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RESUMO

A relacdo entre dieta materna hipoproteica e hipertrofia muscular compensatéria da
prole jovem foi avaliada através de um estudo utilizando ratas da linhagem Wistar.
Com a introducdo da dieta materna controle AIN-93G e hipoproteica durante a
gestacédo e lactacdo, aos 60 dias pos-natal foi realizado técnica cirdrgica de ablacéo
do musculo sinergista para induzir a hipertrofia muscular compensatoria através da
sobrecarga mecanica. Os resultados demonstraram que 0s animais com dieta
materna hipoproteica tiveram uma reducéo no peso corporal e capacidade hipertrofica
muscular. Apesar haver um aumento na massa magra e da hipertrofia muscular
compensatéria com a dieta controle materna, ndo foram encontradas diferencas
significativas no peso dos musculos em relacéo a dieta hipoproteica. A dieta materna
hipoproteica resultou em descendentes com menor peso corporal e capacidade
hipertréfica reduzida, concluindo-se que a deficiéncia de proteinas afeta
negativamente o processo de desenvolvimento e capacidade hipertréfica dos

descendentes.

Palavras-chave: Dieta materna hipoproteica; Fases criticas do desenvolvimento;
Ablacdo do musculo sinergista; Via de sinalizacdo da Akt-mTOR; Hipertrofia muscular

compensatéria.



ABSTRACT

The relationship between a low-protein maternal diet and compensatory muscle
hypertrophy in young offspring was evaluated in a study using Wistar rats. With the
introduction of the AIN-93G control and hypoprotein maternal diet during pregnancy
and lactation, at 60 postnatal days, a surgical technique of ablation of the synergist
muscle was performed to induce compensatory muscular hypertrophy through
mechanical overload. The results demonstrated that animals on a low-protein maternal
diet had a reduction in body weight and muscle hypertrophic capacity. Although there
was an increase in lean mass and compensatory muscle hypertrophy with the maternal
control diet, no significant differences were found in muscle weight in relation to the
low-protein diet. The low-protein maternal diet resulted in offspring with lower body
weight and reduced hypertrophic capacity, concluding that protein deficiency

negatively affects the development process and hypertrophic capacity of offspring.

Keywords: Low-protein maternal diet; Critical stages of development; synergist

muscle ablation; Akt-mTOR signaling pathway; Compensatory muscle hypertrophy.
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1 INTRODUCAO

Uma alimentacdo saudavel e individualizada, que forneca os nutrientes
necessarios, é crucial para manter a saude e prevenir doencas crénicas. Uma dieta
balanceada, que atenda as necessidades diarias do organismo sem excessos ou
deficiéncias, € fundamental. Isso inclui a adequacéo das calorias durante a gestacao,
ja que as necessidades aumentam devido ao desenvolvimento do feto (Marshall et al.,
2022).

A composicao da dieta durante os periodos criticos de desenvolvimento como
gestacdo e lactacdo pode influenciar no peso corporal da prole, a morfologia e a
bioguimica dos tecidos (Toscano, A. E.; Manhaes-de-Castro, R.; Canon, F., 2008).
Uma dieta hipoproteica pode diminuir a capacidade de hipertrofia do musculo
esquelético, uma vez que, para haver a formacgdo e manutencdo da massa muscular,
€ necessario ter uma oferta adequada de proteinas, associadas ao exercicio fisico,
promovendo a base metabdlica para a hipertrofia muscular, que é o equilibrio entre as
taxas de sintese e a degradacédo da proteina muscular (Tipton, K. D., & Wolfe, R.
R.,1998).

Além disso, a prevaléncia de desnutricio materna é maior em ratas
alimentadas com dieta hipoproteica, consequentemente a quantidade de massa
muscular tende a ser inferior, podendo levar a alteracdes metabdlicas e fisiologicas
na prole, que podem ser permanentes, mesmo que o animal tenha livre acesso a racédo
normal apés o desmame (M.C.F. Passos et al., 2001).

As diferencas entre os sexos, como horménios, metabolismo e funcéao
imunolégica, podem influenciar os resultados de experimentos cientificos. Além disso,
ha diferencas comportamentais e cognitivas que precisam ser consideradas na
interpretacdo dos resultados (Orden et al., 1998). Entender essas diferencas e o0s
mecanismos fisioldgicos e moleculares associados pode levar a avancos significativos
na ciéncia, inclusive na compreensdo da hipertrofia muscular compensatoria em
fémeas.

Alguns musculos trabalham juntos para a execu¢ao de um movimento, como o
tibial anterior e o extensor longo dos dedos (EDL) e com a auséncia de um, o outro
tenta compensar, ocorrendo a hipertrofia muscular que € um fenémeno em que um

musculo ou grupo muscular aumenta de tamanho para compensar a falta de forca ou



13

estabilidade em outro musculo ou grupo muscular como uma forma benéfica de
adaptacao, pois ajuda a manter a funcionalidade e o equilibrio muscular (Goldberg
1968; Armstrong et al., 1979).

