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RESUMO

Ha muitas evidéncias cientificas quanto as repercussfes de insultos ambientais nos
periodos criticos do desenvolvimento sobre a funcionalidade de 6rgéos e sistemas e
a correlacdo desta condi¢cdo com a crescente incidéncia de doencas metabdlicas na
vida adulta. Objetivamos com esta investigacdo avaliar os efeitos de duas dietas
hiperlipidicas maternas distintas sobre a composi¢ao corporal e o perfil bioquimico das
matrizes e de seus descendentes e sobre a expressdo de genes reguladores da
miogénese e do feno6tipo muscular ao desmame. Ratas Wistar foram divididas em 3
grupos de acordo com a dieta recebida no periodo de gestacdo e lactacdo em:
Controle (CTRL, 19% proteina, 63% carboidratos, 18% lipidios, 3,60 kcal/g, n= 10);
Hiperlipidica-hipercalorica (HH, 19% proteinas, 30% carboidratos, 51% lipidios, 4,62
kcal/g, n= 8); Hiperlipidica-isocalérica (HI, 19% proteina, 30% carboidratos, 51%
lipidios, 3,64 kcal/g, n=9). Foram avaliados evolucédo ponderal, consumo alimentar e
perfil bioquimico materno e, na prole, mensurados parametros de crescimento
somatico, perfil bioquimico e expressdo génica de marcadores miogénicos e do
fendtipo muscular. Os resultados ndo evidenciaram diferencas entre 0s grupos na
ingestao energética, no ganho de peso materno, nos niveis de glicemia em jejum e no
teste de tolerancia a glicose (TTG). No entanto, as ratas HH apresentaram niveis
inferiores de colesterol total e colesterol ndo-HDL em relacdo ao CTRL, enquanto as
ratas HI apresentaram niveis inferiores de colesterol total e triglicerideos, comparadas
ao grupo CTRL. Os parametros do crescimento somatico dos filhotes indicaram menor
peso corporal do grupo HI no 1° dia pés-natal comparado ao CTRL e, no 15° e 21°,
em relacdo ao CTRL e HH. Ao desmame, os filhotes HI apresentaram menor % ganho
de peso, menor comprimento (versus HH) e menor cranio (versus HH). As analises
bioquimicas evidenciaram maiores niveis de triglicerideos e colesterol ndo-HDL no
grupo HI em relacdo ao CTRL; e maiores niveis de glicose e menores de colesterol
HDL em comparacédo ao grupo HH. A expressao dos genes Pax7, Myf5, Myod, Myog,
Myh2, Myh4, Myh8 néo diferiu entre os grupos. No entanto, foi observado diminuicao
da expressdo de Myf6 e superexpressao de Myh7 nos grupos HH e HI comparados
ao CTRL, sendo que a expressao de Myh7 do grupo HI foi inferior ao valor do HH.
Além disso, foi evidenciado aumento da expressdo de Mef2a no grupo HI em relacéo
ao CTRL e reducdo de Mef2d no grupo HI comparado aos grupos CTRL e HH. Os
resultados indicam que, além de reduzir o crescimento dos filhotes, a dieta HI foi capaz



de alterar o metabolismo da glicose e de lipidios em idade precoce. Além disso, ambas
as dietas hiperlipidicas repercutiram sobre a expressao do fator regulador da
miogénese Myf6/MRF4 e a superexpresséao do gene Myh7, codificador para fibras do
tipo I. Diante disso, foi demonstrado que dietas hiperlipidicas maternas, em diferentes
magnitudes, levam a repercussoes fisioldgicas e metabdlicas importantes que podem

favorecer o desenvolvimento de doencgas cronicas precocemente.

Palavras-chave: dieta hiperlipidica, composicdo corporal; perfil bioquimico;

miogénese.



ABSTRACT

There is a lot of scientific evidence regarding the repercussions of environmental
insults in critical periods of development on the functionality of organs and systems
and the correlation of this condition with the increasing incidence of metabolic diseases
in adult life. The aim of this investigation was to evaluate the effects of two distinct
maternal high-fat diets on the body composition and biochemical profile of the dams
and their offspring and on the expression of genes that regulate myogenesis and
muscle phenotype at weaning. Wistar rats were divided into 3 groups according to the
diet received during pregnancy and lactation in: Control (CTRL, 19% protein, 18%
lipids, 3.60 kcal/g, n= 10); Hyperlipid-hypercaloric (HH, 19% proteins, 51% lipids, 4.62
kcal/g, n= 8); Hyperlipid-isocaloric (HI, 19% protein, 51% lipids, 3.64 kcal/g, n=9). In
dams, weight evolution, food consumption and biochemical profile were evaluated. In
offspring, somatic growth, biochemical profile, and gene expression of myogenic
markers and of muscle phenotype were measured. No difference between groups was
observed in dams regarding energy intake, weight gain, fasting glucose levels and
glucose tolerance test. However, HH dams had lower levels of total cholesterol and
non-HDL cholesterol compared to CTRL, while HI dams had lower levels of total
cholesterol and triglycerides compared to CTRL group. HI offspring had lower body
weight on the 1st postnatal day (PND) compared to CTRL group and, on the 15th and
215 PND compared to CTRL and HH groups. At weaning, HI pups showed lower %
weight gain, shorter length (versus HH) and smaller skull (versus HH). Higher levels of
triglycerides and non-HDL cholesterol were observed in HI group compared to CTRL;
and higher glucose and lower HDL cholesterol levels compared to HH group. Gene
expression of Pax7, Myf5, Myod, Myog, Myh2, Myh4, Myh8 did not differ between
groups. However, Myf6 expression was decreased and Myh7 was increased in HH and
HI groups compared to CTRL, and Myh7 expression in the group was lower than the
HH value. Furthermore, increased Mef2a expression was observed in HI group
compared to CTRL and reduced Mef2d in HI group compared to CTRL and HH groups.
The results indicate that, in addition to reducing the growth of the offspring, the HI diet
was able to alter glucose and lipid metabolism at an early age. In addition, both high-
fat diets affected the expression of the myogenesis regulatory factor Myf6/MRF4 and
the overexpression of the Myh7 gene, which encodes type | fibers, physiological and

metabolic factors that can favor the development of chronic diseases early.



Keywords: high fat diet; body composition; biochemical profile; myogenesis.
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1 INTRODUCAO

Nas fases iniciais de desenvolvimento, que compreendem a gestagcéo e a
lactagcdo, o organismo em formagdo se encontra muito vulneravel e responsivo as
condicdes impostas pelo ambiente (CAPRA et al., 2013). Essas fases s&o apontadas
pela literatura cientifica como periodos criticos do desenvolvimento (CAPRA et al.,
2013). A teoria das Origens Desenvolvimentistas da Saude e da Doenca (do inglés,
Developmental Origins of Health and Disease — DOHaD) sustenta que as condi¢cbes
impostas na origem da vida podem impactar no desenvolvimento de 6rgéo e sistemas

e determinar a condi¢do de saude em diferentes fases da vida (BARKER, 2007).

Neste sentido, diversos pesquisadores buscam investigar mecanismos
envolvidos no DOHaD (BIANCO-MIOTTO et al., 2017). Os estudos demonstram que
insultos ambientais nestes periodos podem condicionar este organismo ao maior risco
de desenvolvimento de doencas, tais como diabetes, hipertensdo arterial, doencas
cardiacas e outras desordens metabolicas (CAPRA et al., 2013; CHMURZYNSKA,
2010; TIFFON, 2018). Os potenciais mecanismos envolvidos nesta condicéo
fisiologica incluem alteracdes enddocrinas, o comprometimento do desenvolvimento de
orgaos e a regulacao epigenética da expressao génica (MARCINIAK et al., 2017;
REES, 2019; SANLI; KABARAN, 2019).

A vulnerabilidade fisiologica do feto e do neonato é justificada pela alta
plasticidade celular apresentada pelo organismo nas fases iniciais do
desenvolvimento (LIEBER et al., 2017). Esta condicdo é descrita na literatura como
plasticidade fenotipica e é caracterizada pela capacidade de um unico genotipo
originar diferentes fenétipos em resposta as condicdes ambientais (FOX et al., 2019;
RAO TATA; RAJAGOPAL, 2016; ROTHMAN; JARRIAULT, 2019), com o possivel
envolvimento de mecanismos epigenéticos (PAKSA; RAJAGOPAL, 2017).

O fendmeno da plasticidade acontece a nivel celular e, portanto, todos os
tecidos estdo suscetiveis a ele (PAKSA; RAJAGOPAL, 2017). Assim, um ambiente
materno adverso pode ser gatilho para modificacGes epigenéticas embrionarias, fetais
e/ou neonatais, que sao capazes de alterar mecanismos de crescimento e
metabolismo ao longo da infancia e repercutir no fenétipo de salde na vida adulta
(CAPRA et al., 2013). Inclusive, ha muitos estudos recentes que evidenciam a

correlagdo entre disturbios metabdlicos materno e alteragbes no padréo de
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crescimento, desenvolvimento e metabolismo dos descentendes (CHANG et al., 2019;
CHUNG et al., 2021; FERNANDES et al., 2021).

Em paralelo, a alta plasticidade do tecido muscular desperta interesse cientifico
pela magnitude do seu impacto metabélico (HOPPELER, 2016; LIEBER et al., 2017).
O mausculo esquelético, tecido mais abundante no corpo dos mamiferos,
correspondendo a 36-42% do peso corporal, exerce prioritariamente funcodes
estruturais e de mobilidade (FRONTERA; OCHALA, 2015), mas também desempenha
um importante papel no balango energético e na homeostase metabdlica
(HOPPELER, 2016; MORESI et al., 2015). Adicionalmente, estudos apontam a
musculatura esquelética como um orgao enddcrino, secretor de miocinas que atuam
de maneira sistémica participando da regulacdo de diversas funcdes metabdlicas
(CARSON, 2017; LAURENS; BERGOUIGNAN; MORO, 2020; LEGARD; PEDERSEN,
2018).

Pesquisas direcionadas a investigar a notavel plasticidade do musculo
esquelético ja demonstram a suscetibilidade deste tecido as condicbes ambientais
impostas nos periodos criticos de desenvolvimento do organismo e sugerem 0O
envolvimento de alteracdes de vias de regulacdo epigenéticas na determinacao do
fenotipo muscular (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012; DA SILVA ARAGAO et
al., 2014; MORESI et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2018). A relevancia deste processo
e sua contribuicdo na condicéo de saude ao longo da vida é compreendida quando se
considera que muitos aspectos da miogénese na vida adulta se assemelham ou
reiteram episédios morfogenéticos embrionarios e mecanismos de sinalizacdo que
controlam a expresséo génica (CHANGO; POGRIBNY, 2015; FLEMING et al., 2004).

Entre os fatores ambientais envolvidos na caracterizacao do padrdo metabdlico
do organismo em formacédo, ha enfoque cientifico na nutricdo materna (CAROLAN-
OLAH; DUARTE-GARDEA; LECHUGA, 2015; CHANGO; POGRIBNY, 2015; DA et al.,
2022; DA SILVA ARAGAO et al., 2014; MUSIAL et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018;
REES, 2019; WANG et al., 2020). Diversos estudos demonstram que a inadequacao
da dieta materna, que compreende tanto a ma nutricdo como a ingestao excessiva de
calorias nos periodos de desenvolvimento pode ser condicionante para desordens
metabdlicas na vida adulta (CHANGO; POGRIBNY, 2015; MUSIAL et al., 2017; REES,
2019). Um padréo alimentar materno inadequado pode desencadear modificagdes na

prole, que refletem na alteragdo da expressdo génica e no fendtipo de saulde
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(CAROLAN-OLAH; DUARTE-GARDEA; LECHUGA, 2015). Assim, a nutricdo materna
pode ser capaz de predispor este organismo a um risco aumentado para o
desenvolvimento de doengas metabdlicas (CAROLAN-OLAH; DUARTE-GARDEA,;
LECHUGA, 2015).

Dietas densamente energéticas, mas deficientes em micronutrientes
representam um padrao dietético muito comum no mundo ocidental (RIZZELLO et al.,
2019). No Brasil, dados da Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) mais recente
revelam a prevaléncia de padrao alimentar baseado no alto consumo de carnes e de
produtos industrializados, configurando dieta rica em gorduras saturadas e trans,
acucares simples, sodio e aditivos alimentares e, por outro lado, pobre em fibras e
micronutrientes (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2019).
Estudos apontam que este padrdo de consumo alimentar esta associado ao risco
aumentado para o desenvolvimento de sindrome metabdlica e outras doencas
cronicas nao-transmissiveis (FABIANI; NALDINI; CHIAVARINI, 2019; RODRIGUEZ-
MONFORTE et al., 2017; SHAB-BIDAR et al., 2018). Apesar deste padrao dietético
nao resultar em deficiéncias evidentes, a associacdo de multiplas deficiéncias
nutricionais discretas com o excesso de energia pode alterar o metabolismo celular
(HAFNER et al., 2019; KELEHER et al., 2018a; SARKER et al., 2019).

No campo da pesquisa experimental, ha diversos estudos que buscam
investigar as repercussdes metabdlicas na prole decorrentes de uma dieta
hiperlipidica durante o periodo perinatal (OLIVEIRA et al., 2018; PANTALEAO et al.,
2013; REES, 2019). Inclusive, algumas destas pesquisas tem como objeto de estudo
as repercussdes da dieta materna na musculatura esquelética (OLIVEIRA et al., 2018;
TIFFON, 2018). Porém, as evidéncias cientificas ainda séo insuficientes para concluir
se as repercussdes observadas no tecido muscular sdo decorrentes do aumento da
guantidade de lipidios na dieta ou do seu aporte energético. Assim, buscando
contribuir para a elucidacdo desta lacuna na ciéncia, nosso estudo se propés a
analisar os efeitos de duas dietas hiperlipidicas materna com diferentes teores
caldricos sobre a composigéo corporal e perfil bioquimico das mées e de seus filhotes
e sobre a expressdao de genes reguladores da miogénese e determinantes do fenétipo

muscular da prole ao desmame.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PLASTICIDADE FENOTIPICA

Plasticidade fenotipica € um mecanismo de adaptacdo celular (FOX et al.,
2019). Este processo adaptativo, observado em plantas, animais e em humanos, &
caracterizado pela variagdo do fenétipo induzida por estimulos ambientais (FOX et al.,
2019). Ele afeta aspectos morfoldgicos, fisioldégicos e comportamentais do organismo
(FOX et al., 2019; SOMMER, 2020) e é mediado por eventos epigenéticos, 0s quais
determinam alteracdes da expresséo génica (REES, 2019; TAMMEN; FRISO; CHOI,
2013).

A regulagéo epigenética pode ocorrer por meio de trés mecanismos distintos
gue se correlacionam: metilacdo de DNA; modificacdo de histonas; e RNAs nao
codificantes (ncRNA), tais como os microRNAs (miRNA) (BIANCO-MIOTTO et al.,
2017; DESAI; JELLYMAN; ROSS, 2015; ZHANG et al., 2019a). Estes nao acarretam
alteracao no sequenciamento de DNA, mas sdo capazes de alterar permanentemente
a expressao génica, induzindo modificacbes fenotipicas, comprometendo a funcéo de
células e orgaos e, consequentemente, condicionando desordens metabdlicas
importantes (DESAI; JELLYMAN; ROSS, 2015; ZHANG et al., 2019b).

