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RESUMO

A exposicdo materna a uma dieta obesogénica durante gestacéo e lactagao
pode levar a disturbios metabdlicos na descendéncia. O resveratrol, composto
antioxidante, demonstra potencial para prevenir alteragées metabdlicas associadas a
resisténcia a insulina. Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos
metabdlicos e moleculares do resveratrol ingerido durante as fases de gestagéo e
lactacdo, com foco na expressao das proteinas de via da sinalizagdo da insulina no
musculo esquelético de ratos adultos submetidos a dieta obesogénica materna. De
forma complementar, buscou-se elucidar os mecanismos diretos de acdo do
resveratrol em miotubos C2C12 in vitro. No estudo in vivo, os grupos foram formados,
de acordo com a dieta materna e ingestao ou nao de resveratrol materno, em: dieta
controle materna (DCwat) (19% PTN, 63% CHO, 18% LIP), dieta obesogénica
materna (DOwat) (18% PTN, 43% CHO, 39% LIP) e dieta obesogénica materna com
resveratrol (DOwmat+res). NO estudo in vitro, os grupos foram divididos em controle
tratados ou ndo com resveratrol 50uM ou 100uM: BSA, BSA+Res50, BSA+Res100
ou resistentes a insulina, tratados ou ndo com resveratrol 50uM ou 100uM: PAL,
PAL+Res50 e PAL+Res100. Experimentos in vivo incluiram caracterizagdo do
ambiente materno através do: Consumo alimentar e calérico, massa corporal e
massa do tecido adiposo retroperitoneal. Na prole aos 90 dias houve avaliagao da:
massa corporal, teste de tolerancia a glicose, massas de tecido adiposo epididimal e
retroperitoneal, massa umida e seca dos musculos (séleo, EDL), tamanho dos
adipdcitos e expressdo de mRNAs dos genes AKT, AMPK e Citrato Sintase (CS) e
proteinas da via de sinalizagao da insulina IRS-1, AKT, GSK-33 e RP-S6 no musculo
esquelético. No experimento in vitro, avaliou-se atividade das proteinas p-AKT, p-
GSK-3B8 e p-AMPK em miotubos C2C12 resistentes a insulina. Nos experimentos in
vivo, o resveratrol foi capaz de mitigar os efeitos da dieta obesogénica materna,
atenuando o ganho de peso corporal, reduzindo a hipertrofia dos adipdcitos,
aumentando a massa Uumida, elevando a expressdo do mRNA citrato sintase e das
proteinas GSK-3B e RP-S6 no musculo séleo. No estudo in vitro, o resveratrol, na

concentracdo de 50uM, foi capaz de aumentar a atividade da proteina p-AKT em



miotubos C2C12 indicando melhora da resisténcia a insulina induzida por palmitato.
Esses achados reforgam o potencial do resveratrol como agente promissor para

atenuar disturbios metabdlicos induzidos por dieta obesogénica materna.

Palavras chave: Dieta hiperlipidica, plasticidade do desenvolvimento, resisténcia a

insulina, musculo esquelético, resveratrol.
ABSTRACT

Maternal exposure to an obesogenic diet during gestation and lactation leads to
metabolic disturbances in the offspring. Resveratrol, an antioxidant compound,
shows potential to prevent metabolic alterations associated with insulin resistance.
This study aimed to investigate the metabolic and molecular effects of resveratrol
administered during gestation and lactation, with a focus on the expression of insulin
signaling pathway proteins in the skeletal muscle of adult rats exposed to a maternal
obesogenic diet. Complementarily, we sought to elucidate the direct mechanisms of
action of resveratrol in C2C12 myotubes in vitro. In the in vivo study, groups were
established according to maternal diet and maternal resveratrol administration:
control maternal diet (ConMat) (19% PTN, 63% CHO, 18% LIP), obesogenic
maternal diet (ObMat) (18% PTN, 43% CHO, 39% LIP), and obesogenic maternal
diet with resveratrol (ObMat+Res). In the in vitro study, groups were divided into
controls treated or not with resveratrol 50 yM or 100 pM: BSA, BSA+Res50,
BSA+Res100; or insulin-resistant groups treated or not with resveratrol 50 yuM or 100
MM: PAL, PAL+Res50, and PAL+Res100. The in vivo experiments included
characterization of the maternal environment through: food and caloric intake, body
mass, and retroperitoneal adipose tissue mass. In the offspring (90 days),
evaluations included: body mass, glucose tolerance test, epididymal and
retroperitoneal adipose tissue mass, wet and dry weight of muscles (soleus, EDL),
adipocyte size, and mRNA expression of the genes AKT, AMPK, and CS, as well as
protein expression of the insulin signaling pathway IRS-1, AKT, GSK-3f3, and RP-S6
in skeletal muscle. In the in vitro experiment, the activity of p-AKT, p-GSK-33, and p-
AMPK proteins was assessed in insulin-resistant C2C12 myotubes. In vivo, resveratrol
was able to mitigate the effects of the maternal obesogenic diet by attenuating body
weight gain, reducing adipocyte hypertrophy, increasing wet muscle mass, and
enhancing mMRNA expression of citrate synthase and protein of GSK-33 and RP-S6 in
the soleus muscle. In vitro, resveratrol at 50 uM increased p-AKT protein activity



indicating an improvement in palmitate-induced insulin resistance in C2C12 myotubes.
These findings reinforce the potential of resveratrol as a promising agent to attenuate

metabolic disturbances induced by a maternal obesogenic diet.

Keywords: High-fat diet, developmental plasticity, insulin resistance, skeletal

muscle, resveratrol.
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1. Introdugao

As mudancgas nos padrboes alimentares tém desempenhado papel central no
aumento de disturbios metabdlicos na populagdo mundial. A transicdo nutricional
promovida pela modernizagao e globalizagao tem levado ao consumo crescente de
alimentos ultraprocessados e desequilibrado, associado a redugdo da atividade
fisica, o que contribui para alteragcbes metabdlicas desde a infancia até a vida adulta
(Fox; Feng; Asal, 2019; OMS, 2020). Entre criangas menores de cinco anos, cerca
de 38,2 milhdes ja apresentam impactos decorrentes dessas mudangas alimentares,

refletindo a magnitude global do problema (OMS, 2020).

O excesso de adiposidade é particularmente relevante em mulheres em idade
reprodutiva e gestantes. O consumo de dietas obesogénicas durante periodos
criticos, como gestacao e lactagcdo, pode criar um ambiente intrauterino adverso,
programando a prole para alteragbes metabdlicas na vida adulta (C.N. Hales and
D.J.P. Barker, 1992; Hales; Barker, 2001). Fatores genéticos e ambientais
contribuem para o desenvolvimento de obesidade e desordens metabdlicas,
podendo exercer seus efeitos de forma direta ou indireta por meio da saude materna
durante a gestacdo, a qual estabelece um ambiente intrauterino desfavoravel e
aumenta a vulnerabilidade ao desenvolvimento de disturbios metabdlicos (Dearden;
Ozanne, 2023). Essa suscetibilidade envolve alteragcbes hormonais e nutricionais
que comprometem a funcao futura de 6rgaos e, também, mecanismos epigenéticos
que induzem modificagcdes estaveis na expressao génica (Dearden; Ozanne, 2023).
Esse processo decorre da capacidade do organismo de se adaptar a estimulos
ambientais por meio de alteragdes moleculares, fendbmeno denominado plasticidade

do desenvolvimento (Gluckman; Hanson; Beedle, 2007).

Estudos em modelos experimentais corroboram essa hipdtese. A exposicao
materna a dietas obesogénicas durante a gestagcdo compromete o desenvolvimento
fetal e resulta em obesidade, resisténcia a insulina e disfungdes metabdlicas na
prole (Fernandez-Twinn et al., 2014; Samuelsson et al., 2008). Em ratos Sprague-
Dawley, a prole exposta a dieta hiperlipidica materna apresentou, aos 20 meses de
idade, resisténcia a insulina, danos mitocondriais, diminuicdo na expressdo do
transportador de glicose (GLUT-4) e aumento na expressdo da S/IRT3 no musculo
esquelético (Zhang et al., 2022).
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Além dos modelos animais, estudos in vitro utilizando culturas de células tém
desempenhado papel fundamental na compreensido dos mecanismos celulares e
moleculares da resisténcia a insulina. Esses modelos permitem avaliar, de forma
controlada, os efeitos de nutrientes, hormdnios e compostos bioativos sobre vias de
sinalizagao especificas. Por exemplo, a exposicdo de células musculares C2C12 ao
palmitato tem sido amplamente utilizada para induzir resisténcia a insulina,
possibilitando investigar alteracbes em proteinas como IRS-1, AKT e GLUT-4,
cruciais para a captagao de glicose (Bahramzadeh; Bolandnazar; Meshkani, 2023).
Nesse contexto, o aprofundamento do conhecimento sobre os mecanismos
moleculares envolvidos na resisténcia a insulina diretamente em células musculares
€ essencial para subsidiar o desenvolvimento de estratégias de prevengao ou
reversao desses processos de forma aguda (Bahramzadeh; Bolandnazar; Meshkani,
2023).

Dentro dessa perspectiva, compostos antioxidantes e anti-inflamatérios, como os
polifendis, podem exercer diversos efeitos na promogado da saude, incluindo acao
preventiva ou terapéutica em doengas cardiovasculares, disturbios
neurodegenerativos, cancer e obesidade (Cory et al., 2018; Manach et al., 2004).
Entre eles, destaca-se o resveratrol, um polifenol nao flavonoide pertencente a
subclasse dos estilbenos, amplamente estudado por seu efeito antidiabético e
antiobesidade (Manach et al., 2004; Martins; Nicoletti, 2016; Tsai et al., 2020). Em
prole de ratas expostas a dieta hiperlipidica materna, a administragcdo desse
composto reduziu o peso corporal da prole na vida adulta, diminuiu 0 acumulo de
gordura retroperitoneal, atenuou a desregulacdo da leptina e reduziu a expressao
génica de enzimas relacionadas a lipogénese (Tsai et al., 2020). Outro estudo
verificou que o resveratrol foi capaz de atenuar a obesidade, prevenir a esteatose
hepatica e melhorar a sensibilidade e secre¢cao de insulina em prole de ratas

submetidas a diabetes gestacional (Brawerman et al., 2019).

Diante dos achados e da lacuna na literatura cientifica sobre os efeitos do
resveratrol, ingerido durante a gestacdo e lactacdo, na modulacdo da via da
sinalizagao da insulina no musculo esquelético da prole em ratos submetidos a dieta
obesogénica materna, o presente estudo tem como objetivo, investigar os efeitos da
ingestao de resveratrol, durante a gestagao e a lactagao, no metabolismo da glicose

e da sensibilidade a insulina no musculo esquelético de ratos adultos expostos a
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dieta obesogénica materna; e investigar, em modelo in vitro, a acdo direta do
resveratrol na modulacdo da resisténcia a insulina induzida por palmitato em
miotubos C2C12, a fim de investigar os possiveis mecanismos musculares maternos

que podem ter contribuido para os efeitos observados na prole.

2. Revisao da Literatura

2.1 Plasticidade do desenvolvimento (histéria e conceito)

Pode-se dizer que a ideia de origem do desenvolvimento de doengas por
insultos precoces na vida adulta, ja existe ha bastante tempo; em 1930 sugeria-se
que certas condi¢gdes (nutricionais, farmacéuticas) durante a gestagdo poderia
influenciar no desenvolvimento fetal (Gluckman; Hanson; Buklijas, 2010). Os
periodos de guerra também foram marcados por fortes indicios sobre a origem do
desenvolvimento de algumas doengas, relacionando periodos marcados por fome
intensa com mortalidade (Gluckman 2016). Um exemplo disso foi a conhecida
fome holandesa, no periodo da segunda guerra mundial, onde os dados
demonstraram que a fome durante o ultimo periodo da gestacdo causou
diminuicdo de peso ao nascimento, enquanto a fome durante todo o periodo da
gestacao acarretava em aborto espontaneo e malformagéo na descendéncia (Low;
Gluckman; Hanson, 2012). Apenas em 1970, o endocrinologista alemao Gulnter
publicou artigos evidenciando que alguns insultos no periodo materno e logo apés
ao nascimento estédo relacionados ao desenvolvimento de doengas mais tarde na
vida, sendo um dos primeiros a utilizar o termo de pré-programagao (Low;
Gluckman; Hanson, 2012).

Estudos epidemioldgicos também tiveram sua contribuigdo; BARKER foi um
dos principais pesquisadores nessa area devido a quantidade e relevancia de
publicagdes relacionando doencas na idade adulta atribuida ao periodo fetal.
Desde 1987, BARKER e colaboradores formaram um corpo de evidéncias que
corroboram a hipétese conhecida como hipotese da origem fetal de doengas na
vida adulta. Inicialmente, as suas pesquisas tinham foco em comparacao entre as
populacdes. Anos mais tarde, o foco passou a ser pessoas adultas ou idosas que
tiveram suas medidas antropométricas registradas detalhadamente na infancia.
Em 1990, BARKER e colaboradores estudaram os efeitos do crescimento

intrauterino sobre a pressédo sanguinea na vida adulta, criangas que apresentavam



baixo peso ao nascer e peso da placenta elevado, tinham pressado sanguinea
maior quando adultos, correlacionando ambiente intrauterino e aparecimento de
doengas metabdlicas na vida adulta (Barker et al., 1990; Barker DJP, Osmond,
1987).

Com o objetivo de estudar as associagdes epidemioldgicas entre
crescimento fetal inadequado e desenvolvimento de diabetes tipo 2 e sindrome
metabdlica, Hales e Barker (2001) langcaram a hipotese do fendtipo poupador a
“the thrifty phenotype hypothesis”, que atribui o aporte nutricional prejudicado
durante o periodo fetal e pds-natal, ao aparecimento de doencas metabdlicas
tardiamente. J& em 2009, Wells langou o modelo de ‘Capacidade e Carga
Metabdlica’ baseado na hipdtese do fendtipo poupador. Onde a capacidade
metabdlica € uma variavel continua que pode sofrer influéncia da carga metabdlica
e a interacao entre as duas pode representar associagao entre crescimento inicial

e aparecimento de doengas metabolicas tardiamente (Wells, 2009).

A hipétese do fendtipo poupador e o modelo de capacidade e carga
metabdlica surgiram na tentativa de explicar os mecanismos associados a génese
da saude e da doenga (DOHAD - Origem do desenvolvimento da saude e da
doencga). Nesse contexto, emergiu o conceito de origem desenvolvimentista da
saude e da doenca, que substituiu o conceito de origem fetal de doencas na vida
adulta proposto por BARKER. Essa mudancga ocorreu porque o periodo fetal nao é
0 Unico que pode estar relacionado ao aparecimento de doengas crénicas ao longo
da vida. Também pelo fato de que periodos considerados plasticos ou criticos para
o desenvolvimento podem n&o ser promotores apenas de doengas, mas também
podem estar associados a indugdo da plasticidade de modo geral (Gluckman;
Hanson, 2006).

Atualmente, postula-se duas principais hipéteses para a origem evolutiva do
desenvolvimento da saude e da doenga (Malani et al., 2022): 1) A hipdtese da
restricdo do desenvolvimento, que assume que condigdes adversas no inicio da
vida levam a compensacdes adaptativas durante o desenvolvimento, dessa forma,
essas compensagdes promovem a sobrevivéncia do organismo, porém, ocorre as
custas da qualidade fenotipica, saude e risco de doengas na idade adulta (Malani
et al.,, 2022). 2) A segunda hipdétese é a da resposta adaptativa preditiva que

postula que devido a certas adversidades no inicio da vida, o organismo se
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concentra em previsdes sobre seu ambiente no futuro, as adaptacdes fenotipicas
sdo feitas baseada nessa previsdo, e consequéncias na idade adulta podem

ocorrer devido a previsdes incorretas (Malani et al., 2022).

O termo mais atual € o conceito de plasticidade do desenvolvimento, que se
da através da propriedade de um determinado gendtipo produzir diferentes
fendtipos em resposta a diferentes condigdbes ambientais, durante o
desenvolvimento (Hanson et al., 2011). Dessa forma, para qualquer gendtipo
existe uma série de fendtipos que se desenvolvem em qualquer ambiente
especifico, seja ele de escassez ou nao (Hanson et al., 2011). Um dos ambientes
de desenvolvimento ocorre no periodo da gestagao e lactagdo, e a nutricdo € um
dos principais estimulos externos que podem afetar o feto e infancia (Hanson et
al., 2011). Entre as maneiras em que o ambiente em desenvolvimento pode afetar
o fendtipo esta o efeito direto, como por exemplo, de hormdnios ou nutrientes, e os
mecanismos epigenéticos modulam a expressdao de genes especificos a longo
prazo, induzindo a mudangas hereditarias sem alterar a sequéncia dos genes
(Hanson et al., 2011; Rajamoorthi; LeDuc; Thaker, 2022). Essa regulacdo na
expressdo de genes reflete em mudangcas no fendtipo que acontecem,
principalmente, devido aos mecanismos epigenéticos de metilagdo do DNA,
modificagdo de histonas e microRNAs (Hanson et al., 2011; Rajamoorthi; LeDuc;
Thaker, 2022).

Como visto anteriormente, os estudos tinham maior foco na desnutrigao,
pois, era a deficiéncia nutricional mais prevalente durante aquele periodo (C.N.
Hales and D.J.P. Barker, 1992; Hales; Barker, 2001). Contudo, recentemente,
pesquisas tém sido desenvolvidas com o objetivo de entender como o excesso
nutricional e ambiente obesogénico in utero pode prejudicar a saude do feto e
quais seriam 0s possiveis mecanismos para o desenvolvimento de disturbios
metabdlicos a longo prazo (Alfaradhi; Ozanne, 2011; Perng; Oken; Dabelea, 2019).
Vale salientar, que a resisténcia a insulina durante periodos criticos de
desenvovimento é um fator determinante na plasticidade de desenvolviemento, e
consequentemente, no aparecimento de disturbios metabdlicos e moleculares

mais tardiamente (Fernandez-Twinn et al., 2014).
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2.2 Dieta obesogénica e plasticidade do desenvolvimento

A dieta obesogénica é usualmente descrita por diferentes caracteristicas,
incluindo elevada densidade energética, alto teor de lipidios (especialmente de
acidos graxos saturados), elevada palatabilidade e baixo conteudo de fibras. Esse
padrao alimentar favorece o acumulo de adiposidade e/ou desenvolvimento da
obesidade, além de exercer papel central na indugdo de alteragdes metabdlicas
associadas, como a resisténcia a insulina (Moura e Dias et al., 2021; Preguica et al.,
2020).

O consumo exacerbado de alimentos com altos teores de lipidios e carboidratos,
de forma semelhante ao observado em humanos, induz efeitos metabolicamente
prejudiciais a saude em modelos experimentais. Para reproduzir e estudar esses
padrdes, modelos pré-clinicos frequentemente utilizam a oferta continua de dietas
altamente palataveis, caracterizadas por promoverem hiperfagia hedénica (Preguiga
et al., 2020). Entre as mais empregadas destacam-se as dietas hiperlipidicas (High-
fat diet), em agucar e suas combinacdes, denominadas como dietas ocidentais.
Essas dietas hiperlipidicas, em geral, apresentam 45% a 60% do valor energético
proveniente de gordura, sendo aquelas ricas em acidos graxos saturados mais
deletérios a saude do que as compostas predominantemente por acidos graxos
insaturados. Por sua vez, dietas hiperglicidicas, embora menos frequentes, sao
utilizadas com 60% a 70% da energia derivada de sacarose ou frutose (Small et al.,
2018).

Tanto dietas elevadas em lipidios quanto em carboidratos podem induzir
disturbios metabdlicos, como resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e hipertensao
arterial (Alvarez-Chavez; Canto, 2022; Balakumar et al., 2016; Fernandez-Twinn et
al., 2017), sendo que a combinagao desses padrdes alimentares produz efeitos mais
pronunciados. Bakumar et al. (2016) observaram que a associagao entre dieta
elevada em gordura (50%) e frutose (65%) induziu intolerancia a glicose, resisténcia
a insulina e dislipidemia de forma mais intensa do que cada dieta isoladamente,
enquanto Fernandez et al. (2018) relataram aumento do peso corporal, da deposig¢ao
de gordura e da ingestao caldrica, além de reducédo na expressao de genes como
PGC1a, PGC1B e Mfn2, relacionados ao gasto energético em animais expostos a
dieta combinada. Small et al. (2018) demonstraram que regimes com mais de 45%

da energia proveniente de gordura ou carboidratos estdo frequentemente
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associados a reducdo da acgao da insulina, sendo que em dietas hiperlipidicas esse
efeito envolve alteragdes na composicdo de fosfolipidios da membrana, mudancas
no metabolismo de acidos graxos, processos inflamatérios e modulagao direta da
sinalizacdo da insulina. De forma analoga, a exposicdo materna a dietas
obesogénicas durante gestacdo e lactacdo compromete a saude tanto materna
quanto da prole, predispondo-as a obesidade, resisténcia a insulina e disfuncdes

metabdlicas (Fernandez-Twinn et al., 2014; Samuelsson et al., 2008).

Em camundongos, a inducdo de obesidade materna por meio de dieta com altos
teores de lipidios e carboidratos resultou em aumento da adiposidade nos
descendentes, acompanhada de hipertrofia de adipécitos, redugcdo da massa de
musculo esquelético, diminuicao da atividade locomotora, hipertensao arterial, além
de elevacdo das concentragbes de glicose e insulina em jejum (Samuelsson et al.,
2008). Adicionalmente, em estudo de Fernandez-Twinn et al. (2014), que
empregaram o mesmo modelo dietético, foi observada na prole de camundongos
redugcao da expressao de proteinas-chave da via de sinalizagao da insulina no tecido
adiposo branco, incluindo o receptor de insulina (IR), as subunidades p1103 e p85a
da PI3K, bem como AKT1/2 e IRS-1. Essas alteragdes evidenciam que a via de
sinalizagdo da insulina constitui um dos principais alvos prejudicados pela dieta
materna, comprometendo o metabolismo da glicose e favorecendo o
desenvolvimento de resisténcia a insulina e, subsequentemente, diabetes (Boucher;
Kleinridders; Kahn, 2014).

Ja a ingestao da dieta hiperlipidica em ratas Sprague-Dawley, restrita ao periodo
gestacional, resultou em alteracées metabdlicas tanto nas fémeas gestantes quanto
na prole (Zhang et al.,, 2022). As ratas que receberam essa dieta apresentaram
elevagao dos niveis séricos de colesterol total, triglicerideos e lipoproteina de baixa
densidade (LDL). Além disso, desenvolveram resisténcia a insulina, evidenciada
pelo aumento das concentragcdes de glicose e insulina em jejum, bem como pelo
indice HOMA-IR. Os autores sugerem que tais efeitos decorreram do elevado teor
lipidico da dieta, independentemente do excesso calérico (Zhang et al., 2022). Essas
alteracbes maternas repercutiram na prole em idade avangada, que, mesmo
alimentada com dieta normocaldrica, apresentou disfungdo mitocondrial no musculo
esquelético e acumulo de goticulas lipidicas neste tecido, associados a resisténcia a
insulina (Zhang et al., 2022).

19



A dieta obesogénica materna pode comprometer a saude da prole por diferentes
mecanismos. Um deles ocorre de forma direta, quando a dieta obesogénica materna
estabelece um ambiente materno caracterizado por hiperglicemia, hiperinsulinemia e
alteragcdes no perfil de nutrientes e hormoénios. Essas condi¢des modificam a
disponibilidade de substratos e sinais metabdlicos no feto, influenciando o
desenvolvimento de 6rgaos e programando maior risco de obesidade e doencgas
cardiometabdlicas (Dearden; Ozanne, 2023). O ambiente obesogénico intrauterino
pode ainda induzir resisténcia a insulina precoce no hipotalamo fetal, prejudicando a
maturacéo de vias responsaveis pelo controle da ingestéo alimentar e predispondo a
hiperfagia em camundongos C57BL/6 (Dearden; Ozanne, 2023). Para que os efeitos
dessa exposicao se perpetuem até a vida adulta, ha mecanismos epigenéticos que

funcionam como uma memoaria celular (Dearden; Ozanne, 2023).