Durante periodos de aumento da demanda, como apdés a técnica de ablacdo
de um mdsculo sinergista a sintese de proteinas € estimulada para promover o
crescimento muscular e a adaptacédo aos estimulos mecéanicos. Esse processo altera
as propriedades estruturais e funcionais do musculo esquelético em nivel celular,
relacionado a sua plasticidade. O equilibrio entre sintese e degradacdo proteica
determina se ha ganho ou perda liquida de massa muscular. Estudos sobre hipertrofia
muscular induzida por sobrecarga mecanica em ratos, usando a ablacéo cirargica do
musculo sinérgico ao musculo tibial anterior, sdo comumente empregados para
investigar o balanco proteico e os mecanismos subjacentes a hipertrofia muscular
(Fortes et al., 2015).

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi analisar os efeitos de uma dieta
materna hipoproteica na hipertrofia muscular da prole adulta jovem induzida pela

ablacdo do musculo sinergista ao tibial anterior.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Alimentacao adequada e saudavel e inseguranca alimentar

A alimentacdo adequada e saudavel € um direito humano basico que envolve
a garantia ao acesso permanente e regular, de forma socialmente justa, a uma pratica
alimentar adequada aos aspectos biolégicos e sociais do individuo (Ministério da
Saude, 2022). Ademais, a Inseguranca Alimentar e Nutricional (IAN) compreende-se
como a falta de acesso a uma alimentacdo adequada, condicionada,
predominantemente, as questfes de renda (Nascimento & Andrade, 2010).

Apesar da alimentacdo adequada ser um direito, a fome ainda esta presente
nos lares dos cidadaos. Dados do relatério “O Estado da Seguranga Alimentar e
Nutricdo no Mundo”, publicado em 2022 pela Organizagao das Nag¢des Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO), trazem que 70,3 milhdes de pessoas estiveram
em estado de inseguranca alimentar moderada, que € quando possuem dificuldade
para se alimentar e 21,1 milh6es de pessoas no pais passaram por inseguranca
alimentar grave, caracterizado por estado de fome no mundo (FAO, IFAD, UNICEF,
PAM e OMS, 2023).

2.2 Desnutricdo materna

A subnutricdo materna continua a ser uma preocupacao nos paises de baixo
rendimento e entre as familias mais pobres nos paises de rendimento médio (Victora
et al., 2021). Sendo um falor importante para o correto desenvolvimento e saude dos
descendentes, especialmente durante periodos criticos de desenvolvimento, como a
gestacéo e a lactacdo. A dieta materna pode afetar o crescimento e o desenvolvimento
da prole, a falta de proteina durante esses periodos pode originar diversos distarbios
na prole, como baixo peso ao nascer, retardo no crescimento, diminuicdo da fungéao
imunoldgica, anormalidades na estrutura e funcdo dos 6rgaos, além de alteracdes
metabdlicas e hormonais que podem levar a doencas crénicas na vida adulta (Campos
& Palanch, 2017).

A gestacéo representa um periodo de significativas e velozes transformacgtes
fisiologicas, desde a concepcao até o parto. Durante esse processo, ha um aumento
nas demandas nutricionais para sustentar o metabolismo materno, a formagéo de

tecidos e o desenvolvimento do feto (Baker H. et al., 2002).
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A deficiéncia na ingestdo dietética ou a falta de nutrientes essenciais, tanto
macronutrientes quanto micronutrientes, pode ter repercussdes importantes na saude
da gestante e no desenvolvimento do recém-nascido. Estudos recentes indicam que
as influéncias da nutricdo fetal podem perdurar até a idade adulta, potencialmente
afetando geracoes futuras (Anderson A.S, 2001).

Intervencdes na dieta materna durante a gestacao e lactacdo podem ter efeitos
epigenéticos nas células da prole. A epigenética refere-se a mudancas hereditarias
na expressao génica que nao envolvem alteracbes na sequéncia de DNA, mas sim
em modifica¢cbes quimicas das histonas ou do DNA em si. As intervencgdes na dieta
materna podem afetar a epigenética da prole através de alteracdes nas vias
metabdlicas, que podem levar a mudancas nos padrbes de metilacdo do DNA ou na
expressdo de proteinas envolvidas na regulacdo génica. Sendo assim, essa
deficiéncia proteica pode ocasionar um estresse metabolico e desregulacdo celular
tanto na mée como nos descendentes, podendo prejudicar a capacidade hipertréfica
do musculo na prole (Waterland e Jirle, 2003).

Deficiéncias nutricionais sdo amplamente estudadas durante os periodos
intrauterino e durante o aleitamento, devido ao fato de que pode ocasionar alteracdes
no comportamento e nos aspectos biologicos. Destaca-se ainda, a caseina como
proteina presente no leite materno mamifero, como fonte estrutural proteica para o
desenvolvimento do individuo nesse periodo critico. Esta proteina tem seu valor de
mercado acessivel e é utilizada como auxiliar de suprimento nutricional. (Morgane et
al., 1978).

