatura de 32 °C (Leica CM 3050, Weitzlar,
Alemanha), corados com hematoxilina/eosina (HE) para andlise da area transversa
das fibras musculares. Os campos microscopios foram obtidos por meio do
microscopio optico ZEISS modelo Primostar3 (objetiva 20x), acoplado ao programa
para captacdo de imagens da ZEISS (versdo 4.8.1.0, Carl Zeiss Imaging Solutions,
Jena, Alemanha). Para o processamento das imagens obtidas foi utilizado o0 mesmo
programa. Foram mensuradas as areas de 30 fibras musculares em cada imagem,

totalizando 150 fibras por musculo (Bodine; Baar, 2012; Marzuca-Nassr et al., 2016).

5.5 Anélises moleculares

5.5.1 Western blotting

As amostras dos musculos esqueléticos foram homogeneizadas em tampéo de
extragcdo contendo antiproteases e antifosfatases. O tecido foi homogeneizado em
solucdo tampdao para extracdo de proteinas contendo 4cido diaminoetanotetraacético
(EDTA) 10 mM, Tris-Base 100 mM, pirofosfato de sédio 10 mM, fluoreto de sédio 100
mM, ortovanadato de sodio 10 mM, PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto) 2 mM e aprotinina
0,01 mg/mL. O conteudo total de proteinas foi medido pelo método de Bradford (1976).

Quantidades iguais (30 g) de proteina das amostras foram separadas por eletroforese
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em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis), as proteinas do gel foram transferidas para
membranas de nitrocelulose.

Essas por sua vez, foram incubadas com anticorpo primario especifico e em
seguida com anticorpo secundario ligado a uma peroxidase. Os anticorpos primarios
utilizados formam: p-Akt em Ser 473 (9271), Akt (9272), rpS6 (2217). O anticorpo
secundério utilizado foi HRP-conjugated antibody anti-rabbit (Millipore, Temecula, CA,
EUA). A luminescéncia foi detectada pelo equipamento de captura de imagens
ChemiDoc (Biorad) e a analise das bandas foram quantificadas pelo software Image
G, sendo normalizadas pelo controle interno de proteina da amostra (utilizando o

corante Ponceau) (De Vasconcelos et al., 2022).

5.6 Andlise estatistica

As variaveis continuas do trabalho foram testadas quanto a normalidade
utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Quando as varidveis apresentaram distribuicéo
normal, foram aplicados os testes paramétricos e no caso contrario, foram tratadas
com testes ndo paramétricos. Em ambos 0s casos os resultados foram apresentados
a média e o erro padrdo da média (e.p.m.).

Para comparacdo de dados paramétricos entre dois grupos empregou-se o
teste t de Student, e em caso de medidas repetidas em funcdo do tempo foi usado o
teste analise de variancia ANOVA two-way, seguida pelo pos-teste de Holm-Sidak.
Para comparacdo de dados ndo parameétricos entre dois grupos usou-se o teste de
Mann-Whitney. Para andlise da area de seccéo transversa dos musculos utilizou-se o
teste de normalidade de Anderson-Darling. A tabulacdo dos dados foi realizada no
programa Microsoft Excel® e a andlise foi realizada pelo programa GraphPad Prism®

9.0. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeitos da dieta hipoproteica na massa corporal materna

Durante o periodo de gestacédo, com relacdo ao peso corporal materno, nao
foram observadas diferencas significantes entre os grupos dieta controle materna
(DCwat) e dieta hipoproteica materna (DHwmat), em todo o intervalo analisado (Figura

4A). Resultado semelhante foi observado durante a lactacao (Figura 4B).
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Figura 4 — Massa corporal média semanal das ratas do grupo materno durante a gestacédo (A) e a

lactacéo (B).
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 6/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pos-teste Holm-Sidak. p < 0,05 (DCwat VS. DHwmat). DCwmat = dieta controle materna;
DHwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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6.2 Efeitos da dieta hipoproteica na glicemia materna

No que se refere a glicemia de jejum materna no 14° dia gestacional, ndo foram

observadas diferencas significantes entre os grupos (Figura 5).
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Figura 5 — Glicemia de jejum aos 14 dias nos grupos DCwmat € DHwat.
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 6/grupo). Teste de Mann-
Whitney. p < 0,05 (DCwat VS. DHwmat). DCwnat = dieta controle materna; DHwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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6.3 Efeitos da dieta hipoproteica no consumo alimentar materno

Em relag&o ao consumo alimentar relativo durante gestagéo, foram observadas
diferencas entre os grupos na segunda semana, onde o grupo DHmat apresentou
consumo relativo menor que o DCwat (10,4%), como observado abaixo (Figura 6A).