A epigenética, que envolve modificagdes como metilacdo do DNA, alteragdes de
histonas e agdo de microRNAs, ndo altera a sequéncia do DNA, mas regula de
forma estavel e herdavel a expressdo génica. Em revisdo sobre programacao
nutricional da resisténcia a insulina, Duque-Guimaraes et al. (2013) demonstraram
que dietas maternas hiperlipidicas levaram a modificagdes de histonas (H3K9 e
H4K20) nos promotores dos genes da adiponectina e da leptina. Esse processo
resultou em menor expressdo de adiponectina, hormbnio que favorece a
sensibilidade a insulina, e maior expressao de leptina no tecido adiposo da prole de
camundongos. A dieta hiperlipidica materna também alterou as marcas de histonas
no gene da fosfoenolpiruvato carboxiquinase (Pck), associando-se ao aumento da
expressdo de genes da gliconeogénese no figado da prole. Dessa forma, a
reprogramacgao epigeneética consolida os disturbios metabdlicos iniciados no utero,
predispondo ao desenvolvimento de resisténcia a insulina e outras doencas na vida

adulta (Duque-Guimaraes; Ozanne, 2013).

A resisténcia a insulina constitui, portanto, um dos principais e mais persistentes
desfechos da plasticidade do desenvolvimento desencadeada por uma dieta
materna inadequada. Trata-se de um mecanismo central que, uma vez programado,
favorece o surgimento de um amplo espectro de doengas metabdlicas (Dearden;
Ozanne, 2023; Duque-Guimaraes; Ozanne, 2013). Para compreender plenamente

como essas programacgdes nutricionais precoces afetam o metabolismo, é essencial
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analisar a sensibilidade a insulina e os processos intracelulares que controlam a

resposta das células a esse hormoénio.

2.3 Sensibilidade a insulina

A sensibilidade a insulina corresponde a resposta biolégica da célula frente a
acao do horménio. Ela é essencial para que os tecidos utilizem a glicose de forma
eficiente, garantindo sua captagdo e metabolismo adequados e, assim, a
manutengdo da homeostase glicémica. Nesse contexto, a eficiéncia da via de
sinalizagao da insulina € determinante para preservar um estado de sensibilidade ao

horménio e assegurar o equilibrio metabdlico (Albaugh et al., 2023).

No estado pos-prandial, por exemplo, depois da alimentagdo, ocorre a digestao
das macromoléculas e absorgao dos nutrientes. Ha o aumento da concentragcéo de
glicose no plasma sanguineo, o principal estimulador da liberagdo de insulina,
horménio peptidico central na regulacdo do metabolismo energético, exerce seus
efeitos ao se ligar ao receptor de insulina, uma tirosina quinase composta por duas
subunidades a e duas B (Boucher; Kleinridders; Kahn, 2014; Sylow et al., 2021). A
ligacdo da insulina as subunidades a do receptor promove alteragdes
conformacionais nas subunidades 3, desencadeando uma cascata de eventos de
autofosforilagao e fosforilagdo subsequente de proteinas-alvo (Boucher; Kleinridders;
Kahn, 2014; Sylow et al., 2021). Dentre os principais substratos ativados destaca-se
o IRS-1 (substrato do receptor de insulina), que recruta e ativa a PI3K
(fosfatidilinositol-3 quinase), culminando na fosforilacdo e ativagdo da AKT (proteina
quinase B). Esses componentes, até a ativacao da AKT, sao considerados mais
acima (upstream) da via de sinalizacdo de insulina, por representarem pontos
comuns a diferentes tipos celulares (James; Stockli; Birnbaum, 2021). Em contraste,
os efeitos fisioldgicos especificos de cada tecido sdo mediados por efetores abaixo
da via (downstream), modulados a partir da ativagdo da AKT. Dessa forma, as
proteinas sado reguladas, promovendo fungdes essenciais como a translocacdo do
transportador de glicose GLUT-4 para a membrana plasmatica, a sintese de
glicogénio, a partir da fosforilagdo da GSK-3[3, a lipogénese e a sintese proteica, via
mTOR1 através da ativagdo da RP-S6 (Figura 1) (James; Stockli; Birnbaum, 2021).
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Figura 1. Via da sinalizagao da insulina: Esquema representativo da via da sinalizagdo de insulina
dividido através dos segmentos proximais (representado pelas proteinas IRS-1, PI3K, PDK1 e AKT) e
distais (referente aos substratos da proteina AKT) apresentando as seguintes fungdes fisiolégicas:
sintese de glicogénio, antilipdlise, lipogénese de novo, sintese de proteinas e captacéo de glicose. P=

fosforilagdo. Fonte: Adaptado de James et al (2021).

Embora muitas células expressem receptores de insulina, seus efeitos na
homeostase energética e metabdlica sdo mais evidentes no musculo esquelético,
figado e no tecido adiposo branco, com cada tecido desempenhando fungdes
distintas (Petersen; Shulman, 2018).

O musculo esquelético é o principal tecido responsavel pelo metabolismo da
glicose, 80% da glicemia pos-prandial € metabolizada neste tecido, consumindo
energia e armazenando substratos para uso posterior (Vasconcelos DAA et al.,
2022). Nesse contexto, a cascata de sinalizagao da insulina no miécito é direcionada
principalmente para aumentar a captacdo de glicose, estimular a sintese de
glicogénio, que corresponde a aproximadamente 75% da glicose captada pelo
musculo esquelético, e promover processos anabdlicos, incluindo a sintese proteica,
contribuindo para o crescimento e a manutengdo da massa muscular (James;
Stockli; Birnbaum, 2021; Petersen; Shulman, 2018).



No figado, a insulina exerce papel central na regulagdo da glicose e no
metabolismo lipidico. Sua agao envolve a supressao da produgao hepatica de
glicose, por meio da reducao da gliconeogénese e da inibicdo da glicogendlise, além
do estimulo a sintese de glicogénio. Paralelamente, promove a lipogénese e o
acumulo de lipidios, em parte pela ativacdo do fator de transcricdo SREBP-1c, que
aumenta a expressdo de genes lipogénicos. Assim como em outros tecidos, a
insulina ativa a via de sinalizagédo intracelular (IRS—PI3K—AKT) no figado; no
entanto, a entrada de glicose nos hepatdcitos ocorre de forma independente da
insulina, mediada pelo transportador GLUT-2, que funciona de acordo com o

gradiente de concentragao (Petersen; Shulman, 2018).

Ja o tecido adiposo, constitui o principal local de armazenamento energético do
organismo, e a insulina desempenha papel central na regulagdo de seu
metabolismo. Nesse tecido, a insulina aumenta a captacdo de glicose pelos
adipocitos, inibe a lipdlise, principalmente, por meio da desfosforilacdo e inativagao
da lipase hormdénio-sensivel, e estimula a lipogénese. Esse processo ocorre tanto
pela ativacdo da lipoproteina lipase no endotélio capilar do tecido adiposo,
facilitando o influxo de acidos graxos, quanto pela utilizagdo da glicose intracelular,
que fornece glicerol-3-fosfato essencial para a sintese de triglicerideos. Além disso,
a insulina promove a translocagdo do transportador de glicose (GLUT-4) e a
esterificacdo lipidica, estimulando a adipogénese (Petersen; Shulman, 2018;
Samuel; Shulman, 2016).

Para quantificar e avaliar a sensibilidade a insulina nos diferentes tecidos,
diversos métodos experimentais sdo empregados. Dentre os principais, destaca-se o
Clamp euglicémico hiperinsulinémico, considerado o padrdo-ouro in vivo, que
consiste na infusdo continua de insulina em niveis elevados e constantes,
acompanhada pelo ajuste da taxa de infusdo de glicose necessario para manter a
euglicemia, permitindo estimar a acao da insulina em todo o corpo. Outros métodos
amplamente utilizados incluem os testes de tolerancia a glicose (GTT- Glucose
tolerance test), que avaliam a capacidade do organismo de metabolizar a glicose
apos sua administracdo. Para estudos de fluxo metabdlico, utilizam-se tracadores
isotépicos, como glicose-"*C ou palmitato marcado, permitindo calcular taxas de
processos especificos, como sintese de glicogénio, lipdlise e lipogénese. Além

disso, curvas de dose-resposta a insulina fornecem informag¢des complementares,
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distinguindo entre resisténcia periférica (necessidade de maiores doses de insulina
para obtencdo do mesmo efeito) e redugdo da responsividade (diminuicdo do efeito

biolégico maximo) (James; Stockli; Birnbaum, 2021; Petersen; Shulman, 2018).

No estado de jejum, quando ha reducdo da glicose, e consequentemente, de
insulina, a sinalizagdo insulinica € menos ativada nos trés tecidos-alvo periféricos.
Isso estabelece um estado catabdlico coordenado, no qual o tecido adiposo libera
acidos graxos e glicerol, o figado utiliza glicerol para produzir glicose, € 0 musculo

oxida acidos graxos como fonte de energia (James; Stockli; Birnbaum, 2021).

Quando ocorre desbalanco metabdlico decorrente do consumo excessivo de
nutrientes, ha reducdo da sensibilidade a insulina periférica (Petersen; Shulman,
2018). A eleveda disponibilidade de acidos graxos, por exemplo, leva ao acumulo de
derivados lipidicos como diacilglicerol e ceramidas no musculo esquelético,
interferindo na via da sinalizagao da insulina (Silveira et al., 2008). Nesse estado, os
tecidos-alvo falham em responder adequadamente a insulina, levando ao estado
metabdlico disfuncional similar ao jejum, apesar da presenga de nutrientes e
hiperinsulinemia (James; Stockli; Birnbaum, 2021). Isso €& caracterizado pela
incapacidade da insulina de suprimir a producao de glicose hepatica e a lipdlise no
tecido adiposo, resultando no aumento de acidos graxos livres circulantes. Esse
excesso de lipidios promove acumulo ectdpico de gordura no musculo e figado, que
é fator central para o desenvolvimento e propagacdo da resisténcia a insulina

periférica (Samuel; Shulman, 2016).

2.4 Resisténcia a insulina induzida por dieta obesogénica

A dieta obesogénica é caracterizada pelo consumo excessivo de gorduras e/ou
carboidratos simples, promovendo balango energético positivo e acumulo de gordura
corporal. Esse padrao alimentar esta diretamente associado ao desenvolvimento da
obesidade e de diversas alteragdes metabdlicas. Entretanto, evidéncias sao
sugestivas de que, independentemente do ganho de peso, a ingestdo da dieta
hiperlipidica, especialmente elevada em gordura saturada, por si s6 € capaz de
induzir desordens metabdlicas, entre elas a resisténcia a insulina (Coelho et al.,
2011; Schrauwen, 2007; Small et al.,, 2018). Um dos principais mecanismos
envolvidos nesse processo € a elevagdo dos acidos graxos livres circulantes,

resultado da ingestdo excessiva de lipidios. Esse aumento de substratos
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compromete a homeostase metabdlica ao favorecer o acumulo de lipidios ectopicos
em tecidos insulino-sensiveis e promove ativagao de vias inflamatorias e de estresse
celular (Samuel; Shulman, 2016). Nesse contexto, os efeitos da dieta obesogénica
se manifestam, em grande parte, por meio da alteracdo da sinalizagdo da insulina
em tecidos periféricos, configurando o estado de resisténcia ao horménio (Samuel,
Shulman, 2016).

A resisténcia a insulina é definida como a condicdo em que tecidos insulino-
dependentes, como o musculo esquelético e tecido adiposo, ndo respondem de
forma adequada as concentragdes normais de insulina circulante (Yaribeygi et al.,
2019). Considerando que a insulina exerce papel central na entrada de glicose nas
células, qualquer alteragdo em sua via de sinalizacdo resulta em hiperglicemia,
decorrente da redugao da captacgao celular de glicose. Nesse sentido, a resisténcia a
insulina constitui um trago comum a diferentes disturbios metabdlicos, incluindo
obesidade, dislipidemia, sindrome metabdlica, hipertensdo, doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (NAFLD) e diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) (Yaribeygi et al.,
2019).

Na resisténcia a insulina, mesmo diante de concentragées normais de insulina
plasmatica, os tecidos-alvo respondem de forma inadequada. Isso compromete
mecanismos como a supressao da produgao de glicose enddgena e da lipdlise, a
captacao celular de glicose e a sintese de glicogénio, resultando em hiperglicemia
persistente. Como resposta compensatéria, ocorre a hiperinsulinemia (Petersen;
Shulman, 2018).

Diversos fatores podem contribuir para esse quadro, incluindo a acado de
mediadores inflamatérios e adipocinas, estresse oxidativo, disfungédo mitocondrial,
fosforilagdo andmala do IRS-1 em residuos de serina, redugado da afinidade do
receptor pela insulina, mutagées no GLUT-4 e acumulo de lipidios intramusculares
decorrente do excesso de acidos graxos (Yaribeygi et al., 2019). Esses mecanismos
comprometem a sinalizacao, levando a redugcao da expressao de IRS-1 e GLUT-4, a
diminuigdo da quantidade ou da funcionalidade de receptores de insulina, entre
outros efeitos deletérios (Yaribeygi et al., 2019).
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De acordo com Samuel & Shulman (2016), a resisténcia a insulina se instala
de forma sequencial nos principais tecidos insulino-sensiveis. O processo
geralmente se inicia no musculo esquelético, onde ha o acumulo ectépico de lipidios.
Os acidos graxos induzem resisténcia a insulina pela ativagdo da PKC-6, que
fosforila a IRS-1 em residuos de serina/treonina, inibindo sua fosforilacdo em
tirosina. Isso compromete a interacdo do IRS-1 com a PI3-quinase e reduz a
translocacao do GLUT-4 para a membrana plasmatica. Além disso, a PKC-6 ativa a
via do NFkB por meio da fosforilagdo do seu inibidor, IkB (Samuel & Shulman et al.,
2016). Com a menor captagdo muscular, a glicose pés-prandial é desviada para o
figado, favorecendo a lipogénese de novo, a sintese de triglicerideos e o aumento
da producgédo de VLDL, o que contribui para hipertrigliceridemia e redugdo do HDL.
Na sequéncia, instala-se a resisténcia a insulina no tecido adiposo, caracterizada por
falha na supressao da lipdlise e maior liberacdo de acidos graxos livres e glicerol.
Esse aumento do fluxo de substratos para o figado intensifica a esterificacdo de
triglicerideos, a producdo de acetil-CoA e a ativagdo da piruvato carboxilase,

resultando em maior gliconeogénese e agravamento da hiperglicemia (figura 2).

Glicose desviada ) Liberacao de ac.graxos
\ Muisculo esquelético " Figado Tecido adiposo
Acamulo DAG Actmulo DAG Infiltracio de macréfagos
Ativacao de PKC8 Ativacao de PKCe Liberacao de citocinas (TNF-a)
Prejuizo na sinalizacao de Prejuizo na sinalizacao da Prejuizo na sinalizaco da

insulina
l Sintese de glicogénio
1T Lipogénese de novo
T Gliconeogénese

insulina
T Lipolise

insulina
J Captacao de glicose

Figura 2. Mecanismo de resisténcia a insulina no musculo, figado e tecido adiposo branco. Fonte:

Elaborada pela autora.

No contexto da resisténcia a insulina e da plasticidade do desenvolvimento, o
consumo materno da dieta hiperlipidica exerce efeitos duradouros sobre a
programagao metabdlica da prole de roedores (Duque-Guimaraes; Ozanne, 2013).
Esses efeitos envolvem mecanismos intrauterinos e epigenéticos que afetam
diferentes tecidos insulino-sensiveis: no musculo esquelético, ha reducao da area

muscular e do numero de fibras, acumulo de lipidios intramusculares e diminuigao
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da expresséo de receptores de insulina e do transportador GLUT-4, prejudicando a
captacédo de glicose; no figado, a dieta materna hiperlipidica promove alteragdes no
metabolismo hepatico, incluindo aumento de espécies reativas de oxigénio,
diminuicdo de defesas antioxidantes, inflamacgao, lipotoxicidade e alteragbes na
expressao de genes relacionados a oxidagdo de acidos graxos e a gliconeogénese,
elevando o risco de esteatose hepatica ndo alcodlica; no tecido adiposo, um
ambiente obesogénico leva a disfuncdo dos adipdcitos, aumento da adiposidade,
inflamacao e secrecdo alterada de adipocinas, contribuindo para a resisténcia a

insulina (Duque-Guimaraes; Ozanne, 2013).

Diante da complexidade da resisténcia a insulina induzida por acidos graxos e de
sua instalacao precoce em tecidos como o musculo esquelético, ha grande interesse
em estratégias capazes de prevenir ou atenuar suas consequéncias metabdlicas.
Além de abordagens classicas como dieta e exercicio, compostos bioativos de
origem natural tém despertado atengcdo pelo potencial antioxidante e anti-
inflamatdério, modulando vias moleculares criticas da sinalizacdo da insulina
(Brawerman et al., 2019; Tsai et al., 2020a). Entre esses compostos, destaca-se o
resveratrol, um polifenol amplamente estudado por seus efeitos benéficos sobre
obesidade, diabetes e disturbios metabdlicos, que sera discutido a seguir
(Bahramzadeh; Bolandnazar; Meshkani, 2023).

2.5 Resveratrol

O resveratrol foi primeiramente isolado do Veratrum grandiflorum O. Loes por
Takaoka em 1939, e especula-se que seu nome foi criado a partir de sua estrutura
quimica e planta fonte utilizada para isolamento (Pezzuto, 2019). Apesar de sua
descoberta em 1939, apenas anos mais tarde houve o primeiro grande interesse no
estudo desse composto, que ocorreu devido ao paradoxo francés (Catalgol et al.,
2012; Renaud; Lorgeril, 1992). O paradoxo francés surgiu a partir de estudos
epidemioldgicos que apontaram o fato de que apesar do alto consumo de gordura
saturada na populagdo francesa, os mesmos possuiam baixa mortalidade por
doenga coronariana, isso foi relacionado ao consumo moderado de alcool, mais
especificamente o vinho (Renaud; Lorgeril, 1992). A partir dai outros estudos foram
realizados com o objetivo de investigar os principais compostos presentes no vinho,

e entre eles estava o resveratrol (Catalgol et al., 2012).
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O resveratrol (trans-3,5,4'-Trihydroxystilbene) é um polifenol ndo flavonoide
pertencente a subclasse dos estilbenos (Abbas et al., 2017; Manach et al., 2004).
Por polifenol, entende-se que € um composto bioativo presente em alimentos a base
de plantas. O resveratrol € uma das principais substancias encontradas no
amendoim, soja, roma&, vinho e suco de uva (Abbas et al., 2017; Manach et al., 2004;
Martins; Nicoletti, 2016). Além disso, o resveratrol tem demonstrando efeitos na
promocao da saude, atuando na prevencao e/ou atenuacgédo de diversas condigdes
incluindo doengas coronarianas e neurodegenerativas, cancer, inflamagdo e
diabetes (Catalgol et al., 2012).

Em relacdo a sua absorcao e biodisponibilidade, o resveratrol apresenta taxa
de absorcdo relativamente elevada, estimada entre 70% e 75% da quantidade
ingerida (Walle et al., 2004). A absorgao ocorre principalmente no intestino, sendo o
composto subsequentemente metabolizado tanto nesse 6rgao quanto no figado. No
entanto, apesar da alta taxa de absorcao, sua biodisponibilidade sistémica € limitada

devido a rapida metabolizac&o nos tecidos mencionados (Walle, 2011).

Durante esse processo, o resveratrol € prontamente conjugado a sulfatos e
acido glucurénico no intestino e no figado, o que reduz significativamente a
disponibilidade do composto na forma livre e biologicamente ativa (Walle, 2011).
Apesar disso, os metabdlitos conjugados do resveratrol podem se acumular em
tecidos como o figado e os rins, atuando como reservatérios inativos. Supde-se que
esses metabdlitos poderiam ser desconjugados por enzimas especificas ao
alcancarem os tecidos-alvo, possibilitando, assim, a liberagdo do composto ativo

(Walle et al., 2004). Sendo essa uma hipotese ainda sob investigacao.

No que diz respeito a administracdo de resveratrol, a dose utilizada é um fator
determinante para seus efeitos bioldgicos e sua seguranga. Em estudos com
animais, doses entre 2,5 e 22,4 mg/kg sao geralmente consideradas baixas,
enquanto doses altas variam de 25 mg/kg até 3.000 mg/kg. Embora tanto doses
baixas quanto altas possam induzir respostas fisioldgicas distintas, algumas
pesquisas relatam que doses acima de 3.000 mg/kg estdo associadas a toxicidade
renal e a alteragdes em 6érgaos como coragédo e pulmao (Mukherjee; Dudley; Das,
2010). Além disso, os efeitos do resveratrol parecem dependentes da dose:

enquanto doses baixas exercem acdes cardioprotetoras e antiapoptoéticas, doses
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elevadas podem induzir apoptose, eliminando células tumorais, mas também
podendo comprometer a integridade de células saudaveis (Mukherjee; Dudley; Das,
2010). A meia-vida plasmatica do resveratrol varia entre 7 e 14 horas, dependendo
da dose administrada e das caracteristicas individuais do metabolismo (Walle et al.,
2004).

Pesquisas cientificas recentes utilizando o resveratrol tém demonstrado seus
potenciais efeitos sobre desordens metabdlicas associadas a obesidade e diabetes
(Brawerman et al., 2019; Tsai et al.,, 2020a). Trabalho que investigou os efeitos
antiobesidade do resveratrol na prole de ratas submetidas a obesidade materna,
verificou que o resveratrol foi capaz de diminuir o peso corporal da prole na vida
adulta, diminuir depdésito de gordura retroperitoneal, reduzir desregulagao da leptina
e diminuir a expressao génica de enzimas relacionadas a lipogénese (Tsai et al.,
2020). Ja outro estudo com objetivo de avaliar os efeitos antidiabéticos do
resveratrol em prole de ratas que foram submetidas a diabetes gestacional, verificou
que o resveratrol administrado durante o periodo da gestacao e lactacao foi capaz
de atenuar a obesidade, prevenir esteatose hepatica, melhorar a sensibilidade a
insulina e secregéo de insulina estimulada por glicose nas ilhotas da prole com 15

semanas de idade (Brawerman et al., 2019).

O mecanismo molecular do resveratrol parece envolver principalmente, a
SIRT1, regulador central da homeostase energética, e a AMPK, sensor intracelular
de energia (Chen et al., 2018). Estudo in vitro demonstrou que o composto aumenta
a captagao de glicose em adipdcitos 3T3-L1 resistentes a insulina por meio da via
SIRT1-p-AMPK, associada ao aumento da proteina FOXO1 no citoplasma. Ja in
vivo, em tecido adiposo epididimal de camundongos, o resveratrol elevou a
expressao de proteinas-chave da sinalizagao da insulina, como IRS-1, p-IRS-1, p-
AKT, SIRT1, p-AMPKa, FOXO1 e GLUT-4 (Chen et al., 2018).

No contexto da plasticidade do desenvolvimento, a administragcdo do
resveratrol durante gestacdo e lactacdo tem sido associada a reducdo de
adiposidade e peso corporal, normalizagdo de leptina e aumento da expressao do
receptor de leptina no tecido adiposo retroperitoneal. Além disso, promove a
ativacdo de SIRT1, reduz a transcricdo de genes lipogénicos e suprime enzimas

envolvidas na sintese de acidos graxos, atuando de forma dependente ou
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independente da SIRT1, dependendo do contexto metabdlico pds-natal (Liu et al.,
2020; Tsai et al., 2020).

Embora a maior parte dos estudos com resveratrol avalie o tecido adiposo,
tanto em modelos de administragdo direta quanto no contexto da programacao
metabdlica, ha evidéncias de que o composto também possa melhorar a captagao
de glicose, a sensibilidade a insulina, o metabolismo lipidico, a fun¢gdo mitocondrial e
a inflamagao no musculo esquelético (Bahramzadeh; Bolandnazar; Meshkani, 2023).
No entanto, até o momento, ndo existem estudos que investiguem especificamente
os efeitos do resveratrol sobre a via da sinalizagdo da insulina no tecido muscular no

contexto da plasticidade do desenvolvimento.

3. Hipodtese

O resveratrol administrado durante a gestagéo e lactagdo atenua a resisténcia a
insulina no musculo esquelético de ratos adultos expostos a dieta obesogénica
materna, promovendo efeitos metabdlicos e moleculares benéficos na prole. Parte
desses efeitos in vivo pode decorrer de uma acao direta do resveratrol sobre a

sinalizacdo da insulina materna, conforme investigado em modelo in vitro.