2.3 Importancia da musculatura esquelética para a saude

Representando cerca de 40% do peso corporal, contendo uma grande
guantidade de proteinas essenciais e desempenhando um papel fundamental para a
salude, o musculo esquelético apresenta diversas fun¢des no organismo, como auxiliar
na forga, resisténcia, mobilidade, metabolismo, estrutura corporal e sistema
imunoldgico, sendo influenciada por diversos fatores, como nutricdo, horménios,
atividade fisica, lesbes e doencas, crucial para o equilibrio entre a sintese e
degradacdo proteica. A falta de massa muscular pode reduzir a capacidade do corpo
de responder ao estresse e as doencas crbnicas, a perda de massa magra ocorre

devido a falta de substrato proteico, exercicios fisico e a prépria senescéncia
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(envelhecimento natural do ser humano), podendo originar distirbios metabdlicos,
aumentando o risco de doencas cardiovasculares e incapacidades, reduzindo
significativamente a qualidade de vida, destacando a relevancia da musculatura para

a prevencao de doencas e manutencao da saude (Frontera & Ochala, 2015).

2.4 Plasticidade fenotipica e epigenética

A relacdo entre insultos ambientais no inicio da vida e suas repercussdes ao
longo da vida pode ser explicada pelo fendmeno bioldgico chamado de plasticidade
fenotipica. Esse fendmeno permite a prole em desenvolvimento a capacidade de se
adaptar em resposta a estimulos ambientais (como o fumo, alcool, estresse, nutricdo
e atividade fisica). A plasticidade fenotipica pode ser definida como um fenémeno
biolégico no qual um Unico gendtipo pode dar origem a diversos fenotipos em resposta
a diferentes condigbes ambientais. Assim, a plasticidade permite ao organismo em
formacdo modificar sua trajetéria de crescimento e desenvolvimento através de
processos adaptativos (West-Eberhard, 1989).

Ao analisar a relacdo entre o ambiente perinatal, o desenvolvimento do
individuo e o surgimento de doencas na vida adulta, obtemos dois componentes de
fendtipo metabdlico: a "capacidade metabolica”, representada pelo peso ao nascer, e
a "carga metabdlica", relacionada a trajetdria no decorrer do crescimento. A tendéncia
de sindrome metabdlica e doenca cardiovascular estd associado a carga e a
capacidade metabolica, como exemplificado por criangas que nascem pequenas e
tém um crescimento acelerado, podendo gerar uma curva de crescimento anormal,
aumentando as chances de desenvolver patologias na fase adulta (Hales & Barker,
1992).

O modelo das respostas preditivas adaptativas sugere que o organismo em
desenvolvimento prevé o ambiente em qual crescerd, se adaptando a condi¢des de
restricdo nutricional, alterando sua fisiologia para se adaptar ao seu uso de energia e
0 armazenamento de nutrientes (Gluckman & Hanson 2004). Apesar disso, quando
ha uma elevacdo repentina no suprimento de compostos nutricionais apos o
nascimento, ocorrem mudancas metabdlicas que podem desencadear doencas
cronicas. Tanto a respostas preditivas adaptativas quanto o modelo de capacidade-
carga metabolica estdo inseridos no contexto mais amplo da Plasticidade Fenotipica
a (Wells, 2010).
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Os mecanismos epigenéticos como alteracées no epigenoma. interfere na
expresséo de genes, como metilagcdo do DNA, modificacées nas histonas e expressao
de microRNAs, sem alterar a sequéncia genética, essa reprogramacdo pode
influenciar significativamente o perfil epigenético da prole e gerar efeitos a longo prazo
em seu fendtipo, como consequéncia dos sinais ambientais durante o
desenvolvimento, preparando-a para condigcbes futuras previstas, sendo
imprescindivel na conexdo entre o ambiente perinatal e o risco de doencas
metabdlicas na idade adulta (Morgane et al., 1978).

A ingestdo inadequada de proteinas na dieta desafia o equilibrio proteico
muscular e de corpo inteiro (isto €, sintese proteica igual a degradacédo proteica),
afetando negativamente a massa muscular, a funcéo, as adaptacdes ao exercicio, a
homeostase O0ssea e do calcio, a resposta do sistema imunoldgico, o equilibrio
hidroeletrolitico, a producéo e atividade enzimatica e a sintese hormonal. Na auséncia
de ingestéo suficiente de proteina dietética, 0 musculo é catabolizado para fornecer
aminoacidos para permitir a sintese continua de proteinas endégenas em tecidos e

orgaos fisioldgicos criticos (Wolfe R.R. A., 2017).