A metilacdo do DNA ocorre por meio da adicdo de um grupo metil ao quinto
carbono do anel de pirimidina de uma base de citosina que pertence a um par de
nucleotideos citosina-fosfato-guanina (CpG) (JANG et al., 2017; LAUBACH et al.,
2018). Este mecanismo resulta no silenciamento de genes, inibindo sua expressao
(BIANCO-MIOTTO et al., 2017) e acontece intensamente na fase embrionaria,
perdura ao longo da vida e se atenua com o envelhecimento (DESAI; JELLYMAN;
ROSS, 2015). Por sua vez, a modificacdo de histonas ocorre por metilagdo ou
acetilacao, que consiste, respectivamente, na adicdo de um grupo metil ou acetil a
estrutura da molécula. A depender destes processos, o gene envolvido tera sua
expressao inibida ou exacerbada (DESAI; JELLYMAN; ROSS, 2015).

Quanto ao mecanismo de ncRNA, de modo geral, os ncRNAs sao transcritos
do DNA, mas nao sao traduzidos em proteinas (CHEN; RAJEWSKY, 2007; DING;
WEILER; GROSSHANS, 2009). Logo, sua acdo também consiste no silenciamento de
genes (CHEN; RAJEWSKY, 2007; DING; WEILER; GROSSHANS, 2009).

Adicionalmente, alguns estudos sugerem que 0s ncRNAs também podem estar
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envolvidos no processo de metilacdo de DNA e de modifica¢des de histonas (CAPRA
et al.,, 2013; CAROLAN-OLAH; DUARTE-GARDEA; LECHUGA, 2015; PERNG;
OKEN, 2017) o que ampliaria seu papel nos eventos epigenéticos (CHANGO;
POGRIBNY, 2015).

Com base em estudos que fundamentam o DOHaD, compreendemos a
importancia desses eventos epigenéticos nos periodos iniciais do desenvolvimento,
gue abrange o periodo entre a gestacao e o inicio da vida pos-natal (BIANCO-MIOTTO
et al., 2017). Reconhecidamente, sdo periodos criticos para o desenvolvimento de
orgaos e sistemas (CHANGO; POGRIBNY, 2015; PAKSA; RAJAGOPAL, 2017), onde
a maior vulnerabilidade do organismo € justificada em funcdo da alta plasticidade
celular (MORESI et al., 2015; SJOGREN; LINDGREN NISS; KROOK, 2017). Todo o
periodo de gestacao, e particularmente a embriogénese, € caracterizado por intensa
replicacdo e diferenciacdo celular e, como mencionado anteriormente, eventos
epigenéticos acontecem com maior intensidade (DESAI; JELLYMAN; ROSS, 2015;
TIFFON, 2018). Na lactacdo, o organismo dos filhotes permanece em
desenvolvimento e ainda muito responsivos aos fatores ambientais e de estilo de vida
materno (DESAI; JELLYMAN; ROSS, 2015; TIFFON, 2018). Assim, em funcéo da alta
plasticidade fenotipica caracteristica destes periodos, as condicdes ambientais
resultam em marcas epigenéticas que irdo refletir no fendtipo saudavel ou nao
saudavel ao longo da vida destes animais (MORESI et al., 2015; SJOGREN;
LINDGREN NISS; KROOK, 2017).

Entre os principais fatores ambientais que condicionam o0s eventos
epigenéticos estdo a alimentacdo, a atividade fisica e a exposicdo a xenobibticos
(CHMURZYNSKA, 2010; CHRISTIAN; STEWART, 2010; TIFFON, 2018). Quanto ao
impacto nutricional, as evidéncias cientificas permitem afirmar que excessos e/ou
deficiéncias de nutrientes possibilitam a alteracdo dos padrbes epigenéticos e
consequente alteracdo futura do funcionamento do organismo (FRONTERA;
OCHALA, 2015; KELEHER et al., 2018b).

Estudos experimentais em animais com intervencdo dietética materna
evidenciam repercussoes fisiologicas em seus descendentes (DA et al.,, 2022; DA
SILVA ARAGAO et al., 2014; HUANG et al., 2017; KELEHER et al., 2018a; OLIVEIRA
et al., 2018). Estas investigacdes demonstram que a desnutricdo proteica no periodo

da gestacao e lactacdo séo capazes de gerar alteragcdes da expressao génica e
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determinar mudancas significativas no padrdo metabdlico da prole (DA et al., 2022;
DA SILVA ARAGAO et al., 2014; DE BRITO ALVES et al., 2017). Do mesmo modo, a
hipernutricdo materna altera a expressao de diversos genes envolvidos com o fenétipo
da obesidade na prole, se correlacionando com o maior peso corporal, maior
adiposidade e niveis mais elevados de leptina na vida adulta desses animais (HUANG
et al., 2017; KELEHER et al., 2018a). Adicionalmente, corroborando com o presente
estudo, ressalta-se quem em ambas as linhas de pesquisa, os resultados sugerem
qgue desequilibrios dietéticos sdo capazes de alterar a morfologia do musculo
esquelético e influenciar na regulacdo da funcdo metabdlica deste tecido (DA et al.,
2022; DA SILVA ARAGAO et al., 2014; DE BRITO ALVES et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2018).

2.2 REPERCUSSOES DAS DIETAS HIPERLIPIDICAS NA COMPOSICAO
CORPORAL E PERFIL BIOQUIMICO

Nos ultimos anos, os efeitos das dietas maternas densamente energéticas, com
alto teor de lipidios, sobre a fisiologia e metabolismo de seus filhotes foram
extensamente estudados (CHUNG et al., 2021; HUANG et al., 2017; MEZEI; URAL,;
HAJNAL, 2020; MUSIAL et al., 2017). Estas investigacbes indicam uma forte
correlacdo entre as dietas hiperlipidicas e o fenotipo da obesidade, caracterizado
especialmente pelo excesso de peso corporal associado a uma maior adiposidade
visceral, intolerancia a glicose e dislipidemias na prole adulta(CHUNG et al., 2021,
KELEHER et al., 2018a).

De acordo a revisdo realizada por Marciniak et al. (2017), ha a correlacéo
positiva entre o indice de Massa Corporal (IMC) elevado, alteracdes nos niveis de
glicose e colesterol materno e sindrome metabdlica na prole. A obesidade e a
supernutricdo materna estdo associadas a desequilibrios metabdlicos que pode levar
a efeitos adverso na funcédo placentaria e no desenvolvimento do feto (CHUNG et al.,
2021; MARCINIAK et al., 2017). Estudos em animais que avaliaram o efeito de dietas
maternas com alto teor de lipidios demonstram que os filhotes dessas maes
apresentam aumento da adiposidade e hipertrofia de adipdcitos pds-natal e aumento
da expressao de marcadores inflamatorios (LIMA et al., 2018; SUMMERFIELD et al.,
2018). Em outro recente estudo, foi evidenciado que a exposi¢cdo pré-concepcao a
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dieta hiperlipidica induziu ganho de peso nos animais e repercutiu ha composicado
corporal e adiposidade dos filhotes (CHANG et al., 2019). Por outro lado, quando a
intervencédo nutricional aconteceu no periodo gestacional, foi observado alteracées no

metabolismo e no fendtipo de células imunes (CHANG et al., 2019).

Neste sentido, Chung e colaboradores (2021) afirmam que n&o é apenas a
dieta hiperlipidica materna que determinard a programacdo metabdlica dos
descententes, sendo o fenétipo de saude materno pré-concepgdo um fator mais
relevante. Do mesmo modo, pesquisas em humanos, indicam que a obesidade
materna esta associada ao risco aumentado dos descendentes ter maior adiposidade

na infancia e obesidade na vida adulta (KAAR et al., 2014).

De acordo com Chaves et al. (2020), de fato, a exposicdo materna a dieta
liperlipidica durante a gestacéo e lactacdo esta correlacionada com o aumento de
peso, alteracdes no crescimento somatico e a adiposidade aumentada nos filhotes. O
impacto de intervencdes maternas com diferentes composicoes de dietas
hiperlipidicas sobre os parametros de crescimento somatico dos filhotes e do
metabolismo na vida adulta € evidenciado por muitos estudos experimentais
(CHAVES et al., 2020; CURI et al., 2021; FERNANDES et al., 2021). Estes estudos
apresentam resultados que se associam com desordens metabdlicas importantes, tais
como aumento do estresse oxidativo, disfuncédo tireoidiana, diabetes, doencas
cardiovasculares, esteatose hepatica e obesidade (CARDENAS-PEREZ et al., 2018;
CHUNG et al., 2021; ITO et al., 2016).

Dados das repercussbes morfolégicas e metabodlicas na idade precoce,
correspondente ao tempo de lactacdo (primeiros 21 dias), S840 mais escassos
(HUANG et al., 2017; ITO et al., 2016; SOUTO et al., 2020). Apesar disso, essas
evidéncias ja indicam alteracdo do padréo de crescimento e desenvolvimento e dos
parametros bioguimico dos filhotes correlacionados com o metabolismo da glicose e
dos lipidios (HUANG et al., 2017; ITO et al., 2016). Huang et al. (2017), ao estudarem
as repercussfes da intervencdo com dieta hiperlipidica materna na gestacdo e
lactacdo sobre o crescimento somético e o metabolismo lipidico dos filhotes na idade
precoce (primeiros 21 dias de vida), observaram o aumento do peso no grupo
intervencéo a partir do PND7, permanecendo aumentado no PND 21 e as anélises
dos marcadores lipidicos realizadas demonstraram aumento dos niveis séricos de

colesterol total e dos triglicerideos. Os pesquisadores evidenciaram ainda, por meio
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do teste de tolerancia a glicose, niveis elevados de glicose sérica em todos os tempos
analisados (0, 30, 60 e 120 minutos) nos filhotes descendentes de maes alimentadas
com dieta hiperlipidica (HUANG et al., 2017). Ito e colaboradores (2016) obtiveram
resultados semelhantes nas andlises realizadas nos animais ao desmame,
observaram, mais especificamente, o aumento do peso, dos niveis hepaticos e
plasmaticos de lipidicos, assim como niveis aumentados da glicose e da insulina
plasmatica nos filhotes de méaes alimentadas com dieta hiperlipidica na gestacéo e
lactacéao.

2.3 DESENVOLVIMENTO DO MUSCULO ESQUELETICO

O musculo esquelético representa aproximadamente 40% do peso corporal e
desempenha diversas fun¢des no organismo, sendo essencial para a mobilidade e
determinante para a capacidade de atividade fisica e a regulacdo do metabolismo
energético (FRONTERA; OCHALA, 2015; LEGARD; PEDERSEN, 2018). Além disso,
estudos recentes apontam o tecido muscular como um 0Orgao secretorio com acoes
autocrinas, paracrinas e endocrinas e, portanto, responsavel por importantes
repercussodes sistémicas (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012).

O musculo é composto por fibras musculares heterogéneas que se diferenciam
pela morfologia e por parametros fisiolégicos e metabdlicos (BASSEL-DUBY; OLSON,
2006). A identidade das miofiboras do muasculo esquelético € determinada pela
expressdo da cadeia pesada de miosina (do inglés, myosin heavy chain ou MyCH)
(SCHIAFFINO et al., 2015; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Sédo duas isoformas
identificadas nos periodos embrionario (MyHC-emb) e neonatal (MyHC-neo),
codificadas pelos genes Myh3 e Myh8, respectivamente (SCHIAFFINO et al., 2015;
SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Sao quatro isoformas expressas nas fibras
musculares maduras: 1) MyHC-B/slow codificada pelo gene Myh7, que caracteriza a
fibra tipo I; 2) MyHC-2A codificada pelo gene Myh2, que caracteriza a fibra tipo I1A; 3)
MyHC-2X codificada pelo gene Myhl, que caracteriza a fibra tipo 11X; 4) MyHC-2B
codificada pelo gene Myh4 que caracteriza a fibra tipo 11B (SCHIAFFINO et al., 2015;
SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

Inicialmente, as fibras musculares eram classificadas em dois tipos: fibras

vermelhas, ricas em mioglobina e mitocondrias; e fibras brancas, pobres em
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mioglobinas e mitocondrias (SCHIAFFINO, 2010). Atualmente, sdo caracterizadas
pela prevaléncia de miosina, conforme exposto acima, pela velocidade de contracéo
e pelo metabolismo energético (SCHIAFFINO et al., 2015; SCHIAFFINO; REGGIANI,
2011). Em relacdo a velocidade de contracdo, as fibras seguem o0 seguinte
ordenamento: 1IB > IIX > [IA > | (WANG et al.,, 2015). Quanto ao metabolismo
energético, podemos dividi-las em fibras oxidativas (tipo ), oxidativas-glicoliticas (tipo
lIA) e fibras glicoliticas (11X e 1I1B) (WANG et al., 2015).

Enquanto as miofibras tipo | sdo predominantes em musculos lentos e com
caracteristica de manutencdo de postura, tais como o musculo séleo e o
gastrocnémio, as miofibras tipo Il predominam em musculos rapidos, como o extensor
longo dos dedos (EDL) e o tibial anterior (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).
Adicionalmente, com base em estudos preliminares, temos o conhecimento que, em
ratos, os quatro tipos de fibras musculares (tipo I, lIA, 1B e 11X) séo identificadas e, em
humanos, apesar do gene Myh4 estar presente no genoma, as fibras IIB ndo séo
detectaveis (SCHIAFFINO, 2018; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

A génese do musculo esquelético compreende a interacdo complexa de
mecanismos regulatoérios intrinsecos e extrinsecos (BUCKINGHAM; RELAIX, 2015a).
O processo miogénico inclui a proliferacéo, diferenciacdo, migracdo e morte celular, e
tem o envolvimento de fatores reguladores da expressdo génica (BENTZINGER,;
WANG; RUDNICKI, 2012; CHAL; POURQUIE, 2017). A origem da musculatura
esquelética acontece nos estagios iniciais de desenvolvimento, mais especificamente
na fase embrionaria, a partir do mesoderma paraxial (BUCKINGHAM; RELAIX,
2015a; CHAL; POURQUIE, 2017).

O primeiro evento da miogénese embrionaria consiste na condensacao do
mesoderma paraxial, dando origem aos somitos (BUCKINGHAM; RELAIX, 2015a). Na
sequéncia, ocorre a compartimentacdo dos somitos ao longo o eixo dorso ventral.
Ventralmente, o somito sofre uma transi¢do epitelial para mesénquima formando o
escler6tomo e a parte dorsal se diferencia em dermomiétomo (BUCKINGHAM;
RELAIX, 2015a). Do escler6tomo ventral se originam a cartilagem, os 0ssos da coluna
vertebral e das costelas e os tenddes e do dermomiétomo dorsal surgem as células
progenitoras do musculo esquelético, da derme e do tecido adiposo marrom
(BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012). Estas células progenitoras migram para o
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midtomo, proliferam e se diferenciam terminalmente em mioblastos (LEHKA,
REDOWICZ, 2020).