4. Objetivos
4.1  Objetivo geral

Investigar os efeitos metabodlicos e moleculares do resveratrol ingerido durante a
gestacédo e lactacdo, com foco na expressao de proteinas da via de sinalizagcédo da
insulina no musculo esquelético de ratos adultos expostos a dieta obesogénica
materna, e avaliar, em modelo in vitro, a agao direta do resveratrol na modulagéo da
resisténcia a insulina induzida por palmitato em miotubos C2C12, visando elucidar
possiveis mecanismos moleculares no musculo esquelético materno que possam

estar associados aos efeitos observados na prole.

4.2 Segao 1 - Estudo in vivo

4.2.1 Objetivos especificos

30



31

Avaliar as repercussbées do tratamento materno com resveratrol, durante a

gestacdo e lactagcdo, em ratos adultos oriundos de maes submetidas a dieta

obesogénica, sobre:

Avaliacao e caracterizagao do ambiente materno:

Massa corporal materna;
Consumo alimentar materno;
Consumo caldrico materno

Massa dos depdsitos do tecido adiposo retroperitoneal materna.

Avaliagao da prole aos 90 dias:

4.3

Massa corporal da prole;

Teste de tolerancia a glicose da prole;

Massas dos depdsitos de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal da prole;
Massa seca dos musculos séleo, extensor longo dos dedos da prole;

Area dos adipdcitos do tecido adiposo retroperitoneal da prole;

Expressao de mRNAs AKT, AMPK, CS por gPCR da via de sinalizagao de
insulina no musculo soleo de ratos adultos.

Expressao das proteinas IRS1, AKT, GSK-3B, RP-S6 da via de sinalizagao de
insulina no musculo soéleo de ratos adultos por western-blotting.

Secao 2 — Estudo in vitro

4.3.1 Objetivos especificos

Verificar os efeitos do resveratrol sobre a sinalizagdo da insulina diretamente
em miotubos C2C12 induzidos a resisténcia a insulina pelo palmitato (AKT,
GSK-33 e AMPK).

Comparar a eficacia de diferentes concentragdes de resveratrol (50 uM e 100
MM) na modulagéo da via da sinalizagdo da insulina em cultura de miotubos

C2C12 tratados com palmitato.



Sec¢ao 1 — Experimentos realizados in vivo

5. Material e Métodos

5.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar. Os animais foram obtidos na
colénia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Todos os animais foram mantidos em ambiente com ciclo invertido de luz
(12/12h), condigbes padrédo de biotério e com livre acesso a agua e ragdo. Para
obtencdo de neonatos, foram acasalados animais machos e fémeas nuliparas na
proporcao 1:2. O projeto 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, o projeto foi submetido e aprovado
n°0020/2021 pela Comissao de Etica em Uso animal (CEUA) da UFPE.

5.2  Grupos Experimentais e ingestdo de resveratrol

Uma semana antes do acasalamento, durante a gestacao e lactagao as ratas
foram alimentadas com dieta controle proposta por Reeves, Nielsen e Fahey (1993)
AIN-G93 (63% carboidrato, 18% lipidio e 19% proteina), formulada com ingredientes
adquiridos da empresa Rhoster industria e comércio Ltda. (SP, Brasil) ou dieta
obesogénica hiperlipidica modificada, baseada na dieta AIN-G93, utilizando
ingredientes adquiridos da Rhoster Industria e Comércio Ltda. (SP, Brasil) e
produtos comerciais obtidos em supermercados locais, a partir da adaptacdo do
estudo de Cavalcante et al (2013), rica em energia e altamente palatavel (43%
carboidrato, 39% lipidio e 18% proteina) com leite condensado da marca camponesa
(Alvoar lacteo S.A., MG, Brasil) (77,6% acgucar, 11,2% gordura, 11,2% proteina)
(tabela 1) (Martin-Gronert et al., 2010). Apdés a 1° semana de dieta, as ratas foram
postas para acasalamento, e foi feita a confirmacao da prenhez através do teste de
esfregaco vaginal, onde a constatacdo do espermatozoide na secregdo vaginal

caracterizou o dia zero da gestagao.

Apos a confirmagao da gestacdo até o fim da lactagao, veiculo, etanol (=
99,5%, Neon Comercial Ltda., SP, Brasil) ou resveratrol (Roval Quimica Ltda., PE,
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Brasil) (0,22 mol/L de etanol) foi adicionado a agua para atingir uma concentragéo
final de 50mg/L, como previamente relatado em estudo com objetivo de verificar os
efeitos do resveratrol sobre o metabolismo da prole de ratas alimentadas com dieta
hiperlipidica (Ros et al., 2021). As garrafas de agua eram protegidas da luz, para
evitar oxidag&o do resveratrol e foi trocada de duas a trés vezes por semana. A partir
da quantidade de agua ingerida pelos animais, foi obtido a dose aproximada de
resveratrol pelo grupo DOwat+res Na gestacao 1,2mg/kg/dia e lactagcado 2,6 mg/kg/dia

(volume de agua consumida x concentragao de resveratrol).

Os grupos entao foram divididos, de acordo com a dieta e tratamento com
veiculo ou resveratrol, em: Dieta Controle materna (DCMmat, n=8); Dieta obesogénica
materna (DOMat, n=8); e Dieta obesogénica materna + resveratrol (DOMat+Res n=8)
(Fig. 3).

Foi mantido um total de 8 filhotes por ninhada. Os filhotes foram
desmamados no 22° dia pdés-natal (DPN) e alimentados com dieta padréo de biotério

(Nuvilab., PR, Brasil) até os 90° DPN, quando foram eutanasiados.

Desenho Experimental:
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Resveratrol dissolvido em etanol
(0,22mol/L) e foi adicionado a agua
(50mg/L) (ROS et al., 2020)

/

Experimentos Coleta de Tecidos 90°
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Fig. 3 Desenho Experimental

Tabela 1 - Composi¢cao de macronutrientes das dietas segundo o valor energético
total (VET)

DIETAS PROTEINA | CARBOIDRATO LIPIDIO VET
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(%kcal VET) (%kcal VET) (%kcal VET) | (%Kcallg)
Obesogénica 18 43 39 4,0
(crescimento)
AING93 19 63 18 3,6
(crescimento)

Tabela 2 — Composi¢ao centesimal das dietas experimentais

Constituintes (%g)

AING93 (crescimento)

Dieta obesogénica

(crescimento)

Amido de milho 39,75 11,70
Amido dextrinizado 13,20 -
Ragao comercial de biotério - 8,00
Biscoito maisena de chocolate - 5,00
Farinha de soja 4,00
Caseina 20,00 20,00
Celulose 5,00 4,00
Oleo de soja 7,00 3,00
Banha - 5,30
Manteiga - 4,00
Margarina (85% lipidio) - 4,00
Creme de leite (20% lipidio) - 4,00
Acucar 10,00 22,00
Sais — mix mineral 3,50 2,50
Vitaminas 1,00 0,70
Colina 0,25 0,25
Metionina 0,30 0,25
BHT = 0,14mg 0,0014 0,0014
NaCl (39,34% de Na) - 0,30
Glutamato Monossédico - 1,00
(12,3% de Na)
Calorias (g/100) 3,60 4,00

Tabela 3. Composicao centesimal do leite condensado

Constituintes (%g)

Porgao: 100g
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Carboidratos (g) 56
Acucares totais (g) 56
Acucares adicionados (g) 45
Proteinas (g) 6,9
Gorduras totais (g) 8
Gorduras saturadas 5
Saédio (mg) 105
Calorias (g/100) 3,24

5.3 Analises Experimentais

5.3.1 Massa corporal

O peso corporal das ratas gestantes foi aferido semanalmente durante todo o
periodo da gestagdo utilizando uma balanga analitica de alta precisdo (Marte,
modelo Ad3300; sensibilidade de 0,01 g). Essa medida permitiu 0 monitoramento do

ganho ponderal materno ao longo do ciclo gestacional.

Os filhotes foram pesados diariamente durante o periodo de lactagdo, do 7°
ao 21° dia pés-natal (DPN), a fim de acompanhar o crescimento e desenvolvimento
neonatal de forma precisa. Apdés o desmame, o peso corporal dos filhotes passou a
ser aferido semanalmente, utilizando a mesma balanga analitica, garantindo

consisténcia nas medigdes.

5.3.2 Consumo Alimentar

Durante a gestacao e lactagdo, o consumo alimentar materno foi monitorado
diariamente por meio da pesagem dos alimentos e do leite condensado,
separadamente, em balanga analitica de alta precisao (Marte, modelo AD3300;
sensibilidade: 0,01 g). Para cada animal, a ingestdo de dieta foi calculada pela
diferengca entre a quantidade ofertada no inicio do ciclo escuro (08:00 h) e a
quantidade remanescente apos 24 h, conforme descrito por Lopes de Souza et al.
(2008). O mesmo procedimento foi adotado para o leite condensado, ofertado em

garrafas, determinando-se o consumo individual a partir da diferenga entre as
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quantidades inicial e final no mesmo intervalo de tempo. A partir desses registros

diarios, foi calculado o consumo alimentar médio semanal.

O consumo energético absoluto foi obtido multiplicando-se a quantidade de
dieta ingerida pelo valor energético de cada dieta experimental (kcal/g), previamente
determinado a partir de sua composi¢ao centesimal. O consumo de macronutrientes
(proteinas, carboidratos e lipidios) foi calculado de forma analoga, pela multiplicagao
da ingestao de dieta (g/dia) pela proporgao correspondente de cada macronutriente

presente na dieta (g/g).

Para reduzir a influéncia da variagao de peso corporal entre os animais, 0s
resultados de consumo alimentar, energético e de macronutrientes foram expressos
também em termos relativos, dividindo-se os valores absolutos pelo peso corporal
(g) de cada animal. Dessa forma, obteve-se o consumo relativo, expresso em g ou

kcal/dia/g de peso corporal, para facilitar a comparagao entre grupos experimentais.
5.3.3 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

O teste de tolerancia a glicose intraperitoneal (GTT) foi realizado nos 60° e 88°
dias pds-natais (DPN). Para isso, os animais foram submetidos a jejum de 12 horas,
a ragao era retirada as 20h (ciclo claro) e a glicose era administrada as 8h do dia
seguinte (ciclo escuro), com acesso livre a agua. Inicialmente, foi coletada uma
amostra basal de sangue (tempo 0) através de um pequeno corte na ponta da
cauda. Em seguida, cada animal recebeu uma sobrecarga de glicose por via
intraperitoneal (i.p.), na forma de solugédo a 50%, na dose de 1,0 g/kg de peso

corporal.

A glicemia foi medida utilizando um glicosimetro portatil (Roche Diagnostics
Corporation). Amostras adicionais de sangue foram coletadas da ponta da cauda
nos tempos 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos ap6s a administragdo de glicose,

permitindo a construgao do perfil glicémico pds-sobrecarga.

Os valores de glicemia obtidos em cada tempo foram registrados individualmente
para cada animal. Com base nesses dados, foi calculada a area sob a curva de
glicose (AUC), fornecendo uma medida integrada da resposta glicémica durante o

teste.
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5.3.4 Massas dos depdsitos de tecido adiposo epididimal e retroperitoneal

Aos 90 dias de vida, os animais foram eutanasiados por decapitagcédo, de
acordo com as normas de bem-estar animal e protocolo aprovado pelo comité de
ética em pesquisa. Apds a eutanasia, foram coletados os coxins de tecido adiposo
branco dos depdésitos epididimal e retroperitoneal. Os tecidos foram cuidadosamente
dissecados, livres de tecidos conectivos adjacentes, e pesados em balanga analitica
para registro do peso absoluto de cada depodsito. Em seguida, cada amostra foi
dividida: uma porgéo foi fixada em formalina tamponada com fosfato a 10% para
posterior processamento histolégico, enquanto a outra porgao foi acondicionada em
microtubos, resfriada em gelo seco e posteriormente armazenada a -80 °C,
preservando a integridade do tecido para analises moleculares futuras. Todos os
procedimentos de coleta, pesagem, divisdo e armazenamento foram realizados de

forma padronizada

5.3.5 Massa umida e seca dos musculos séleo, extensor longo dos dedos
(EDL):

Aos 90 dias de vida, os animais foram eutanasiados de acordo com protocolo
aprovado pelo comité de ética em pesquisa. Apds a eutanasia, os musculos soleo e
EDL foram cuidadosamente isolados a partir de incisbes nos tenddes proximais e
distais correspondentes. Inicialmente, todos os musculos foram pesados em estado
umido, e em seguida colocados em estufa a 60 °C por 72 horas para obtengcédo do
peso seco, apos o qual foram pesados novamente. Os valores de massa muscular
seca foram normalizados pelo peso do animal. Os musculos séleo e EDL da outra

pata foram armazenadas a -80 °C para futuras analises moleculares.

5.3.6 Analise histologica

Fragmentos de tecido adiposo retroperitoneal foram coletados e fixados em
formalina tamponada com fosfato a 10% por 48 horas a temperatura ambiente. Apos
a fixacdo, as amostras foram desidratadas em uma série de concentragdes
crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e 100%) por 30 minutos em cada solugéo,

diafanizadas em xilol e, em seguida, incluidas em parafina (ponto de fusédo de 58°C).

37



Secgdes de 5 ym de espessura foram obtidas usando um micrétomo rotativo e
montadas em laminas de vidro. Para a analise histologica, as laminas foram coradas

com hematoxilina e eosina (H&E).

Para a analise morfométrica, as laminas foram observadas em um microscopio
de luz (Zeiss - Carl Zeiss NTS Ltd). Quatro laminas por animal foram analisadas, e
de cada lamina, seis campos de visao aleatérios foram selecionados para captura de
imagens com a objetiva de 10x. As imagens foram obtidas por um avaliador que
desconhecia os grupos experimentais (analise cega). A area de aproximadamente
30 adipécitos por imagem foi mensurada, totalizando 180 adipdcitos por animal e
900 adipécitos por grupo experimental, este numero de contagem representa uma
estimativa precisa do tamanho dos adipécitos (Parle et al, 2014), utilizando o

software de analise de imagem Zeiss Zen 3.8.

5.3.7 Analises moleculares

5.3.7.1 Analise da expressao de proteinas por Western Blotting

A analise por Western blotting foi conduzida para determinar a expressao das
proteinas-chave relacionadas a via de sinalizagdo da insulina. O procedimento
baseou-se em protocolo previamente publicado por Marzuca-Nassr et al. (2016),

com modificagdes.
Preparagao das Amostras e Homogeneizagao

Fragmentos dos musculos soéleos e EDL, pesando em média 70mg a 80mg,
foram obtidos e imediatamente homogeneizados em tampao de lise gelado (Tris
base 100mM (PH= 7,5), EDTA 10mM, Triton X-100 1%, pirofosfato de sédio 10mM,
fluoreto de sédio 100mM, ortovanadato de sédio 10mM, PMSF 2mM e aprotinina
0.01mg/ml em &gua deionizada), com inibidores de protease e fosfatase. O
homogeneizado foi entdo centrifugado a 4°C por 20 minutos a 5488 x g. Apds a
centrifugagéo, o sobrenadante foi cuidadosamente coletado e reservado. Uma
aliquota de 2 pL de cada sobrenadante foi utilizada para a quantificagdo do conteudo

total de proteinas, seguindo o método de Bradford (1976).

Eletroforese e Transferéncia
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Apo6s a quantificagdo, quantidades iguais de proteina por amostra (25 a 30 ug)
foram diluidas em tamp&o de amostra Laemmli (fosfato de Na*0,5M (PH= 7), azul de
bromofenol (0,01%), SDS (10%), glicerol 50%) contendo ditiotreitol (PM= 154,3), e
incubadas em banho-maria a 90°C por 5min. As proteinas foram separadas por peso
molecular através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) em tampé&o
de corrida (Tris base 200mM, glicina 1,52M, EDTA 7,18mM, SDS 0,4%), a
porcentagem do gel foi ajustada conforme o peso molecular das proteinas alvo. Em
seguida, as proteinas do gel foram eletrotransferidas para uma membrana de
nitrocelulose em tampao de transferéncia (Tris base 25mM. Glicina 1,92mM, SDS
0,02%, metanol 20%), em um sistema de transferéncia umido (100V, 90min a 18°C).
A eficiéncia da transferéncia foi verificada por coloragdo com Ponceau S, seguida de
lavagem da membrana em TBST (Tris-Buffered Saline with Tween 20, 10 mM Tris

base, 150 mM NacCl, 0,05%, Tween 20) para remog¢ao do corante.
Incubacéo e Deteccéo de Proteinas

Para bloquear sitios de ligagao inespecificos, a membrana de nitrocelulose foi
incubada em uma solugédo de Albumina de Soro Bovino (BSA) a 5% overnight a
18°C, sob agitacdo constante. Em seguida, a membrana foi incubada com
anticorpos primarios obtidos da Cell Signalling Technology (Danvers, MA, EUA),
conforme especificidade a seguir: AKT (#9272), IRS-1 (#2382), GSK3p (#9315),
RPS6 (#2217), diluidos em BSA 5% na proporgéao de 1:1000, overnight, a 18°C.

No dia seguinte, os anticorpos foram retirados da membrana e foram feitas
trés lavagens de 10min com TBST. Apds as lavagens a membrana foi incubada com
o anticorpo secundario, anti-rabbit IgG conjugado a peroxidase (HRP) (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EUA), diluido na propor¢cédo de 1:5000 em solugdo de
BSA 5%, por 1 hora e 30 minutos a 18°C, sob agitacdo. Apods esse periodo foram
feitas trés lavagens de 7min. em TBST, e a deteccao das bandas foi realizada por
quimioluminescéncia utilizando um substrato de peroxidase preparado em
laboratdrio. O substrato foi preparado em duas solugdes separadas: Solucdo 1 — 500
ML de Tris base 1 M (pH 8,5), 50 puL de luminol (250 uM) e 22 pL de acido p-
cumarico (90 uM), completados a 5 mL com agua Milli-Q; Solugao 2 — 50 pL de Tris
base 1 M (pH 8,5) e 3,05 pL de peroxido de hidrogénio 30%, completados a 5 mL

com agua Milli-Q. As duas solugdes foram misturadas em proporgdo 1:1
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imediatamente antes do uso e aplicadas a membrana para captura das imagens por

sinais de quimioluminescéncia.

A membrana foi incubada na solugdo por 5 minutos, e as imagens foram
imediatamente capturadas por um fotodocumentador (ChemiDoc XRS+). A analise
de intensidade das bandas foi quantificada utilizando o software ImageJ, permitindo
a avaliacdo da expressdo proteica total e das proteinas analisadas normalizadas

pelo ponceau.
5.3.7.2 Analise de Expressdo de mRNA por gPCR

A analise da expressdao de RNA mensageiro (MRNA) no tecido muscular
(soleo) foi realizada por reagao em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(qPCR), utilizando um método de extragdo de RNA com o reagente TRIlzol e

posterior sintese de DNA complementar (cDNA).

Extracao de RNA

A extragcdo de RNA total foi realizada seguindo o protocolo do reagente
TRIzol® (Invitrogen), com modificagdes. Amostras de tecido muscular (70-80 mg)
foram homogeneizadas, utilizando-se o0 homogeneizador de tecidos (politron), em
500 ul de TRIzol (Invitrogen). Para a fase de separacdo, adicionou-se 0,1 ml de
cloroféormio para 500ul ml de TRIzol utilizado. A mistura foi agitada vigorosamente
por 15 segundos e incubada por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 5488 x g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa

superior, que contém o RNA, foi cuidadosamente transferida para um novo tubo.

A precipitacdo do RNA foi realizada pela adigao de alcool isopropilico. Foram
adicionados 250 pl de isopropanol ao tecido muscular. As amostras foram incubadas
por 10 minutos a 4°C e centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O
precipitado de RNA formou um pellet semelhante a um gel, e o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado. O pellet de RNA foi lavado com etanol 75%, na
proporcao de 1 ml para cada 1 ml de TRIzol inicialmente usado. As amostras foram
centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C, e o sobrenadante de etanol foi
descartado completamente. O pellet de RNA foi seco ao ar ou a vacuo por 5 a 10

minutos, evitando que secasse completamente para n&o comprometer sua
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solubilidade. Finalmente, o RNA foi ressuspenso em agua livre de RNase, foram
utilizados 100 pl de agua. As amostras de RNA foram armazenadas a -70°C. A
concentracdo e a pureza do RNA foram determinadas por espectrofotometria,

utilizando 1 ul de RNA no Nanodrop. A pureza foi avaliada pela razdo A260/A280.
Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (ThermoFisher Scientific). Um master mix foi preparado com os
reagentes do kit: 2,0 yl de 10x RT Buffer, 0,8 pl de 25x dNTP Mix, 2,0 pyl de 10x RT
Random Primers, 1,0 yl de Multiscribe Reverse Transcriptase e 4,2 pl de agua livre
de RNase. Ao master mix, foi adicionado 10 ul de RNA total de cada amostra,
totalizando 20 pl de reacgao. A reacao foi processada em um termociclador, sob o
seguinte programa: 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 minutos a 85°C.
Ap0Os a sintese, o cDNA foi diluido. A diluicao inicial foi de 18 pl de cDNA em 432 ul
de agua livre de RNase. A concentracao final de cDNA foi de 4 ng/ul, 0 que se
enquadra na faixa de 3 a 30 ng de cDNA recomendada para as reagdes de PCR. O

cDNA diluido foi armazenado a -20°C.
Reacdo de PCR em Tempo Real (QPCR)

A quantificacdo de mRNA foi realizada por gPCR. A expressao dos genes de
interesse Citrato sintase, AKT e AMPK foi analisada, utilizando HPRT1 como gene
de referéncia. Cada reacao de 15 ul continha 7,5ul de SYBR Green Master Mix, 1,6
pl de agua, 0,15 ul de corante, 0,75ul de primer e 5ul de cDNA. A concentragao final
dos primers (HPRT1, AKT, AMPK, CS) foi ajustada para 5 pM a partir de uma
solucao estoque de 100 uM. Para isso, 10 ul de cada primer forward e reverse foram

diluidos em 80 ul de agua, totalizando 100 pl.

As amostras foram pipetadas em triplicata em uma placa de 384 pogos. Um
controle negativo, contendo apenas agua livre de RNase, foi incluido para cada tipo
de tecido. A placa foi selada e centrifugada para remover bolhas. A amplificagao foi
realizada em um termociclador ViiA 7 (Life Technologies). O programa de ciclagem

consistiu em uma etapa de Hold a 50°C por 2 minutos, seguida de outra a 95°C por
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10 minutos, e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturagéo) e 1 minuto a 60°C

(anelamento/extenséo).

Analise dos Dados

O limiar de ciclo (Ct) médio foi calculado para cada amostra a partir dos
valores de triplicata. A expressdo dos genes de interesse foi normalizada usando a
expressdo do gene HPRT1 como controle endégeno. A quantificagao relativa da
expressao génica foi calculada utilizando o método 2-AACt, onde o valor do ACt foi
obtido pela subtragdo do Ct do gene de interesse pelo Ct do gene enddgeno
(housekeeping). O valor do AACt foi calculado pela subtragdo da média do ACt de
um grupo controle pelo ACt de cada amostra experimental. Os valores relativos de

expressao foram, entdo, submetidos a analise estatistica

5.4 Analise estatistica:
Os dados foram apresentados como média + erro padrdao da média

(EPM). A analise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism 8.4.3
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). A normalidade foi verificada pelo teste
de Shapiro-Wilk. Para analises com medidas repetidas de dados paramétricos,
utilizou-se ANOVA two-way, considerando dieta e resveratrol como fatores, seguida
do teste de comparagdes multiplas de Tukey. Para dados ndo paramétricos, aplicou-
se o teste de Kruskal-Wallis. Nas analises sem medidas repetidas, foi empregado
ANOVA one-way seguido do teste de Tukey. Em todos os casos, considerou-se
significancia estatistica para p < 0,05 (alfa de 5%). Para a andlise da area
transversal dos adipécitos foram utilizadas as medianas do intervalo de confianga de
95%.