2.5 Relacdo com avia de sinalizacdo da proteina PISK/AKT/mTOR

O alvo fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/AKT/mamifero da via de sinalizacao
da rapamicina (MTOR) regula uma ampla gama de processos celulares, incluindo
sobrevivéncia, proliferacdo, crescimento, metabolismo, angiogénese e metastase.
Sendo crucial para diversos processos celulares, como a sintese de proteinas no
musculo esquelético. A atrogin-1 € capaz de se associar com essa via proteolitica e
desencadear a degradacdo do mediador elF3F, o que pode inibir a fosforilagdo da
proteina ribossomal S6 beta-1 (P70S6K) pela mTOR (Meng Q. et al., 2006).

Em resposta a contracdo muscular com sobrecarga, o musculo esquelético
ativo diferentes vias bioquimicas de sinalizacdo para sintese de proteinas contrateis
e ndo contrateis, uma via importante e que medeia o0 crescimento muscular é a
fosforilacdo da proteina ribossémica p70s6k em resposta a atividade do complexo
AKT/mTOR que, por sua vez, modula a taxa de sintese de proteina para um turnover
positivo (Frost e Lang., 2007; Zanchi e Lancha., 2008).

A mTOR é uma proteina serinal/treonina quinase, o principal mediador do

crescimento e da proliferacédo celular via controle da sintese de proteinas, € dividida
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em dois complexos, denominados de complexo 1 (mMTORC1) e complexo 2
(mMTORC2). O mTORC1 é um homodimero e possui quatro componentes: a proteina
associada-regulatoria da mTOR (Raptor), a proteina 8 Sec13 mamifero letal (MLST8),
0 substrato de Akt rico em prolina, de 40 kDa (PRAS40), e a proteina de interacao
MTOR contendo dominio DEP (Deptor). Nas ultimas duas décadas, ela tem sido
bastante investigada na hipertrofia induzida por sobrecarga mecanica, devido ao fato
de ser encontrada em dois complexos multi-proteicos, complexo 1 da rapamicina
(mTORC1), na qual a sinalizagcdo é parcialmente inibida pela rapamicina, e o
complexo 2, que é amplamente resistente a rapamicina (Zoncu R, Efeyan A, Sabatini
DM., 2011).

O mTORCL1 é um regulador central do crescimento celular, em parte, por
controlar a traducdo de RNAmM (mensageiro de RNA), e consequentemente a sintese
de proteinas. A proteina muscular esquelética € dinamica e em fluxo constante,
alternando entre estados de balanco proteico negativo e positivo em grande parte em
resposta ao jejum e alimentacdo, respectivamente. A restricdo energética e/ou
proteica dietética induz o catabolismo muscular liquido, liberando aminoacidos para
producdo de energia, gliconeogénese e sintese de horménios peptidicos, proteinas
plasmaticas, componentes do sistema imunolégico e enzimas (Carbone, J. W.,
Pasiakos, S. M., 2019).

Uma etapa chave € a ativacao da proteina mTOR por meio de fosforilacao.
Apoés a ligagéo ao receptor, o substrato do receptor de insulina 1 (IRS1) é recrutado e
fosforilado, iniciando a transducédo de sinal na via, recrutando as subunidades p85 e
p110 que formam a PI3K. Esta adiciona um fosfato ao fosfatidil inositol difosfato (P1P2)
transformando-o em fosfatidil inositol trifosfato (PIP3). A PIP3 é um sitio de ligacao
para a proteina quinase fosfoinositideodependente 1 (PDK1) e também a AKT, que
esta localizada na membrana sarcoplasmatica. PDK1 ativa AKT por fosforilagdo em
resposta ao aumento de PIP3. A ligacdo de PIP3 ao dominio da AKT promove
translocacdo desta para a membrana plasmatica. Esses eventos de fosforilacdo séo
necessarios para a ativacdo completa da AKT (Hay; Sonenberg, 2004).

Varios fatores influenciam o equilibrio entre sintese e degradacao de proteinas
no muasculo esquelético, incluindo a via de sinalizacdo PI3BK/AKT/mTOR, a ativacao
da via de sinalizagdo Akt-mTOR estimula a sintese proteica nesse tecido muscular,

enquanto a proteina atrogin-1 regula a sintese de proteinas. Ela é ativada quando a



19

insulina ou o0 IGF-1 se liga ao receptor correspondente A hipertrofia muscular induzida
por cirurgia de ablacdo do musculo EDL é amplamente usada como modelo
experimental para estudar essa via de sinalizacdo. Nesse modelo, a ablacao
sinergista do musculo tibial anterior esquerdo para a sobrecarrega do musculo EDL,
enguanto a pata contralateral € usada como controle (Alway et al., 2005).