Quanto ao consumo alimentar relativo (Figura 6B) durante a lactacdo, ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos em nenhuma das semanas
analisadas.

Com relacdo ao consumo energético (Figura 7A), consumo de carboidratos
(Figura 7B) e consumo de lipidios (Figura 7D), ndo foram observadas diferencas entre
0s grupos. Porém, o consumo de proteinas, o grupo de dieta hipoproteica materna
apresentou consumo proteico menor, quando comparado ao grupo dieta controle
materna (Figura 7C) em todo periodo. Na 1° semana (55,4%), na 2° semana (59,3%)
e na 3° semana (59,5%), esse resultado condiz com o esperado ap0s oferta de dieta
baixa em proteinas durante a gestacao.

Ja durante o periodo de lactacdo, ndo houve diferenca entre os grupos DCwat €
DHwmat durante as 1° e 2° semanas, porém na 3° semana, o0 grupo DHwmat apresentou
menor consumo energeético que o grupo DCwmat (21,7%) (Figura 8A). Nao houve
diferencas significantes no consumo de carboidratos em ambos os grupos (Figura 8B).
O consumo de proteinas, assim como ocorreu durante a gestacao, foi menor em todas
as semanas da lactacdo 1° semana (56,4%), 2° semana (62,5%) e 3° semana (65,2%)
(Figura 8C). No consumo de lipidios ndo houve diferenca na primeira e segunda
semana, porém na terceira semana, ocorreu a reducdo do consumo de lipidios no
grupo DHwmat em comparacao ao DCwat (21,6%) (Figura 8D).

ApGs a realizacdo do calculo de conversao alimentar (Figura 9A-B) e eficiéncia
energética (Figura 10A-B) durante a gestacdo e lactacdo, ndo foram observadas

diferencas significantes entre os grupos.
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Figura 6 — Consumo alimentar semanal relativo durante a gestacao (A) e lactacao (B).

=3 DCyat
== DHyat
*k
A o 50
= o I |
so4d=T 1.
=
T = =
= 2 30+ T
D o
£S
@ % 20
(@)
ES
2 g 10_
S
0 T T |
1 2 3
Tempo (semanas)
B o 1501
=
T o L
RS
*
& o 100+ T =
c O
q) N
£ 3 -
= O
< S
Ec_% 50
S5 ©
n c
c
S
0 T T T
1 2 3

Tempo (semanas)

As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 6/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pos-teste Holm-Sidak. *p < 0,05 (DCwmat vS. DHwmat). DCwmat = dieta controle materna;
DHwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 7 — Ingestdes relativas energética (A), de carboidratos (B), proteica (C) e lipidica (D) no periodo

de gestacéo.

- DCMat
= DHMat
A 2007 B 40+
o n
oS o
o bl o
= i‘a 1504 = 1 o S 30—
O O =B 1 -
c< - 52
@ 5 100 0o 204
(oI o ©
g o o g
5 27
S o 504 > g 10+
O w c g
= 3
0 T T | 0 1 1 1
1 2 3 1 2 3
Tempo (semanas) Tempo (semanas)
kkkk  kkkk  kkokk
C 8- | | D 44
—
8 = 2 3
SY 6 ST 34 =
C =3 T
S (g
o 18 4 _g 18 2
ET €&
> o S %
c O 0 o
i 554
g o g
0 T T T 0 T T T
1 2 3 1 2 3

Tempo (semanas)

Tempo (semanas)

As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 6/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pds-teste Holm-Sidak. ****p < 0,0001 (DCwmat VS. DHwmar). DCwmat = dieta controle
materna; DHwvat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 8 — Ingestdes relativas energética (A), de carboidratos (B), proteica (C) e lipidica (D) no periodo
de lactagéo.
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 6/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pds-teste Holm-Sidak. **p < 0,01 e ****p < 0,0001 (DCwmat VS. DHwmat). DCwmat = dieta
controle materna; DHwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 9 — Converséo alimentar materna durante a gestacédo (A) e a lactacédo (B).
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 6/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pos-teste Holm-Sidak. p < 0,05 (DCwat VS. DHwmat). DCwmat = dieta controle materna;
DHwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).