A proxima etapa do processo miogénico € a fusdo dos mioblastos levando a
formacéo de miotubos (LEHKA; REDOWICZ, 2020). A fusdo de mioblastos ocorre em
duas fases: na primeira fase, ocorre a fusdo mioblasto-mioblasto para gerar células
multinucleadas iniciais, que se transformam em miotubos nascentes, com numero
limitado de nucleos (XU et al.,, 2020). Na segunda fase, mioblastos adicionais se
fundem com miotubos multinucleados ja formados, levando a um aumento do nimero
de mionucleos dentro do miotubo em crescimento (XU et al., 2020). Os principais
eventos celulares que ocorrem durante a fusdo do mioblasto sédo migracao, adesao,
alongamento, reconhecimento célula-célula, alinhamento e fuséo de membranas de
mioblastos permitindo a formacédo de miotubos nascentes que se diferenciam em
miotubos maduros (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012) (Figura 1).

Figura 1 — Regulacéo da fusdo de mioblastos em mamiferos.
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O processo de fusdo de mioblastos ocorre em dois estagios: na primeira fase, ocorre a fusédo mioblasto-
mioblasto gerando as células multinucleadas com um nimero limitado de nlcleos. Na segunda fase,
mioblastos adicionais se fundem aos miotubos multinucleados ja formados. Fonte: (LEHKA;
REDOWICZ, 2020)

O processo de miogénese esta condicionado a ativacdo da expresséo de genes
determinantes da identidade celular e da diferenciacdo das fibras musculares
(BUCKINGHAM; RELAIX, 2015a). Os fatores de transcricdo sine oculis-related
homebox 1 (Six1l) e Six4 sao responsaveis pelo direcionamento de progenitores
dermomiotomais para a linhagem miogénica e atuam como cofatores na ativagédo de
genes-alvos, tais como Pax3, MyoD, MRF4 e miogenina (BENTZINGER; WANG,;
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RUDNICKI, 2012). Por sua vez, os fatores de transcricdo da familia Pax, Pax3 e Pax7,
séo os principais reguladores da especificacdo inicial da linhagem celular na génese
muscular (BUCKINGHAM; RIGBY, 2014; XU et al., 2020). O primeiro exerce papel
essencial na fase embrionaria, enquanto o segundo tem func¢des importantes no
periodo pés-natal e na regeneracdo muscular, pois esta envolvido na proliferacéo de
células satélites (PERRY; RUDNICKI, 2000). Além destes, a miogénese é ativada e
regulada por fatores reguladores miogénicos (MRFS) e outros fatores de transcricéo,
como o fator potenciador de miécitos-2 (MEF2) (RAO et al., 2006). A familia de fatores
reguladores miogénicos inclui a MyoD, miogenina (MyoG), Myf5 e Myf6/MRF4 (XU et
al., 2020), enquanto a familia MEF2 é composta por quatro membros: Mef2a, Mef2b,
Mef2c, Mef2d (SCHIAFFINO; DYAR; CALABRIA, 2018). Os MRFs regulam a
expressao génica de miRNAs especificos envolvidos na miogénese, incluindo o miR-
1, miR-133, miR-206 e miR-499 (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012; MOK;
LOZANO-VELASCO; MUNSTERBERG, 2017). A atividade de MRFs interfere na
expressdo génica desses miRNAs e, portanto, podem impactar na determinacédo do
fendtipo muscular (KRAUSS; JOSEPH; GOEL, 2017; XU et al., 2020). Os miRNAs
exercem um papel indispensavel na miogénese bem-sucedida, pois estao envolvidos
na regulacdo do processo de proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos
(BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012; TAYLOR; HUGHES, 2017).

Logo, em funcéo da acéo regulatoria da expressdo de miRNAs, a MyoD e Myf5
sdo considerados marcadores da especificacdo terminal da linhagem muscular
(BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012; TAYLOR; HUGHES, 2017). A MyoD pode
ativar diretamente muitos genes musculo-especificos por meio da ligacdo a
promotores destes ou inibi-los através do controle da expressdo de miRNAs durante
a miogénese (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012; CHANGO; POGRIBNY,
2015; GICQUEL; EL-OSTA; LE BOUC, 2008; KRAUSS; JOSEPH; GOEL, 2017). O
Myf5 atua em paralelo aos fatores de transcricdo Pax (BENTZINGER; WANG,;
RUDNICKI, 2012; ZAMMIT, 2017). (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012;
ZAMMIT, 2017), enquanto o MEF2 age sinergicamente com MyoD e miogenina
(SCHIAFFINO; DYAR; CALABRIA, 2018; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). A
miogenina e Myf6/MRF4 estdo envolvidos no controle da expressdo de genes de

diferenciacdo terminal, necessarios para a fusdo de midcitos e a formacdo de
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miotubos (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012; CAPRA et al., 2013; REES,
2019).

Em ratos e camundongos, assim como acontece com outros mamiferos, o
desenvolvimento do musculo esquelético perdura ap6s o nascimento (SCHIAFFINO;
REGGIANI, 2011). Nas primeiras semanas ap0s nascimento € observado um
significativo aumento do peso corporal, sendo que cerca de 50% deste ganho de
massa é decorrente do desenvolvimento e crescimento muscular (GOKHIN et al.,
2008). Estudos experimentais em roedores indicam que o aumento do volume
muscular no periodo neonatal é resultante da hipertrofia da miofibra, associada a

incorporacao de novos mionucleos (WHITE et al., 2010).

Figura 2 — Representacéo esquematica do envolvimento dos fatores de transcricéo

na regulacao da miogénese.
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Six1/4 e Pax3/7 séo os principais reguladores da especificagdo de linhagem inicial, enquanto Myf5 e
MyoD sé&o responséaveis pela identidade final das células no processo miogénico. A diferenciacao
terminal, necessarios para a fusédo de mioblastos e a formagédo de miotubos, requer a expresséo génica
da miogenina (MyoG) e de Myf6/MRF4. Fonte: (BENTZINGER; WANG; RUDNICKI, 2012).
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No periodo neonatal ocorrem modificagdes importantes no perfil das fibras
musculares em decorréncia do fator genético intrinseco e de fatores extrinsecos que
agem nos mionucleos (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). A maturacdo do sistema
neuromuscular, mais especificamente a perda da inervagéo polineural, juntamente
com a carga mecanica imposta sobre os musculos dos membros pela transicdo do
ambiente intrauterino para o ambiente pdés-natal e 0o aumento dos niveis dos
hormonios tireoidianos observado em ratos e camundongos nas primeiras semanas
neonatais (2-3 semanas), sdo os principais fatores condicionantes para alteracdes na
expressao de isoformas MyHC e no fen6tipo muscular (SCHIAFFINO; REGGIANI,
2011).

Além disso, no periodo neonatal, as células satélites sdo continuamente
incorporadas as miofibras durante o desenvolvimento muscular, com envolvimento da
acao do fator de transcricdo Pax7 neonatal (BUCKINGHAM; RELAIX, 2015b;
BUCKINGHAM; RIGBY, 2014; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). De acordo com
Hernandez-Hernandez e colaboradores (2017), a expresséo de Pax7 ocorre em todas
as ceélulas satélites da miofibra no pos-natal, enquanto o0 mesmo ndo acontece com a
expressdo de Pax3. A importancia do fator de transcricdo Pax7 nas 2 primeiras
semanas apo0s hascimento é reportada por estudos experimentais com modelos
animais knockout que demonstraram que ao inativar o gene Pax7 nesse periodo, mais
especificamente entre o dia 7 e 11 ap0s 0 hascimento, ocorre um comprometimento
severo da capacidade de regeneracdo muscular (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).
No entanto, da segunda para a terceira semana, 0S precursores miogénicos parecem
se tornarem independentes do Pax7 e a capacidade regenerativa € mantida nesses
animais knockout (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

No periodo pds-natal, Myog e MyoD continuam a serem expressos, mas em
niveis menores, enquanto a expressao de Myf6 continua em altos niveis (BOBER et
al., 1991; BUCKINGHAM, 1992). De acordo com dados do estudo realizado por
Lamon e colaboradores (2017), durante o desenvolvimento muscular pds-natal,
acontece uma reducéao significativa na expressédo de Myod1, Myf5, Myog e Pax7 entre
2 dias e 12 semanas ap0s o nascimento (principal efeito do tempo). No entanto, ndo
h& efeito do tempo nos niveis de expressdo de Myf6/Mrf4 e Pax3 (LAMON et al.,
2017).
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Os mecanismos de acdo destes fatores nas primeiras semanas apos o
nascimento, capazes de induzir alteracbes do tipo de fibra e da composicéo de
isoformas MyHC, modificando a configuracdo do musculo esquelético, sdo estudados
em modelos animais (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Estes estudos evidenciam
que, em ratos e camundongos, as MyHC embrionarias e neonatais desaparecem
progressivamente entre a segunda e quarta semana pés-natal, inicialmente nas fibras
musculares do tipo 2B e 2X, e depois nas fibras do tipo 2A (SCHIAFFINO; REGGIANI,
2011). Nos musculos lentos, como o s6leo, ao mesmo tempo que se observa a
regulacdo negativa das MyHC embrionarias e neonatais, ocorre o acumulo
progressivo de fibras lentas (tipo 1) (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Em humanos,
a expressao de genes correspondentes as isoformas de desenvolvimento esta baixa
ao nascimento e, um més apos, a isoforma MyHC-neo € identificada apenas em
poucas fibras musculares (SCHIAFFINO et al., 2015).

Ainda durante o desenvolvimento pos-natal de roedores, nos musculos rapidos,
como o EDL e o tibial anterior, € evidenciado a regulacéo positiva da expresséo de
isoformas MyHC rapidos e o acumulo progressivo de MyHC-2A, -2X e -2B,
acompanhado pela reducdo expressiva, quase que completa, de miofribras tipo |
(SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Nos mausculos lentos, como o sOleo e o
gastrocnémio, ocorre a transformacao progressiva das fibras tipo 2A em fibras tipo |
(JANSEN; FLADBY, 1990). Os horménios tireoidianos também exercem influéncia na
diferenciacao dos tipos de fibras musculares. Em condic¢des fisioldégicas normais, 0s
niveis dos hormdnios da tireoide sdo baixos ao nascimento e no periodo neonatal
observa-se 0 aumento gradual de seus niveis até segunda semana, quando atingem
o valor maximo (GAMBKE et al., 1983a). O pico dos niveis plasmaticos de T4
coincidem com a transi¢do de isoformas neonatais para as maduras(GAMBKE et al.,
1983a; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Evidéncias cientificas demonstram que a
transicdo de MyHC neonatais pra MyHC rapidas é atrasada no hipotireoidismo e
acelerado por hipertireoidismo (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).

Desta forma, podemos observar que diversos fatores podem influenciar o
desenvolvimento muscular, reforcando a importancia da determinagdo do fenotipo
muscular durante esse periodo inicial da vida (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011).
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2.4 IMPACTO DA NUTRICAO MATERNA NO FENOTIPO MUSCULAR

Além dos mecanismos transcricionais que controlam a diferenciacdo das fibras
musculares, crescimento pds-natal e remodelacdo, existem mecanismos epigenéticos
gue participam da regulacdo da expressdo génica desse processo (BLOCK; EL-
OSTA, 2017; MORESI et al., 2015; PAKSA; RAJAGOPAL, 2017). Diversos fatores
podem participar da regulacéo destes eventos epigenéticos e dessa maneira contribuir
para a determinacédo do fenétipo de saude do organismo (KELEHER et al., 2018b;
SANLI; KABARAN, 2019; TIFFON, 2018). A nutricdo materna nos periodos criticos do
desenvolvimento € um desses fatores (KELEHER et al., 2018b; REES, 2019). A partir
da teoria que sustenta a ideia de que insultos nutricionais nos periodos iniciais do
desenvolvimento s&do determinantes para a programacdo metabodlica de seus
descendentes (BARKER, 2007), a dieta materna tornou-se um objeto de muitos
estudos, os quais buscam compreender as repercussfes metabodlicas na prole
decorrentes da manipulacdo nutricional (HOPPELER, 2016; LIEBER et al., 2017;
WANG et al., 2020).

Em relacdo ao impacto da dieta materna sobre o fenétipo muscular, ha diversos
estudos em modelos animais que demonstram repercussdes no desenvolvimento e
metabolismo muscular em decorréncia de insultos nutricionais nos periodos de alta
plasticidade (DA SILVA ARAGAO et al., 2014; HE et al., 2020; MIKOVIC et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2018). De modo geral, os insultos nutricionais destes estudos séo
caracterizados pela restricdo energética, associada ou néo a restricao proteica ou pela
oferta de uma dieta densamente energética, com manipulacdo de carboidratos e
lipidios (DA SILVA ARAGAO et al., 2014; HE et al., 2020; MIKOVIC et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2018).

Em uma investigacao que impds uma dieta hipoproteica (7,8% proteina) a ratas
no periodo de gestacéo e lactacdo acarretou alteracdes na morfologia do muasculo
esquelético da prole adulta (DA SILVA ARAGAO et al., 2014). A anélise histoldgica
pela técnica do ATP evidenciou aumento do numero de fibras tipo 2, principalmente
tipo IIA e IIB, no musculo séleo, confirmada pelo método NADH-TR (DA SILVA
ARAGAO et al., 2014). No musculo extensor longo dos dedos (EDL), ndo foi
demonstrado diferenca no nimero de fibras musculares pela analise do ATP, mas foi
evidenciado reducdo das fibras ndo-oxidativas pela técnica NADH-TR (DA SILVA
ARAGAO et al., 2014).
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He e colaboradores (2020) também se propuseram a investigar as
repercussdes da dieta materna no desenvolvimento do musculo esquelético da prole.
Utilizando porcos como modelos experimentais, estudaram como a restri¢cdo calérica
materna afeta a miogénese embrionéria (HE et al., 2020). No experimento, foram
coletadas amostras dos musculos dos fetos nos 35, 55 e 90 dias de gestacdo e com
estas foram realizaram andlises histoquimicas e o sequenciamento genético de genes
envolvidos no processo miogénico (HE et al., 2020). Os dados demonstraram que, em
decorréncia da restricdo caldrica materna, houve a repressdo da formacgéo primaria
de miofibras e a regulacéo negativa de genes criticos e miRNAs musculo especificos

gue séo determinantes na proliferacao e diferenciacdo de mioblastos (HE et al., 2020).

Contudo, é notavel o enfoque da ciéncia em investigar também condi¢cGes de
supernutricdo materna, pois esta € uma pratica comum entre as gestantes atualmente
(MUSIAL et al., 2017). Evidéncias cientificas ja demonstram que o consumo de dietas
hiperlipidicas e hiperglicidicas no periodo gestacional acarreta disfuncées metabdlicas
maternas importantes e que estas podem interferir na disponibilidade de nutrientes
para o crescimento fetal (MUSIAL et al., 2017). O consumo de uma dieta rica em
lipidios pode impactar significativamente a expressédo de miRNAs, tanto positiva como
negativamente, e por consequéncia, alterar a funcéo biologica de diversos tecidos,

incluindo o musculo esquelético (WILSON et al., 2017).