Secao 2: Experimentos realizados in vitro

6. Material e métodos
6.1  Cultura de miotubos C2C12 e Western blotting
As células da linhagem murina C2C12 foram descongeladas e cultivadas em uma

atmosfera imida com 5% de CO,a 37°C. O meio de crescimento consistia em DMEM

(alta glicose, sem piruvato, GlutaMax 1x) suplementado com 10% de soro fetal



43

bovino (SFB) e 1% de antibidtico (penicilina-estreptomicina). Para diferenciacdo em
miotubos, utilizou-se DMEM (alta glicose, sem piruvato, GlutaMax 1x) suplementado

com 2% de soro de cavalo (HS) e 1% de antibidtico.

Durante a manutencdo da linhagem, as células ndo foram deixadas
completamente confluentes para evitar diferenciagcdo precoce, sendo planejadas
passagens a cada dois dias. Para subcultivo, o meio de cultura foi aspirado, as
células lavadas com PBS e descoladas com 1 mL de tripsina-EDTA (0,25%),
seguidas de centrifugagdo a 506 x g por 5 minutos. As células foram ressuspensas

em DMEM e uma aliquota foi utilizada para contagem em camara de Neubauer.

As células foram semeadas em placas de 6 pocos a uma concentracdo de
200.000 células por pogo. Quando atingiram 100% de confluéncia (aproximadamente
48 h), iniciou-se a diferenciacdo, com substituicdo do meio a cada dois dias. A
morfologia celular foi monitorada nos dias 2, 4, 6 e 7, sendo observado o inicio da

fusdo no quarto dia e diferenciacido completa no sétimo dia.

No sexto dia de diferenciagdo, os miotubos foram tratados por 16 h com BSA ou
palmitato (400 uM), na auséncia ou presenca de resveratrol (50 ou 100 yM). Apds o
tratamento, as células foram lavadas com PBS e pré-incubadas em meio sem soro

por 3 h antes da estimulagdo com insulina (100 nM) por 15 minutos.

Para analise da expressao de proteinas por Western blotting, os mitubos foram
lisados diretamente nos pogos com 200 puL de tampédo de lise RIPA (tampao de
extracao de proteinas) contendo inibidores de protease e fosfatase. Os lisados foram
centrifugados a 5488 x g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante contendo proteinas
coletado. A concentracéo proteica foi determinada por espectrofotometria (adaptado
do método de Bradford). Quantidades iguais de proteina (25—40 ug) foram diluidas
em tampao de Laemmli com DTT, aquecidas a 95°C por 5 minutos, separadas por
SDS-PAGE e transferidas para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) em
sistema semi-umido (1 h a 100 V). O gel foi corado com InstantBlue para verificar a

eficiéncia do processo da transferéncia de proteinas do gel para membrana.

As membranas foram bloqueadas com BSA (albumina) por 1-2 h a temperatura
ambiente, incubadas com anticorpo primario durante a noite a 4°C e, apos trés

lavagens com tampao de lavagem, incubadas com anticorpo secundario conjugado
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com HRP (peroxidase) por 1h a temperatura ambiente. A deteccéo foi realizada com
substrato quimioluminescente (Luminata Forte ou Classico, Millipore), e as imagens
capturadas em fotodocumentador Chemidoc CAMO002/CAMO004. A intensidade das
bandas foi quantificada usando o software ImagedJ, permitindo analise da expressao

total e da fosforilacdo de proteinas sinalizadoras de insulina: AKT, GSK-38 e AMPK.
6.2 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média = erro padrao da média (EPM). A
analise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad
Software, San Diego, CA, EUA). Para avaliar diferengas entre grupos, foi utilizada
ANOVA two-way, considerando como fatores o tratamento com resveratrol e o
tratamento com palmitato ou BSA (controle), seguida do teste de comparacdes

multiplas de Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

7. Secgao 1 - Resultados experimentos in vivo

7.1 Resultados materno

7.1.1 Peso corporal materno
Com relagdo ao peso corporal materno, ndo houve diferengas significantes
entre 0s grupos DCwa, DOwmat € DOwmat+res €m todo o periodo da gestagdo e do

desmame.

Grafico 1. Peso corporal materno (gestagao e desmame)
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Grafico 1: Peso corporal materno na gestagéo (A) e ao desmame (B). Ratas Wistar receberam dieta
controle (DCwmat N=6), dieta obesogénica (DOwat, N=5) e dieta obesogénica+resveratrol (DOMat+Res,
n=5) durante a gestagdo e lactacdo. Dados estdo expressos em média + EPM. Teste: ANOVA two
way (A), ANOVA One-Way (B) seguido do pos-teste de Tukey.

7.1.2 Consumo Alimentar materno (gestacao)

No consumo alimentar materno no periodo da gestagdo, os animais que
receberam a dieta obesogénica apresentaram diminuigdo do consumo da dieta em
comparagao ao grupo que recebeu a dieta controle da 1° (DCwmat=6.12+0.58; vs
*DOmat=3.01£0.31, p=0.004) até a 3° semana da gestacdo (DCwmat=6.83£0.62 vs
*DOmat=3.6710.45, p=0.007), e o grupo que recebeu o resveratrol DOMat+Res ndo
apresentou diferenca em comparacdo com o grupo DOwmat. No consumo de leite
condensado, nao houve diferenga entre os grupos que consumiram a dieta

obesogénica.

Grafico 2. Consumo alimentar materno (relativo) da dieta e leite condensado na
gestacéo.
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Grafico 2: Consumo de dieta (A) e leite condensado (B). Ratas Wistar receberam dieta controle
(DCMat n=6); dieta obesogénica (DOMat, n=5); e dieta obesogénica+resveratrol (DOMat+Res, n=5)
durante a gestagéo e lactagdo. Dados estdo expressos em média + EPM. *DCwmat vS DOwmat, DOwmat vs

DOwat+res. Teste ANOVA Two-Way seguido do pos-teste Tukey.*p<0,05.

7.1.3 Consumo Alimentar materno (lactacéo)

No consumo alimentar no periodo da lactagdo os resultados foram
semelhantes ao da gestagao, onde o grupo que recebeu dieta obesogénica diminuiu
seu consumo em comparagao com o grupo dieta controle na 1° (DCwmat=10.45+0.83;
vs *DOwmat=5.51+0.50, p=0.002) e 2° semana (DCwmat=14.281+0.63; vs



*DOmat=9.17+0.82, p=0.003) da lactagdo. Ja, no consumo do leite condensado n&o
houve diferenca entre o grupo que recebeu dieta obesogénica DOwmat € 0 grupo que

recebeu dieta obesogénica em conjunto com o resveratrol DOwat+Res.

Grafico 3. Consumo alimentar (relativo) da dieta e leite condensado na lactagéo
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Grafico 3: Consumo de dieta (A) e leite condensado (B). Ratas Wistar receberam dieta controle
(DCMat n=5), dieta obesogénica (DOMat, n=5) e dieta obesogénica+resveratrol (DOMat+Res, n=>5)
durante a gestacdo e lactagdo. Dados estdo expressos em média + EPM. *DCwmat vS DOwmat, DOwmat vs
DOwat+res. Teste ANOVA Two-Way seguido do pds-teste Tukey.*p<0,05.

7.1.4 Consumo calérico materno (gestagao e lactagéo)
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No que diz respeito ao consumo calorico no periodo da gestacéo e lactagao,

nao houve diferenga entre os grupos DCwmat, DOmat € DOwmat+Res.

Grafico 4. Consumo caldrico materno (relativo) da dieta + leite condensado

gestacao e lactagao
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Grafico 4: Consumo (dieta e do leite condesado) caldrico na gestacdo (A) e lactagdo (B). Ratas

Wistar receberam dieta controle (DCwmat

n=6),

dieta obesogénica (DOwat, n=5); e dieta

obesogénica+resveratrol (DOwat+res, N=5) durante a gestagéo e lactagdo. Dados estdo expressos em
média + EPM. Teste ANOVA Two-Way seguido do pds-teste de Tukey.*p<0,05.

7.1.5 Consumo de carboidratos materno (gestagao e lactagao)
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Com relagdo ao consumo de carboidratos, ndo houve diferenga entre os
grupos no periodo da gestacdo. No entanto, no periodo da lactagdo houve uma
diminuicdo do consumo no grupo que recebeu dieta obesogénica em comparagao
com o grupo que recebeu dieta controle na 1° (DCmat=5.92+0.48 vs
*DOMat=3.93+0.36, p=0.02) e 2° semana da lactacdo (DCmat=8.10+0.35 vs
*DOmat=6.51+0.32, p=0.02). Os grupos DOMat e DOMat+Res ndo demonstraram

diferencas significativas.

Grafico 5. Consumo de carboidratos materno (relativo) dieta + leite condensado na

gestacéo e lactagao
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Grafico 5: Consumo (dieta e do leite condesado) de carboidratos na gestagéo (A) e lactagdo (B).
Ratas Wistar receberam dieta controle (DCwmat n=6), dieta obesogénica (DOwat, n=5) e dieta
obesogénica+resveratrol (DOwat+res, N=5) durante a gestagéo e lactagdo. Dados estdo expressos em
média £ EPM. *DCwat vS DOwmat, DOwmat vs DOmat+res. Teste ANOVA Two-Way seguido do pos-teste de
Tukey.*p<0,05.

7.1.6 Consumo de proteinas materno (Gestacgéao e lactagdo)
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No consumo de proteinas materno, houve diminuicdo do consumo na 1°
semana da lactagdo no grupo dieta obesogénica materna em comparagdo com o
grupo que consumiu dieta controle (DCwmat=1.78+0.14 vs *DOwmat=1.22+0.09, p=0.02).

Nao houveram diferencgas significativas entre o grupo DOwmat € DOwmat+Res.

Grafico 6. Consumo de proteina materno (relativo) dieta + leite condensado na

gestacéo e lactagao
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Grafico 6: Consumo (dieta e do leite condesado) de proteinas na gestacao (A) e lactacdo (B). Ratas
Wistar receberam dieta controle (DCwmat n=6), dieta obesogénica (DOwat, n=5) ou dieta
obesogénica+resveratrol (DOMat+Res, n=5) durante a gestacdo e lactagdo. Dados estdo expressos
em média £ EPM. *DCwmat vS DOwmat, DOmat vs DOmat+res. Teste ANOVA Two-Way seguido do pos-teste
de Tukey.*p<0,05.
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7.1.7 Consumo de lipidios materno (gestacao e lactagao)

Com relagdo ao consumo de lipidios, os animais do grupo DOwat
apresentaram maior consumo de lipidios durante a gestagédo na 1° (DCwmat=0.44+0.04
vS *DOwmat=0.77+0.07, p=0.02), 2° (DCmat=0.45+0.03 vs *DOwmat=0.75+0.08, p=0.04) e
na 3° semana (DCwmat=0.491£0.04 vs *DOwmat=0.841£0.06, p=0.006) em comparagao
com o grupo DCwmat. Na lactagdo, o grupo DOwmat continuou apresentando maior
consumo de lipidios na 1° (DCwmat=0.75£0.06 vs *DOwmat=1.20£0.06, p=0.002) e na 2°
semana (DCwmat=1.02+£0.04; n=6 vs *DOwmat=1.84+0.12, p=0.003). O grupo DOMat+Res

nao apresentou diferengas significativas em comparagao ao grupo DOMat.

Grafico 7. Consumo de lipidios materno (relativo) dieta + leite condensado na

gestacao e lactagao
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Grafico 7: Consumo (dieta e do leite condesado) de lipidios na gestacéo (A) e lactagédo (B). Ratas
Wistar receberam dieta controle (DCwmat n=6), dieta obesogénica (DOwma, n=5) ou dieta
obesogénicatresveratrol (DOwat+res, N=5) durante a gestacao e lactagdo. Dados estdo expressos em
média + EPM. *DCwmat vS DOmat, DOwmat vs DOwmat+res. Teste ANOVA Two-Way seguido do pds-teste de
Tukey.*p<0,05.

7.1.8 Peso tecido adiposo retroperitoneal materno

No peso absoluto e relativo do tecido adiposo retroperitoneal materno néo

houveram diferengas entre os grupos DCwmat, DOmat € DOwmat+Res.

Grafico 8. Peso tecido adiposo retroperitoneal materno relativo e absoluto.
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Grafico 8: Peso do tecido adiposo retroperitoneal relativo (A) e absoluto (B). Ratas Wistar receberam
dieta controle (DCwmat n=6), dieta obesogénica (DOwmat, N=6) ou dieta obesogénica+resveratrol
(DOwmat+res, N=5) durante a gestagdo e lactagdo. Dados estdo expressos em média £+ EPM. Teste
ANOVA One-Way seguido do pés-teste de Tukey.*p<0,05.

7.2 Resultados Prole

7.21 Peso corporal diario (1° ao 21° DPN) e semanal da prole

No que diz respeito ao peso corporal diario da prole os animais que
receberam dieta obesogénica materna comegaram a apresentar um aumento do
peso a partir do 13° dia (DCMat=26.411£0.80 vs *DOMat=30.88+£1.19, p=0.01) até o
21° dia da lactagéo (DCMat=43.32+2.09 vs *DOMat=48.81+£2.21, p=0.001). No ganho

de peso total diario, o grupo DOMat aumentou o peso corporal em comparagédo ao



grupo DCMat (DCMat=27.37+1.81 vs *DOMat=32.98+2.29, p=0.03) que foi atenuado

pelo uso do resveratrol no grupo DOMat+Res.

Grafico 9. Peso corporal diario (1° ao 21° DPN)
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Grafico 9: Peso corporal diario (A) e ganho de peso total diario (B) da prole de ratas Wistar que
receberam dieta controle (DCMat n=8), dieta obesogénica (DOMat, n=8) ou dieta
obesogénica+resveratrol (DOMat+Res, n=8) durante a gestacdo e lactagcdo. Dados estdo expressos
em média £ EPM. *DCwat VS DOmat, DOmat vs DOwmat+res Teste ANOVA Two-Way seguido do pos-teste
de Tukey.*p<0,05.

No peso corporal semanal, o grupo DOMat aumentou 0 peso em comparagao
com o grupo DCwmat a partir da 63° semana (DCMat=273.84+7.92 vs
*DOMat=305.02+7.14, p=0.02) até a 90° semana (DCMat=338.1416.65 vs
*DOMat=387.99+13.26, p=0.01) e o grupo DOwmat+res N0 apresentou diferenga. No
ganho de peso total semanal o grupo DOMat demonstrou aumento do peso em
comparagdo ao grupo controle (DCMat=263.1+3.71 vs *DOMat=305.5+12.86,
p=0.03). Ja o grupo que recebeu resveratrol DOwmat+Rres atingiu média proxima ao

grupo DCwat.
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Grafico 10. Peso corporal semanal (28° ao 90° DPN)
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Grafico 10: Peso corporal semanal (A) e ganho de peso total semanal a partir da 28° semana da
prole de ratas Wistar que receberam dieta controle (DCMat n=8), dieta obesogénica (DOMat, n=8) ou
dieta obesogénica+resveratrol (DOMat+Res, n=8) durante a gestagdo e lactacdo. Dados estdo
expressos em media £ EPM. *DCwmat vS DOwmat, DOwmat vs DOwmat+res. Teste ANOVA Two-Way seguido do
pos-teste de Tukey.*p<0,05.

7.2.2 Peso do tecido adiposo retroperiotoneal e epididimal da prole

No peso do tecido adiposo retroperitoneal e epididimal da prole n&o houve

diferengas entre os grupos experimentais DCMat, DOMat € DOMat+Res.



Grafico 11. Peso do tecido adiposo retroperitoneal e epididimal relativo da prole aos
90 dias de idade
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Grafico 11: Peso do tecido adiposo retroperitoneal (A) epididiman (B) da prole de ratas Wistar que
receberam dieta controle (DCMat n=8), dieta obesogénica (DOMat, n=8) ou dieta
obesogénicatresveratrol (DOMat+Res, n=8) durante a gestagédo e lactagdo. El= Eixo longitudinal.
Dados estdo expressos em média + EPM. Teste ANOVA One-Way seguido do pds-teste de
Tukey.*p<0,05.

7.2.3 Area dos adipécitos do tecido adiposo retroperitoneal

Na area do adipécito do tecido adiposo retroperitoneal, os animais que
receberam uma dieta obesogénica materna apresentaram uma maior area dos
adipocitos em comparagcdo aos animais que receberam a dieta controle materna
(DCMat=568+18.27 vs *DOMat=603.1£18.48). J& os animais que receberam a dieta
obesogénica com ingestao de resveratrol obtiveram menor area dos adipocitos em
comparagdo com O grupo que recebeu apenas a dieta obesogénica
(DOMat=603.1+18.48 vs *DOMat+Res=441.1+9.12).
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Grafico 12. Area do adipécito do tecido adiposo retroperitoneal
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Grafico 12: Area dos adipécitos do tecido adiposo retroperitoneal da prole de ratas Wistar que
receberam dieta controle (DCMat n=4), dieta obesogénica (DOMat, n=4) ou dieta
obesogénica+resveratrol (DOMat+Res, n=4) durante a gestacdo e lactacdo. Foram considerados
estatisticamente diferentes os grupos cujo intervalo de confiangca de 95% da mediana que néo

apresentaram sobreposigado entre si. *DCwmat VS DOwmat, DOwmat vs DOmat+Res.

Na figura 2. demonstramos de forma representativa a mediana da area dos
adipdcitos do tecido adiposo retroperitoneal, onde o grupo que recebeu dieta
controle apresentou uma area mediana de DCMat=347,6um?, e 0s grupos que
receberam uma dieta obesogénica ou dieta obesogénica com resveratrol
apresentaram uma mediana de DOMat=420,4um? e DOMat+Res=361,6um?,

respectivamente.
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Figura 2. Faixa da area dos adipdcitos do tecido adiposo retroperitoneal
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7.2.4 Teste de tolerancia a glicose

No teste de tolerancia a glicose aos 60 dias, ndao houve diferenga entre os
grupos experimentais DCMat, DOMat, DOMat+Res. Ja, aos 90 dias o grupo DOMat
apresentou um aumento na glicemia aos 30min em comparagéo com o grupo DCMat
(DCMat=282+17.43 vs *DOMat=338+11.63). Adicionalmente, na area sob a curva da

glicose nao houve diferengas significativas entre os grupos.

Grafico 13. Teste de tolerancia a glicose aos 60 de 90 dias de vida
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Grafico 13: Teste de tolerancia a glicose: Glicemia aos 60 (A) e 90 dias (C). Area sob a curva aos 60
(B) e 90 dias (D) da prole de ratas Wistar que receberam dieta controle (DCMat n=8), dieta
obesogénica (DOMat, n=8) ou dieta obesogénica+resveratrol (DOMat+Res, n=8) durante a gestagao
e lactacdo. Dados estdo expressos em média £+ EPM. *DCwmat VS DOwmat, DOmat vs DOmat+res. Teste
ANOVA One-Way seguido do pés-teste de Tukey.*p<0,05.

7.2.5 Peso seco e umido dos musculos séleo e extensor longo dos dedos

Com relacdo ao peso umido do musculo soleo, o grupo que recebeu dieta
obesogénica materna apresentou diminuigdo do peso em comparagdo com 0 grupo
que recebeu apenas a dieta controle (DCMat=40.465+0.05 vs *DOMat=0.425+0.16,
p=0.02). Enquanto, o grupo que recebeu a dieta obesogénica juntamente com o
resveratrol aumentou o peso do séleo em comparagao ao grupo que recebeu dieta
obesogénica materna (DOMat=0.42810.03 vs *DOMat+Res=0.43510.03, p=0.005). Por
outro lado, na massa seca do musculo s6leo, ndo houve diferenca entre os grupos.
Em relacdo ao musculo EDL, o peso seco e umido, ndo foram observadas

diferengas significativas entre os grupos.

Tabela 5. Peso relativo umido e seco dos musculos soleo, extensor longo dos
dedos.

Peso umido DCMmat DOMat DORMat+Res
(mg/g)

Sdéleo 0.465+0.05 0.425+0.16 0.480+0.18*
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EDL 0.425+0.02 0.431+0.03 0.412+0.28
Peso seco DCmMat DOMat DORMat+Res
(mg/g)
Séleo 0.121+0.009 0.115+0.009 0.115+0.02
EDL 0.111+0.009 0.115+0.009 0.11040.007

Tabela 5: Peso umido e seco dos musculos soéleo, extensor longo dos dedos da prole de ratas Wistar
que receberam dieta controle (DCMat n=8), dieta obesogénica (DOMat, n=8) ou dieta
obesogénicatresveratrol (DOMat+Res, n=8) durante a gestagao e lactagdo. Dados estdo expressos
em média £ EPM. *DCwmat vS DOwmat, DOmat vs DOmat+res. Teste ANOVA One-Way seguido do pos-teste
de Tukey.*p<0,05.

7.2.6 Expressao de mRNA de AKT, AMPK e citrato sintase no musculo
soleo

Animais que receberam a dieta obesogénica materna diminuiram a expressao
do mRNA da AKT em comparagdo aos animais que receberam a dieta controle
(DCMat=1.30£0.19 vs *DOMat=0.66+£0.07, p=0.01). Nao houve diferenca na
expressdo do mRNA da AKT entre os grupos DOwmat € DOwmat+Rres. Ja na expresséo do
mRNA da citrato sintase, o grupo que recebeu dieta obesogénica materna em
conjunto com o resveratrol aumentou a expressdao em comparagao ao grupo que
recebeu apenas a dieta obesogénica (DOMat=1.64+0.34 vs *DOMatRes=5.79+1.39,
p=0.01). Com relacdo a expressdao de mRNA de AMPK, ndo houve resultados

significantes entre os grupos.



Grafico 14: Expressdo de mRNA dos genes AKT, AMPK e citrato sintase
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Grafico 14: Expressao dos genes AKT (A) AMPK (B) e da Citrato sintase (C) no musculo séleo da
prole de ratas Wistar que receberam dieta controle (DCMat n=6), dieta obesogénica (DOMat, n=6) ou
dieta obesogénicatresveratrol (DOMat+Res, n=7) durante a gestacdo e lactagdo. Dados estédo
expressos em media £ EPM. *DCwmat vS DOwmat, DOwmat vs DOwmat+res. Teste ANOVA One-Way seguido do
pos-teste de Tukey.*p<0,05.
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7.2.7 Expressao das Proteinas IRS-1, AKT, GSK-33 e RP-S6 no musculo
sOleo

Houve diminuicdo da AKT no grupo que recebeu a dieta obesogénica materna
em comparacdo a dieta controle materna (DCMat=1.227+0.23 vs
*DOMat=0.824+0.16, p=0.04). Ja, na expressdo de RP-S6 houve aumento no grupo
DOwMast+Res ~ €m relacgo ao  grupo DOwmat  (DOMat=0.350+0.09 VS
*DOMa+Rest=0.7041£0.28, p=0.04). Em relagdo a expressado da proteina GSK-3f3
houve aumento no grupo DOwmat+res em comparacdo ao grupo DOwmat
(DOmat=0.47£0.09 vs *DOwmat+res=1.18+0.28, p=0.03). Contudo, na expressao da

proteina IRS-1 ndo houve diferencas significativas entre os grupos.

Grafico 15. Expressdo das Proteinas IRS-1, AKT, GSK-3B8 e RP-S6 no musculo
soleo
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Grafico 15: Expresséo das proteinas IRS-1, AKT, RP-S6 e GSK-33 do musculo séleo da prole de
ratas Wistar que receberam dieta controle (DCMat n=6), dieta obesogénica (DOMat, n=6) ou dieta
obesogénica+resveratrol (DOMat+Res, n=6) durante a gestacdo e lactagdo. Dados estdo expressos

em média £ EPM. *DCwmat vS DOwmat, DOmat vs DOwmat+res. Teste ANOVA One-Way seguido do pos-teste
de Tukey.*p<0,05.



7.2.8 Expressao das Proteinas IRS-1, AKT, RP-S6 e GSK-3f3 no musculo
EDL

Referente a expressao das proteinas IRS-1, AKT, GSK-38 e RP-S6 no

musculo EDL nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

Grafico 16. Expressao das proteinas IRS-1, AKT, GSK-33 e RP-S6
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Grafico 16: Expressao das proteinas IRS-1, AKT, GSK-3B e RP-S6 no musculo EDL da prole de
ratas Wistar que receberam dieta controle (DCMat n=6), dieta obesogénica (DOMat, n=6) ou dieta
obesogénica+resveratrol (DOMat+Res, n=6) durante a gestacdo e lactagdo. Dados estdo expressos
em média £ EPM. *DCwmat vS DOwmat, DOmat vs DOmat+res. Teste ANOVA One-Way seguido do pos-teste
de Tukey.*p<0,05.