Figura 10 — Eficiéncia energética materna durante a gestacao (A) e a lactacao (B).
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 6/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pds-teste Holm-Sidak. p < 0,05 (DCwat vS. DHwmat). DCwat = dieta controle materna;
DHwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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6.4 Efeitos da dieta hipoproteica materna no desenvolvimento e composicao

corporal da prole

Quanto a massa diaria da prole durante o periodo de lactacéo, dos sete aos 21
dias, de forma geral, o peso do grupo DHwmat foi menor que no grupo DCwmat em todo
periodo, sendo a diferenca de peso de 22% no 1° dia e (32,4%) no 21° dia da lactacao
(Figura 11A).

Na massa semanal da prole p6s desmame, o grupo DHwmat apresentou menor
peso em comparacdo do grupo DCwmat no 35° dia (17,9%), 42° dia (22,3%), 49° dia
(20,2%) e 90° dia (11,6%) p6s desmame (Figura 11B).

No que se diz respeito aos indicadores murinomeétricos, parametro bastante
utilizado para verificar desenvolvimento, a circunferéncia toracica da prole apresentou-
se menor no grupo DHmat em comparacdo com 0 DCwmat no 7° (10,7%), 14° (4,7%), 21°
(12,2%) e 90° (9,7%) dias (Figura 12A).

Os resultados da circunferéncia abdominal foram semelhantes ao da
circunferéncia toracica, os animais do grupo DHwmat apresentaram circunferéncia
abdominal menor que 0 DCwat nos 7° (11,3%), 14° (12%), 21° (21,2%) e 30° (9,2%)
dias de idade (Figura 12B).

O eixo longitudinal foi menor no grupo DHmat em comparag¢éo ao DCwmat no 7°
(10,8%), 14° (10,4%), 21° (16,3%), 30° (10%), 60° (11,9%) e 90° (6,9%) dia
(Figura 13A).

Quanto ao comprimento da cauda o grupo DHwmat apresentou reducdo no
tamanho da cauda em comparacao ao grupo DCwat N0 21° (13,7%), 60° (11,8%) e 90°
(9,6%) dias (Figura 13B). Esses indicadores murinométricos em conjunto com 0s
dados de peso, principalmente durante a lactagdo, sugerem que a dieta hipoproteica
materna prejudica o crescimento e desenvolvimento da prole até os 90 dias.

Aos 90 dias de idade da prole, apGs a eutanasia, foi verificado o peso do tecido
adiposo retroperitoneal e epididimal, a partir desse dado, foi calculado a massa
relativa desses dois tecidos. Nao foram identificadas diferengas significantes nas
massas relativas dos tecidos adiposos retroperitoneal (Figura 14A) e epididimal
(Figura 14B) da prole aos 90 dias de idade.

Na andlise de massa umida do musculo EDL, na prole aos 90 dias de idade, foi
observado aumento da massa Umida muscular no grupo DCwma-PH em relacéo ao

grupo DCwmat-PC (25,2%), porém nao foi encontrado diferenca significante entre os
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grupos que tiveram a dieta hipoproteica materna. Foi observado também menor
massa umida muscular no grupo DHwma-PC em relagéo ao grupo DCwa-PC (21,4%),
evidenciando que a prole dos animais de dieta hipoproteica materna apresenta menos
massa muscular que os animais de dieta controle materna. O peso umido do musculo
EDL no grupo DHwma-PH também foi menor em relagédo ao grupo DCwa-PH (28%)
(Figura 15).