Repercussdes da dieta hipercaldrica sobre o fendtipo muscular tém sido
extensamente estudadas (BAYOL; SIMBI; STICKLAND, 2005; MIKOVIC et al., 2020;
OLIVEIRA et al., 2018). Uma investigacdo conduzida em ratos, foi observado que a
prole de ratas expostas a dieta de cafeteria durante a gestacao e lactacdo exibiram
reducdo de 25% na area transversal do musculo e aproximadamente 20% menos
fibras musculares quando comparado aos filhotes do grupo controle (BAYOL,; SIMBI,
STICKLAND, 2005). Nestes mesmos animais, também foi observado o acumulo de
lipidios na regido intramuscular e o aumento do peso do tecido adiposo (BAYOL;
SIMBI; STICKLAND, 2005).

Outro experimento que avaliou o impacto da oferta de hiperlipidica e
hipercaldrica (65% lipidios e 5,49 kcal/g) no periodo de gestacdo e lactagdo néo
obteve nenhum efeito significativo da dieta materna na area transversal do musculo
gastrocn@mio de filhotes ao desmame (PANTALEAO et al., 2013). Porém, foi
observada reducédo da densidade relativa de miocitos e aumento da porcentagem de
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intersticio (PANTALEAO et al., 2013). Contudo, na prole de ratos adultos cujas maes
consumiram dieta hiperlipidica e hipercaldrica (51% de lipideos e 4,62 kcal/g) no
periodo da gestacdo e lactacdo, foi observado aumento na proporcéo das fibras tipo
1 e reducdo na proporcao das fibras tipo 2 no masculo soéleo avaliados por meio da
técnica de ATP (OLIVEIRA et al., 2018).

Em camundongos, evidenciou-se que o alto teor de gordura da dieta materna
prejudica os padrdes de crescimento da prole e diminui a ativacdo das células satélite
e a expressao génica de marcadores de miogénese pos-natal (MIKOVIC et al., 2020).
A dieta hiperlipidica materna, independente da dieta p6s-desmame, resultou em
diminuicdo do numero de nucleos totais por fibras na prole (MIKOVIC et al., 2020). Os
resultados demonstraram ainda o efeito principal da dieta materna na reducédo nos
niveis da expressao génica de MyoD, miogenina e Myf6/MRF4 no processo de
regeneracdo muscular pos-natal (MIKOVIC et al., 2020). No musculo TA lesado, os
niveis de mMRNA de MyoD e miogenina foram reduzidos em cerca de 4 vezes e 0s
niveis de mMRNA de Myf6/MRF4 foram reduzidos em cerca de 2 vezes no grupo que
foi submetido a dieta materna hiperlipidica quando comparado com o grupo controle
(MIKOVIC et al., 2020). Alem disso, foi demonstrado que a dieta materna rica em
gordura também é capaz de reduzir a expressao de mRNA de MyoD e Pax7 na perna
controle, mas ndo de miogenina e Myf6/MRF4 (MIKOVIC et al., 2020).
Adicionalmente, em outro estudo experimental, tendo ovelhas como modelo animal, o
consumo de dieta obesogénica durante gestacao foi capaz de promover a reducao na
expressdo proteica de MyoD e miogenina no musculo semitendinoso da prole,
acompanhada de menor diametro de fibras musculares primarias, indicando baixa

regulacdo da miogénese (TONG et al., 2009).

As evidéncias cientificas apresentadas reforcam a importancia de pesquisas
com interven¢do nutricional materna com diferentes dietas hiperlipidicas sobre o
fendtipo de saude de seus descendentes. Nota-se lacunas na literatura no que se
refere ao processo de desenvolvimento muscular, ha poucos dados no periodo
neonatal precoce, mais especificamente considerando o periodo de lactagdo (21 dias
pos-natal). Portanto, o objetivo desta pesquisa € elucidar quais as repercussdes de
duas configuracdes de dietas hiperlipidicas materna durante a gestacdo e lactacdo
sobre a composicéo corporal e perfil bioquimico das matrizes e da prole e sobre a

expressao de genes reguladores da miogénese da prole ao desmame.
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3 HIPOTESE

A dieta materna hiperlipidica, independente do teor caldrico, levara ao ganho
de peso corporal e promovera hiperglicemia e hiperlipidemia nas matrizes e seus
descendentes. Além disso, acredita-se que, nos filhotes de mées expostas as dietas
hiperlipidicas, havera maior crescimento somatico, reducdo da expressao dos genes
reguladores da miogénese, regulacdo positiva do gene transcritor da isoforma de
fibras tipo | e negativa das isoformas das fibras tipo 2 e da isoforma neonatal.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de dietas maternas hiperlipidicas com diferentes teores
caléricos sobre composi¢do corporal, perfil bioquimico e expressdo génica de

marcadores de miogénese e do fenétipo muscular da prole.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar nas maes submetidas as dietas hiperlipidicas com diferentes teores de
energia:
o Evolugéo ponderal;
o Consumo alimentar;
o Controle glicémico;

o Perfil bioquimico sérico.

e Avaliar nos filhotes de maes submetidas a dietas hiperlipidicas com diferentes
teores de energia:
o Crescimento somatico;
o Perfil bioquimico sérico;
o Expresséo génica de fatores reguladores da miogénese e do fenoétipo

muscular.



33

5 METODOS
5.1 QUESTOES ETICAS

O protocolo para aquisicdo das amostras utilizadas neste estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), registrado no processo n. 23076.024643/2015-55 (ANEXO 1).
Todas as normativas do Conselho Nacional de Controle Animal (CONCEA) foram
seguidas a fim de garantir o cuidado e manejo ético dos animais utilizados na

investigacao.

Adicionalmente, se esclarece que a investigacdo foi realizada utilizando
material biologico coletado em um experimento anterior (OLIVEIRA et al., 2018).
Portanto, para o melhor entendimento do desenho experimental, seréo descritas todas
as etapas que antecederam as analises laboratoriais efetuadas na presente pesquisa

experimental.

5.2 ANIMAIS

O experimento foi realizado com ratos da linhagem Wistar (27 fémeas),
provenientes da colonia do Departamento de Nutricho da UFPE. A escolha dos
animais seguiu os seguintes critérios: idade de 90 e 120 dias, peso entre 220 e 290
gramas e nuliparas. Os animais foram mantidos em biotério de experimentacédo, com
temperatura de 23°C + 2°C, em ciclo claro e escuro de 12h/12h [ciclo claro (20:00 as
08:00 h) e ciclo escuro (08:00 as 20:00 h)] e livre acesso a 4gua e alimentacdo. Todas

as manipulacdes foram realizadas durante o ciclo escuro, fase ativa do animal.

Todos os animais reprodutores foram submetidos a um periodo de adaptacao
de uma semana ao biotério. Para o monitoramento do ciclo estral das ratas foi
realizado o esfregaco vaginal, e no periodo estro as fémeas foram colocadas para
acasalar na proporcao duas fémeas para cada macho. Para deteccdo do estado de
prenhez, foi realizado o esfregaco vaginal e na visualizacdo da presenca de
espermatozoides na cavidade vaginal (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002).
Apéds a confirmacdo da gestagdo as ratas foram separadas dos machos e alojadas
individualmente em gaiolas padrao de biotério feita de polipropileno (33x40x17cm)., e

passaram a ter livre acesso a agua e a dietas experimentais.
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Um dia apés o nascimento, os neonatos foram separados das respectivas
maes para serem pesados e selecionados. Cada ninhada foi ajustada para oito filhotes
(com o méximo de filhotes machos possiveis, sendo utilizadas as fémeas apenas para
completar a ninhada). Foram selecionados os machos com peso entre 5,0 e 8,0.
Durante os primeiros 21 dias p6s-natal os animais foram amamentados. No 22° dia
de vida, os filhotes machos foram sacrificados por decapitacdo. Para as avaliagdes,
os animais foram escolhidos de forma a evitar que irmaos estivessem nos mesmos
subgrupos. As progenitoras foram sacrificadas por decapitacdo no 25° dia apGs o

parto.

5.3 MANIPULACAO DIETETICA

No periodo de adaptacédo ao biotério e acasalamento, os animais receberam
dieta padrdao AIN-93M. Durante os periodos de gestacao e lactacdo, foram utilizadas
a dieta Controle AIN-93G (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993) ou uma das duas dietas
experimentais com diferentes configuracdes na quantidade de lipidio e calorias, sendo
uma hiperlipidica e isocaldrica e a outra, hipercalorica e hiperlipidica. A composicao
centesimal, total de energia e contribuicdo percentual dos macronutrientes em relacéo
ao valor energético total das dietas estdo apresentados na Tabela 1. Todas as dietas
foram elaboradas no Laboratério de NutricAo Experimental e Dietética (LNED) da
UFPE.

5.4 DESENHO EXPERIMENTAL

As ratas reprodutoras foram divididas em trés grupos experimentais, de acordo
com a dieta recebida durante o periodo de gestacdo e lactacdo: Grupo Controle
(CTRL, n=10), Grupo Hiperlipidico-Hipercalérico (HH, n=8) Grupo Hiperlipidico-
Isocalorico (HI, n=9). As dietas sempre foram ofertadas ad libitium. O numero de
filhotes machos utilizados variou entre as analises e o0 n para cada dado esta descrito
na legenda dos resultados. O grupo experimental do filhote corresponde ao mesmo

grupo experimental da méae.

A representacdo esquematica do desenho experimental € apresentada na

Figura 3.
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Tabela 1 — Composicao centesimal e valor energético das dietas experimentais.

Ingredientes Controle Hiperlipidica Hiperlipidica
AIN-93G Isocaldrica Hipercaldrica
(9/1009)* (9/1009)* (9/1009)*
Caseina (>85% proteina) 20,00 20,00 25,20
Amido de milho (87% carboidrato) 39,75 19,30 24,50
Amido dextrinizado (92% 13,20 6,40 8,00
carboidrato)
Sacarose 10,00 4,85 6,17
Oleo de soja 7,00 7,00 7,00
Banha animal (100% lipidio) - 13,40 19,00
Celulose 5,00 24,00 5,00
Mix mineral (AIN-93G) 3,50 3,50 3,50
Mix vitaminico 1,00 1,00 1,00
L-metionina 0,30 0,30 0,38
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25
TBHQ 0,0014 0,0014 0,0014
VET por macronutrientes
VET (kcal/g) 3,60 3,64 4,62
Proteina (% kcal VET) 19 19 19
Carboidrato (% kcal VET) 63 30 30
Lipidios (% kcal VET) 18 51 51

* De acordo com (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993); # De acordo com (OLIVEIRA

et al., 2018).
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Figura 3 — Representacao esquematica do desenho experimental.

Tempo
ADAPTAGAO GESTAGAO LACTAGAOC
7 dias 21dias 21 dias 1 dia
+ Ll LN L »
T T T Grupos
Acasalamento Nascimento Desmame experimentais
[ AIN93M AIN93G AINF3G :>‘ Controle
[ AIN93M HH HH > HH
AIN93M HI Hi > HI
Intervencao nutricional materna Sacrificio e
coleta de
amostras

Desenho experimental. CTRL = Controle; HH = Hiperlipidica-hipercalérica; HI: Hiperlipidica-

isocal6rica.

5.5 AVALIACAO DAS MAES
5.5.1 Peso corporal

O peso corporal das maes foi avaliado no dia da deteccéo de prenhez e ao 20°
dia de gestacdo, e no 1° e 21° pos-parto. O peso foi aferido utilizando balanca
eletrébnica (Shimadzu, modelo BL3200H com sensibilidade de 0,01 g). Os dados
obtidos foram utilizados para avaliar o percentual do ganho de peso corporal por meio
da férmula: %GP= [peso do dia(g)x100/peso do 1° dia (g)] -100 (BAYOL; BRUCE;
WADLEY, 2014).

5.5.2 Consumo alimentar

Durante a gestacao e lactacdo a dieta foi ofertada diariamente e o consumo
dietético avaliado semanalmente. A estimativa do consumo alimentar foi determinada
pela diferenca entre a quantidade de dieta ofertada e a dieta rejeitada. Através da
multiplicacdo da quantidade de dieta ingerida pelo valor energético da respectiva dieta

experimental foi obtido o valor da ingestao energética semanal.
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5.5.3 Glicemia de jejum

A andlise da glicemia de jejum foi realizada no 7°, 14° e 20° dia de gestacao.
Para o teste os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas. Uma amostra de
sangue foi coletada através de um corte na extremidade da cauda do animal e os
valores de glicose sanguinea foram obtidos utilizando glicosimetro Accu-
checkPerforma®.

5.5.4 Teste de tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose (TTG) foi realizado um dia apés o desmame.
Para o teste os animais foram submetidos a 12 horas de jejum no ciclo claro. Uma
amostra de sangue foi coletada no momento inicial (tempo zero) através de um corte
na extremidade da cauda do animal. Em seguida, foi administrada solucéo de glicose
a 50% (2mg/g de peso corporal), via intraperitoneal, e foram coletadas novas amostras
de sangue aos 15, 30, 45, 60 e 120 minutos apés a administracdo (FIDALGO et al.,
2013). As andlises foram feitas imediatamente apds a cada coleta com o glicosimetro
Accu-check Performa®. Os valores de glicemia obtidos no teste foram utilizados para

o calculo da area sob a curva do TTG.

5.6 AVALIACAO MURINOMETRICA DOS FILHOTES

A mensuracao do peso corporal e do comprimento naso-anal dos filhotes foi
realizada no 1°, 7°, 15° e 21° dia apdés o nascimento. Para a medida do peso foi
utilizada uma balanca eletrénica digital, marca Marte®, modelo S-1000, com
capacidade maxima de 1000g e sensibilidade de 0,1g. O comprimento naso-anal foi
mensurado utilizando paquimetro digital (Zaas, com 0,01 mm de precisédo). Para o
percentual de ganho de peso foi utilizado a férmula: %GP= [peso do dia(g)x100/peso
do 1° dia (g)] -100 (BAYOL; BRUCE; WADLEY, 2014). Todas as avaliagdes foram

realizadas pela manha, entre 8:00 e 10:00 horas.
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5.7 COLETA DE AMOSTRAS

As maes foram sacrificadas por decapitacdo no 25° dia apds o parto.
Imediatamente apds o sacrificio das maes, foram coletadas amostras de sangue e 0
tecido adiposo visceral. O sangue foi coletado do tronco, vertendo o corpo do animal
sobre um funil acoplado a um tubo de ensaio, sendo entdo centrifugado a 3500 rpm,

4°C, por 20 minutos para obtengéo do soro.

Os filhotes foram sacrificados no 22° dia pés-natal, também por decapitacao.
Foi realizada a coleta de amostras de sangue, pelo mesmo método mencionado
acima, e do gastrocnémio por meio de uma incisdao na face lateral das patas
posteriores e seccionados nos tenddes. Os muasculos foram imediatamente
congelados em gelo seco e igualmente transferidos e mantido a -80°C até a realizagéo

das analises moleculares.