8. Secado 2 — Resultados dos experimentos in vitro
8.1 Atividade das proteinas AKT, AMPK, GSK-33 em miotubos C2C12

Relativo a razao p-AKT/AKT, houve diminuicdo da atividade da proteina p-

AKT no grupo palmitato estimulado com insulina em relagdo ao grupo BSA



estimulado com insulina. O grupo tratado com resveratrol 50uM aumentou a
atividade da p-AKT, porém, n&o houve diferenga significativa. No grupo que recebeu
resveratrol 100uM também nao houve diferenga significativa entre os grupos. Nao

houve diferenga na atividade das proteinas p-GSK-3p e p-AMPK.

No que diz respeito ao efeito da insulina sobre a razdo p-AKT/AKT, houve um
aumento na atividade da p-AKT no grupo palmitato tratado com resveratrol 50uM em
comparagao ao seu respectivo controle (PALCtrl=1.36+0.18 VS
PALR50uM=3.22+1.34, p=0.03). Enquanto, o grupo R100uM diminuiu a atividade da
p-AKT em comparagao ao grupo R50uM (R50uM=3.22+1.34 vs R100uM=1.29+1.18,
p=0.03). N&o houve diferengas significativas nos grupos que analisaram as proteinas
GSK-33 e AMPK.

Grafico 1. Razao p-AKT/AKT em miotubos C2C12
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Grafico 1: Razdo p-AKT/AKT em miotubos C2C12 tratadas com BSA ou Palmitato juntamente com
veiculo DMSO (n=6) ou resveratrol 50uM (n=6) ou resveratrol 100uM (n=6). Dados estdo expressos
em média £ EPM. +: Estimulado com insulina. *BSA+ vs Palmitato+. Teste ANOVA Two-Way seguido

do pos-teste de Tukey.*p<0,05.
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Grafico 2. Efeito da insulina sobre a razdo p-AKT/AKT em miotubos C2C12
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Grafico 2: Efeito da insulina sobre a razédo p-AKT/AKT AKT em miotubos C2C12 tratadas com BSA (A)
juntamente com veiculo DMSO (n=5) ou resveratrol 50uM (n=5) ou resveratrol 100uM (n=5). Efeito
da insulina sobre a razao p/AKT/AKT AKT em miotubos C2C+2 tratadas com palmitato (B) com veiculo
DMSO (n=5) ou resveratrol 50uM (n=5) ou resveratrol 100uM (n=5). Dados estdo expressos em
média + EPM. *Ctrl palmitato vs R50 Palmitato. Teste ANOVA Two-Way seguido do pds-teste de
Tukey.*p<0,05.

Grafico 3. Razdo p-AMPK/AMPK em miotubos C2C12
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Grafico 3: Razéo p-AMPK/AMPK em miotubos C2C12 tratadas com BSA ou Palmitato juntamente com
veiculo DMSO (n=6) ou resveratrol 50uM (n=6) ou resveratrol 100uM (n=6). Dados estao expressos

em média + EPM. Teste ANOVA Two-Way seguido do pés-teste de Tukey.

66



67

Grafico 4. Efeito da insulina sobre a razdao p-AMPK/AMPK em miotubos C2C12

A B
p-AMPK/AMPK - BSA p-AMPK/AMPK - Palmitato
5 2.5
O
- d o
g 4 g 2.0 oo O A
S S
g g 1.5 A
) @
o © 1.0 ]
€ £ 0
o o =
(&) (&) 0.5 -
(|
0.0— T
ctrl R50 R100 ctrl R50 R100

Grafico 4: Efeito da insulina sobre a razdo AMPK/p-AMPK em miotubos C2C12 tratadas com BSA (A)
juntamente com veiculo DMSO (n=5) ou resveratrol 50uM (n=5) ou resveratrol 100uM (n=5). Efeito
da insulina sobre a razdo p-AMPK/AMPK em miotubos C2C12 tratadas com palmitato (B) com veiculo
DMSO (n=5) ou resveratrol 50uM (n=5) ou resveratrol 100uM (n=5). Dados estdo expressos em
média + EPM. Teste ANOVA Two-Way seguido do pds-teste de Tukey.

Grafico 5. Razao p-GSK-3p/GSK-33 em miotubos C2C12
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Grafico 5: Razado p-GSK-3p/GSK-33 em miotubos C2C+2 tratadas com BSA ou Palmitato juntamente
com veiculo DMSO (n=6) ou resveratrol 50uM (n=6) ou resveratrol 100uM (n=6). Dados estédo
expressos em média + EPM. *BSA+ vs Palmitato+. Teste ANOVA Two-Way seguido do pés-teste de
Tukey.
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Grafico 6. Efeito da insulina sobre a razdo p-GSK-3B/GSK-38 em miotubos C2C12
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Grafico 6: Efeito da insulina sobre a razdo p-GSK-33/GSK-38 em miotubos C2C12 tratadas com BSA

(A) juntamente com veiculo DMSO (n=5) ou resveratrol 50uM (n=5) ou resveratrol 100uM (n=5).
Efeito da insulina sobre a razdo p-GSK-33/GSK-33 em miotubos C2C12 tratadas com palmitato (B)
com veiculo DMSO (n=5) ou resveratrol 50uM (n=5) ou resveratrol 100uM (n=5). Dados estao

expressos em média + EPM. Teste ANOVA Two-Way seguido do pds-teste de Tukey.
Resumo dos resultados - Segdo 1 — Experimentos in vivo

Resultados Materno

Anailises DOwat DOwmat+Res
experimentais

Massa corporal

Consumo alimentar l

Consumo de leite _
condensado

Consumo caldrico

Consumo de l
carboidratos

Consumo de lipidios T _
Consumo de l

proteinas




Massa do tecido
adiposo
retroperitoneal

Tabela 5: Resumo dos resultados materno. DOwmat VS DCwmat, DOmat+Res VS DOmat.

Resultados na prole

Analises experimentais DOMat DORMat+Res
Massa corporal T -

Teste de tolerancia a
glicose

Massa dos depésitos do
tecido adiposo epididimal
e retroperitoneal

Area dos adipécitos do 1 |
tecido adiposo
retroperitoneal

Peso umido musculo l T
soleo
Peso umido musculo EDL - -

Peso seco musculo séleo - -

Peso seco musculo EDL - -

Expressdao de mRNA por DOwat DOwat+Res
gPCR
AKT l

AMPK

CS T

Expressio DOwat DOwat+Res
de proteinas por
western blotting

IRS-1

AKT l

GSK-3
: - T

RP-S6 T

Tabela 6: Resumo dos resultados na prole aos 90 dias. DOwmat vS DCwmat, DOmat+Res VS DOwmat.



Secgao 2 — Experimentos in vitro

Sem o estimulo de Pal Pal+Res50um | Pal+Res100um

insulina

p-AKT/AKT

p-AMPK/AMPK

GSK-3B

Com o estimulo de

insulina

-AKT/AKT
i ! I

p-AMPK/AMPK

GSK-3p

Tabela 7: Resumo dos resultados em miotubos C2C12. PAL vs BSA, PAL+Res50uM vs PAL.

9. Discussao:

A exposicdo materna a dieta obesogénica durante periodos criticos do
desenvolvimento, como a gestagéo e a lactagéo, resulta em alteragdes metabdlicas
e moleculares na prole tais como aumento do peso corporal, resisténcia a insulina,
diminuicdo da expressdo de proteinas sinalizadoras da insulina nos tecidos
periféricos (Mendonga et al., 2025). Nesse contexto, a questdo do presente estudo
foi testar se a ingestdo de resveratrol, durante as fases criticas da gestagédo e
lactacado, poderia prevenir, atenuar ou reverter esses efeitos a longo prazo; bem
como investigar se diferentes concentracées de resveratrol seria capaz de reverter a
resisténcia a insulina induzida por acidos graxos em miotubos C2C12. Dessa forma, o
resveratrol ingerido, em baixas doses na agua, durante as fases de gestagcédo e
lactacao, foi capaz de atenuar o peso corporal (Seg¢ao 1; Figuras 9A-B e 10A-B),
reduzir hipertrofia dos adipécitos (Sec¢ao 1; Figura 12), aumentar peso umido do
musculo soéleo (Secao 1; Tabela 5), aumenta mMRNA da citrato sintase (Secao 1;
Figura 14C) e aumentar as proteinas GSK-3[3 e RP-S6 (Sec¢éo 1; Figura 15C-D) no



musculo séleo da prole de ratos submetidos a dieta obesogénica materna. Ademais,
o resveratrol na concentragdo de 50uM, aumentou a atividade da proteina p-AKT
(Secéo 2; Figura 2B), elevando a sensibilidade a insulina diretamente no musculo
esquelético. Em sintese, o presente trabalho demonstrou que o resveratrol, ingerido
em fases criticas do desenvolvimento, foi capaz de modular a via de sinalizagdo da
insulina em musculo com predominancia de fibras oxidativas. A partir dos
experimentos in vitro, fortalece-se a hipotese de que o resveratrol possui potencial
para melhorar a sensibilidade a insulina em um ambiente de resisténcia induzida
pelo excesso de acidos graxos, como ocorre na ingestdo de dieta obesogénica

durante a gestacéo e lactagao.

No presente estudo, a dieta obesogénica n&o promoveu nas fémeas
gestantes alteragdes no peso corporal nem na massa de tecido adiposo, resultado
possivelmente relacionado a auséncia de diferenca no consumo calérico total
(Gomes et al., 2018; Zhang et al., 2022). Ainda assim, foram observadas mudangas
no padrao de ingestdo de macronutrientes, como o aumento no consumo de lipidios
e a reducgao da ingestao de carboidratos (12 e 22 semana de lactagao) e de proteinas
(12 semana), o que pode ter contribuido para os desfechos observados na prole.
Esses resultados refletem a variabilidade encontrada na literatura, ja que os efeitos
das dietas obesogénicas variam de acordo com a composi¢cao (percentual de
lipidios) e o periodo de exposigdo. Por exemplo, dietas em que 60% da energia é
proveniente de lipidios exercem um impacto metabdlico mais intenso em
camundongos e ratos, levando ao desenvolvimento de obesidade em um curto
periodo, quando comparados a animais alimentados com dietas contendo menor

percentual de energia derivada de lipidios (Speakman J. 2019).

Apesar da heterogeneidade dos estudos, ha evidéncias consistentes de que
dietas obesogénicas, independentemente de sua composi¢do especifica ou do
periodo de administragao, sdo capazes de induzir alteracbes metabdlicas maternas
em diferentes magnitudes, incluindo elevacao da glicemia e da insulinemia de jejum,
aumento do colesterol total e do LDL, além de intensificacdo do estresse oxidativo
(Adamu et al., 2017; Gomes et al., 2018; Mendonga et al., 2025; Zhang et al., 2022).
Nossos achados estdo em consonancia com os de Zhang P. et al. (2022), que
utilizaram ratos Sprague Dawley submetidos a uma dieta hiperlipidica contendo 45%

da energia proveniente de lipidios, ofertada apenas durante o periodo gestacional.
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Nesse estudo, observou-se aumento no consumo de lipidios sem alteracido do
consumo energeético total, o peso materno também n&o foi modificado. Entretanto, a
prole aos 600 dias de vida apresentou resisténcia a insulina no musculo esquelético,
sugerindo que esse efeito pode estar associado a maior ingestao de lipidios materna
(Zhang et al., 2022). De forma similar, nos resultados do presente estudo, embora
nao tenham sido observadas alteragcdes fenotipicas no peso corporal, o perfil de
ingestdo de macronutrientes indica que a qualidade da dieta, mais do que o valor

energético total, exerceu papel determinante.

Curiosamente, a ingestdao de resveratrol ndo alterou o consumo alimentar
materno, mas ainda assim promoveu efeitos na diminuicdo da hipertrofia dos
adipocitos e na expressao de proteinas da via da sinalizagao da insulina, na prole.
Esses resultados corroboram achados prévios, nos quais o resveratrol administrado
no periodo da gestacdo em conjunto com dietas obesogénicas ndo modificou a
ingestdo alimentar ou energética, independentemente do modelo experimental,
abrangendo ratos, camundongos e primatas nao humanos (macacos) (Brawerman et
al., 2019; Roberts et al., 2014; Ros et al., 2021; Zou et al., 2017). Apesar de nao
alterar o consumo alimentar, o resveratrol demonstrou efeitos consistentes na
melhora da tolerancia a glicose, redugdo da insulinemia e dos niveis séricos de
triglicerideos, além de reduzir o acumulo de gordura materna (Zou et al., 2017). Em
sintese, os achados metabdlicos e moleculares causados pela ingestdao materna de
resveratrol na prole do presente trabalho, ndo foram acompanhados por alteracdo no

consumo alimentar materno.

Na prole, a exposicdo materna a dieta obesogénica resultou em aumento do
peso corporal, glicemia ligeiramente elevada aos 90 dias no teste de tolerancia a
glicose, expansao da area dos adipdcitos no tecido adiposo retroperitoneal e
reducdo do peso Umido do musculo soleo, acompanhada de diminuicdo da
expressao do mRNA e da proteina AKT, importante mediador da sinalizacdo da
insulina (James; Stockli; Birnbaum, 2021). Por outro lado, a ingestdo materna de
resveratrol atenuou de forma consistente essas alteragdes, minimizando o ganho de
peso, reduzindo a area dos adipdcitos e aumentando o peso umido do musculo
soleo. Além disso, o resveratrol elevou a expressao do mRNA citrato sintase e das

proteinas GSK-3B3 e RP-S6 apenas no musculo séleo, com predominancia de fibras
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vermelhas e ricas em mitocdndrias, sugerindo uma modulagdo nos mecanismos

moleculares relacionados a sinalizagao da insulina e ao metabolismo oxidativo.

No presente estudo, embora a exposi¢cao materna a dieta obesogénica tenha
promovido aumento do peso corporal e hipertrofia dos adipécitos na prole, tais
alteragdes nao se refletiram em mudancas significativas na massa dos tecidos
adiposos retroperitoneal e epididimal. Estudos demonstram resultados divergentes
na literatura quanto a massa desses tecidos, isso sugere mais uma vez que a
intensidade e a duragdo da dieta, bem como a idade de avaliagcdo dos animais,
podem influenciar nesses efeitos (Ashino et al., 2012; De Almeida Faria et al., 2017;
Fernandez-Twinn et al., 2014; Nguyen et al.,, 2019; Shankar et al., 2010). A
hipertrofia dos adipdcitos observada neste estudo, indica que a dieta obesogénica
materna induziu um remodelamento celular, e o fenétipo pode aparecer em idades
mais avancadas, e este efeito esta associada ao desenvolvimento de resisténcia a
insulina, observados tanto em humanos como em animais (Acosta et al., 2016; De
Almeida Faria et al., 2017). Esse processo € possivelmente mediado por alteragbes
na secrecdo de adipocinas inflamatorias, como IL-6 (Haczeyni; Bell-Anderson;
Farrell, 2018; Janoschek et al., 2016b; McLaughlin et al., 2014).

Neste estudo, a ingestdo de resveratrol durante a gestacdo e a lactagao
atenuou os efeitos da dieta obesogénica materna, reduzindo a hipertrofia dos
adipdcitos e minimizando o ganho de peso corporal na prole. A literatura, entretanto,
apresenta resultados distintos quanto a agdo do resveratrol sobre a adiposidade.
Ros et al. (2021), por exemplo, ao avaliarem uma dieta obesogénica, em ratos
Wistar, associada ao resveratrol durante a gestacao e lactagdo, observaram reducgao
do peso corporal, mas nao constataram diminuicdo da area dos adipdcitos nos
tecidos subcutaneo e visceral. Nesse caso, houve reducdo do numero de adipécitos,
0 que pode estar relacionado tanto a idade dos animais (150 dias) quanto a regiao
do tecido analisada. Em contrapartida, Liu et al. (2020), que avaliaram ratos Sprague
Dawley aos 120 dias, verificaram redugao significativa da area dos adipécitos apos
ingestdo da mesma dose de resveratrol utilizada no presente estudo. De forma
semelhante, Zou et al. (2017) observaram, em camundongos C57BL/6, diminuigdo
do didmetro dos adipécitos em filhotes de 21 dias tratados com 200 mg/kg/dia de
resveratrol, em comparagao a prole exposta exclusivamente a dieta obesogénica

materna.

73



Os mecanismos propostos para explicar tais efeitos incluem, a redugdo da
lipogénese e o aumento da lipdlise, mediados pela menor expressao da enzima FAS
(fatty acid synthase), além da maior expressao do receptor de leptina (LEPR-B) e do
estimulo a diferenciacdo dos adipdcitos dos tecidos adiposos marrom e bege,
acompanhados da ativacdo de genes termogénicos possivelmente regulados pela
via SIRT1/AMPK (Liu et al., 2020; Zou et al., 2017). E relevante destacar que, de
acordo com diferentes autores, os efeitos do resveratrol sobre a adiposidade
parecem ocorrer de forma independente do consumo alimentar da prole (Brawerman
et al., 2019; Fernandez-Quintela et al., 2017; Zou et al., 2017).

Neste trabalho, também foi observada reducdo da massa umida do musculo
séleo do grupo DOmat, o que estd de acordo com a literatura (Alvarez-Chavez;
Canto, 2022). Uma revisdo da literatura desenvolvida com o objetivo de abordar as
evidéncias atuais que descrevem as consequéncias da exposi¢ao fetal a uma dieta
materna obesogénica sobre o tecido muscular esquelético dos filhotes, demonstrou
que grande parte dos estudos identificaram redugdo da massa muscular na vida
pos-natal (Alvarez-Chavez; Canto, 2022). Além disso, o musculo sdleo,
especialmente, reduziu a fosforilacdo das proteinas IRS-1 e AKT, diminuiu a
expressdo de mRNA e da proteina GLUT-4, e reduziu captagcao de glicose
estimulada por insulina, demonstrando a resisténcia a insulina (AIvarez—Chévez;
Canto, 2022). Em contrapartida, no presente trabalho, o resveratrol preservou a
massa umida do musculo séleo em comparag¢ao ao grupo submetido apenas a dieta
obesogénica materna. Estudos em modelos experimentais indicam que o resveratrol
age, no musculo esquelético, principalmente por meio da atenuagao do acumulo de
lipidios intramusculares, equilibrando o transporte lipidico para o musculo e a
capacidade de oxidagcao mitocondrial, o que contribui para a melhora da resisténcia
a insulina, o que pode ter contribuido para a manutencido do peso nesse tecido
(Chen et al., 2011; Niu; Cao; Ji, 2020; Serrano et al., 2021).

Foi possivel também observar nos nossos resultados, a redugédo tanto na
expressdo do mRNA de AKT quanto nos niveis da proteina AKT no musculo s6leo
no grupo DOwmat . Os resultados referentes a diminuicdo da expressdo da AKT em
animais submetidos a dieta obesogénica materna sao controversos na literatura
(Latouche et al., 2014; Resende et al.,, 2013; Zhang et al., 2022). A idade de

avaliagcdo pode influenciar esse parametro em estudos que utilizaram dieta
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obesogénica materna: Resende (2013), que avaliaram a expressédo da AKT em ratos
Wistar aos 90 dias, encontraram diminui¢do; Latouche (2014), que utilizaram ratos
Sprague-Dawley aos 365 dias, encontrou aumento da proteina; ja Zhang (2022), em
ratos Sprague-Dawley aos 600 dias, ndo encontraram diferenga na expressao da
AKT. Fernandez-Twinn (2014) relacionaram a diminuicdo na expressdo dessas
proteinas no tecido adiposo a mecanismos epigenéticos, em especial aos
mecanismos pos-transcricionais mediados por microRNAs. No tecido adiposo da
prole de maes obesas, o aumento do miR-126 causa a redugao da expressao do
substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1), contribuindo diretamente para a
resisténcia a insulina e o estresse do reticulo endoplasmatico (ER) (Fernandez-
Twinn et al., 2014).

Embora, neste estudo, o resveratrol ndo tenha revertido a redugdo da AKT
(mRNA e proteina) observada nos animais expostos a dieta obesogénica materna,
ele promoveu o aumento da expressao do mRNA da citrato sintase, enzima que
participa da primeira etapa do ciclo de Krebs, indicando aumento de capacidade
oxidativa (Chen et al.,, 2011). Estudo que avaliou a proteina citrato sintase no
musculo tibial de camundongos adultos submetidos a dieta obesogénica,
demonstrou que o resveratrol aumentou a atividade da citrato sintase mitocondrial
promovendo restauragao da fungao do ciclo do acido tricarboxilico (TCA), aumento
da capacidade de oxidagdo de acidos graxos e preveng¢ao do acumulo lipidico que

compromete a via de sinalizagdo da insulina (Chen et al., 2011).

Adicionalmente, ndés demonstramos que o resveratrol foi capaz de aumentar a
longo prazo a expressao da proteina RP-S6, responsavel pela sintese proteica, e da
GSK-3B, envolvida na sintese de glicogénio, proteinas dowstream da via da
sinalizagdo da insulina (James et al., 2021). Estudo de Shelley et al., 2009, que
analisou prole de camundongos C57BL/6 que passaram por dieta obesogénica
materna verificou reducao na expressao de proteinas-chave da via de sinalizacao da
insulina, como IRS-1 e PI3K, no musculo esquelético (Shelley et al., 2009). Essas
alteracdes persistentes sdo mediadas por mecanismos epigenéticos, incluindo
metilagdo do DNA, modificagbes de histonas e microRNAs (Duque-Guimaraes;
Ozanne, 2013). Dessa forma, supde-se que a intervengao com resveratrol tenha
promovido uma plasticidade do desenvolvimento, elevando a expressao de RP-S6 e

GSK-3B. Contudo nédo existem estudos que avaliem epigeneticamente como o
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resveratrol poderia estar modulando a expressao dessas proteinas frente ao desafio

metabdlico materno.

Com relagdo ao mecanismo de agado que o resveratrol modula a via de
sinalizacdo da insulina. O resveratrol parece atenuar os efeitos da dieta
obesogénica, possivelmente por meio da reducdo de metabdlitos lipidicos, melhora
da fungao mitocondrial, maior translocagdo do GLUT-4 e inibicdo da inflamacgao e do
estresse oxidativo (Bahramzadeh; Bolandnazar; Meshkani, 2023). Evidéncias
sugerem que o mecanismo central envolve a ativacdo da SIRT1, que aumenta a
biogénese mitocondrial, aumenta a eficiéncia do metabolismo energético e melhora
a sensibilidade a insulina, além de suprimir a expressdao de PTP1B, permitindo
transmissao mais eficiente do sinal da insulina. A SIRT1 também ativa a AMPK,
aumentando a captagdo de glicose independentemente da insulina. O principal
mecanismo descrito sobre a acdo do resveratrol esta na inibigdo das
fosfodiesterases, elevando os niveis de AMPc intracelular, o que ativa a via
Epac1/CaMKKB/AMPK, aumentando a disponibilidade de NAD* e promovendo a
ativacdo de PGC-1a, favorecendo a biogénese mitocondrial, a oxidagdo de acidos
graxos e a eficiéncia metabdlica celular (Repossi; Das; Eynard, 2020). O que nds
hipotetizamos € que o resveratrol ingerido na gestagdo e lactacdo melhorou a
sensibilidade a insulina nos musculos esqueléticos das mées, evitando a exposi¢cao
materna ao estresse metabdlico. E dessa forma, houve a plasticidade do

desenvolvimento diferentemente do que foi observado no grupo DOwat.