O desequilibrio proteico esta diretamente ligado a regulacéo da via Akt-mTOR
no muasculo esquelético. A diminuicdo de proteinas resulta em alteracdes na
expressdo da proteina mTOR, que é estimulada pela presenca de insulina e outros
nutrientes, como aminoacidos de cadeia ramificada. A ativagdo da via Akt-mTOR
promove a traducdo do RNA mensageiro em proteina e induz a hipertrofia muscular,

destacando a importancia dessa via na sintese proteica (Bodini et al., 2001) .

2.6 Hipertrofia muscular

Os musculos esqueléticos sdo constituidos por proteinas que fornecem energia
aos 6rgaos durante o processo de degradacdo metabdlica. A perda de massa
muscular pode ser observada em diversas patologias, especialmente aquelas de
natureza metabdlica, devido a atrofia do musculo esquelético, sendo este processo
diretamente relacionado com a via de sinalizacdo responsavel pela degradacdo das
proteinas musculares (Reggiani, 2013). Estratégias como a pratica regular de
atividade fisica e a adoc&o de dietas equilibradas sdo utilizadas para aumentar a
sensibilidade a insulina e minimizar a perda de massa muscular (Asif., 2014).

O crescimento do musculo esquelético adulto em resposta a carga mecanica é
um fendmeno notavel, mas os mecanismos celulares e moleculares subjacentes ainda
nado estdo completamente elucidados. O musculo esquelético é capaz de se adaptar
a mudancgas em seu ambiente, como o aumento da demanda por massa e proteina.
Essa adaptacdo envolve vias de sinalizacdo e regulacdo genética, como a via da
proteina Akt-mTOR, que desempenha um papel crucial na hipertrofia muscular
(DiPasquale et al., 2017).

A hipertrofia muscular compensatéria € um modelo em que um musculo ou
grupo muscular aumenta de tamanho para compensar a falta de for¢a ou estabilidade
em outro musculo ou grupo muscular. Esse processo € uma forma benéfica de
adaptacéo, pois ajuda a manter a funcionalidade e o equilibrio muscular (Baskin K.K.,
Winders B.R., Olson E.N., 2015).
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Foi proposto que a hipertrofia muscular ocorre a partir de trés mecanismos
determinantes, distintos, mas que ocorrem de forma sinérgica, sdo: tensdo mecanica,
estresse metabdlico e dano muscular. Esse processo envolve incremento das
proteinas contrateis actina e miosina dentro das miofibrilas e aumento do niamero de
miofibrilas dentro de uma fibra muscular. A sobrecarga mecéanica leva a uma série de
processos intracelulares que, por fim, regulam a expresséo génica e a subsequente
sintese proteica (Sadusky et al., 2001).

No entanto, a capacidade de hipertrofia muscular pode ser comprometida por
uma dieta materna com baixo teor proteico, diminuindo a capacidade hipertrofica
muscular na prole adulta jovem. Isso ocorre porque a formacdo e manutencao da
massa muscular requerem uma oferta adequada de proteinas, associadas ao
exercicio fisico, que promovem a base metabdlica para a hipertrofia muscular, que &
o equilibrio entre as taxas de sintese e a degradacéo da proteina muscular (Tipton, K.
D., & Wolfe, R. R.,1998).

A ingestdo de proteinas em quantidade adequada é fundamental para
promover a sintese proteica e, consequentemente, a hipertrofia muscular em
individuos que realizam treinamento de forca (Phillips & Van Loon, 2011). Outro
estudo publicado na revista European Journal of Applied Physiology mostrou que a
restricdo de proteinas na dieta pode prejudicar a recuperacdo muscular e reduzir a

hipertrofia em resposta ao treinamento de forca (Gorissen et al., 2016).

2.7 Técnica cirargica de ablacdo do musculo sinergista

O modelo experimental de cirargica ablacdo muscular tem sido comumente
utilizado para examinar mecanismos associados a rapida hipertrofia do musculo
esquelético em roedores (Tinsom 1990). A ablacdo de sinergistas para hipertrofia
compensatéria consiste ha remocao cirdrgica total ou parcial de musculos sinérgicos,
gue podem ser unilaterais ou bilaterais, para gerar sobrecarga funcional crénica que
causa hipertrofia. Nesse modelo, a ablagdo musculo tibial anterior da pata esquerda
promove sobrecarga sobre o musculo EDL em uma pata, enquanto a pata
contralateral, a qual ndo foi retirado, serve como controle (Alway et al., 2005).

Este modelo de ablacgéo cirdrgica € também conhecido por estar associado a
danos musculares graves durante a primeira semana apds a cirurgia devido ao

estiramento crénico de sobrecarga. Criticamente, 0 crescimento muscular nos



21

primeiros 3-5 dias tem sido atribuido parcialmente ao edema e a inflamacéo, enquanto
o crescimento posterior parece refletir a “verdadeira” hipertrofia, no sentido de que
estes fatores normalmente diminuem, uma disfungédo nessa hipertrofia pode estar
interligada com guestdes hereditarias ou até mesmo insultos nutricionais (Terena et
al., 1992).