Quanto a massa seca do musculo EDL na prole aos 90 dias de idade, os
resultados foram semelhantes aos de peso Umido. Foi observado aumento da massa
seca muscular no grupo DCwat-PH em relagéo ao grupo DCwmat-PC (14,4%), porém ndo
foi encontrado diferenca significante entre os grupos que tiveram a dieta hipoproteica
materna. e houve uma diminui¢ao no grupo DHma-PC em relagéo ao grupo DCwmar-PC
(22,6%). O peso seco do musculo EDL no grupo DHwma-PH também foi menor em
relacdo ao grupo DCwma-PH (26,3%), confirmando que houve diminuicdo na
capacidade hipertrofica da prole de animais do grupo dieta hipoproteica materna
(Figura 16).
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Figura 11 — Massa corporal média da prole dos sete aos 21 (A) e dos 28 aos 90 (B) dias de vida.
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 8/grupo). ANOVA
two-way, seguida do poés-teste Holm-Sidak. *p < 0,05 e ***p < 0,001 (DCwmat VS. DHwmar). DCwmat = dieta
controle materna; DHwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 12 — Circunferéncias toracica (A) e abdominal (B) da prole dos sete aos 90 dias de vida.
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 8/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pos-teste Holm-Sidak. *p < 0,05 (DCwmat vS. DHwmat). DCwmat = dieta controle materna;
DHuwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 13 — Eixo longitudinal (A) e comprimento da cauda (B) da prole dos sete aos 90 dias de vida.
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 8/grupo). ANOVA
two-way, seguida do p4s-teste Holm-Sidak. *p < 0,05 (DCwmat vVS. DHwmat). DCwmat = dieta controle materna;
DHuwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 14 — Massas relativas das gorduras retroperitoneal (A) e epididimal (B) da prole aos 90 dias de
vida.
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 8/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pés-teste Holm-Sidak. *p < 0,05 (DCwmat vVS. DHwmat). DCwmat = dieta controle materna;
DHwat = dieta hipoproteica materna.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 15 — Massa Umida do musculo EDL das patas controle e hipertrofia da prole aos 90 dias de
idade.
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 8/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pés-teste Holm-Sidak. **p < 0,01 e ***p < 0,001 (DCwmat vS. DHwmat). #*p < 0,01
(DCwmat-PC vs. DCwat-PH). DCwmat = dieta controle materna; DHwmat = dieta hipoproteica materna;
PC = pata controle; PH = pata hipertrofia.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 16 — Massa seca do musculo EDL das patas controle e hipertrofia da prole aos 90 dias de idade.
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 8/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pés-teste Holm-Sidak. ***p < 0,001 (DCwat vS. DHwmat). #**p < 0,01 (DCwmat-PC vs.

DCwat-PH). DCwmat = dieta controle materna; DHwmat = dieta hipoproteica materna; PC = pata controle; PH
= pata hipertrofia.

Fonte: A autora (2024).
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6.5 Efeitos da dieta hipoproteica materna na area de secc¢do transversa das

fibras musculares da prole de ratos

Apbs a realizacéo da histologia do musculo EDL da prole, foi identificado que a
prole DCwmat-PH apresentou aumento no tamanho da area das células em comparagéo
ao grupo DCwa-PC, como era esperado ap0s o protocolo de sobrecarga
compensatéria, com maior concentracdo entre 200-350 pm?. O grupo DHwa-PC
apresentou reducdo na area em comparagdo ao grupo DCwmat-PC, com maior
concentracdo entre 100-200 pm?, essa diminuicdo foi apresentada também relagédo
ao grupo DHwmar-PH em comparacéo ao grupo DCwmat-PH com maior concentragéo entre
100-200 um? (Figura 17A-C).
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Figura 17 — Microfotografia das areas de seccao transversa dos musculos EDL (A), &rea de secc¢éo
transversa muscular (B) e distribuicdo da area das fibras musculares (C) das patas controle e hipertrofia
da prole aos 90 dias de idade.
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(Continuacéo)
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As colunas e as barras representam a mediana e o percentil de 25 e de 75 para o percentual de
distribuicdo, respectivamente (n = 5/grupo). Aumento na objetiva de 20x, 150 &reas por animal. Teste
de normalidade de Anderson-Darling. p < 0,05 (DCwat VS. DHmat € DCmat-PC vS. DCwmat-PH). DCwmat = dieta
controle materna; DHwmat = dieta hipoproteica materna; DCwma-PC = dieta controle materna pata controle;
DCwa-PH = dieta controle materna pata hipertrofia; DHwa-PC = dieta hipoproteica materna pata
controle; DHwmat-PH = dieta hipoproteica materna pata hipertrofia.