5.8 ANALISE DO PERFIL BIOQUIMICO

O perfil bioquimico das méaes e dos filhotes foi caracterizado pelos niveis
séricos de glicose, albumina, colesterol total, colesterol HDL, colesterol ndo-HDL e
triglicerideos. Todos os valores, exceto os de colesterol ndo-HDL, foram obtidos por
meio de ensaio colorimétrico de ponto final, cuja leitura foi realizada em espectrémetro
EPOCH™ (BIOTEK®, Winooski, Vermont, USA). Para as analises foram utilizados: kit
glicose (Ref 133, Labtest), kit aloumina (Ref K040, Bioclin), kit colesterol total (Ref
K083, Bioclin), triglicerideos (Ref K117, Bioclin) e colesterol-HDL (Ref KO15, Bioclin).
Os valores de colesterol ndo-HDL foram obtidos subtraindo o valor de colesterol-HDL

do valor de colesterol total.

5.9 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Para andlise da expressdo dos RNAs mensageiros, amostras de seis animais
de cada grupo foram utilizadas. O musculo gastrocnémio, na integra, foi
homogeneizado em reagente Trizol® (Invitrogen) para subsequente extracao do RNA
total. Os procedimentos de extragdo seguiram o recomendado pelo fabricante. Em
resumo, 50-100mg de tecido foram homogeneizados em 1ml de Trizol®, depois de 5

minutos de incubagao, 200ul de cloroférmio foram adicionados para permitir a
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separacao das fases. Apos centrifugacgéo, a fase aquosa foi recuperada, e 500 pl de
alcool isopropilico adicionado, para precipitar o RNA. Apos centrifugacéo, o pelete foi
lavado em etanol a 75% e redissolvido em agua livre de RNases. O RNA total foi
guantificado utilizando-se Nanodrop e sua pureza verificada pela relacdo A260/280
sendo usadas apenas amostras que obtiveram um grau de pureza superior a 1,9. Em
seguida 700pg de RNA foi utilizado para amplificagdo PCR em tempo real utilizando
SuperScript® 1l Platinum® SYBR® Green One-Step gRT-PCR Kit (Invitrogen)
seguindo as orientacfes do fabricante. Os niveis relativos de expressdo de mRNAs
em diferentes amostras foi calculado usando o método comparativo 2-22CT. O gene
B2M foi o controle endogeno. Os oligonucleotideos que foram utilizados para a
amplificacdo estdo apresentados na Tabela 2.

Dos genes analisados, estdo envolvidos no processo miogénico: Pax7, MyoD,
miogenina (Myog), Myf5, Myf6/MRF4, Mef2a, Mef2d; enquanto o0s genes
determinantes do fendétipo muscular sdo: Myh7, Myh2, Myh4, Myh8.
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Tabela 2 — Sequéncia de primers.

Gene Orientagcéo Sequéncia de nucleotideos
MyoD Forward ACTGCTTTCTTCACCACACC
Reverse CAACCCAAGCCTGAAGAGTC
Myf5 Forward GGTCCCGAAAGAACAGTAGC
Reverse AGCAATCCAAGCTGGACAAG
Miogenina Forward GAGAGAAGGGAGGGAACGAT
(Myog) Reverse AAAGAAGTCACCCCAAGAGC
Myf6/MRF4 Forward CAGATCAGTCAGAGGCCAAG
Reverse GCCCTCTGCCACTTCTAATG
Mef2a Forward CAGCCCAGACCCTGATACTT
Reverse CTCCCTGGGTTAGTGTACGA
Mef2d Forward CCAGGGAGGCAAAGGGTTA
Reverse CCCTGGCTGAGTAAACTTGG
Pax7 Forward TATAAGAGGGAGAACCCCGGA
Reverse TCGAACTCACTGAGGGCAC
MYH7 Forward ACCCAACCCTAAGGATGCC
(MyHC-1) Reverse GTGTTTCTGCCTAAGGTGCTG
MYH2 Forward AAGCTCCAAGGACCCTCTT
(MyHC-2A) Reverse CCTATTCTGGGCCTCGATTC
MYH4 Forward GAGGGAGGGAAGCATATCCA
(MyHC-2B) Reverse CTCCAGAGACGCCTGTAATTC
MYHS8 Forward GGAGGCTGAGGAACAATCCA
(MyHC-neo) Reverse GCCTCCTCAAGATGCGTTTAC
Beta-2 Forward GCCATTCAGAAAACTCCCCA
microglobulin Reverse CAGTTGAGGAAGTTGGGCTT
(B2m)

* Sequéncia de primers desenhados pelos autores do trabalho.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas através do software
GraphPad Prism 8® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Inicialmente, foi



41

realizado o teste de Shapiro-Willk para determinar se os dados apresentavam uma
distribuicdo normal. Os parametros ponderais e do consumo alimentar materno, a area
sobre a curva do TTG, os parametros murinométricos das maes ao sacrificio, 0s
marcadores bioquimicos das mées e dos filhotes, o percentual de ganho de peso dos
filhotes e a expresséo génica (exceto Myf5 e MEF2d) foram analisados por meio da
ANOVA one-way, com pos-teste de Tukey. A glicemia de jejum materna, o TTG das
maes, 0s parametros de crescimento somatico dos filhotes foram analisados por
ANOVA, two-way com medidas repetidas, com pés-teste de Tukey. A expressao dos
genes Myf5 e MEF2d foram analisados por Kruskal-Wallis, com pés-teste Dunn’s. As
variaveis sao apresentadas em média + desvio padrao (DP). Foram considerados

significantes valores de p<0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 AVALIACOES NAS MAES

Na gestacédo e lactacdo, ndo houve diferencas entre os grupos em relacéo ao
peso corporal inicial e final e ao percentual de ganho de peso corporal (Tabela 3).
Quanto ao consumo alimentar total (em gramas), nestes mesmos periodos, 0s
animais que receberam a dieta HH apresentaram menor consumo dietético
comparado aos animais dos grupos CTRL e HI (Tabela 3). No entanto, ndo foram
observadas diferencas, entre 0s grupos, na ingestao energética total (Tabela 3).

Tabela 3 — Parametros ponderais e de consumo alimentar maternos durante a
gestacéo e lactacao

CTRL HH HI

(n=8-10) (n=18) (n=9)
Gestacéo
Peso corporal inicial (g)  246,1 + 20,10 244,4 £ 12,73 244,3+£19,14
Peso corporal final (g) 331,7 £ 30,58 337,7 £ 23,20 334,01+ 24,01
Ganho de peso 348+7,24 38,3 +8,59 36,9+5,18
corporal (%)
Consumo alimentar (g)  367,3 + 32,68 296,8 + 48,77" 358,8 + 46,24"
Ingestao energética 1322 +117,6 1371 £ 225,3 1306 + 168,3
(kcal)
Lactacao
Peso corporal inicial (g) 270,4 £ 22,96 271,8 £+ 18,53 266,5+ 17,50
Peso corporal final (g) 258,8 £+ 9,35 269,9 +21,07 274,4 £ 22,31
Ganho de peso 2,15+ 4,773 -0,64 + 5,061 3,08 + 6,591
corporal (%)
Consumo alimentar (g) 804,4 + 83,26 610,9 + 63,29 752,8 + 85,23%
Ingestao energética 2896 + 299,7 2822 +292 .4 2740 £ 310,2

(kcal)
Ratas submetidas a dieta experimental durante a gestacéo e lactacdo. Dados apresentados em
média + DP. CTRL = Controle; HH = Hiperlipidica-hipercalérica; e HI = Hiperlipidica-isocaldrica. Teste
ANOVA one-way seguido de pos-teste Tukey. ** p<0,01, **** p<0,0001 vs. CTRL; # p<0,05, ## p<0,01
vs. HH.

A dosagem dos niveis da glicemia de jejum das ratas foi realizada no 7°, 14° e
20° dia da gestacédo. Na segunda semana (GD14), animais dos grupos CTRL e HI
apresentaram valores inferiores quando comparados a0 mesmo grupo na primeira
semana de gestacéo (GD7) (Figura 4). Na terceira semana de gestacao (GD20), os
niveis de glicose sanguineas das ratas dos trés grupos experimentais foram menores

dos que os obtidos na primeira semana gestacional (GD7) (Figura 4). Além disso, 0
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nivel de glicose do grupo HI também se apresentou inferior quando comparado ao
mesmo grupo na segunda semana de gestacao (GD14) (Figura 4).

Figura 4 — Glicemia de jejum materna durante a gestagéo
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Glicemia de jejum materna durante a gestacdo. Ratas submetidas a dieta experimental durante a
gestacao e lactacdo. Ratas submetidas a dieta experimental durante a gestacao e lactacdo. CTRL =
Controle (n=9); HH = Hiperlipidica-hipercalérica (n=7); e HI = Hiperlipidica-isocal6rica (n=7). GD=
Gestational day. Dados apresentados em média + DP. Teste ANOVA two-way medidas repetidas
seguido de pds-teste Tukey. p<0,05. a vs. mesmo grupo no GD7; b vs. mesmo grupo no GD14.

Um dia apdés o desmame dos filhotes, as maes foram submetidas ao teste de
tolerancia a glicose. Nao foram observadas diferencas entre os grupos nos valores de

glicoses avaliadas apos a injecao de glicose (Figura 5A), nem na area sob a curva
(Figura 5B).

Figura 5 — Teste de tolerancia a glicose materna.

50000
6007 e CTRL

= 2 40000 A

= & HH ~ ]

2 4004 R A HI 2

£ £ 30000

< RIS BRRSERN. N =} [ ]

% pE L 5 20000+ 1 A

§ 2004 & o W L = °

= s T e it é -

& ‘ ] £ 10000

A 0 T T T T T T B 0 T T T

0 15 30 45 60 120 CTRL HH HI

Minutes

(A) Teste de tolerancia a glicose (TTG) avaliado nas ratas um dia apés o desmame. (B) Area sob a
curva do TTG. Ratas submetidas a dieta experimental durante a gestacao e lactacdo. CTRL = Controle
(n=9); HH = Hiperlipidica-hipercalérica (n=7); e HI = Hiperlipidica-isocalérica (n=7). Dados
apresentados em média + DP. (A) Teste Anova two-way medidas repetidas seguido de pos-teste Tukey.
(B)Teste ANOVA one-way seguido de pos-teste Tukey. p<0,05.
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Ao sacrificio, ndo foi observada diferenca entre os grupos nas avaliacfes de
peso corporal, comprimento corporal, peso do tecido adiposo visceral e percentual de

gordura visceral das mées (Tabela 4).

Tabela 4 — Avaliacdes murinométricas das maes no sacrificio.

CTRL (n=11) HH (n= 7-9) HI (n=9)
Peso corporal(g) 264,9 + 20,80 258,9 + 18,50 259,6 + 16,51
Comprimento 203,5+ 11,52 205,6 + 11,07 199,3 + 16,36
corporal(mm)
Peso tecido adiposo 10,28 + 3,877 12,06 + 3,191 10,48 + 3,654
visceral ()
Gordura visceral (%) 3,83 +1,320 4,67 +1,279 4,051,476

Ratas submetidas a dieta experimental durante a gestacao e lactacdo e sacrificadas no 25° dia pds-
parto. Dados apresentados em média + DP. CTRL = Controle; HH = Hiperlipidica-hipercaldrica; e HI =
Hiperlipidica-isocaldrica. IMC = indice de massa corporal. Teste ANOVA one-way seguido de pds-
teste Tukey.

O perfil bioquimico das maes foi caracterizado através dos niveis de glicose,
albumina, triglicerideos, colesterol total, colesterol-HDL e colesterol ndo-HDL e é
apresentado na Tabela 5. Ndo houve diferenca nos niveis de glicose, albumina e
colesterol-HDL entre os grupos. Em relacdo ao colesterol total, os niveis se
apresentaram inferiores no grupo HH (p<0,01) e no grupo HI (p<0,05) comparados ao
grupo Controle. Os niveis de colesterol ndo-HDL do grupo HH se apresentaram
inferiores quando comparado ao grupo Controle (p<0,01). Em relacdo aos
triglicerideos, as ratas do grupo HI apresentaram menores valores que as do grupo
Controle (p<0,05)
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Tabela 5 — Perfil bioquimico materno.

CTRL (n=9-10) HH (n=7-8) HI (n=7-8)
Glicose (mg/dl) 111,0 £ 22,96 97,76 £ 13,10 92,34 + 18,81
Albumina (g/dl) 3,34 +0,46 3,17 £0,41 3,22 £ 0,45
Colesterol total 77,23 + 14,20 55,66 + 11,89** 57,77 + 11,95*
(mg/dl)
Colesterol-HDL 40,48 + 11,33 35,563+ 8,90 32,90 +5,88
(mg/dl)
Colesterol nao-HDL 35,59+ 11,38 13,41 £ 9,81* 26,16 + 9,48
(mg/dl)
Triglicerideos (mg/dl) 57,40 £ 15,98 55,16 + 12,02 35,04 + 15,75*

Dados apresentados em média + DP. Ratas submetidas a dieta experimental durante a gestacéo e
lactacao e sacrificadas no 25° dia pés-parto. CTRL = Controle; HH = Hiperlipidica-hipercalorica; e HI =
Hiperlipidica-isocalorica. Teste ANOVA one-way seguido de pos-teste Tukey. *p<0,05 vs. CTRL;
**p<0,01 vs. CTRL.

6.2 AVALIACOES NOS FILHOTES

Os dados do crescimento somatico dos filhotes sdo apresentados na Figura 6.
Ao nascimento, os filhotes do grupo HI apresentaram menor peso corporal do que os
filhotes do grupo CTRL (p<0,05) (Figura 6A). Esse menor peso, em relacdo ao CTRL,
se repetiu aos 15 (p<0,05) e 21 dias (p<0,01) (Figura 6A). Os filhotes do grupo HI
também foram menores do que os dos grupos HH aos 15 (p<0,05) e 21 dias (p<0,001).
No entanto, o percentual de ganho de peso durante a lactacdo dos animais do grupo
HH foi maior comparado aos grupos CTRL (p<0,01) e HI (p<0,01) (Figura 6B). O eixo
longitudinal dos filhotes do grupo HI foi menor do que os do grupo HH no 21° dia de
vida (p<0,05) (Figura 6C). O comprimento da cauda ndo apresentou diferencas entre
0s grupos ao longo deste periodo (Figura 6D). O eixo antero-posterior da cabeca dos
filhotes HI foi menor do que os dos filhotes dos grupos CTRL (p<0,05) e HH (p<0,05)
ao final da lactacdo (Figura 6E). Os filhotes HI também apresentaram menor eixo
latero-lateral da cabeca em relacdo ao grupo HH no 21° dia de vida (p<0,05) (Figura
6F).
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Figura 6 — Crescimento somatico dos filhotes na lactagéo.
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Crescimento somatico da prole. Filhotes de ratas submetidas a dieta experimental durante a gestacao
e lactacdo. CTRL = Controle (n=13-16); HH = Hiperlipidica-hipercaldrica (n=12-14); e HI = Hiperlipidica-
isocaldrica (n= 12-14). (A) Peso Corporal; (B) Percentual de ganho corporal; (C) Eixo longitudinal; (D)
Comprimento da cauda; (E) Eixo antero-posterior da cabeca; (F) Eixo latero-lateral da cabeca. Dados
apresentados em média + DP. A, C, D, E F Teste ANOVA two-way medidas repetidas seguido de pos-
teste Tukey. B Teste ANOVA one-way seguido de pos-teste Tukey. *p<0,05 vs CTRL; **p<0,01 vs.
CTRL,; #p<0,05 vs. HH; ###p<0,001 vs. HH
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Foi tracado o perfil bioquimico dos filhotes por meio das analises de glicose,
albumina, colesterol total, colesterol-HDL, colesterol ndo-HDL e triglicerideos (Tabela
6). Os niveis de albumina e colesterol total ndo apresentaram diferencas entre os
grupos. Em relagdo ao grupo HH, os filhotes do grupo HI apresentaram niveis
aumentados de glicose (p<0,05) e reduzidos de colesterol-HDL (p<0,05). Os niveis de
niveis triglicerideos e de colesterol ndo-HDL dos animais do grupo HI foram maiores
do que do grupo CTRL (p<0,05).