Esse protocolo proporciona uma resposta satisfatéria para analise do
mecanismo molecular em curto periodo de tempo apds intervencao cirlrgica,
caracterizada pela remoc¢édo do musculo sinergista, mantendo no animal somente o
musculo alvo do estudo, onde h& a variacdo significativa na maioria das proteinas
(Fortes et al., 2017). Os musculos mais utilizados nesses modelos sdo o musculo
séleo e plantar e a hipertrofia compensatoria comumente envolve a retirada da porcao
distal do o gastrocnémio. Apesar de apresentarem proximidade anatdémica em ratos,

esses musculos sdo distintos em sua arquitetura e bioquimica (Marino JS et al., 2008).

2.8 Dimorfismo sexual, fase adulta jovem e hipertrofia muscular compensatéria

Ha uma diferenca significativa entre machos e fémeas tanto metabolismo como
na formacéo fisioldgica do organismo. Isso se da por diversos fatores, principalmente
pelo efeito dos hormdnios esteroides sexuais, onde a testosterona favorece o
desenvolvimento do tecido muscular, enquanto o estrogénio favorece o do tecido
adiposo (Ethun, 2016). As mulheres apresentam maior gordura corporal e menor
massa magra ao longo da vida do que os homens, indicando que as diferencas de
género permanecem ao longo da vida (Kirchengast, 2010; Zamboni et al., 2003).

Assim como em humanos, os ratos apresentam diferentes fases da vida de
acordo com a idade, sao considerados adultos jovens a partir da 8° semana até a 11°,
aproximadamente. A diferenca na composicdo corporal entre 0os sexos é evidente
desde a infancia, mas torna-se mais acentuada apés a puberdade (quando os
meninos experimentam um surto de crescimento acelerado) e persiste na velhice
(Wells, 2007). Ademais, o crescimento continuo da massa corporal magra e muscular
em meninos adolescentes e 0 aumento da massa gorda em meninas adolescentes
resultam no dimorfismo sexual bem estabelecido na composi¢cao corporal na idade
adulta (Smith & Mittendofer, 2016).

O modelo de hipertrofia muscular compensatéria em ratos com 210 dias de vida

inclusive alimentados por maes que receberam dieta hipoproteica durante a gestacao
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e lactacdo e seu impacto na hipertrofia ja esta bem evidenciado por de Vasconcelos
et al (2022), porém ainda ndo ha estudos que retratem esse fendbmeno em fémeas

com 60 dias de vida, fase adulta jovem em ratos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:
Analisar o efeito da dieta hipoproteica materna na hipertrofia muscular compensatoria

induzida pelo método de ablacdo muscular em prole fémea adulta jovem.

3.2 Objetivos Especificos:
e Realizar a pesagem dos animais aos 60 dias de vida,

e Verificar a massa seca e Umida do musculo extensor longo dos dedos - EDL e séleo;
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados no total 22 ratas da linhagem Wistar (6 maes, 3 dieta controle
e 3 dieta hipoproteica e 16 filhotes, sendo 9 dieta materna controle e 7 dieta materna
hipoproteica), provenientes da colénia do Departamento de Nutricdo do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), mantidos em
ambiente com ciclo de luz invertido e condi¢cdes padrao de biotério, ciclo claro e escuro
12/12h, temperatura média de 21°C, com livre acesso a racdo (racdo comercial
Nuvilab com 3.6 kcal/grama; 66% de carboidratos; 24% de proteina e 10% de lipidios)
e 4gua filtrada, acomodados em gaiolas de polipropileno (49x34x16cm) com uma
média de 2 animais por gaiola. Para obtencédo dos neonatos, foram cruzados animais
machos e fémeas nuliparas na proporgédo de 1:2.

Durante a gestacdo e lactacdo foi administrado a dieta controle AIN-93G e
hipoproteica para as mées, e no 21° dia de lactagéo, os filhotes foram separados e
mantidos com livre acesso a agua e racao padrao de biotério (NUVILAB).

O presente projeto seguiu as diretrizes do Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA), em conformidade com a Lei n® 11.794 de 8 de
outubro de 2008, bem como as normas internacionais estabelecidas pelo National
Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals. Este estudo foi
protocolado e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
sob o nimero 0035/2022.

4.2 Dieta Materna

Durante gestacéo e lactacdo, as maes receberam dieta controle AIN-93G (19%
Proteina, 63% Carboidrato, 18% Lipidio e 3,6 Calorias por grama) e hipoproteica (9%
Proteina, 73% Carboidrato, 18% Lipidio e 3,6 Calorias por grama) produzidas na

cozinha de nutricdo experimental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Tabela 1 — Composicao centesimal da dieta experimental.