Fonte: A autora (2024).
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6.6 Efeitos da dieta hipoproteica materna na expressao e ativacao de proteinas
da via Akt-mTOR

O fator hipertrofia foi significante tanto no grupo dieta controle materna e dieta
hipoproteica materna para o contetado de Akt total no musculo EDL (Figura 18A). O
contelido da pAktSe’3 aumentou na pata hipertrofia do grupo DHmat em comparagéo
a pata controle, no grupo DCwat, ap0s sete dias de sobrecarga compensatéria, no
grupo DCwat Ndo houve diferenca significativa, entre a pata controle e a submetida a
hipertrofia compensatéria (Figura 18B). Ao se comparar a pata hipertrofia do grupo
dieta hipoproteica materna, com a pata hipertrofia do grupo dieta controle materna,
ndo foram encontradas diferencas significativas no conteddo de Akt total, quanto ao
contelido da pAktSe7® foi maior no grupo dieta hipoproteica materna, quando
comparado a pata hipertrofia do grupo dieta controle materna (Figura 18).

Quanto ao conteudo total de rpS6, ndo houve diferencas significativas entre os
grupos, apesar de se observar tendéncia ao aumento da expressao dessa proteina,
na pata submetida ao protocolo de hipertrofia compensatoéria (Figura 19).
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Figura 18 — Conteuidos relativos da Akt total (A) e fosforilada (B) nos masculos EDL das patas controle
e hipertrofia da prole aos 90 dias de idade.
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As colunas e as barras representam a média e o0 e.p.m., respectivamente (n = 7/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pos-teste Holm-Sidak. *p < 0,05 (fator hipertrofia); *p < 0,05 (DCwmat vS. DHwat).
DCwat = dieta controle materna; DHwmat = dieta hipoproteica materna; PC = pata controle; PHvatrH = pata
hipertrofia.

Fonte: A autora (2024).
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Figura 19 — Conteldos relativos da rpS6 total nos misculos EDL das patas controle e hipertrofia da
prole aos 90 dias de idade.
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As colunas e as barras representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 7/grupo). ANOVA
two-way, seguida do pos-teste Holm-Sidak. *p < 0,05 (DCwmat vS. DHwmat). DCwat = dieta controle materna;
DHwat = dieta hipoproteica materna; PC = pata controle; PHwmat.p1 = pata hipertrofia.

Fonte: A autora (2024).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo, avaliou as repercussbes, do consumo de uma dieta
hipoproteica durante a gestacéo e lactacéo, sobre o desenvolvimento, crescimento e
os efeitos dessa dieta na capacidade hipertrofica e via Akt-mTOR no masculo EDL da
prole adulta de ratos. Ja foi evidenciado na literatura que uma dieta hipoproteica
durante os periodos criticos do desenvolvimento, pode levar a prejuizos no
crescimento e desenvolvimento (Mohammed et al., 2023; Barros et al., 2006; Desai et
al., 1996). Apesar do grande numero de estudos, que demonstram os efeitos de uma
dieta materna pobre em proteinas, na prole de ratos durante a idade adulta, este
estudo, foi o primeiro a demonstrar que a dieta hipoproteica materna levou a reducéo
da capacidade hipertréfica e foi capaz de modular a via sinaliza¢éo da via Akt-mTOR
no musculo EDL em ratos com 90 dias de idade.