Tabela 6 — Perfil bioquimico dos filhotes.

CTRL (n= 6-8) HH (n= 5-6) HI (n= 6-7)

Glicose (mg/dL) 99,4 +10,51 90,8 £12,71 109,2 + 12,40"
Albumina (g/dL) 1,76 + 0,17 1,63 +0,12 1,745 + 0,15
Colesterol total (mg/dL) 66,58 + 15,46 77,65 16,35 79,19 +£9,13
Colesterol-HDL (mg/dL) 21,34 £ 3,59 26,04 £ 1,38 17,84 + 5,807
Colesterol ndo-HDL 47,26 £ 13,78 59,05 + 13,65 64,12 + 10,98*
(mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL) 34,61 +£10,08 42,19 + 7,564 54,08 + 16,93*

Os dados apresentados em média + DP. Filhotes de ratas submetidas a dieta experimental durante a
gestacdo e lactacdo e sacrificados no 22° dia poés-parto. CTRL= Controle; HH= Hiperlipidica-
hipercaldrica; e HI= Hiperlipidica-isocalérica. Teste ANOVA one-way seguido de pos-teste Tukey. *
p<0,05 vs. CTRL; # p<0,05 vs. HH.

Em relacdo aos resultados da expressdo génica de fatores reguladores da
miogénese na prole (Figura 7), ndo houve diferenca entre os grupos na expressao dos
genes Pax7, Myf5, MyoD, miogenina (Myog). No entanto, observou-se diferencas na
expressdo de Myf6/Mrf4, sendo que os grupos HH e HI apresentaram menor
expressdo em relacao ao grupo CTRL (Fig. 7E). Os animais do grupo HI apresentaram
maior expressao de Mef2a comparado ao grupo CTRL (Fig. 7F) e, por sua vez, a

expressao de Mef2d foi menor no grupo HI em relagcéo ao grupo CTRL e HH (Fig. 7G).
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Figura 7 — Expressao génica dos fatores reguladores da miogénese.
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Expressdo génica dos genes reguladores da miogénese. Filhotes de ratas submetidas a dieta
experimental durante a gestacao e lactacao, sacrificados no 22° dia pés-parto. CTRL= Controle (n=4-
5); HH= Hiperlipidica-hipercalérica (n=4-6); e Hl= Hiperlipidica-isocalérica (n=5-6). (A) Pax7; (B) Myf5;
(C) MyaD; (D) MyoG; (E) Myf6; (F) Mef2a; (G) Mef2b. Os dados apresentados em média + DP. A, C,
D, E e F — analisados por teste ANOVA one-way seguido de pds-teste Tukey; B e G — analisados por
teste Kruskal-Wallis seguido de p6s-teste Dunn’s. *p<0,05 vs. CTRL; ** p<0,01 vs. CTRL; *** p<0,001
vs. CTRL; # p<0,05 vs. HH.
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bY

Quantos a expressao dos genes das isoformas MyHC, determinantes do
fendtipo muscular no periodo em investigacdo, ndo foram evidenciadas diferengas na
expressdo dos genes Myh2 (MyHC-2A), Myh4 (MyHC-2B), Myh8 (neonatal).
Entretanto, grupo HH e HI apresentaram maior expressdo de Myh7 (MyHC-1) em
comparacao com o grupo CTRL. Na comparacéo entre 0s grupos experimentais, HH

e Hl, observou-se maior expressao deste gene no primeiro (Figura 8).

Figura 8 — Expressao génica das isoformas MyHC.
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Expressdo génica das isoformas MyHC da prole. Filhotes de ratas submetidas a dieta experimental
durante a gestacdo e lactacdo, sacrificados no 22° dia pés-parto. CTRL= Controle (n=4-5); HH=
Hiperlipidica-hipercalérica (n=4-5); e HI= Hiperlipidica-isocalérica (n=4-5). (A) Myh7 (MyHC-1); (B)
Myh2 (MyHC-2A); (C) Myh4 (MyHC-2B); (D) Myh8 (MyHC-neo). Os dados apresentados em média +
DP. Teste ANOVA one-way seguido de pés-teste Tukey. *p<0,05 vs. CTRL; *** p<0,001 vs. CTRL; #
p<0,05 vs. HH.
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7 DISCUSSAO
7.1 EVOLUC}AO PONDERAL E CONSUMO ALIMENTAR NA GESTAC}AO E
LACTACAO

Dados da evolucdo ponderal das médes demonstram que, na gestagéo e na
lactacao, o peso corporal inicial e final e o percentual de ganho de peso das mées ndo
diferiram entre os grupos. Estes resultados corroboram com observag¢des de outros
estudos experimentais com exposicdo materna a dieta hiperlipidica, com percentuais
de lipidios similares (entre 43% e 51% kcalllipidios), no periodo critico de
desenvolvimento (BARRAND et al., 2017; CADENA-BURBANO et al., 2019; CHAVES
et al., 2020). Mezei e colaboradores (2020), igualmente, ndo observaram diferencas
no ganho de peso materno e no percentual de ganho de peso na gestacao e lactacéo
nos animais submetidos a dieta hiperlipidica com percentual de lipidios mais elevado
(60% kcall/lipidios). No entanto, contrariamente, outros estudos evidenciam ganho de
peso materno mais elevado na gestacédo decorrente da exposicao a dieta com teor o
lipidico de 60% kcal/lipidios (FERNANDES et al., 2021; GOHIR et al., 2019; WINTHER
et al., 2018).

Complementando esta analise, os dados de consumo alimentar revelam que,
nestes mesmos periodos, 0s animais que receberam dieta HH apresentaram menor
consumo dietético (em gramas) comparado aos animais do grupo CTRL e HI
(diferenca de 19,19% vs. CTRL e de 17,27% vs. HI, na gestacdo; e diferenca de
24,05% vs. CTRL e de 18,84% vs. HI, na lactacdo). Apesar da diferenca no volume
ingerido, ndo houve diferencas na ingestao energética total entre os grupos, tanto na
gestacdo, como na lactacdo. Esses resultados sdo observados em outros estudos
com animais submetidos a dietas hiperlipidicas (CADENA-BURBANO et al., 2019;
MEZEI; URAL; HAJNAL, 2020; OLIVEIRA et al., 2018) e, portanto, sugerem que 0
consumo alimentar é regulado para se tornar isoenergético comparado a grupo CTRL.
Além disso, supde-se que isso possa ter contribuido para a manutencdo do peso

corporal observado nas ratas.

7.2 GLICEMIA DE JEJUM E TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE MATERNOS

Em nosso estudo, foi demonstrado reducéo dos niveis de glicose sanguinea ao
longo do periodo gestacional, sendo considerada significativa nha segunda semana
nos grupos CTRL e HI e na terceira semana no grupo HH. Além disso, as mées foram

submetidas ao teste de tolerancia a glicose, logo apds o desmame, e ndao houve
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diferencgas entre os valores de glicemia, em nenhum tempo monitorado nem na area
sob a curva.

Outros estudos avaliaram o efeito das dietas hiperlipidicas sobre o metabolismo
da glicose durante a gestacdo. Na investigacdo conduzida por Gohir et al. (2019),
onde a intervengdo nutricional consistiu na oferta de dieta hiperlipidica (60%
kcal/lipidios) durante a gestacdo, nao foi constatada diferencas entre 0os grupos nas
avaliacOes da glicemia de jejum materna e nos niveis de insulina sérica realizadas no
18,5 dia gestacional. Ainda corroborando com nossos resultados, Desai e
colaboradores (2014) evidenciaram niveis semelhantes de glicemia sanguinea no 21°
dia gestacional entre as maes em dieta hiperlipidica (60% kcal/lipidios) e maes do
grupo controle com dieta padréo.

Objetivando analisar os efeitos de uma dieta obesogénica (30% kcal de lipidios,
53% kcal de carboidratos, sendo 36% de acucar) sobre o metabolismo da glicose na
gestacédo, Musial e colaboradores (2017) mensuraram glicose em jejum e realizaram
teste de tolerancia a glicose em dois momentos do periodo gestacional (16° e 19° dia).
No 16° dia, embora os valores de glicose sanguinea em jejum foram mais elevados
nas ratas em dieta obesogénica, os pesquisadores ndo observaram diferenca
significativa na area sobre curva do teste de tolerancia a glicose (MUSIAL et al., 2017).
No 19° dia gestacional, ndo houve diferenca significativa nos valores de glicose em
jejum, porém foi demonstrado niveis aumentados de glicose nas ratas alimentadas
com dieta obesogénica aos 30, 45 e 60 minutos, consequentemente, gerando maior
area sob a curva, indicando quadro de intolerancia a glicose nestes animais ao final
da gestacao (MUSIAL et al., 2017).

Adicionalmente, estudo realizado com camundongos, submetidos a dieta
hiperlipidica (60% kcal/lipidios) no periodo pré-gestacional (5 semanas antes),
demonstrou prejuizo na depuracédo da glicose no inicio e no final da gestac&o no grupo
com a dieta experimental (MOAZZAM et al., 2021). No entanto, cabe considerar que
0s animais do grupo experimental deste estudo, expostos a dieta hiperlipidica desde
o periodo pré-gestacional, iniciaram a gestacdo com peso corporal mais elevado em
comparacao ao grupo controle (MOAZZAM et al., 2021). Em relacao a isso, Chung et
al. (2021) afirmam que o prejuizo na tolerancia a glicose na gestacao é decorrente da
obesidade e ndo da dieta hiperlipidica. Considerando o exposto, o fato de nossos

resultados ndo demonstrarem alteragdo no perfil glicémico materno pode estar
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relacionado a auséncia de ganho excessivo de peso nas fémeas durante a gestacao

e lactacao.

7.3 PERFIL BIOQUIMICO MATERNO

Os principais resultados da avaliacdo bioquimica das maes consistem nas
diferengas encontradas nos niveis de CT, colesterol ndo-HDL e triglicerideos. O grupo
HH e HI apresentaram niveis inferiores de colesterol total em relagédo ao grupo CTRL.
Enquanto o colesterol ndo-HDL esteve inferior no grupo HH e os triglicerideos no
grupo HI, ambos também comparados ao grupo CTRL.

Os resultados de um estudo de reviséo sistematica, que compilou experimentos
em roedores expostos a dieta hiperlipidica durante a gestacdo e/ou lactacao,
demonstram alteraces no perfil lipidico materno (MORAES-SOUZA et al., 2021). A
maioria dos estudos apresentaram aumento dos niveis de TG (16 dos 21 estudos
avaliados, correspondente a 76%) e do CT (8 de 10 investigacdes, correspondente a
80%) (MORAES-SOUZA et al., 2021). Quanto as analises de colesterol-HDL, num
total de 4 estudos, 2 (50%) apresentaram aumento e 2 (50%) nenhuma alteracéo
(MORAES-SOUZA et al.,, 2021). Em relacdo aos niveis de colesterol-LDL, dos 2
estudos avaliados, (100%) apresentaram aumento (MORAES-SOUZA et al., 2021).

Os trabalhos que observaram aumento do CT materno em decorréncia de
dietas hiperlipidicas (DESAI et al., 2014; FRANCO et al., 2012; KIM; KIM; KWON,
2016; TOZUKA; WADA; WADA, [s.d.]; VEGA et al., 2015) diferem de nosso trabalho
no tempo de intervencdo nutricional, sendo que estes estudos iniciaram a oferta de
dieta hiperlipidica de 3 a 12 semanas antes do acasalamento, favorecendo o ganho
de peso materno e condicionando estes animais a obesidade no periodo pré-
concepcao. Assim, outra vez, o peso pré-gestacional se configura como um fator
determinante para as repercussdes sobre os biomarcadores metabdlicos das maes
ao longo da gestacao e lactacdo (CHUNG et al., 2021). De acordo com Elshenawy e
Simmons (2016) o efeito da obesidade materna na prole é multifatorial e resultante da
alteracdo da disponibilidade de macronutrientes (maior disponibilidade de lipidios e
carboidratos, associado a diminuicdo da sensibilidade a insulina), de modificacdes
epigenéticas (que alteram a expressao génica) e de um estado inflamatério crénico

(maior liberacdo de adipocinas e citocinas).
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No entanto, enfatiza-se que o estudo de Desai et al. (2014) demonstrou o
aumento do CT nas maes em dieta hiperlipidica no final da gestacao, mas evidenciou
reducdo nos niveis plasmaticos de CT no final da lactagdo, coincidindo com niveis
mais baixos de triglicerideos. Isto permite sugerir que durante a lactacdo, quando a
demanda energética materna estd aumentada em funcao da amamentacao, ocorra a
alteracdo no metabolismo lipidico, refletindo nos niveis plasméaticos do CT e de outras
fracOes lipidicas. Portanto, estas duas condic¢des, ou seja, a adequacéo do peso preé-
concepcao e a maior demanda energética da lactacdo alterando o metabolismo
lipidico, podem contribuir para justificar a reducdo do CT nas maes com dieta
hiperlipidicas observado no nosso estudo, assim como 0S menores niveis de

colesterol ndo-HDL e de TG nos grupos de intervengao em relagdo ao grupo CTRL.

7.4 CRESCIMENTO SOMATICO DOS FILHOTES

Em relacéo a prole, evidenciou-se menor peso dos descendentes das ratas do
grupo HI, comparado ao CTRL, ao nascimento, aos 15 e 21 dias, e menor peso em
relacéo ao grupo HH aos 15 e 21 dias. No entanto, foi observado maior percentual de
ganho de peso durante a lactacéo na prole do grupo HH comparado ao CTRL e ao HI.
A prole do grupo HI, no final do periodo de lactacdo (21° dia), apresentou valores
menores do eixo longitudinal (comparado ao HH), eixo antero-posterior da cabeca

(comparado ao CTRL e HH) e eixo latero-lateral da cabeca (comparado ao HH).