Constituintes (%gQ) AING93 (crescimento) Dieta Hipoproteica

Amido de milho 39,75 55,40
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Amido dextrinizado 13,20
Caseina 20,00
Celulose 5,00
Oleo de soja 7,00
Acucar 10,00
Sais — mix mineral 3,50
Vitaminas 1,00
Colina 0,25
Metionina 0,30
BHT =0,14mg 0,0014
Calorias (g/100) 3,60

7,80
9,4
3,50
7,0
10,0
3,50
1,0
0,25
0,14
0,001
3,60

Tabela 2: Composi¢cao de macronutrientes das dietas segundo o valor energético total

(VET).
DIETAS PROTEINA CARBOIDRATO | LIPIDIO VET
(%kcal VET) (%kcal VET) (%kcal VET) | (%oKcal/g)
AING93 19 63 18 3,6
(crescimento)
Dieta 9 73 18 3,6
Hipoproteica

4.3 Pesagem dos Animais

Os animais foram pesados em balanc¢a analitica para monitorar o peso corporal

no sexagésimo dia de vida em balanca semi-analitica (Bel® modelo L2102).

4.4 Grupos experimentais

Aos 60 dias de vida, os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico

de ablac&o do musculo sinergista ao EDL, o tibial anterior, da pata traseira esquerda,

e a pata contralateral recebeu uma simulacéo do procedimento cirargico (simulado) e

utilizado como controle. Assim, cada grupo com as respectivas dietas foram

subdividido em 4 grupos experimentais:

- 1. Dieta Controle Pata Controle (DCPC);
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- 2. Dieta Controle Pata Induzida a Hipertrofia (DCPH);
- 3. Dieta Hipoproteica Pata Controle (DHPC).
- 4. Dieta Hipoproteica Pata Induzida a Hipertrofia (DHPH).

Através desses grupos, poderemos observar o efeito da dieta materna

hipoproteica na hipertrofia muscular compensatoéria na prole fémea adulta jovem.

4.5 Cirurgia de ablacéao

Inicialmente, o animal foi sedado (utilizando cetamina e xilazina, na dose de
200 mg/kg e 100 mg/kg de peso corporal, administrados por via intraperitoneal). Apds
ndo haver sinais de reflexos (contracdo de membros, sem sensibilidade de silios), o
pelo das patas sédo retirados cuidadosamente com os dedos indicador e polegar, foi
feito uma inciséo longitudinal regido anterior na pata esquerda para expor o musculo
tibial anterior, os tenddes proximal e distal foram isolados para a excisdo da porcéo
distal, ele foi removido sem prejudicar nenhum nervo, o suprimento sanguineo e nem
outros musculos. A fim de evitar contaminacao, a pele foi suturada e o corte recebeu
uma solucdo contendo iodo (povidona), também foi administrado analgésico
(diporona) por injecao subcutanea em uma dose de 300mg/kg. (Armstrong et al.,1979;
Baldwin et al., 1982; Bodine; Baar, 2012; Degens; Turek;Binkhorst, 1993).

4.6 Eutanésia

No 67° dia de vida os animais foram eutanasiados com a administracao de um
anestésico geral inalatério (isoflurano 3-4%), o qual € embebido com um algodéao e
exposto para o animal em um ambiente isolado (pote de plastico tipo tapopwere
grande transparente — vertical e funda), com o animal totalmente desacordado

(anestesiado) é iniciado o processo de decapitacdo com o auxilio de uma guilhotina.

4.7 Mensuracgéo dos pesos musculares

O musculo e EDL foi retirado no sétimo dia apos a inducdo da hipertrofia e
tiveram as massas Umidas determinadas em balanca de precisdo. Em seguida, foram
colocados em estufa aquecida, durante 72 horas, a 60 °C, para evaporacdo do
conteudo de 4gua. Apds esse periodo, a massa seca foi determinada através da

pesagem dos musculos também em balanca digital de precisdo (Toledo, modelo-
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AR3130, sensibilidade de 0,0019), foi feito a normalizacdo do peso dos musculos em

relacdo ao tamanho da tibia.

444
v UNIVERSIDADE
4} FEDERAL . Y g
[?' DE PERNAMBUCO Desenho experimental N
S, ~
=3 Dieta materna Controle (AIN96-G) ou Dieta Padréao de Biotério
7 I Wil Hipoproteica

- LI — o —o
*Dias 21° 21° 60° 67°
Pés-Natal

Fim da Fim da Pesagem Eutandsia e retirada do
gestacao lactagéo Cirurgia misculo para anaélise de:
e Peso muscular (imido
e seco)

Ratos fémeas, com 60 dias de idade
Usando um rato como seu préprio controle

Figura 1 — Desenho experimental com fases da vida, procedimentos e administragéo

dietética.

4.8 Calculo da capacidade hipertréfica

Apds a mensuracdo dos pesos musculares, o peso médio da pata controle
(simulagéo da retirada do musculo tibial anterior) de cada dieta materna (Hipoproteica
e Controle) serviu como um ponto referéncia para avaliar a variagdo do peso médio
da pata hipertrofia (que foi retirado o tibial anterior). Em seguida, foi analisado a

porcentagem de aumento do peso da pata hipertrofia comparado com a pata controle.