Durante o periodo gestacional o ganho de peso materno, tem como objetivo
principal, acumular as reservas energéticas para o periodo embrionario (Clapp, 2006).
Na gestacao e lactacéo, ndo foram observadas diferencas no peso corporal materno,
sendo assim durante a gestacdo as maes de ambos 0s grupos apresentaram aumento
semelhante na massa corporal, bem como no periodo de lactacdo apresentaram
reducao semelhante na massa corporal (Figura 4). Essa semelhanca no peso materno
dos dois grupos, também foi observada nos estudos de Rodford et al. (2008) e
Takemori et al. (2013), esse resultado pode estar correlacionado ao fato de ambas as
dietas serem isocaldricas. No presente estudo, a glicemia materna de jejum no 14° dia
de gestacdo ndo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos (Figura 5).
Diferentemente de outros estudos que demonstraram que uma dieta materna baixa
em proteinas aumentou a glicemia de jejum durante a gestacdo, embora nesse
trabalho n&o tenha sido realizado analises das células beta pancreaticas,
provavelmente, o tempo de exposi¢do a dieta, nos animais, ndo foi suficiente para
promover hiperglicemia materna, bem como a espécie animal diferente pode ter
influenciado. ja que o estudo de Mohammed et al.,2023 n&o utilizou ratos da linhagem
wistar. Esses estudos apontam, que a alteragdo da glicemia materna poderia estar
relacionada a uma possivel dessensibilizacdo a insulina, e aumento nos niveis de
insulina, o que é compativel com resisténcia a insulina (Mohammed et al., 2023;
Sparre et al., 2003; Ozanne el al., 2003).
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Com relacdo ao consumo alimentar durante a gestacdo, a dieta hipoproteica
reduziu o consumo alimentar nas maes na segunda semana de gestacéao, ja durante
a lactacdo o consumo alimentar dos dois grupos apresentou-se semelhantes e sem
diferencas estatisticas (Figura 6). Com relagdo ao consumo energético e de
macronutrientes durante a gestacdo, tanto o0 consumo energético, quanto de
carboidratos e lipidios ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos, ja o consumo de
proteinas foi diminuido no grupo DHwmat em relacdo do grupo DCwat, devido a
manipulacdo dietética restrita em proteinas oferecida aos animais nesse periodo
(Figura 7). Durante a lactacao, além da diminuicdo do consumo de proteinas do grupo
DHwmat em todo periodo, houve também diminuicdo do consumo energético e de
lipidios na 32 semana da lactacdo nos animais desse grupo em relacado ao controle
(Figura 8). Ja foi demonstrado anteriormente que ratas alimentadas com dieta
hipoproteica durante a lactacdo com diminuicdo severa na relacdo proteina ou
energia, apresentaram distirbio no comportamento alimentar com reducdo de até
50% do consumo diario de racdo (Ramos et al., 2000).

Uma das explicacdes para essa reducdo da ingestao alimentar é que a dieta
hipoproteica pode alterar o controle do comportamento alimentar em ratos, através de
processos que envolvem o controle da saciedade, sendo que a regulacao da ingestao
alimentar envolve principalmente o recrutamento de uma variedade de sistemas
periféricos de saciedade que tentam diminuir o sistema central de comando alimentar
(Cambraia; Vannucchi; De Oliveira, 1997; Nascimento et al., 2013). Outra questao da
diminuicao especificamente na 32 semana, pode ser explicada pelo fato de que, nessa
idade a prole de DCwat j& consegue acesso a dieta e comecga a consumi-la, enquanto
a prole de DHwat, por ser menor apresenta maior dificuldade de acesso ao consumo
da racéo.

No que se refere aos calculos de conversédo alimentar e eficiéncia energética,
tanto na lactagcdo, quanto na gestacdo, ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre 0s grupos nos resultados desse estudo, confirmando que as mées de dieta
hipoproteica ndo reduziram a eficiéncia de ganho de peso na gestacéo e lactacao
(Figuras 9-10). Este calculo demonstra o quéo é eficiente a utilizacdo de energia que
pode ser fornecida pela dieta a um organismo (Gillian; Mccracken, 1984). A massa
corporal da prole durante todo periodo da lactacdo e em alguns dias pés desmame,
até os 90 dias de idade, foi menor no grupo que recebeu dieta materna restrita em

proteina, em comparagao ao grupo controle, esse resultado se alinha com resultados
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de estudos anteriores (Figura 11) (Gluckman et al., 2007; Alheiros-Lira et al., 2017,
Mohammed et al., 2023).