Nesse sentido utilizamos um modelo in vitro de resisténcia a insulina em
miotubos C2C12 tratados com palmitato, com o objetivo de verificar a agao direta do
resveratrol, o que permitiu investigar de forma controlada os efeitos do resveratrol
sobre a sinalizagao da insulina. A redugao da p-AKT (Ser473) indica a presenca de
resisténcia a insulina (Mendonga et al., 2025). Nossos resultados mostraram que o
palmitato reduziu a fosforilagdo de AKT apds estimulo com insulina. E o tratamento
com resveratrol (50 uM) foi capaz de restaurar a ativagdo dessa proteina, enquanto
a concentracdo de 100uM de resveratrol ndo teve efeito. Por outro lado, nem o
palmitato nem o resveratrol alteraram a fosforilacdo de AMPK ou GSK-38, indicando
que, nesse modelo, o efeito do resveratrol ocorreu de forma especifica pela via
PI3K/AKT. A auséncia de alteracbes em proteinas mais abaixo da via da cascata,

como a GSK-3[3, pode estar relacionada ao tempo de estimulo com insulina em
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células resistentes, uma vez que, em nosso estudo, a estimulagao foi realizada por
15 minutos, enquanto outros trabalhos relatam efeitos sobre essas proteinas apés
periodos mais prolongados, de pelo menos 30 minutos (Den Hartogh et al., 2020;
Modi et al.,, 2017). No presente trabalho, foi demonstrado que o resveratrol na
concentracdo de 50uM foi capaz de reverter o principal indicador molecular de
resisténcia a insulina. Logo, podemos especular que o resveratrol tem capacidade
de melhorar a sensibilidade a insulina, caso essa biomolécula esteja biodisponivel
diretamente no musculo esquelético com resisténcia a insulina pelo aumento de

acidos graxos.

Em sintese, ao integrar os resultados obtidos com as evidéncias da literatura,
observa-se que o resveratrol exerce multiplos efeitos no musculo esquelético,
envolvendo tanto a regulagdo da sinalizagdo da insulina quanto a modulagdo do
metabolismo energético. Esses achados oferecem uma base para considerar esse
composto como uma estratégia potencial de intervengcao frente as alteragdes

programadas pela dieta obesogénica materna.

10. Conclusao

O presente trabalho demonstrou que a ingestao de resveratrol, nas fases de
gestacdo e lactagdo, promoveu efeitos moleculares e metabdlicos em ratos
submetidos a dieta obesogénica materna, tais como: atenuou o peso corporal,
reduziu a hipertrofia dos adipécitos, aumentou peso umido do musculo séleo, elevou
a expressao de mRNA de citrato sintase e as proteinas GSK-33 e RP-S6 no musculo
s6leo. Os resultados causados pela ingestdo do resveratrol durante a fase critica de
desenvolvimento pode ser por meio de mecanismos epigenéticos, favorecendo a
modulagdo da sinalizagdo da insulina e do metabolismo oxidativo no musculo

esquelético.

Diretamente em miotubos C2C12, o resveratrol, na concentracdo de 50uM,
aumentou a atividade da proteina p-AKT, elevando a sensibilidade a insulina. Esse
efeito, possivelmente € dos mecanismos envolvidos que modula o ambiente materno
durante a gestacdo e a lactacdo. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios
para elucidar de forma mais detalhada durante o ambiente materno e os

mecanismos epigenéticos subjacentes a acdo do resveratrol, permitindo
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compreender como esses efeitos se traduzem no processo de plasticidade do

desenvolvimento da prole.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Developmental plasticity
Insulin resistance
Maternal Obesogenic Diet
Peripheral tissues

Overweight and obesity during critical periods, gestation and/or lactation, can harm offspring metabolic health.
Maternal obesogenic diets may program offspring long-term, impairing physiology and increasing risk for insulin
resistance. A key mechanism is the reduced expression/activity of insulin signaling proteins in peripheral
glucose-metabolizing tissues. This sy ic review d the impact of maternal obesogenic diets on in-
sulin resistance in the offspring of rats, through modulation of insulin signaling proteins in skeletal muscle, liver,
and white adipose tissue. Searches in LILACS, PubMed, Web of Science, Scopus, and Sigle via Opera Gray yielded
2212 studies; 43 met inclusion criteria, following a PROSPERO-registered protocol. Findings showed reduced
expression and activity of IRS-1, PI3K, AKT and GLUTs in peripheral tissues, alongside increased body weight,
glucose intolerance, and insulin resistance. Thus, maternal obesogenic diets impair insulin signaling and related
metabolic outcomes in offspring.

1. Introduction

The global rise in overweight and obesity poses serious risks to
maternal and offspring health [1,2]. Human studies have consistently
linked maternal obesity to a higher risk of metabolic disorders in the
offspring [3,4], while animal models demonstrate that unbalanced
maternal diets during gestation and lactation contribute to obesity and
metabolic dysfunction later in life [5,6], likely through developmental
plasticity [7].

This concept refers to the ability of a single genotype to produce

Abbreviations: IRp, beta sub

different phenotypes in response to environmental cues, such as an
obesogenic intrauterine environment, which may induce long-term
molecular changes affecting metabolic gene expression [7-9].

Insulin resistance, a hallmark of metabolic disorders, results from
impaired insulin action in peripheral tissues—mainly skeletal muscle,
liver, and white adipose tissue [10]. Insulin signaling begins with the
binding of insulin to its receptor, triggering a cascade that involves the
activation of key intracellular components such as IRS, PI3K, and AKT.
Disruptions at various points in this pathway—particularly reduced
expression or phosphorylation of these proteins—can compromise

it of the insulin receptor; p-IRf, phosphorylated beta subunit of the insulin receptor; IRS-1, Insulin Receptor Substrate-1; p-IRS-1,

Phosphorylated Insulin Receptor Substrate-1; PI3K (p85a), regulatory subunit p85a of phosphoinositide 3-kinase; PI3K (p110), catalytic subunit p110p of phos-
phoinositide 3-kinase; AKT, Protein Kinase B; p-AKT (Thr308), AKT phosphorylated at threonine 308; p-AKT (Ser473), AKT phosphorylated at serine 473; AMPK,
AMP-activated protein kinase; p-AMPK, phosphorylated AMPK; GLUT-4, Glucose Transporter Type 4; GLUT-2, Glucose Transporter Type 2; GSK-3f, Glycogen
Synthase Kinase 3 beta; GSK-3«, Glycogen Synthase Kinase 3 alpha; p-GSK, phosphorylated GSK-3a/p; FOXO1, Forkhead box protein O1; p-FOXO1, phosphorylated

FOXO1.
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insulin signaling efficiency and impair glucose metabolism [6,10,11].
Particularly, studies indicate that decreased phosphorylation of AKT at
Ser473 may serve as a marker of insulin resistance in diet-induced
obesity models [12,13].

This condition is further associated with hyperglycemia, elevated
lipolysis, impaired glucose uptake, and diminished glycogen synthesis,
promoting obesity overtime [14]. However, no previous review has
systematically examined the impact of maternal obesogenic diets on
insulin signaling in a tissue-specific manner, despite the distinct meta-
bolic roles of each tissue. Therefore, this systematic review aimed to
examine whether a maternal obesogenic diet induces insulin resistance
in skeletal muscle, liver, and white adipose tissue of rodent offspring,
leading to long-term metabolic disturbances.

2. Materials and methods

2.1. Type of study

This systematic review was registered in the PROSPERO database
(CRD42023443576) and conducted in accordance with the guidelines of
the Systematic Review Center for Laboratory Animal Experimentation
(SYRCLE) [15]. Reporting followed the Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews (PRISMA) checklist [16].

2.2. Eligibility criteria

Prior to conducting the search and study selection, predefined
eligibility criteria were established for the inclusion of studies. These
criteria were based on the PICO framework (Population, Intervention,
Comparison, and Outcomes) as recommended by the Cochrane Collab-
oration (Table 1). Following full-text assessment, data extraction was
performed (Tables 2-4). Only articles in English were included.

2.3. Data acquisition and study selection

The search and selection of articles were conducted from March to
September 2024, updated in October 2024, by two independent re-
viewers (CRM and BKAM). In the first phase, studies were screened by
title and abstract from the databases outlined below. In the second
phase, full texts were assessed for inclusion following eligibility criteria
(Table 1). Discrepancies were resolved by a third reviewer (DAAV). The
search strategy used terms such as “maternal obesity,” “maternal

Table 1
Eligibility criteria for inclusion of studies.

Inclusion criteria Exclusion criteria

Population Offspring of rats and mice Animals other than rats/mice,
genetically modified animals or
animals with some disorder.

Intervention  Offspring of rodents exposed to  Any additional interventions/

maternal obesogenic diets concurrent exposures alongside

administered before and/or maternal obesogenic diet

during pregnancy and/or affecting rodent offspring, or

lactation direct exposure of offspring to an
obesogenic diet after the
lactation period.

Comparison  Offspring of rats exposed to a Offspring of rats exposed to a

standard/regular maternal diet maternal diet other than
standard/regular

Outcome Primary: activation and/or Activation and/or expression of

expression of insulin signaling
pathway proteins in the skeletal
muscle, white adipose tissue and
liver.

Secondary: Body weight (g),
BMI (g/(‘m’ ) and/or Lee index
(3\/ body weight / length in cm),
glucose tolerance and insulin
resistance.

insulin pathway proteins in
tissue types other than skeletal
muscle, white adipose tissue and
liver.
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overnutrition,” “maternal high-fat,” “maternal high-sugar,” “pregnancy
obesity,” “lactational obesity,” “diet-induced obesity,” “maternal over-
feeding,” “insulin protein,” and “offspring,” adapted for each database:
2.3.1. Web of science:

(CCCCCCC(TS = (maternal obesity))) OR TS = (maternal high-fat)) OR
TS = (pregnancy obesity)) OR TS = (lactational obesity)) OR TS =
(maternal overnutrition)) OR TS = (maternal overfeeding)) OR TS =
(diet-induced obesity)) OR TS = (maternal high-sugar)) AND TS = (in-
sulin protein)) AND TS = (offspring)

2.3.2. Scopus:

ALL: (“maternal obesity™) Or (“maternal high-fat”) Or (“pregnancy
obesity™) Or (“lactational obesity™) Or (“maternal overnutrition™) Or
(“maternal high-sugar”) Or (“maternal overfeeding™) Or (“diet-induced
obesity™) And (insulin protein) And (offspring) AND NOT (review).

2.3.3. PubMed:

ALL (((((((((maternal obesity) OR (maternal high-fat)) OR (preg-
nancy obesity)) OR (lactational obesity)) OR (maternal overnutrition))
OR (maternal high sugar)) OR (maternal overfeeding)) OR (diet-induced
obesity)) AND (insulin protein)) AND (offspring).

2.3.4. LILACS:

Maternal obesity [Words] and insulin protein® [Words] and
offspring [Words]; Maternal overnutrition [Words] and insulin protein*
[Words] and offspring [Words]; Maternal high-fat [Words] and insulin
protein* [Words] and offspring [Words]; Pregnancy obesity [Words]
and insulin protein* [Words] and offspring [Words]; Lactational obesity
[Words] and insulin protein* [Words] and offspring [Words]; Diet-
induced obesity [Words] and insulin protein* [Words] and offspring
[Words]; Maternal overfeeding [Words] and insulin protein* [Words]
and offspring [Words]; Maternal high-sugar [Words] and insulin pro-
tein* [Words] and offspring [Words].

2.3.5. Sigle via open gray:

(maternal obesity OR maternal high-fat) AND insulin protein;
(pregnancy obesity OR lactational obesity) AND insulin protein;
(maternal overnutrition OR maternal high-sugar) AND insulin;
(maternal overfeeding OR diet-induced obesity) AND insulin protein.

2.4. Risk of bias

The risk of bias was assessed using SYRCLE's tool for animal studies
and presented via RobVis tool [61]. (Fig. 1) [16,17]. A summary of the
risk of bias is shown in (Fig. 2). Questions about Random sequence (D1),
allocation concealment (D2), binding of participants (D3), binding of
outcomes (D4), incomplete outcomes (D5), selective reporting (D6),
other bias (D7), were answered.

Each item was classified as “yes” (indicating low risk of bias) or “no™
(indicating high risk of bias). When a methodological procedure was not
described by the authors, it was considered not performed and marked
as “no.” This decision aimed to avoid overestimating the quality of the
evidence and reflects a conservative interpretation of methodological
rigor.

3. Results

The initial search across the databases identified 2212 studies. After
screening, 67 articles were selected for full-text review, with 21 dupli-
cates removed, resulting in 46 fully assessed articles. Following appli-
cation of the inclusion and exclusion criteria, 3 articles were excluded: 1
due to language barriers and 2 for administering obesogenic diets
directly to the offspring postnatally. Thus, 43 studies were included in
this review (Fig. 3). Reviewer agreement was good, with a Kappa index
of 0.7.
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Table 2

Characteristics of the study.

Life Sciences 380 (2025) 123947

Authors, year Population Diet Diet period Age Sex
(postnatal
day)
Caluwaerts et al. 2007 Wistar rats Hypercaloric Four weeks pre-mating, pregnancy until the 14, 21, 56, Males and
[49] 2nd day postpartum and 98 females
Cerf et al. 2006 [29] Wistar rats Hyperlipidic Pregnancy 21 -
Pregnancy and 1st week lactation.
Pregnancy and 2nd week lactation.
Pregnancy and 3rd week lactation.
Pregnancy and lactation.
Lactation
Los rios etal. 2018 [15]  Wistar rats Hyperlipidic Lactation 21 -
Karbaschi et al. 2016 Wistar rats Hyperlipidic Four weeks pre-mating, pregnancy and 70 Males
[33] lactation
Karbaschi et al. 2017 Wistar rats Hyperlipidic Four weeks pre-mating, pregnancy and 70 Males
[32] lactation
Resende et al. 2013 Wistar rats Hyperlipidica Lactation 90 and 180 Males
[26]

Gomes et al. 2018 [45]  Wistar rats Hypercaloric Lactation 91 Males
Lecoutre et al. 2016 Wistar rats Hiperlipidic Sixteen weeks pre-mating, pregnancy and 273 Males and
[41] lactation females
Nivoit et al. 2009 [53 Wistar rats Hypercaloric Sixty days pre-mating, pregnancy and 365 Males and

lactation females
Shankar et al. 2010 Sprague Hypercaloric liquid diet Three weeks pre-mating and pregnancy 21 Males
551 Dawley
Huang et al. 2017 [43]  Sprague- Hyperlipidic Eight weeks pre-mating, pregnancy and 21
Dawley lactation
Hou et al. 2015 [19] Sprague- Hyperlipidic Pregnancy and lactation 21 and 56 Males
Dawley
Adamuetal. 2017 [31]  Sprague- Hyperlipidic Pregnancy and lactation 56 Males
dawley
Adamu et al. 2016 [42]  Sprague- Hyperlipidic Pregnancy and lactation 56 Males
dawley
Cuthbert et al. 2017 Sprague- Hyperlipidic and hyperglycidic (sucrose) Pregnancy 70 Males
[56] Dawley
Guriec et al. 2023 [35]  Sprague- Hyperlipidic Six weeks pre-mating, pregnancy and lactation 70 Males
Dawley
Segovia et al. 2017 Sprague- Hyperlipidic Ten days pre-mating, pregnancy and lactation 150 Males and
23] Dawley females
Latouche et al. 2014 Sprague- Hyperlipidic Three weeks pre-mating, pregnancy and 365 Males
[25] Dawley lactation
Zhang et al. 2022 [46]  Sprague- Hyperlipidic Five days after the beginning of pregnancy and 600 Males
Dawley lactation
Nguyenetal. 2019[11]  C57BL/6 Hyperlipidic Six weeks pre-mating, pregnancy and lactation 20 Males
Zhang et al. 2022 [36] ~ C57BL/6 Hyperlipidic Four weeks pre-mating, pregnancy and 21 Males
lactation
Litzenburger et al. C57BL/6 Hyperlipidic Since ing until pregnancy and | 21, 70, and Males and
2020 [37] 120 females
Fernandez Twinn etal. ~ C57BL/6 Hypercaloric From three weeks pre-mating through the 56 Males
2017 [18] second pregnancy
Almeida Faria et al. C57BL/6 Hypercaloric Six weeks pre-mating, pregnancy and lactation 56 Males
2017 [50]
Fernandez-twinn et al. C57BL/6 Hypercaloric Six weeks pre-mating before 1st pregnancy Males
2014 [6] until the second pregnancy and lactation
Nicholas et al. 2020 C57BL/6 Hypercaloric From six weeks pre-mating through the second 56 Males and
[541] pregnancy and lactation females
Zhang et al. 2021 [27]  CS57BL/6 Hyperlipidic Three weeks pre-mating, pregnancy and 56 Males and
lactation females
Lu et al. 2024 [34] C57BL/6 Hyperlipidic Four weeks pre-mating and pregnancy Males and
females
Martin-Gronert et al. C57BL/6 Hypercaloric Six weeks pre-mating, pregnancy and lactation 90 Males
2010 [51]
Shelley et al. 2009 [52] ~ C57BL/6 Hypercaloric Six weeks pre-mating, pregnancy and lactation Males and
females
Gregorio et al. 2010 C57BL/6 Hyperlipidic Pregnancy 90 Males
[38] -
Lactation

Pregnancy and lactation

(continued on next page)
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Table 2 (continued)
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Authors, year Population Diet Diet period Age Sex
(postnatal
day)
Volpato et al. 2012 C57BL/6 Hyperlipidic Pregnancy and lactation 90 Males
[24]
Paulsen et al. 2019 C57BL/6 Hyperlipidic + water 20 % sucrose Diet until the rats reached 25 % 98 Males and
58] your initial weight and during pregnancy and females
lactation
C57BL/6 Hyperlipidic Twelve days after the beginning of pregnancy 147 Males and
Khalyfa et al. 2013 until lactation females
[28]
C57BL/6 Hyperlipidic Two months pre-mating, pregnancy and 182 Males
Bringhenti et al. lactation
2016 [40]

Dumolt et al. 2022 [57] ~ C57BL/6 Western Diet + water with sucrose 20 % Diet until the rats reached 25 % 270 Males and
your initial weight, and during pregnancy and females
lactation

Costa et al. 2020 [20] Swiss mice Hyperlipidic Pregnancy and lactation 28 Males

Benatti et al. 2014 [39]  Swiss mice Hyperlipidic Two weeks pre-mating, pregnancy and 28 Males
lactation

Melo et al. 2014 [22] Swiss mice Hyperlipidic Three weeks pre-mating, pregnancy and 28 Males
lactation

Fante et al. 2016 [18] Swiss mice Hyperlipidic Three weeks, and during pregnancy and 28 and 82 Males
lactation

Ashino et al. 2012 [21]  Swiss mice Hyperlipidic One week pre-mating, pregnancy and lactation ~ 82 Males

Masuyama et al. 2012 ICR mice Hyperlipidic Four weeks pre-mating and pregnancy 14, 84, and Males and

[30] 168 females

Masuyama et al. 2014 ICR mice Hyperlipidic pregnancy, Hyperlipidic lactation, Four weeks pre-mating, pregnancy and 14, 84, and Males and

[44] Hyperlipidic pregnancy and lactation lactation 168 females

3.1. Characteristics of the study

Based on study characteristics, the following data were extracted:
author, year, type and duration of diet, age at assessment, animal strain,
and sex (Table 2).

Characteristics of the Maternal Diet and Exposure Period:

A high-fat diet was used in 30 studies (69.8 %) [11,18-46], a high-
caloric diet in 9 (20.9 %) [6,47-54], a liquid high-caloric diet in 1
(2.3 %) [55], a high-fat/high-carbohydrate diet in 1 (2.3 %) [56], a
Westernized diet with 20 % sucrose in water in 1 (2.3 %) [57], and a
hyperlipidic diet with 20 % sucrose in water in 1 (2.3 %) [58].

In terms of diet duration, 22 studies (51.2 %) applied the diet during
pre-mating period, gestation, and lactation [11,18,21-23,2527
,32,33,35-37,39-41,43,44,47-51], 3 (6.9 %) during pre-mating and
gestation [30,34,55], 5 (11.6 %) during gestation and lactation
[19,20,24,31,42], 1 (2.3 %) gestation only [56], and 3 (6.9 %) lactation
only [26,45,47]. Two studies (4.7 %) continued the diet until animals
reached 25 % of initial weight and throughout gestation and lactation
[57,58], 3 (6.9 %) maintained the diet from pre-mating through two
reproductive cycles [6,48,54], 2 (4.7 %) applied the diet at distinct time
points [29,38], and 2 (4.7 %) started the diet shortly after gestation
onset and continued through lactation [28,46].

Animal Strain, Sex, and Age:

Regarding animal strains, 17 studies (39.5 %) used C57BL/6 mice
[6,11,24,27,28,34,36-38,40,48,50-52,54,57,58], 10 (23.3 %) used
Sprague-Dawley rats [19,23,25,31,35,42,43,46,55,56], 9 (20.9 %) used
Wistar rats [26,29,32,33,41,45,47,49,53], 5 (11.6 %) used Swiss mice
[18,20-22,39], and 2 (4.7 %) used ICR mice [30,44]. In relation to the
sex of the animals, 15 studies (34.9 %) included both sexes
[23,27,28,30,34,37,41,42,46,49,52-54,57,58], 25 (58.1 %) used only
males [6,11,18-22,24-26,31-33,35,36,38-40,42,47,48,50,51,55,56],
and 3 (6.9 %) did not report sex [29,43,45].

Offspring age at evaluation ranged from 14 days [30,44,49] to 20
months (600 days) [46].

3.2. Molecular long-term effects of maternal obesogenic diet on insulin
signaling proteins

Regarding the effects of maternal obesogenic diet on the insulin
signaling pathway, among the 43 studies analyzed, 22 (51,2 %) assessed
protein expression/activity, all using the western blotting technique, in
skeletal muscle, liver and/or white adipose tissue, skeletal muscle and
liver (Table 3).

3.2.1. Skeletal muscle

In skeletal muscle, 11 studies investigated insulin signaling: 3 (27.3
%) focused solely on protein expression [6,19,26], 2 (18.2 %) examined
only activity [18,35], and 6 (54.5 %) addressed both aspects
[25,46,52,56-58]. Overall, the majority of studies investigating protein
expression reported a downregulation of at least one of the analyzed
proteins, including IRS, PI3K(p110 p), GLUT-4, and AKT
[6,19,26,46,52,57]. Similarly, most studies evaluating protein activity
demonstrated reduced activity of at least one of the proteins investi-
gated, such as IRp (Tyr974), p-IRS-1 (Tyr608), p-AKT (Ser473, Thr308),
and p-AS160 (Tyr642) [18,25,35,52,57].

3.2.2. Liver

Regarding the liver, 13 studies evaluated insulin signaling: 2 (15,4
%) examined expression only [6,38], 5 (38,5 %) assessed solely activity
[18,20,34,35,39], and 6 (46,1 %) analyzed both [11,21,51,55,56,58]. In
contrast to the muscle tissue, most studies did not report significant
changes in the expression of the proteins evaluated. Proteins commonly
assessed in these studies include IR, IRS-1, PI3K, AKT, AMPK
[6,11,21,51,55,56,58]. However, with respect to protein activity, most
studies reported a decrease in the phosphorylation of at least one of the
evaluated proteins, such as p-IR, p-IRS-1, p-IRS-2, p-AKT (Ser473 and
Thr308), p-AMPK and p-FOXO1 [11,18,20,21,34,35,55].
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Table 3
Heatmap of insulin signaling pathway modulation in target tissues of rodents exposed to maternal
obesogenic diet.

Tissue
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and/or activation of proteins related to the insulin signaling pathway in rodents. Analyses were
stratified by tissue (skeletal muscle, adipose tissue, liver).

3.2.3. White adipose tissue

In white adipose tissue, six studies assessed insulin signaling: three
(50 %) investigated only expression [6,48,50] and three (50 %) exam-
ined activity exclusively [18,35,37]. The majority of studies evaluating
protein expression identified a reduction in the expression of at least one
of the analyzed proteins, including IRp, IRS-1, PI3K (p110f, p85a),
AKT1, and AKT2 [6,48,50]. As for activity, one study found reduced p-
AKT (Ser473) [35], another showed elevated p-AMPKa [37], and a third
reported increased p-IRS-1 activity at 28 days of age, followed by a
reduction at 82 days [18].

3.3. Lon-term effects of maternal obesog
outcomes

ic diet on physiological

o

For the secondary outcomes, 41 studies (95.3 %) assessed parameters
such as body weight, blood glucose, insulin levels, glucose and insulin
tolerance tests, and insulin resistance indices (HOMA-IR and QUICKI)
(Table 4).