Quanto ao peso ao nascimento, outros trabalhos com dieta hiperlipidica
materna, ndo apresentaram diferencas no peso ao nascer entre grupos de intervencao
e controle (CARDENAS-PEREZ et al., 2018; CHANG et al., 2019; CHAVES et al.,
2020; CURI et al., 2021; DESAI et al., 2014; FRANCO et al., 2012; HUANG et al.,
2017). Em relacao a evolucao ponderal dos filhotes, Chaves e colaboradores (2020)
evidenciaram maior peso na prole de maes hiperlipidicas entre os dias 14 e 21 ap0s
0 nascimento, ou seja, ao final da lactacédo. Desai et al (2014) igualmente observaram
maior peso nos filhotes do grupo com intervencdo materna na gestacao e lactacédo a
partir da segunda semana pds-natal, mantendo-se superior até a 24% semana. No
trabalho de Cardenas-Perez e colaboradores (2018), os filhotes de mées em dieta
hiperlipidica, apresentaram peso superior a partir da 62 semana de vida, enquanto

Curi et al (2021) evidenciaram maior peso na prole hiperlipidica ja no 4° dia pés-natal.
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Neste ultimo estudo citado, o peso corporal da prole se manteve superior até o 70°
dia, quando os filhotes foram sacrificados, e 0s autores associaram o excesso de peso

com uma maior adiposidade (CURI et al., 2021).

Adicionalmente, apesar dos filhotes do grupo HH ndo serem mais pesado em
relacdo aos animais do grupo CTRL em nenhum momento das analises, foi
evidenciado maior % ganho de peso nestes animais. Na investigacdo de Cadena-
Burbano et al. (2019) a prole descendente de mées em dieta hiperlipidica (51%
kcal/lipidios) apresentou maior peso em relagdo ao grupo controle no PN21 e maior
percentual de ganho de peso ao final da lactacdo. Chaves et al. (2020) observaram
aumento pontual no peso corporal dos filhotes de maes hiperlipidicas (51%
kcal/lipidios), em relagdo aos grupos controles. Barran et al. (2017) demonstraram o
aumento de peso na prole de méaes em dieta hiperlipidica (43% kcal/lipidios) no PN1,
PN5 e PN10, tendo confirmado apenas o efeito da dieta neste parametro. Além disso,
os descendentes do grupo de dieta hiperlipidica foram maiores no PN10 e
apresentaram aumento na porcentagem de massa gorda, em relacdo a massa magra
(BARRAND et al., 2017). Dados de uma recente revisdo indicam que a dieta
hiperlipidica materna na gestacao e lactacdo ndo impacta diretamente o peso inicial
dos filhotes, mas que estes animais ganham peso mais significativamente entre a
adolescéncia e a idade adulta (GAWLINSKA et al., 2021). Porém, de acordo com os
autores, a dieta hiperlipidica materna pode ser condicionante para a eficiéncia

metabdlica ou dispéndio energético dos descendentes (GAWLINSKA et al., 2021).

No nosso estudo, além de ter sido evidenciado menor peso ao nascimento na
prole do grupo HlI, ressalta-se que a evolucdo ponderal destes animais foi inferior ao
longo da lactacdo e ao final apresentaram menor % ganho de peso, menor
comprimento (versus HH) e menor cranio (versus HH). Estes resultados podem ser
evidéncias de um certo grau de comprometimento no desenvolvimento destes
animais. Corroborando com esses dados, Mikovic e colaboradores (2020)
demonstraram que uma dieta rica em gorduras alterou padrdes de crescimento da
prole de ratas alimentadas com dieta hiperlipidica na gestacdo e lactagdo. As
diferencas no padréo de crescimento induzidas pela dieta foram evidenciadas com 6
semanas de idade, os filhotes descendentes dessas ratas eram significativamente
menores comparado ao grupo controle (MIKOVIC et al., 2020). Adicionalmente, na

investigacédo de Chaves et al. (2020) n&o foram evidenciadas diferencas nas medidas
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nos eixos longitudinal e antero-posterior da cabeca, no entanto, o eixo latero-lateral
da cabeca foi maior nos grupos de dieta hiperlipidica.

Parametros do crescimento soméatico diante de uma dieta hiperlipidica foram
avaliados por outros estudos (CADENA-BURBANO et al., 2019; MENDES-DA-SILVA
et al., 2014; SOUTO et al.,, 2020). Mendes da Silva e colaboradores (2014)
evidenciaram que a dieta hiperlipidica materna, independente do periodo de
intervencdo (gestacdo ou lactacdo), foi capaz de interferir no padrdao de
desenvolvimento dos filhotes no pés-natal precoce (periodo compreendido do entre
PND4 ao PND21), caracterizado pela redugcdo do peso e comprimento corporal e
menores valores para 0s eixos cranianos (médio-lateral e latero-lateral). Cadena-
Burbano et al. (2019) observaram diferengas no desenvolvimento nos filhotes de méaes
alimentadas com dieta hiperlipidica-hipercalorica em relagédo aos filhotes de mées que
receberam dieta hiperlipidica-isocaldrica na gestacao e lactacédo, sendo que o primeiro
apresentou valores maiores de peso e comprimento corporal, comprimento da cauda
e eixos da cabeca (antero-posterior e latero-lateral) ao desmame (21° dia pos-natal).
Os resultados dos parametros somaticos gerados por Souto et al. (2020)
demonstraram reducdo do peso corporal, menor comprimento corporal e maiores
valores para eixo meédio-lateral e antero-posterior do cranio ao desmame (PND21) nos

filhotes dos grupos com dieta hiperlipidica materna durante a gestacéao.

O comprometimento do crescimento observado no nosso estudo no grupo Hi
pode estar relacionado com a composicdo da dieta experimental, que além de ser
isoenergética em relacdo a dieta controle, apresenta uma maior quantidade de
celulose (249/100g na dieta HI versus 59/100g nas dietas C e HH). As fibras dietéticas
podem interferir, direta e indiretamente, na disponibilidade e na metabolizacdo de
nutrientes (SLAVIN, 2013). De forma direta por apresentarem a capacidade de
interferir na absorcdo de macro e micronutrientes, reduzindo assim a disponibilidade
dos mesmos (SLAVIN, 2005). J& a acado indireta se da pelas propriedades
bifidogénicas das fibras alimentares, que sdo determinantes para a colonizacéo
intestinal e, consequentemente, para metabolizacdo dos substratos energéticos
(SLAVIN, 2013). Além disso, conforme pontuado na revisao realizada por Gawlinska
e colaboradores (2021), o padréao alimentar modifica a composi¢ao do leite materno,
especialmente o contetdo lipidico. A associagéo destes fatores deve ser considerada

como uma possivel justificativa para a alteragdo do padrdo de desenvolvimento
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observado no grupo HI. Sugere-se em novas investiga¢gdes a avaliagdo da microbiota

ou da composic¢ao do leite materno afim de elucidar essa questao.

7.5 PERFIL BIOQUIMICO DOS FILHOTES

As analises bioquimicas dos filhotes revelaram um perfil lipidico alterado do
grupo Hl, caracterizado por menores niveis de colesterol-HDL (em relacdo ao grupo
HH) e niveis aumentados de triglicerideos e de colesterol ndo-HDL (em comparacao
ao grupo CTRL). Os filhotes do grupo HI também apresentaram niveis aumentados
de glicose quando comparado ao grupo HH. N&o foi evidenciado diferencas entre os
grupos nos niveis de colesterol total e, enfatiza-se que, o grupo HH ndo apresentou

diferencas em relagéo ao CTRL.

Inicialmente, em relacdo ao metabolismo da glicose, Kim, Kim e Kwon (2016),
em um estudo com camundongos C57BL/6, ndo observaram diferencas significativas
nos niveis séricos de glicose, ao desmame, nos filhotes de maes alimentadas com
dieta hiperlipidica (45% kcall/lipidios) desce o periodo pré-gestacional (3 semanas
antes do acasalamento). Porém, os estudos de Huang et al. (2017) e de Ito e
colaboradores (2016), realizados em roedores, com desenho experimental
semelhante, apresentaram resultados que corroboram com 0s N0SS0S, OuU Seja, niveis
de glicose elevados no 21° dia pos-natal nos descendentes de maes submetidas a
dieta hiperlipidica na gestacdo e lactacdo (45% kcal/lipidios e 31% kcall/lipidios,
respectivamente). Zheng e colaboradores (2020) também avaliaram a repercusséao de
uma dieta hiperlipidica (60% kcall/lipidios) materna sobre os parametros do
metabolismo da glicose dos filhotes ao desmame e observaram aumento significativo
na glicose e insulina em jejum nos filhotes de maes expostas a intervencéao nutricional.
Além disso, os pesquisadores obtiveram uma maior area sobre a curva no teste de
tolerancia a glicose e do teste de tolerancia a insulina, indicando diminuicdo da
tolerancia a insulina nestes animais (ZHENG et al., 2020). Odaka et al. (2010)
avaliaram os niveis de glicose no pos-natal tardio (20 semanas) de camundongos e
observaram um aumento nos filhotes de mées expostas a dieta hipelipidica (58%
kcal/lipidios) no periodo fetal (gestacdo) e no pdés-natal (lactacéo e pos-desmame) em
relagéo ao grupo em dieta controle. Adicionalmente, Oliveira e colaboradores (2018)

avaliaram a toleréncia a glicose e a sensibilidade a insulina entre 0 61° e 65° dia de
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vida de animais descendentes de maes alimentadas com diferentes tipos de dieta
hiperlipidica (sendo uma hiperlipidica-hipercalérica e outra hiperlipidica- isocalérica)
na gestacéao e lactacao. Os pesquisadores ndo observaram diferencas entre os grupos
na resposta glicémica em nenhum tempo de ambos os testes, bem como néo

evidenciaram diferenca na area sobre a curva do TTG (OLIVEIRA et al., 2018).

Quanto ao perfil lipidico dos filhotes, em primeira anélise, nosso estudo nao
apresentou diferencas nos niveis de colesterol total entre os grupos ao desmame. Os
resultados do trabalho de Yang et al. (2015), com intervencéo nutricional materna com
dieta hiperlipidica (50,1% kcal/lipidios) na gestacdo e lactacdo, também né&o
demonstraram diferencas entre os grupos nos niveis de colesterol total na prole de
maes hiperlipidicas em nenhum tempo das analises (23, 60 e 120 dias pos-
nascimento). No entanto, ha estudos que apresentam resultados contrarios a estes no
mesmo tempo de analise, ou seja, ao desmame (HUANG et al., 2017; ITO etal., 2016).
Ito e colaboradores (2016), em um estudo realizado com camundongos C57BL/6J
expostos a dieta hiperlipidica (31% kcal/lipidios) na gestacéo e lactacéo (42 dias de
intervencédo), observaram alteracdo nos lipidios plasmaticos da prole (fémeas) ao
desmame. Evidenciaram, mais especificamente, 0 aumento dos niveis colesterol total
e, ainda, corroborando com nossos resultados, aumento dos niveis de triglicerideos
nestes animais (ITO et al., 2016). Os resultados do estudo de Huang et al. (2017),
também em roedores, com andlises realizadas no 21° dia pés-natal, igualmente
apresentaram aumento dos niveis séricos de colesterol total e triglicerideos nos
filhotes de maes hiperlipidicas (dieta 45% kcal/lipidios, 98 dias de intervenc¢ao). Ambos
os estudos compararam dieta hiperlipidica com dieta padrdo, sendo estas com

densidades energéticas distintas.

Nossos resultados demonstraram niveis aumentados de TG e de colesterol
nao-HDL, ao desmame, no grupo HI em relacdo ao grupo CTRL. Corroborando com
esses dados, Yang et al. (2015) evidenciaram aumento nos niveis plasmatico de
triglicerideos na prole de maes em dieta hiperlipidicas na gestacao e lactacdo nas
analises realizadas aos 23, 60 e 120 dias de vida dos filhotes. Igualmente, e conforme
ja mencionado, Ito e colaboradores (2016) e Huang et al. (2017) também observaram
niveis mais elevados de triglicerideos, ao desmame, nos filhotes descendentes de

maes hiperlipidicas.
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Quanto ao colesterol n&o-HDL, primeiramente, se esclarece que este
parametro compreende as fracdes lipidicas de colesterol LDL e VLDL. Nosso trabalho
demonstrou niveis aumentados de colesterol ndo-HDL no grupo HI em relacdo ao
CTRL. Reynolds et al. (2015) avaliaram o efeito da dieta hiperlipidica (45%
kcal/lipidios) materna sobre o perfil lipidico dos filhotes apds o desmame (24 dias de
vida) e na puberdade (150 dias de vida), e uma das fracdes lipidicas avaliadas foi o
colesterol LDL. E, neste estudo, os pesquisadores observaram niveis plasmaticos
aumentados de colesterol LDL nos dois momentos de andlise (REYNOLDS et al.,
2015). Em outro estudo, com exposi¢cdo materna a dieta hiperlipidica na gestacéo e
lactacdo, as analises bioquimicas foram realizadas com 24 semanas de vida dos
filhotes e os resultados demonstraram niveis elevados de colesterol LDL na prole de
mées hiperlipidicas (ELAHI; MATATA, 2017).

Os resultados do nosso estudo evidenciaram ainda que os filhotes do grupo Hi
apresentaram niveis diminuidos de colesterol HDL em relacdo ao grupo HH, porém
nao diferiram do grupo CTRL. Kim, Kim e Kwon (2016) também avaliaram este
parametro bioguimico, ao desmame, em filhotes descendentes de mées expostas a
dieta hiperlipidica na gestacdo e lactacdo e, ao contrario do nosso estudo, o0s
resultados ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos.
Adicionalmente, o estudo conduzido por Reynolds e colaboradores (2015) avaliou a
repercussdao da dieta hiperlipidica materna na gestacdo e lactacdo sobre este
parametro no periodo da puberdade (150 dias de vida) e os resultados desta analise
também ndo demonstraram diferencas nos niveis plasmaticos do colesterol HDL entre

0S grupos.

Ainda referente ao perfil lipidico dos filhotes de mées alimentadas com dietas
hiperlipidicas, a revisdo sistematica realizada por Moraes-Souza et al. (2021)
demonstram os seguintes resultados: dos 141 estudos que avaliaram os niveis de TG,
65 (45%) apresentaram niveis aumentados e 71 (50%) ndo apresentaram mudancas;
o CT apresentou-se elevado em 21 dos 86 estudos (24%), mas na maior parte deles
(58 estudos ou 68%) ndo apresentaram diferengcas entre 0s grupos; 0s niveis de
colesterol-HDL insatisfatorios foram observados em 7 dos 33 estudos (12%); e quanto
ao colesterol-LDL, a maioria dos estudos, 12 dos 20 avaliados (60%), né&o
apresentaram alteragfes neste parametro. No entanto, como base nestes dados, em

relagdo aos valores de TG, vale ressaltar que apenas 9 dos 65 estudos que
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apresentaram niveis aumentados de TG na prole realizaram as analises ao desmame
(21-22° dia p6s-natal) e ainda assim estes diferem do nosso estudo pelo percentual
lipidico da dieta (45 a 64%) e tempo da intervencao nutricional (49 a 141dias), ou seja,
iniciada no periodo pré-gestacional (MORAES-SOUZA et al., 2021). De acordo com
0s autores deste estudo, a variacdo dos resultados dos biomarcadores lipidicos dos
animais pode ser justificada pela heterogeneidade do desenho do experimento e, na
prole, além do tempo de intervencao nutricional em que as mées foram submetidas e
do percentual de lipidios da dieta experimental, os resultados podem variar de acordo
com a idade em que os filhotes foram sacrificados (MORAES-SOUZA et al., 2021).