O desenvolvimento e crescimento somatico da prole de ratos cujas méaes foram
alimentadas com dieta hipoproteica também se mostrou prejudicado, sendo esse
resultado observado nas analises murinométricas, referentes as circunferéncias
toracica e abdominal, ao eixo longitudinal e comprimento da cauda, esses resultados
corrobora os estudos anteriores (Figuras 12-13) (Ozanne; Hales, 2002; Fidalgo et al.,
2010; Fidalgo et al., 2013). Possivelmente, o mecanismo subjacente que pode estar
envolvido com a diminuicdo nos padrdes de crescimento da prole, pode envolver
alteracdes hormonais entre tais a reducao da concentracdo do IRS-1, ou a diminuicédo
do mRNA do hormdnio do crescimento, em estudos utilizando a mesma espécie de
animal, onde as maes foram submetidas a dieta hipoproteica durante a gestacao e
lactacdo e foram analisadas as prole aos 90 e 180 dias, onde os resultados de 90 dias
corroboram com nossos achados (El-Khattabi et al., 2003; De-Moura et al., 2007).

Apesar desses animais do grupo DHwat, apresentarem prejuizo no crescimento
e desenvolvimento, no que se refere a composicao corporal, as massas do tecido
adiposo retroperitoneal e epididimal ndo apresentaram diferencas estatisticas em
relacdo ao grupo DCwat, porém é perceptivel uma tendéncia de aumento da massa do
tecido adiposo no grupo DHwat, apesar de ndo ser estatisticamente diferente. Esse
resultado se mostrou contrario a estudos anteriores, que relataram aumento da
adiposidade na prole cuja méae sofreu restricdo proteina durante gestacdo e lactacédo
(Figura 14) (Alheiros-Lira et al., 2017; Mohammed et al., 2023). Uma limitacdo desse
resultado pode ser o numero de animais avaliados ou ainda a idade analisada, ja que
os dados apresentaram uma tendéncia visivel de aumento do tecido adiposo e o
aumento no nimero de animais poderia tornar essa diferenca significante.

A nivel de massa muscular, a dieta hipoproteica materna provocou diminuicao
da massa Umida e seca do musculo EDL (Figuras 15-16). A hipertrofia foi, portanto,
diminuida nos animais do grupo de dieta hipoproteica materna, demonstrando que a
restricdo proteica durante a gestacao e lactacdo € capaz de provocar diminuicdo na
capacidade hipertrofica do masculo EDL de ratos adultos. Estudos anteriores, com o
modelo de hipertrofia compensatoria e condigbes metabdlicas diferentes foram
utilizados, porém analisando outros fatores. Fortes et al. (2017) avaliaram os
mecanismos envolvidos na hipertrofia muscular induzida pela sobrecarga nos

musculos so6leo e EDL, em animais diabéticos, e observou que ambos 0s musculos



64

ao serem submetidos a sobrecarga apresentaram respostas hipertroficas
semelhantes, diferentemente do que se observou no nosso resultado com a restricdo
proteica. Souza et al. (2020), avaliaram os efeitos da sobrecarga funcional,
comparados com a suplementacdo de glutamina, no musculo EDL, onde a
suplementacdo de glutamina associada ao protocolo de ablacéo, esta diretamente
relacionada ao aumento de massa muscular esquelética e ao aumento do tamanho
das fibras musculares.

A confirmacdo da capacidade hipertrofica muscular foi possivel, apos analise
das areas de seccdao transversa das fibras musculares, a dieta hipoproteica materna
reduziu o tamanho das fibras musculares do musculo EDL. Além disso, nos animais
do grupo dieta controle materna, a pata que foi submetida ao protocolo de sobrecarga
compensatoria, apresentou fibras musculares de maior area, quando comparadas a
pata contralateral dos animais do mesmo grupo. Assim como observado no resultado
de massa do musculo EDL, nos animais de dieta hipoproteica materna, a pata
submetida a sobrecarga funcional apresentou fibras musculares de menor area de
seccao transversa, quando comparadas ao grupo de dieta controle materna,
confirmando, prejuizo na capacidade hipertréfica do masculo (Figura 17).