3.3.1. Body weight, glucose, and insulin levels

Regarding body weight, among 37 studies, 3 (8.1 %) reported a
decrease in offspring exposed to maternal obesogenic diets [32,33,43],
27 (729 %) reported an increase [11,18,19,21-24,26,27,
29-31,34-36,38-42,44-47,49,53,56), and 7 (18.9 %) found no differ-
ence [6,25,37,50,51,54,55]. Of 20 studies evaluating blood glucose, 4
(20 %) reported an increase [26,28,29,34], 15 (75 %) reported no sig-
nificant difference [19,21,23,25,32,33,41,46,47,50,51,53-56], and 1 (5
%) showed a transient decrease at 21 days followed by an increase at 9
weeks [35]. Among 29 studies on insulin levels, 20 (68.9 %) observed an
increase [6,11,21,24-28,31,35,36,40-42,45-48,55,58], 8 (27.6 %)
found no difference [19,23,32,33,49,53,54,56], and 1 (3.4 %) reported a
decrease [29].

3.3.2. Glucose homeostasis and insulin sensitivity

Glucose tolerance tests were conducted in 30 studies: 25 (83.3 %)
showed elevated glucose curves [11,19,23,27,28,30-32,
34-36,38-44,46,47,49,53,57,58], 4 (13.3 %) reported no difference
[6,18,24,54], and 1 (3.3 %) reported a reduction [33]. All 13 studies
performing insulin tolerance tests reported insulin resistance
[18,22,28,30,34,35,39,43,45-47,57,58]. Of the 16 studies assessing
HOMA-IR, 11 (68.8 %) reported an increase
[24,26-28,30,34,42,44,47,56], 4 (25 %) no difference [25,33,35,49],
and 1 (6.3 %) a decrease [46]. Two studies evaluated QUICKI: one found
no difference [56] and one reported a reduction [11]. Gregorio et al.
[38] showed that a maternal high-fat diet during gestation increased
HOMA-IR in offspring, while exposure during lactation or both periods
decreased HOMA-IR.

4. Discussion

The central question is whether maternal obesity induces insulin
resistance in peripheral tissues and disrupts long-term glucose homeo-
stasis in the offspring. If so, what are the underlying mechanisms? Does
it reduce the activity or expression of insulin signaling proteins—or
both—in skeletal muscle, liver, and adipose tissue? Findings indicate
that a maternal obesogenic diet leads to glucose intolerance and insulin
resistance in the offspring, associated with increased body weight and
hyperinsulinemia, despite unchanged fasting glucose. These effects
involve downregulation of key insulin signaling proteins (IRS-1, p-IRS1,
PI3K[p85a], PI3K[p110B], AKT, p-AKT, p-AMPK, GLUT-4 and GLUT-2),
affecting expression in muscle and white adipose tissue, and activity in
muscle, liver, and white adipose tissue. Glucose and insulin tolerance

tests, along with HOMA and QUICKI indices, confirmed impaired insulin
sensitivity.

As previously noted, most studies reported downregulation of insulin
signaling proteins in skeletal muscle, liver, and white adipose tissue. In
skeletal muscle—the primary site of glucose metabolism—both the
expression and activity of insulin signaling proteins were generally
reduced (Table 3) [6,18,19,25,26,35,46,52,57]. However, some pro-
teins, such as AKT, AKT2, IRp, and p-AKT (Ser473), were found to be
upregulated in three studies [25,52,57]. For instance, Latouche et al.
(2014) observed increased AKT expression alongside reduced phos-
phorylation (p-AKT), suggesting a compensatory mechanism attempting
to counteract impaired AKT activation and contributing to insulin
resistance [25]. Similarly, Shelley et al. (2009) reported increased AKT2
levels, potentially reflecting a protective response to maternal obesity
[52]. Dumolt et al. (2022) reported a similar compensatory response,
with increased expression of the insulin receptor subunit IR in the face
of reduced levels of other signaling proteins, such as IRS-1 [57]. How-
ever, this upregulation did not restore pathway function, as autophos-
phorylation of the receptor at Tyr974, critical for IRS-1 recruitment, was
diminished [57]. Notably, pathway preservation was observed in female
offspring exposed to the same maternal obesogenic diet, characterized
by increased insulin-stimulated AKT phosphorylation, supporting sex-
specific protective mechanisms previously reported [34,37,57].

GLUT-4, essential for glucose uptake in skeletal muscle [10], was
evaluated in five studies [19,26,46,52,57], comprising 45.4 % of the
total 11 studies that investigated skeletal muscle. Four (80 %) reported
reduced levels, along with elevated insulin and glucose concentrations
and increased HOMA index values [19,26,46,57], supporting a strong
association between GLUT-4 downregulation and insulin resistance
[10].

Concerning the liver, unlike in muscle tissue, most studies reported
reduced activity but not expression of insulin signaling proteins
[11,18,20,21,34,35,38,51,55]. Despite this, hepatic insulin sensitivity
appeared partially preserved, likely due to elevated insulin levels [10].
Shankar et al. (2010), for instance, observed increased levels of p-Tyr-
IRp and p-AKT (Thr308) in animals exposed to a maternal hypercaloric
liquid diet, suggesting that hyperinsulinemia enhanced insulin signaling
through increased phosphorylation of IRf and AKT [55]. Whereas
Martin-Gronert et al. (2010) found reductions in IRS-1 and PI3K(p85a)
proteins and an increase in GSK-3p in three-month-old mice exposed to a
maternal hypercaloric diet [51]. The increase in GSK-3p was attributed
to insulin resistance and obesity, as GSK-3f inactivates glycogen syn-
thase, reducing ability to store glucose as glycogen in liver [51].

Meanwhile, regarding white adipose tissue, studies reported re-
ductions in both expression or activity of insulin signaling proteins,
indicating insulin resistance [6,18,35,48,50]. However, some findings
were conflicting; for example, Fante et al. (2016) observed decreased p-
AKT levels alongside increased IRS-1 in adipose tissue. They suggested
that maternal high-fat diet impaired insulin-stimulated p-AKT despite
normal IRS-1 levels, reflecting a possible compensatory mechanism
[18]. Conversely, Litzenburger et al. (2020) reported no differences in p-
AKT levels, which may be due to differences in dietary fat composition.
Fante et al. used a saturated fat-rich diet, whereas Litzenburger used an
unsaturated fat-rich diet potentially beneficial to offspring metabolism
[18,37]. Sex-specific differences in p-AKT activation were also noted,
with females showing higher initial activation than males, reversing
later in life, indicating that maternal obesity may differentially regulate
the AKT pathway by sex and contribute to insulin sensitivity disparities
[37].

The expression of proteins may be modulated by a maternal obeso-
genic diet through epigenetic mechanisms. Fernandez-Twinn et al.
(2014) found reduced expression of IR, IRS-1, and PI3K (p110f, p85a)
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Table 4
Heatmap of the effects of maternal obesogenic diet on metabolic parameters in rodents.
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QUICK

Graphical representation of the effects of maternal exposure to an obesogenic diet on key metabolic
parameters in adult rodents. BW: body weight; GTT: glucose tolerance test; ITT: insulin tolerance

test; HOMA-IR: HOMA index; QUICK: quantitative insulin sensitivity check.
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Fig. 2. Risk of bias summary: review authors’ judgements about each risk of bias item for the studies analyzed.
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exposed to obesogenic diet

Fig. 3. PRISMA flow diagram of study selection process applied in the present study.

in white adipose tissue of eight-week-old male offspring prior to obesity-
related phenotypes, suggesting insulin resistance [6]. This study
demonstrated that the downregulation of IRS-1 was mediated by the
upregulation of microRNA-126.

Overall, p-AKT was the most frequently studied protein
[11,18,20,21,25,34,35,49,50,53-57,60]. This occurs because AKT is a
key protein mediating most of insulin’s metabolic actions, serving as a
critical step in the development of insulin resistance [10,60]. Addi-
tionally, studies evaluating this protein in models of diet-induced
obesity often report a reduction in p-AKT (ser473) activity [12,13].
This finding was corroborated by our review, as the majority of studies
reported a decrease in p-Akt (ser473) activity
[11,18,20,21,25,34,35,52,57].

Nevertheless, according to the study by Paulsen, the absence of
changes in insulin signaling protein expression or activity does not

necessarily indicate the absence of insulin resistance. Their findings
showed no differences in insulin signaling proteins in the skeletal muscle
and liver of animals exposed to maternal obesogenic diets [53]. How-
ever, hyperinsulinemia and alterations in the insulin tolerance test were
observed, indicating functional insulin resistance, meaning that despite
increased insulin levels, there was no corresponding response from in-
sulin signaling proteins [58].

In summary, this review indicates that a maternal obesogenic diet
predominantly reduces the activity, in all studied tissues, and expres-
sion, in skeletal muscle and white adipose tissue, of insulin signaling
proteins in offspring, aligning with physiological alterations such as
increased body weight, elevated serum insulin, and glucose intolerance.
However, some findings remain inconclusive. Three studies reported
reductions in insulin signaling proteins without accompanying physio-
logical changes [37,50,51], possibly due to limited outcome measures
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focused on serum glucose and body weight. Notably, most studies found
no significant changes in glucose levels, potentially explained by
compensatory hyperinsulinemia or methodological limitations
[21,23,25,41,46,55].

Regarding body weight, most studies reported increased body mass,
although some observed reductions [32,33,43] or no significant differ-
ences [6,25,37,50,51,54,55]. Appetite regulation appears to be altered
early in animals exposed to maternal obesogenic diets during critical
periods such as gestation and lactation, resulting in either reduced
[32,33,43] or increased food intake [22]. Increased body weight has
been linked to hyperphagia, disrupted hypothalamic insulin signaling,
altered expression of orexigenic peptides, and leptin dysregulation [22].
Melo et al. (2014) attributed weight gain to hyperphagia driven by
hypothalamic insulin resistance, which may impair energy homeostasis
if occurring early in life. Conversely, some animals exhibited reduced
food intake, leading to decreased body weight and leptin levels [33].

These findings hold translational relevance for maternal and child
health [31,42]. A better understanding of how maternal obesogenic
diets influence fetal metabolic development may support early-life
nutritional strategies aimed at reducing the risk of obesity and insulin
resistance later in life, and help inform public health policies focused on
preventing metabolic diseases across generations [31,42].

5. Conclusion

Based on the studies included in this systematic review, maternal
obesogenic diet induces long-term metabolic disturbances in the

g Maternal obesogenic diet
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offspring resulting in impaired insulin signaling protein expression
(skeletal muscle, and white adipose tissue) and activity (in all tissues
studied). p-Akt emerging as the primary molecular marker of insulin
resistance induced by a maternal obesogenic diet. These molecular and
biological alterations contribute are reflected in physiological outcomes
such as increased body weight and disrupted glucose metabolism,
characterizing a process of developmental plasticity (Fig. 4).

Variations in the expression/activity in proteins affected may reflect
heterogeneity in diet composition, exposure duration, animal age, sex,
and methodological approaches. Further research is needed to clarify
the epigenetic basis and long-term metabolic consequences of these
findings.

The evidence presented here underscores the importance of early-life
nutritional interventions and highlights potential molecular targets for
future research and clinical strategies aimed at preventing metabolic
diseases.
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A — Tabela de valores individuais dos resultados /n vivo

15. Apéndice C — Tabela de valores individuais

Tabela A1 — Referente grafico 1A, de peso corporal materno durante a gestagéo

100

Dieta Controle
DCMat DCMat DcMat DcMat DCMat DCMat
12 236,90 261,25 264,95 303,98 231,12 321,74
semana
22 273,00 283,21 294,06 338,10 270,96 372,59
semana
32 299,30 291,49 252,95 406,94 234,16 318,12
semana
Dieta obesogénica
DOMat DOMat DOMat DOMat DoMat DoMat
12 250,69 269,53 225,36 287,88 320,07 336,42
semana
2@ 281,40 284,64 324,79 291,30 326,52 348,50
semana
32 345,35 300,00 354,23 316,81 373,31 428,15
semana
Dieta obesogénica + resveratrol
DOMat+Res DoMat+Res DOMat+Res DOMat+Res DoMat+Res
12 209,01 236,22 293,80 253,04 260,46
semana
22 227,51 267,12 314,84 273,33 273,68
semana
32 249,00 297,39 371,84 340,05 302,49
semana
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Tabela A2 — Referente grafico 1B, de peso corporal materno ao desmame

Desmame

DCwat DCwat DCuat

261,77 274,22 240,72*

238,75 250,54 264,16

283,75 302,57 265,11
304,88 251,54 260,15
209,85 302,02 263,9

270,38 261,52

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.

Tabela A3 - Referente grafico 2A, de consumo alimentar materno durante a
gestacéo relativo ao peso do animal

Dieta Controle
DCwat DCwat DCwat DCwat DCwat DCwat
Média- 242,77 329,73 266,43 268,32 305,91 269,73
Peso(g)
12 semana 3,91 5,97 5,33 6,17 7,71 7,63
22 semana 4,33 5,99 5,93 6,86 7,83 7
32 semana 8,3 7,51 55 5,57 8,75 5,37
Dieta Obesogénica
DOwat DOwsat DOwat DOwat DOwat
Média- 256,28 | 264,52 281,59 339,96 337,76
Peso(g)

12 semana 3,49 1,99 2,75 3,83 3




22 semana 2,94 1,85 3,13 4,26 2,26
32 semana 4.47 2,18 3,79 4.67 3,24
Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DoMat+Res DoMat+Res

Média- 228,50 266,91 250,36 285,89 278,87

Peso(g)
12 semana 2,74 3,71 2,01 6,51 0,89
22 semana 1,53 2,42 1,35 3,48 3,95
32 semana 1,83 3,39 2,33 4,07 3,68

Tabela A4 - Referente grafico 2B, do consumo de leite condensado materno

durante a gestacéo relativo ao peso do animal

Dieta Obesogénica
DOMat DOMat DOMat DOMat DOMat
Média-Peso(g) | 256,28 264,52 281,59 339,96 337,76
12 semana 2,2 2,4 7,00 1,25 2,81
22 semana 47 2,4 4.45 1,74 2,29
32 semana 2 3,7 3,30 1,97 1,63
Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DoMat+Res DoMat+Res
Média- 228,50 266,91 250,36 285,89 278,87
Peso(g)
12 semana 6,63 2,78 6,66 3,78 5,46
22 semana 5,63 3,85 6,93 4,20 1,38
32 semana 3,49 1,37 5,73 2,82 0,97
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Tabela A5 — Referente grafico 3A, de consumo alimentar materno durante a
lactacao relativo ao peso do animal

103

Dieta Controle
DCMat DCMat DCMat DCMat DcMat DcMat
Média- 261,77 238,75 283,75 304,88 209,85 270,38
Peso(g)
12 semana 8,7 9,7 11,9 13,7 8,3 10,4
22 semana 15 13,4 15,6 15,3 11,5 14,9
32 semana 22,7 21 18,4 17,5 17,8 18,7
Dieta Obesogénica
DOMat DoMat DOMat DOMat DOMat
Média- 274,22 250,54 302,57 251,54 302,02
Peso(g)
12 semana 47 6,7 4,28 6,72 5,16
22 semana 8 9,8 8,49 12,09 7,48
32 semana 16,7 15,5 459 4,34 1,29
Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DoMat+Res
Média- 264,16 265,11 260,15 263,90 240,72*
Peso(g)
12 semana 8,62 8,18 5,29 6,66 6,46
22 semana 10,18 11,97 6,89 9,14 9,45
32 semana 15,65 18,42 7,06 11,46 14,53

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.



Tabela A6 — Referente grafico 3B, do consumo de leite condensado materno

durante a lactacao relativo ao peso do animal

Dieta Obesogénica

DOMat DOMat DOMat DoMat DoMat

Média-Peso(g) | 274,22 250,54 302,57 251,54 302,02
12 semana 4.1 4.1 3,24 1,18 1,45
22 semana 55 59 5,93 1,53 4.56
32 semana 3,10 59 16,5 13,22 14,32

Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DOMat+Res DoMat+Res
Média- 264,16 265,11 260,15 263,90 240,72*
Peso(g)

1? semana 7,55 9,35 8,53 4,44 1,69
22 semana 8,51 1,93 12,48 8,53 6,30
32 semana 10,84 4,19 15,95 10,24 8,76

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.
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Tabela A8 — Referente grafico 4A, de consumo calérico materno durante a gestacéo
relativo ao peso do animal

Dieta Controle
DCMat DCMat DCMat DCMat DcMat DcMat
Média- 242,77 329,73 266,43 268,32 305,91 269,73
Peso(g)
12 semana 27,46 19,2 22,2 27,75 14,07 21,46
22 semana 25,21 21,33 24,69 28,19 15,59 21,53
32 semana 19,34 19,82 20,07 31,51 29,88 27,04
Dieta Obesogénica
DOMat DoMat DOMat DOMat DOMat
Média- 256,28 264,52 281,59 339,96 337,76
Peso(g)
12 semana 21,09 15,68 33,8 19,49 21,24
22 semana 26,94 15,09 27,07 22,81 16,56
32 semana 24 .43 20,74 25,99 25,24 18,36
Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DoMat+Res
Média- 228,50 266,91 250,36 285,89 278,87
Peso(g)
12 semana 32,6 23,99 29,74 38,49 21,35
22 semana 24 .47 22,29 27,96 27,68 20,39
32 semana 18,74 18,1 28,02 25,55 17,97




Tabela A9 — Referente grafico 4B, de consumo calérico materno durante a lactagao
relativo ao peso do animal
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Dieta Controle
DCMat DCMat DCMat DCMat DcMat DcMat
Média- 261,77 238,75 283,75 304,88 209,85 270,38
Peso(g)
12 semana 374 42,78 49,5 29,72 31,36 34,81
22 semana 53,53 56,22 55,2 41,54 53,91 48,38
32 semana 67,19 66,35 63,07 64,05 81,61 75,53
Dieta Obesogénica
DOMat DoMat DOMat DOMat DOMat
Média- 274,22 250,54 302,57 251,54 302,02
Peso(g)
12 semana 32,14 40,36 27,73 30,86 25,48
22 semana 50,06 58,63 53,42 53,6 44 25
32 semana 77,36 81,8 72,08 60,42 51,74
Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DoMat+Res
Média- 264,16 265,11 260,15 263,90 240,72*
Peso(g)
12 semana 59,26 63,33 51,72 41,27 31,5
22 semana 68,66 54,49 68,32 64,53 58,53
32 semana 98,23 87,76 80,25 79,41 86,98

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.
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Tabela A10 — Referente grafico 5A, de consumo carboidrato materno (dieta + leite
condensado) durante a gestagéo relativo ao peso do animal

Dieta Controle
DCMat DCMat DCMat DCMat DcMat DcMat
Média- 242,77 329,73 266,43 268,32 305,91 269,73
Peso(g)
12 semana 4,32 3,02 3,5 4,37 2,22 3,38
22 semana 3,97 3,36 3,89 4.44 2,46 3,39
32 semana 3,05 3,12 3,16 4.96 4,71 4,26
Dieta Obesogénica
DOMat DoMat DOMat DOMat DOMat
Média- 256,28 264,52 281,59 339,96 337,76
Peso(g)
12 semana 2,7 2,16 5,04 2,35 2,85
22 semana 3,83 2,09 3,8 2,8 2,24
32 semana 3,02 2,97 3,46 3,11 2,3
Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DoMat+Res
Média- 228,50 266,91 250,36 285,89 278,87
Peso(g)
12 semana 4,83 3,14 4,53 4,89 3,39
22 semana 3,76 3,17 4.4 3,82 2,47
32 semana 2,72 2,22 4,16 3,31 2,13
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Tabela A11 — Referente grafico 5B, de consumo de carboidrato materno (dieta +
leite condensado) durante a lactag&o relativo ao peso do animal

Dieta Controle
DCMat DCMat DCMat DCMat DcMat DcMat
Média- 261,77 238,75 283,75 304,88 209,85 270,38
Peso(g)
12 semana 5,89 6,74 7,8 4,68 4,94 5,48
22 semana 8,43 8,85 8,69 6,54 8,49 7,62
32 semana 10,58 10,45 9,93 10,09 12,85 11,9
Dieta Obesogénica
DOMat DoMat DOMat DOMat DOMat
Média- 274,22 250,54 302,57 251,54 302,02
Peso(g)
12 semana 4,27 517 3,63 3,55 3,03
22 semana 6,48 7,49 6,93 6,06 5,63
32 semana 8,94 9,98 11,06 9,14 8,43
Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DoMat+Res
Média- 264,16 265,11 260,15 263,90 240,72*
Peso(g)
12 semana 7,88 8,68 7,27 5,33 3,72
22 semana 9,08 6,24 9,85 8,65 7,55
32 semana 12,73 10,27 11,82 10,59 111

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.
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Tabela A12 - Referente grafico 6A, de consumo proteina materno (dieta + leite
condensado) durante a gestagéo relativo ao peso do animal

Dieta Controle
DCMat DCMat DCMat DCMat DcMat DcMat
Média- 242,77 329,73 266,43 268,32 305,91 269,73
Peso(g)
12 semana 1,3 0,91 1,05 1,32 0,67 1,02
22 semana 1,2 1,01 1,17 1,34 0,74 1,02
32 semana 0,92 0,94 0,95 1,5 1,42 1,28
Dieta Obesogénica
DOMat DoMat DOMat DOMat DOMat
Média- 256,28 264,52 281,59 339,96 337,76
Peso(g)
12 semana 0,81 0,55 1,06 0,79 0,77
22 semana 0,9 0,52 0,92 0,91 0,59
32 semana 0,97 0,69 0,95 1 0,72
Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DoMat+Res
Média- 228,50 266,91 250,36 285,89 278,87
Peso(g)
12 semana 1,03 0,89 0,9 1,48 0,6
22 semana 0,73 0,75 0,8 0,97 0,83
32 semana 0,61 0,72 0,88 0,96 0,74




Tabela A13 — Referente grafico 6B, de consumo de proteina materno (dieta + leite
condensado) durante a lactagao relativo ao peso do animal
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Dieta Controle
DCMat DCMat DCMat DCMat DcMat DcMat
Média- 261,77 238,75 283,75 304,88 209,85 270,38
Peso(g)
12 semana 1,78 2,03 2,35 1,41 1,49 1,65
22 semana 2,54 2,67 2,62 1,97 2,56 2,3
32 semana 3,19 3,15 3 3,04 3,88 3,59
Dieta Obesogénica
DOMat DoMat DOMat DOMat DOMat
Média- 274,22 250,54 302,57 251,54 302,02
Peso(g)
12 semana 1,17 1,54 1,03 1,31 1,05
22 semana 1,89 2,24 2,01 2,31 1,7
32 semana 3,27 3,29 2,15 1,84 1,38
Dieta obesogénica + resveratrol
DoMat+Res DOMat+Res DOMat+Res DoMat+Res DoMat+Res
Média- 264,16 265,11 260,15 263,90 240,72*
Peso(g)
12 semana 2,17 2,23 1,76 1,56 1,31
22 semana 2,53 2,32 2,25 2,34 2,22
32 semana 3,7 3,67 2,55 2,89 3,33

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.
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Tabela A14 — Referente grafico 7A, de consumo lipideo materno (dieta + leite
condensado) durante a gestagéo relativo ao peso do animal

Dieta Controle
DCwat DCwat DCwat DCwat DCwmat DCwat
Média- 242,77 329,73 266,43 268,32 305,91 269,73
Peso(g)
12 semana 0,55 0,38 0,44 0,56 0,28 0,43
22 semana 0,5 0,43 0,49 0,56 0,31 0,43
32 semana 0,39 0,4 0,4 0,63 0,6 0,54
Dieta Obesogénica
DoMat DOMat DoMat DOMat DOMat
Média- 256,28 264,52 281,59 339,96 337,76
Peso(g)
12 semana 0,78 0,54 1,04 0,77 0,75
22 semana 0,88 0,51 0,9 0,88 0,58
32 semana 0,94 0,67 0,92 0,97 0,7
Dieta obesogénica + resveratrol
DOwat+res | DOmat+res DOwat+Res DOwmat+Res DOwat+Res
Média- 228,50 266,91 250,36 285,89 278,87
Peso(g)
12 semana 1,01 0,87 0,88 1,44 0,59
22 semana 0,72 0,73 0,79 0,94 0,8
32 semana 0,6 0,7 0,86 0,93 0,72
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Tabela A15 — Referente grafico 7B, de consumo de lipideo materno (dieta + leite
condensado) durante a lactagao relativo ao peso do animal

Dieta Controle
DCMat DCMat DCMat DCMat DcMat DcMat
Média- 261,77 238,75 283,75 304,88 209,85 270,38
Peso(g)
12 semana 0,75 0,86 0,99 0,59 0,63 0,7
22 semana 1,07 1,12 1,1 0,83 1,08 0,97
32 semana 1,34 1,33 1,26 1,28 1,63 1,51
Dieta Obesogénica
DoMat DoMat DoMat DOMat DOMat
Média- 274,22 250,54 302,57 251,54 302,02
Peso(g)
12 semana 0,99 1,35 1,3 1,27 1,12
22 semana 1,76 1,89 1,83 2,24 1,48
32 semana 3,06 3 1,06 0,91 0,36
Dieta obesogénica + resveratrol
DOwat+res | DOmat+res DOwat+Res DOwmat+Res DOwat+Res
Média- 264,16 265,11 260,15 263,90 240,72
Peso(g)
12 semana 2,11 2,17 1,72 1,52 1,26
22 semana 2,45 2,24 2,2 2,27 2,15
32 semana 3,59 3,54 2,5 2,81 3,23

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.