Especificamente em relacdo ao nosso trabalho, ressalta-se que a composicéo
das dietas hiperlipidicas (HH e HI) continham o mesmo percentual lipidico. No entanto,
0 acréscimo de celulose utilizada para o ajuste da densidade energética da dieta HI é
um fator importante a considerar, pois pode ter influenciado a composicédo do leite
materno, principalmente seu conteudo lipidico. Além disso, devemos aceitar que 0s
filhotes no final do periodo de lactacdo podem ter se alimentado diretamente da dieta
ofertada as maes e que esse consumo, ndo mensurado, pode ter interferido nos

resultados.

Contudo, o perfil bioquimico apresentado pelo grupo HI sugere disfuncdes
fisiologicas relevantes no periodo precoce da vida e, diante disso, hipotetizamos que
isso pode condicionar estes animais ao desenvolvimento de doencas cronicas néo

transmissiveis mais precocemente.

7.6 EXPRESSAO DE GENES REGULADORES DA MIOGENESE E DO FENOTIPO
MUSCULAR

Nossos resultados demonstraram que a dieta hiperlipidica materna néo
resultou em diferencas significativas na expressdo dos fatores reguladores da
miogénese Pax7, Myf5, MyoD e Myog. Porém, foi observado menor expressédo de
Myf6/MRF4 nos grupos HH e HI. Além disso, os animais do grupo HI apresentaram
maior expressao de Mef2a, comparado ao grupo CTRL, e menor expressao de Mef2d

em relacdo ao grupo CTRL e HH.

Inicialmente, é vélida a comparacdo dos nossos resultados com o padrdo de

expressdo dos genes reguladores da miogénese no periodo de desenvolvimento
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muscular pds-natal, dados gerados por Lamon et al. (2017) por meio de um estudo
realizado em camundongos machos C57BL/6J. Nesta investigagéo, a expresséo dos
genes MRF (Myod1l, Myf5, Myf6 e Myog) e genes Pax (Pax3 e Pax7) foi mensurada
com 2 dias, 2 semanas, 4 semanas e 12 semanas apos o nascimento (LAMON et al.,
2017). Os resultados demonstraram redugcdo acentuada na expressdo dos genes
Myodl, Myf5, Myog e Pax7 na segunda semana, no entanto, ndo evidenciaram
diferencas nos niveis da expressdo de Myf6 e Pax3 em nenhum tempo analisado
(LAMON et al., 2017). Butchart et al. (2016) também avaliaram a expressao de Myod
e Myog em camundongos machos C57BL/6J no pés-natal (2 dias e 2, 4, 6 e 12
semanas de vida). Os autores observaram menor expressao de MyoD entre a 22 e 42
semana pos-natal, com relativa estabilidade apos essa idade (BUTCHART et al.,
2016). Os niveis de expressédo de Myog foi significantemente reduzida entre o 2° dia
e 22 semana de vida; manteve-se constante entre até a 62 semana; e, entre a 62
semana e a 122 semana, apresentaram novamente uma reducdo significativa
(BUTCHART et al., 2016). Portanto, em nosso estudo aos 22 dias de vida,
observamos menor expressao de Myf6 nos grupos hiperlipidicos. Desta forma,
percebemos que a dieta foi capaz de alterar a expressédo de um gene relativamente
estavel durante o desenvolvimento muscular pés-natal sem alterar aqueles genes que
apresentam modificacdo de expressao durante esse periodo (BUTCHART etal., 2016;
LAMON et al., 2017).

Em segunda analise, estudos com intervencdo nutricional com dieta
hiperlipidica materna na gestacdo e lactacdo apresentam resultados que se
contrapéem aos nossos (MIKOVIC et al.,, 2020; YANG et al.,, 2015). Yang e
colaboradores (2015) analisaram o efeito da dieta hiperlipidica (50,1% kcal/lipidios)
materna sobre a expressao de genes marcadores da miogénese no embrido (12 dias
da fase embrionaria), no feto (19 dias da fase fetal) e 6 dias pos-desmame. Na fase
embriondria, observaram inibicdo da expressdo de Myog e Myod nos filhotes de maes
expostas a dieta hiperlipidica; no feto, ndo houve diferenca entre os grupos na
expressao destes dois fatores de transcrigdo; e na analise pdés-desmame, observaram
a superexpressao de Myog e Myod na prole do grupo interven¢cdo comparado ao grupo
controle (YANG et al., 2015).

Adicionalmente, em um estudo realizado com camundongos machos

C57BL/6J, Mikovic et al. (2020) investigaram os efeitos da exposi¢cdo materna a uma
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dieta hiperlipidica (23,5% kcal/lipidios) sobre a miogénese pds-natal (19 semanas) e
demonstraram que a dieta hiperlipidica materna se correlaciona com a reducédo dos
niveis de mRNAs de Myod e Pax7, em relacdo ao grupo controle. Quanto os niveis de
Myog e Myf6/MRF4 n&o houve diferenga entre os grupos (MIKOVIC et al., 2020).

Ainda, especificamente sobre a regulacao negativa da expressao de Myf6/Mrf4
nos grupos expostos a dieta hiperlipidica, a investigacdo de Moretti e colaboradores
(2016) nos fornece dados relevantes a considerar. Os resultados do estudo, realizado
em ratos adultos, demonstraram que a inativacdo de Myf6/Mrf4 induziu a regulagéo
positiva dos genes Myh1, Myh4 e Myh2 (codificantes para fiboras MyHC-2X, -2B e -2A,
respectivamente), Myh3 (isoforma embrionarias) e Myh8 (neonatal), e promoveu a
hipertrofia da miofibra (MORETTI et al., 2016). Além disso, a inativacdo de Myf6/Mrf4
levou a maior expressdo de Mef2d, no musculo inervado e desenervado, e de Mef2a
no musculo inervado (MORETTI et al., 2016). Os autores concluiram que a regulacéo
positiva de proteinas MEF2 diante da inativacdo de Myf6/Mrf4 sugere que MRF4 age
como repressor da atividade de MEF2 (MORETTI et al.,, 2016). Esses dados
fundamentam o que é reconhecido por outros autores como eixo MRF4-MEF2, onde
MFR4 age como regulador negativo do crescimento do musculo pela represséo de
MEF2 (SCHIAFFINO; DYAR; CALABRIA, 2018). Logo, podemos fazer essa
correlagdo com nossos dados, no grupo HI, que apresentou menor expressdo de

Myf6/MRF4 e superexpressao de Mef2a.

Em nosso estudo evidenciamos a superexpressao de Mef2a nos animais do
grupo HI (versus CTRL) e a diminuicdo muito expressiva na expressdo de Mef2d
(versus CTRL e HH). Um estudo in vitro demonstrou que o blogueio da expresséo
endbégena de MEF2A (MEF2A-knocked) prejudicou a diferenciacdo dos mioblastos,
evidenciado pela reducdo do niumero e tamanho dos miotubos (SEOK et al., 2011).
Neste mesmo estudo 0s pesquisadores comprovaram que a expressao de MEF2A é
regulada pelo miR-155 (SEOK et al., 2011). Eles demonstraram que superexpressao
de miR-155 inibe a expressdo de MEF2A e, por consequéncia, assim como observado
em mioblastos MEF2A knocked (mas em menor magnitude), a diferenciagdo dos
mioblastos é comprometida, menos e menores miotubos sao formados (SEOK et al.,
2011). Por outro lado, ao induzirem a superexpressao de MEF2A no meio de cultura
de mioblastos C2C12, os pesquisadores observaram otimizacdo da diferenciagcéo
celular (SEOK et al., 2011).
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Em um estudo com camundongos, a delecdo de Mef2c ou Mef2d, mas néo de
Mef2a, levou a reducéo na formacao de miofibras lentas oxidativas (tipo I) no musculo
s6leo, enquanto, a hiperatividade de Mef2c promoveu aumento na propor¢ado destas
mesmas miofibras (POTTHOFF et al., 2007). Contudo, outra andlise, realizada em um
meio de cultura de células satélites, demonstrou que o bloqueio dos genes Mef2a, c e
d promoveu a regulagcédo negativa da expressao dos genes das isoformas das fibras
musculares rapidas e lentas (LIU et al, 2014). Adicionalmente, Moretti e
colaboradores (2016) evidenciaram regulagcéo negativa da expresséo de Myh4 e Myhl
(genes codificantes para miofibras rapidas MyHC-2B e 2X, respectivamente) em

células musculares deficientes de MEF2.

Segundo Taylor e Hughes (2017) o numero e a diversidade de genes-alvos de
MEF2 indicam uma ampla contribuicdo das proteinas MEF2 no programa de
diferenciacdo muscular in vivo durante o desenvolvimento. Por meio de mecanismos
complexos e ainda nao totalmente esclarecidos, as proteinas MEF2 se correlacionam
com a caracterizacao das fibras musculares, mais especificamente, tipo e tamanho
das miofribras (TAYLOR; HUGHES, 2017). E neste sentido, ressalta-se a que a
interacdo das proteinas MEF2 com outros fatores de transcri¢cdo, especialmente com
0s MRFs, conduzem a desfechos especificos (TAYLOR; HUGHES, 2017).

Em relacdo a expressdo génica das isoformas MyHC, nossos resultados
evidenciam a regulacao positiva da isoforma Myh7, codificante para fibras lentas (tipo
), nos filhotes de ambos os grupos expostos a dieta hiperlipidica. Pressupde-se que
maior expressdo de genes da isoforma Myh7 pode ter relacdo com os niveis de
horménios tireoidianos. Segundo Salvatore et al. (2014), a sinalizacdo do horménio
tireoidiano no tecido muscular regula a expressdo de muitos genes, 0s quais estao
envolvidos na determinacdo do fenotipo das fibras musculares e o metabolismo
energético do musculo esquelético. No pds-natal, acontece a mudanca da expressao
das isoformas fetais (embriondrias e neonatais) para a expressdo das isoformas
maduras, processo mediado pela sinaliza¢cdo do horménio tireoidiano e pela inervacéo
das fibras musculares (SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). Em roedores, 0s niveis de
horménios tireoidianos aumentam imediatamente apds o0 nascimento e, naturalmente,
as concentracdes intracelulares de T3 no musculo esquelético também estdo
aumentas (DENTICE et al., 2010). Estudos preliminares demonstram que o T3

participa da regulacédo da proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos (LEE; KIM;
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MILANESI, 2015). Na deficiéncia de hormdnios tireoidianos, o processo de transicao
do fendtipo das fibras musculares é atrasado ou incompleto (SCHIAFFINO;
REGGIANI, 2011). De acordo com Simonides e Van Hardeveld (2008), niveis
reduzidos de T3, associado com a reducdo da atividade da proteina sinalizadora
calcineurina e de seus fatores de transcricdo, estdo envolvidos na manutencao do
fendtipo de fibras musculares lentas. Além disso, Davies et al. (2020) sugerem a acao
indireta dos hormonios tireoidianos sobre o desenvolvimento muscular. O
hipotireoidismo fetal também pode prejudicar o desenvolvimento cerebral e, por
consequéncia, reduzir a estimulo neural do musculo esquelético, com repercussdes
na proporcao de diferentes tipos de fibras (GAMBKE et al., 1983b; HORN; HEUER,
2010).

A correlacdo dos nossos dados de expressédo de genes que caracterizam o
fendtipo muscular com o estudo de Oliveira et al. (2018) é de suma importancia.
Seguindo um desenho experimental similar, Oliveira et al. (2018) avaliaram o efeito da
exposicdo materna as dietas hiperlipidicas (HH e HI) sobre o fenotipo muscular da
prole aos 70 dias vida. As fibras musculares do musculo séleo e EDL, foram
identificadas e quantificadas, ap0s a coloracdo realizada por meio do método
mATPase (OLIVEIRA et al., 2018). Os pesquisadores demonstraram a que a dieta HH
materna levou ao aumento significativo na proporcéo das fibras tipo | no musculo
séleo, caracterizado como um musculo lento assim como o gastrocnémio (OLIVEIRA
et al., 2018). Este resultado corrobora com 0s nossos, visto que observamos aumento
na expressao Myh7 nos grupos de dieta hiperlipidica, mais expressivamente no grupo
HH. Isto reforca o efeito da dieta hiperlipidica na determinacéo do perfil de fibras no

periodo critico de desenvolvimento, incluindo o periodo neonatal.
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8 CONCLUSOES

Contrariando a hipotese inicial, o0 consumo das dietas hiperlipidicas durante a
gestacéo e lactacdo ndo promoveu ganho de peso materno e nao levou a alteragdes
no metabolismo de carboidratos. Além disso, ambas as dietas hiperlipidicas
promoveram melhora no perfil lipidico das matrizes, evidenciado especialmente pela
reducédo do colesterol total nos grupos com intervencao.

Em relacéo aos filhotes, os resultados demonstraram prejuizo no crescimento
somatico dos animais do grupo Hl, caracterizado por valores inferiores nos parametros
de peso, comprimento e eixos cranianos ao longo do periodo analisado. Acredita-se
gue o conteudo de fibras da dieta HI pode ter sido um fator importante para este
resultado, especialmente pelo fato de que estas, mesmo que indiretamente, podem
modificar a composicéo do leite materno.

Quanto ao metabolismo da glicose, os filhotes dos grupos expostos as dietas
hiperlipidicas apresentaram resultados que diferiram entre si, sendo que a prole Hl
demonstrou niveis séricos de glicose mais elevados. A dieta HI também promoveu
alteracao do perfil lipidico - niveis aumentados de triglicerideos e colesterol ndo-HDL
(vs. CTRL) e reducdo dos niveis de colesterol HDL (vs. HH). Diante desse perfil
bioquimico em idade precoce, pressupde-se que estes animais estejam mais
propicios ao desenvolvimento de doencas crénicas também precocemente.

Dados da expressdo dos marcadores da miogénese evidenciaram que ambas
as dietas hiperlipidicas promoveram regulacdo negativa de Mef6/Mrf4. Na prole Hil,
também foi observada aumento da expressdo de Mef2a e reducdo de Mef2d. Estes
resultados podem ser correlacionados com o aumento da expressao do gene Myh7,
codificante para fibras do tipo I, em ambos os grupos em intervencao. Portanto, diante
do exposto, temos dados que indicam que dietas hiperlipidicas, independente da

densidade energética, sdo capazes de alterar o fen6tipo muscular da prole.
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