O aumento da éarea das fibras musculares na pata dos animais do grupo
controle, que foi submetido ao protocolo de sobrecarga compensatoéria, corrobora os
resultados de estudos anteriores, 0s quais utilizaram a mesma espécie animal, porém
utilizando outras variaveis (Fortes et al.,, 2017; Souza et al., 2020). Bem como,
Johnson e Klueber (1991) também verificaram um aumento no diametro das fibras
musculares EDL de ratos, induzido por sobrecarga compensatodria, porém em seu
estudo analisaram diferentes intervalos de tempo, apés 7, 21 e 42 dias. Nosso estudo
foi o primeiro a verificar as areas das fibras musculares em animais submetidos a dieta
hipoproteica materna, apés protocolo de sobrecarga funcional.

No musculo EDL a expressdo e ativacdo da Akt, aconteceu de forma
semelhante tanto nos animais DCwmat quanto nos animais DHwat. De maneira geral, o
conteudo da proteina Akt e sua ativacdo nao apresentaram diferencas significativas
entre 0s grupos, todavia, o fator hipertrofia foi significante tanto no grupo dieta controle
materna quanto no grupo dieta hipoproteica materna nas patas que foram submetidas
ao protocolo de sobrecarga compensatoria, observando-se aumento nos niveis de
Akt. Esses achados corroboram os resultados encontrados por outros autores, que

guando induziram a hipertrofia compensatéria no masculo EDL ou plantar em ratos
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por meio da ablacéo sinergista (Fortes et al., 2017; Miyazaki et al., 2011; Thomson;
Gordon, 2005; 2006; Glass, 2001). Ja no conteldo de pAktSe™73 a sua forma ativa,
observou-se aumento significativo na pata hipertrofia do grupo DHmat em comparagéo
com a sua pata controle, sendo que esse fator hipertrofia n&o foi acentuado no grupo
dieta controle materna, resultado que se diferente do que observado em outros
estudos, que utilizaram o protocolo de sobrecarga tanto no EDL quanto no séleo, onde
na pata submetida a hipertrofia compensatéria do grupo controle niveis de pAktSer473
aumentavam, talvez uma quantidade maior de amostras poderia corroborar o0s
resultados com os ja vistos anteriormente (Figura 18). Quanto ao conteudo de rpS6
total, houve uma tendéncia ao aumento no grupo dieta materna controle, na pata que
foi submetida ao protocolo de sobrecarga funcional, porém néo foi estatisticamente
significativo. Diferentemente observado por Fortes et al., 2017, que verificaram
aumento nos niveis totais de rpS6, nas patas dos animais submetidos a ablagéo
(Figura 19). Um fator de influéncia e limitante nesse resultado no presente trabalho foi
o0 n amostral, talvez uma quantidade maior de amostras poderia corroborar 0s

resultados com os ja vistos anteriormente.
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8 CONCLUSOES

A dieta hipoproteica durante gestagédo e lactacdo provocou a diminuigcdo do
consumo de proteinas durante todo o periodo, associado a reducdo do consumo
energético e de lipidios na ultima semana de lactacdo sem alteracbes no peso
corporal, consumo e glicemia de jejum das maes.

Na prole, a dieta hipoproteica materna prejudicou o crescimento e
desenvolvimento até os 90 dias de idade. No musculo EDL da prole, a dieta
hipoproteica materna diminuiu a capacidade hipertréfica do musculo EDL,
apresentando células musculares com menor area de seccdo transversa, mesmo
apos estimulo hipertréfico. Sendo assim, a dieta hipoproteica materna modulou
resposta a plasticidade do desenvolvimento no musculo esquelético da prole.
Ademais, a dieta hipoproteica materna ndo modulou a expressao proteina Akt
(upstream da via), mas indicando possivel modulacéo da expressao proteica da rpS6
(downstream da via). Dessa forma, sdo necesséarios mais estudos para avaliar os
efeitos moleculares da dieta hipoproteica materna no musculo esquelético e na via
Akt-mTOR da prole, além da analise de outras vias estdo também envolvidas na
regulacao da hipertrofia muscular e que merecem ser investigadas em estudos futuros

como por exemplo o sistema ubiquitina-proteassoma.
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