Tabela A16 — Referente ao grafico 8 A e B, de peso do tecido adiposo

retroperitoneal relativo e absoluto

Peso relativo (g/g*100)

DCwat 0,015 0,006 0,008 0,014 0,013 0,015
DOwat 0,019 0,012 0,021 0,02 0,038 0,019
DOwat+Res 0,006 0,044 0,016 0,035 0,011 0,006
Peso absoluto (mg)
DCwat 0,0042 0,0014 0,0023 0,0048 0,0027 0,0039
DOwat 0,0029 0,0054 0,0059 0,01 0,0027 0,0054
DOwat+Res 0,00174 0,01245 0,00413 0,01041 0,0028

Tabela A17 — Referente ao grafico 9A de peso corporal diario do 7° ao 21° dia pés-

natal da prole

DCwat — Peso Corporal

14,17 14,16 16,94 15,59 15,13 15,37 18,25
16,2 16,06 18,75 16,44 15,13 17,37 20,09
18,06 18,31 22,69 20,42 18,55 17,04 19,29 22,8

19,47 19,9 24,51 22,91 20,37 18,73 20,9 249

20,86 21,87 27,24 23,83 22,18 20,64 21,47 26,92
22,51 23,34 28,01 24,49 24,96 23,55 23,74 28,26
24,11 25,38 29,58 26,4 26,19 25,32 24,26 30,1

26,04 26,87 30,85 28,43 28,61 27,69 25,89 31,98
27,6 27,94 30,85 30,02 28,33 27,53 34,19
29,05 30,04 33,61 30,49 32,2 29,72 29 36,23
30,72 32,43 36,32 31,22 32,8 31,92 32,5 40,14
31,76 32,57 37,53 32,64 35,06 33,46 35,49 43,3
33,76 34,53 40,34 33,98 37,2 35,87 36,67 47,5
37,15 36,47 42,69 35,21 39,47 38,68 41,15 52,43
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DOwat — Peso Corporal (7° ao 21° dia)

14,83 12,49 18,5 18,82 16,3 15,1 15,9 14,71
17,01 14,29 21,38 20,59 17,32 17,01 17,82 18,24
19,09 16,35 24,18 22,61 22,18 19,66 20,34 20,94
21,6 18,36 26,48 24,69 24,59 21,86 22,37 22,79
23,77 20,69 29,88 27,26 26,8 24,13 24,57 25,79
26,45 23,15 33,28 29,63 32,02 26,43 26,9 27,05
291 25,79 36,14 32,3 34,78 29,2 29,3 30,47
31,55 28,61 38,52 33,35 37,06 30,77 31,05 33,31
35,25 33,22 41,98 33,6 39,28 32,29 33,04 32,27
36,02 35,36 43,33 33,81 40,17 35,05 35,74 31,2
36,35 35,73 42,73 34,76 41,07 38,6 38,44 39,8
38,27 36,65 43,2 36,21 43,04 40,85 41,43 43,2
39,5 37,95 46,02 38,52 45,35 44,75 45,63 47,85
40,47 39,5 47,19 40,26 49,35 48,35 50,08 52,24
DOwmat+res — Peso Corporal (7° ao 21° dia)

12,55 13,12 14,09 16,13 16,59 15,92 17,5 18,3
14,68 15,94 15,63 19,29 19,93 17,8 19,48 20,14
17,56 17,32 16,85 21,52 22,06 19,93 20,82 22,48
18,7 19,87 18,84 24,24 24,49 21,56 22,48 24,59
20,74 22,28 21,71 26,2 26,12 24,02 244 27,09
24,78 23,85 23,27 29,15 29,35 25,77 26,83 29,44
27,02 26,32 25,11 30,14 30,42 27,97 29,26 30,97
29,49 28,65 27,71 33,73 34,43 31,11 32,83 33,13
31,75 30,99 30,31 35,53 34,49 33,44 34,99 35,6
32,84 32,85 32,45 36,89 37,33 35,55 35,88 36,68
33,94 35,75 34,26 38,67 39,82 36,97 37,58 39,38
37,81 36,3 37,4 42,38 42,27 39,85 40,87 41,64
42,15 40,79 40 46,03 45,01 42,05 43,67 45,47
46,48 45,64 43,46 50,12 49,93 43,8 45,79 48,7




Tabela A18 — Referente ao grafico 9B de ganho de peso corporal diario do 7° ao 21°

dia pos-natal da prole.
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DCwat DOwat DOwat+Res
263,62 300,78 229,99
254,09 319,65 225,05
267,58 289,29 273,8
248,48 357,5 297,09
282,91 354,62 317,5
262,83 255,57 297,39
256,85 274,13 284,45
268,24 292,08 257,77

Tabela A19 — Referente ao grafico 10A de peso corporal semanal apos a lactagao

da prole.
DCwat — Peso Corporal Semanal

72,67 68,85 79,4 66,56 68,63 57,04 84,15 103,26
112,08 103,79 121,58 103,46 123,17 100,03 122,5 150,5
167,16 150,65 185,35 160,5 172,88 150,27 176 200,5
214,52 195,68 218,54 194,92 172,88 150,27 220,5 250
254,94 231,78 258,45 234,76 184,98 221,93 259,5 289
276,2 260,59 285,15 258,15 276,18 24211 274,41 318
297,86 275,19 302,42 276,24 303,2 264,53 289,33 337,22
321,05 293,58 325,49 296,46 321,84 283,9 309,5 357,5
330,7 311,27 340,44 302,19 332,68 303,14 324 356,5
336,29 322,94 346,98 315,04 351,54 319,87 341 371,5

DOwat — Peso Corporal (7° ao 21° dia)

78,67 79,1 84,15 74,59 95,1 78,48 92,31 77,9
138,76 140,54 143,8 120,67 151,82 130,68 144,86 127
167,52 172,5 199,81 169,26 215,8 181,5 200,5 180,5
217,95 223,7 246,34 207,54 269,56 223,5 242 236
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255,96 267,15 296,01 261,67 307,03 259,5 278 275

294,29 302,78 310,9 290,75 3445 275,5 309,5 312

3174 335,6 325,8 3714 393 318,62 377,64 328,4
333,5 356,8 345,46 399,05 417 325,39 371,46 352,68
351,75 374,31 363,5 416,31 428,6 332,16 365,28 370,3
379,45 398,75 373,44 432,09 449,72 334,05 366,44 369,98

DOwmat+res — Peso Corporal (7° ao 21° dia)

89,54 79,32 86,23 87,77 74,44 83,27 76,23 79,44
128,84 113,91 128,54 134,57 124,49 119,46 120,03 127,76
168,14 148,51 158,48 168,73 177,63 174,47 174,23 179

217,18 204,72 221,21 234,36 226,58 219,43 210,35 220,75
247,42 234,72 265,8 272,38 272,96 273,2 259,02 248,62
263,25 250,29 298,39 311,75 311,17 309,3 290,22 276,5
277,52 267,62 314,3 331,6 339,45 334,47 317,85 295,5
289,79 260,91 336,15 354,24 362,68 357,75 332,41 307,5
301,57 301,43 350,7 367,66 374,45 377,67 344,16 317,68
319,53 304,37 360,03 384,86 391,94 380,66 360,68 337,21

Tabela A20 — Referente ao grafico 10B de ganho de peso corporal semanal apds a

lactacao da prole.

DCwat DOwat DOwat+Res
26,64 27,19 38,75
24,41 28,75 36,31
27 30,13 32,77
19,96 22,85 39,14
26,8 39,09 37,83
25,98 38,57 30,15
30,43 39,11 29,15
37,77 38,17 34,5
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Tabela A21 - Referente ao grafico 11 A e B, de peso do tecido adiposo
retroperitoneal e epididimal relativo da prole aos 90 dias.
Tecido adiposo retroperitoneal (g/el*1000)

DCuwat 17,32 20,84 13,42 7,91 23,47 8,96
DOwsat 19,78 34,33 30,58 19,63 13,86 21,15
DOwat+Res 13,22 15,93 23,78 24,63 35,44 26,89
Tecido adiposo epididimal (g/el*1000)

DCwat 17,77 16,86 14,55 16,036 11,534 7,839
DOwsat 13,19 23,13 13,18 8,89 9,92 18,25
DOwat+Res 5,22 7,65 13,17 7,05 19,51 16,54

El= Eixo longitudinal

Tabela A22 - Referente ao grafico 12 da area do adipdcito do tecido adiposo

retroperitoneal e a figura 2 da faixa da area dos adipécitos do tecido adiposo

retroperitoneal.

Distribuicao de frequéncia das areas dos adipécitos (um3).
VM Intt Int f Intt Intf A DC A DO DOR | DC.1 | DO.1 | DOR.1

20 0 40 >0 <=40 0 0 0 0% 0% 0%
60 40 80 | >40 <=80 15 1 1 2% 0% 0%

100 80 120 | >80 <=120 27 4 9 4% 1% 1%
140 120 160 | >120 <=160 48 14 15 7% 2% 2%
180 160 200  >160 <=200 56 18 32 8% 3% 4%
220 200 240 | >200 <=240 66 44 42 9% 6% 6%
260 240 280 | >240 <=280 63 44 66 9% 6% 9%
300 280 320 | >280 <=320 65 64 55 9% 9% 8%
340 320 360  >320 <=360 52 63 82 7% 9% 11%
380 360 400 | >360 <=400 52 57 45 7% 8% 6%
420 400 440 | >400 <=440 40 55 47 6% 8% 7%
460 440 480 | >440 <=480 24 49 64 3% 7% 9%
500 480 520 = >480 <=520 18 41 36 3% 6% 5%
540 520 560 = >520 <=560 8 34 30 1% 5% 4%
580 560 600 = >560 <=600 12 35 14 2% 5% 2%
620 600 640  >600 <=640 12 25 28 2% 3% 4%
660 640 680 | >640 <=680 4 20 19 1% 3% 3%
700 680 720  >680 <=720 2 14 27 0% 2% 4%
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VM: Valor médio do intervalo de classe; Int t/Int f: Limites de intervalo inferior e superior
(um?). DC, DO, DOR: Numero de adipécitos por intervalo para cada grupo (DCwmat, DOwmat,
DOwmat+res) DC.1, DO.1, DOR.1: Frequéncias relativas de adipécitos em cada intervalo
(proporgao do total por grupo).

Os dados foram obtidos a partir da segmentacao de imagens histoldgicas do tecido adiposo

(n =900 campos por grupo). As frequéncias foram calculadas em intervalos de 40 uym?2.



Tabela A23 — Referente ao grafico 13 do teste de tolerancia a glicose aos 60 e 90

dias, graficos A, B, CeD

Valores individuais referente ao grafico A do teste de tolerancia a glicose aos 60 dias

DCwmat
0 103 100 104 104 125 127 114 118
15 315 241 234 233 422 221 231 405
30 278 196 190 219 361 221 326 328
45 193 161 175 191 234 214 278 233
60 170 126 151 166 240 169 224 168
90 118 108 126 143 152 135 137 129
120 114 116 114 124 104 118 141 141
DoMat
0 110 126 126 159 113 125 120 116 103
15 343 318 384 386 171 377 375 449 358
30 272 284 348 272 138 345 344 453 311
45 233 259 333 218 134 263 274 352 256
60 148 200 207 165 133 194 213 301 178
90 136 147 143 132 115 130 165 183 134
120 115 145 124 119 109 133 159 167 126
DOMaHRes
0 112 122 118 116 115 103 108 109
15 299 355 304 294 375 355 198 296
30 234 246 282 256 337 333 158 353
45 170 161 193 187 292 263 131 208
60 148 144 162 140 218 190 119 154
90 130 123 138 124 153 133 112 118
120 126 123 112 112 123 121 107 108
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Valores individuais referente ao grafico B da area sob a curva aos 60 dias

Valores individuais referente ao grafico C do teste de tolerancia a glicose aos 90 dias

DCwmat | DOwmat = DOwmatRes
21638 | 22680 20505
17535 | 24945 21120
18653 | 23790 22035
20310 15570 20475
27713 | 25973 27263
20415 | 34448 25118
24645 | 24563 15758
25140 | 27728 22298

DcMat
0 92 111 107 86 116 110 106 104
15 263 334 160 376 235 237 279 404
30 236 286 213 338 270 272 277 364
45 200 222 140 315 259 296 237 302
60 173 188 134 263 196 175 201 245
20 148 132 122 162 138 136 144 195
120 121 114 118 105 115 136 118 105
DoMat
0 101 101 106 114 112 96 95 92
15 382 473 428 369 372 449 263 309
30 355 365 358 319 377 345 299 286
45 248 347 267 228 305 284 241 236
60 186 284 194 212 234 201 181 187
920 134 192 150 137 164 153 141 145
120 168 139 100 125 132 140 116 124
DOwat+Res
0 109 104 105 102 106 101 104 107 120
15 324 310 394 361 407 390 417 450 494
30 108 291 399 343 383 302 413 442 483
45 270 206 399 253 321 252 313 346 383
60 210 192 205 198 239 237 269 333 359
90 152 143 132 139 165 181 207 194 274
120 138 116 112 131 139 173 155 176 209
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Valores individuais referente ao grafico D da area sob a curva aos 90 dias

DCwmat | DOwmat = DOwmatRes
21323 | 26258 22703
23363 | 32768 23235
16943 | 26955 25710
28433 | 25350 29873
22605 | 28815 28275
22958 | 28103 32513
23303 | 22800 35325
29768 | 23573 28920

Tabela A24 — Referente a tabela 5 de peso relativo umido e seco dos musculos

séleo e extensor longo dos dedos.

Valores individuais do peso relativo umido do musculo séleo

DCMat DOMat DoMat—Res
0,44 0,44 0,46
0,48 0,41 0,48
0,47 0,39 0,46
0,44 0,42 0,49
0,42 0,41 0,3*
0,51 0,43 0,34*
0,46 0,48 0,5

0,5 0,56* 0,49

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.

Valores individuais do peso relativo umido do musculo EDL

DCmat  DOmat = DOwatRes
0,44 0,46 0,41
0,45 0,41 0,45
0,44 0,4 0,43
0,38 0,37 0,42
0,45 0,46 0,37
0,44 0,43 0,37

0,4 0,44 0,44
0,4 0,48 0,41
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Valores individuais do peso relativo seco do musculo soleo

DCwmat | DOwmat = DOwmatRes
0,12 0,13 0,12
0,12 0,11 0,14
0,13 0,1 0,12
0,11 0,12 0,12
0,11 0,11 0,08
0,14 0,12 0,09
012 | 012 0,13
0,12 0,11 0,12

Valores individuais do peso relativo seco do musculo EDL

DCMat DOMat DoMat—Res
0,12 0,13 0,11
0,12 0,12 0,12
0,11 0,11 0,11
0,1 0,1 0,11
0,12 0,12 0,1
0,12 0,11 0,1
0,1 0,11 0,12
0,1 0,12 0,11

Tabela A25 — Referente ao grafico 14 de expressdao de mRNA de AKT, AMPK e

citrato sintase no musculo séleo

Valores individuais referentes ao grafico A de expressao do mRNA AKT

DCMat DOMat DOMat-Res
1,74264 | 0,33155 0,69649
0,80464 @ 0,69205 0,70242
1,36435 | 0,73092 0,30754
0,57356 | 0,73895 1,09811
1,07005 | 0,91224 0,69999
2,08127 | 0,58895 0,88672
1,48419 0,95741



123

Valores individuais referentes ao grafico B de expressdo do mRNA AMPK

DCMat DOMat DOMat-Res

1,49974 | 0,20964 0,65492
0,90472 | 1,08322 0,70719
1,42462  0,73981 | 1,37586
0,81778 | 0,80691 | 0,76462
1,15511  0,89374  1,05338
0,82135 | 0,86148  1,29866

Valores individuais referentes ao grafico C de expressdo do mRNA citrato sintase

DC Mat DOMat DoMat-Res

4,85885 0,60928 | 9,19546

2,02343  2,12789 @ 6,05006

0,00951  1,27441 @ 3,65513

0,0751 | 0,95208 @ 8,32027

1,35446 | 2,84759 @ 1,73897
2,06881

Tabela A26 — Referente ao grafico 15 de expressao das Proteinas IRS-1, AKT,
GSK-3B e RP-S6 no musculo séleo

Valores individuais referentes ao grafico A de expressao da proteina IRS-1

DCMat DOMat DOMat-Res

0,866 0,308 0,892
0,459 2,324 1,497
1,673 2,090 1,213
0,735 0,623 0,732
1,464 1,970 1,195

0,799 0,799 0,492



Valores individuais referentes ao grafico B de expressao da proteina AKT

DCwmat DOwmat = DOmatRes
1,196 0,602 1,503
0,885 0,695 0,872
0,745 0,539 0,992
1,174 0,816 0,694
1,256 0,916 1,108
1,153 0,727 0,630

Valores individuais referentes ao grafico ¢ de expressao da proteina gsk-38

DCMat DoMat DOMat-Res
0,977 0,595 0,981
1,788 1,224 1,025
1,119 0,640 1,684
0,348 0,530 2,940
1,499 0,636 1,891
1,152 1,474 4,159

Valores individuais referentes ao grafico D de expressao da proteina RP-S6

DCMat DOMat DOMat-Res

1,464 0,857 1,379

1,438 0,928 3,079

1,027 0,816 2,351

0,953 0,777 2,492
0,624

1,046 0,667
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Tabela A27 — Referente ao grafico 16 de expressdo das Proteinas IRS-1, AKT,
GSK-383 e RP-S6 no musculo EDL

Valores individuais referentes ao grafico A de expressao da proteina IRS-1
DCMat DoMat DoMat-Res

1,170 0,784 1,167
1,147 0,297 1,515
0,681 0,983 0,410
0,895 0,379 0,373
1,104 1,807 2,075

1,401 0,669

Valores individuais referentes ao grafico B de expressao da proteina AKT
DCMat DoMat DoMat—Res

1,003 0,492 0,197
1,23 0,478 0,795
0,767 0,252 0,813

0,520872 | 0,864015 | 1,034955
1,613859 | 0,831245 | 0,558428
0,86527 | 0,505306 | 1,162054

Valores individuais referentes ao grafico C de expressao da proteina GSK-33

DCMat DOMat DOMat-Res

1,239568 | 1,939559 | 2,232444
1,605881 | 2,232858 | 2,794078
0,878028 | 1,368005 | 1,019906
0,330351 | 0,627903 | 0,511903
1,62084 | 1,134098 | 0,952754
1,148808 | 0,556465 | 0,447329

Valores individuais referentes ao grafico C de expressao da proteina RP-S6
DCMat DoMat DoMat-Res

0,691 1,453 1,752
1,027 1,633 1,398
1,327 0,503 1,916
0,954 0,439 0,894
0,611 0,712 0,751
0,588 1,229 1,106

1,799 0,621 0,666



B — Tabela de valores individuais dos resultados In vitro

Tabela B1 — Referente ao grafico 1 de razdo p-AKT/AKT em miotubos C2C12

BSA
Ctrl R50 R100
1,625 0,907 0,566
0,266 1,340 0,667
0,126 0,071 0,030
1,635 2,467 1,307
1,348 1,950 0,955
0,571 0,674 0,603
BSA+
Ctrl R50 R100
3,592 1,953 2,404
5,666 4,052 1,233
0,180 0,218 0,059
3,045 2,846 1,208
2,048 3,970 0,914
1,065 1,029 0,619
Palmitato
Ctrl R50 R100
0,326 0,476 0,321
0,231 0,620 1,761
0,019 0,012 0,023
0,841 0,457 0,219
0,671 1,126 2,340
0,500 0,668 0,108
Palmitato +

Ctrl R50 R100
0,540 1,507 0,895
0,276 2,512 0,403
0,013 0,058 0,023
1,172 0,494 0,582
0,893 3,640 0,422
0,614 0,353 0,262
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Tabela B2 — Referente ao grafico 2 (A e B) de efeito da insulina sobre a razéo p-

AKT/AKT em miotubos C2C12

BSA+
2,209 2,152 4,244
21* 3,024 1,848
1,421 3,061 1,953
1,862 1,153 0,924
1,519 2,035 0,956
1,863 1,627 1,027

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.

Palmitato +
1,655 3,166 0,228
1,191 4,052 0,971
1,392 4,603 2,656
1,331 1,080 0,180
1,227 3,233 2,412

Tabela B3 — Referente ao grafico 3 de razdo p-AMPK/AMPK em miotubos C2C12

BSA
Ctrl R50 R100
4,962 4,918 3,117
0,468 1,510 1,108
2,219 1,581 0,983
0,322 0,576 1,153
0,449 0,261 0,231
2,363 3,119 1,255

BSA+
Ctrl R50 R100
2,625 4,345 1,486
0,579 1,137 0,476
3,093 1,154 0,398
0,623 0,649 0,953
0,102 0,158 0,210
0,866 2,392 1,074
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Palmitato
Ctrl R50 R100
0,308 0,656 0,521
0,391 0,447 0,730
0,397 0,653 1,443
1,027 1,171 0,889
0,388 0,405 0,376
0,225 0,866 0,121
Palmitato +

Ctrl R50 R100
0,431 2,871 0,725
0,212 0,360 0,387
0,191 0,796 0,964
1,443 1,076 0,954
0,205 0,212 0,482
0,649 1,367 1,062

Tabela B4 — Referente ao grafico 4 (A e B) de efeito da insulina sobre a razdo p-

AMPK/AMPK em miotubos C2C12

BSA+

1,889 1,132 2,098

0,808 1,328 2,328

0,717 1,37 2,467

0,516 0,888 1,210

4,386 1,652 1,097

2,726 1,303 1,168

Palmitato +

0,715 0,228 0,718
1,840 1,240 1,884
2,080 0,820 1,497
0,711 1,087 0,931
1,889 1,911 0,779
0,347 0,633 0,113
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Tabela B5 — Referente ao grafico 5 de razéo p-GSK-3p/GSK-3 em miotubos C2C12

BSA
Ctrl R50 R100
0,294 0,382 0,644
0,380 0,916 0,858
0,465 1,450 1,072
0,307 0,676 0,561
1,441% 3,077 2,187

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.

BSA+

Ctrl R50 R100
0,316 0,792 1,317
0,709 1,478 1,039
1,101 2,163 0,762
0,695 1,480 0,237
0,506 3,190 3,554

Palmitato

Ctrl R50 R100
0,913 0,378 0,406
0,866 4,672 5,186
0,818 1,910 1,979
0,708 0,562 1,017
2,450* 3,680 2,851

(*) Identificado como outlier pelo programa Graphpad software.

Palmitato +
Ctrl R50 R100
0,531 0,663 0,310
5,748 1,372 1,689
1,210 2,144 1,175
0,525 0,730 0,661
4,569 4,427 3,729
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Tabela B6 — Referente ao grafico 6 (A e B) de efeito da insulina sobre a razdo p-

GSK-3B/GSK-3 em miotubos C2C12

BSA+
1,074 2,074 2,044
1,864 1,291 1,613
2,364 1,491 0,711
2,263 2,190 0,423
0,351 1,036 1,624
Palmitato +
0,581 1,754 0,762
0,580 0,293 0,325
1,478 1,122 0,593
0,741 1,296 0,650
1,864 1,202 1,307
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