4.9 Analise estatistica

Os dados coletados foram armazenados em planilhas no software Excel. A
normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-Wilk. Foi utilizado a
analise de variancia teste ANOVA Two-way tendo como fator a hipertrofia muscular,
sendo comparado os pesos do musculo EDL da pata controle e da pata induzida a
hipertrofia nos animais com diferentes dietas maternas: controle (n=9) e hipoproteica
(n=16). Os resultados apresentados em média e erro padrdo da média. Os resultados
foram considerados estatisticamente significantes para valores com alfa de 5%

(p=<0,05). As analises foram realizadas no programa GraphPad Prism® versao 7.
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5 RESULTADOS

Peso corporal aos 60 dias:

Nos animais cujas mées receberam dieta controle (n=9), o peso médio foi de
195,8g, ja na hipoproteica (n=7), o peso médio foi de 173,7. Com isso, podemos inferir
gue a composicao da dieta materna (quantidade de proteina) tem influéncia com o
peso corporal dos descendentes.

Foi possivel observar uma reducéao significativa da capacidade hipertréfica do
musculo EDL nos animais em que as maes foram alimentadas com dieta hipoproteica

comparado com a controle, que foi mensurado através da porcentagem peso seco

(Gréfico 1).
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Gréfico 1: Percentual de capacidade hipertrofica de animais que receberem dieta
controle (n=9) e hipoproteica (n=7) materna. Teste ANOVA Two-way. Dados
expressos em MDzEP. * Representa a diferenca entre os grupos. Na barra em preto,

observa-se o grupo Dieta Controle (DC) e na cinza o grupo Dieta Hipoproteica (DH).

Apesar de obtermos um resultado significativo no peso seco (como citado
anteriormente), no peso Umido nao houve diferenca significativa, apesar de ter uma
tendéncia maior da porcentagem da capacidade hipertrofica da dieta controle materna

comparada com a com baixo teor de proteinas (Grafico 2).
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Gréafico 2: Percentual de capacidade hipertrofica de animais que receberem dieta
controle (n=9) e hipoproteica (n=7) materna. Teste ANOVA Two-way. Dados
expressos em MDzEP. Na barra em preto, observa-se o grupo Dieta Controle (DC) e

na cinza o grupo Dieta Hipoproteica (DH).

O peso umido do EDL em mg/mm houve aumento da massa magra (hipertrofia
muscular compensatéria) comparando a dieta controle pata induzida a hipertrofia
(DCPH) comparado ao grupo dieta controle pata controle (DCPC); e, tendo um
resultado significante do nesse peso Umido da DCPH em relacédo a DCPC, indicando
gue houve a hipertrofia muscular compensatoria apés a técnica de ablacdo muscular
do mdusculo tibial anterior, sinergista ao EDL, porém, ndo € observado essa
repercussao na dieta hipoproteica.

Observa-se que se tratando de diferenca de peso Uumido dos musculos
relacionado com a dieta, n&o foi visto diferenca significativa. Apesar disso, € inferido
gue na dieta controle ha mais massa magra e consequentemente, mais hipertrofia

muscular compensatéria (Grafico 3).
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Grafico 3: Peso umido do musculo EDL de animais que receberem dieta controle
(n=9) e hipoproteica (n=7) materna. Teste ANOVA Two-way. Dados expressos em
MD+EP. *Representa a diferenga entre os grupos: DC - Controle vs DC - Hipertrofia.
Na barra em preto observa-se a pata Controle, ja na cinza representa a pata

Hipertrofia, tanto em DC como em DH.

O peso seco do EDL, mensurado em mg/mm, ao analisar o aumento da massa
muscular (hipertrofia compensatoéria) comparando o grupo dieta controle pata controle
(DCPC) e dieta controle pata induzida a hipertrofia (DCPH), ndo houve uma diferenca
significativa nem entre a DCPH em relacdo a DCPC, nem na DHPH comparado com
DHPC, mesmo havendo um aumento no peso do EDL da pata hipertrofia comparado
com a controle.

Por fim, a diferenca de peso Umido dos musculos relacionado com a dieta, ndo
foi visto diferenca significativa, embora que na dieta controle é possivel visualizar

melhoro efeito do estimulo a hipertrofia (Gréfico 4).
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Gréfico 4: Peso seco do musculo EDL de animais que receberem dieta controle (n=9)
e hipoproteica (n=7) materna. Teste ANOVA Two-way. Dados expressos em MD+EP.
*Representa a diferenca entre os grupos: DC - Controle vs DH - Hipertrofia. Na barra

em preto observa-se a pata Controle, ja na cinza representa a pata Hipertrofia, tanto
em DC como em DH.
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6 DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, houve um aumento no peso
do musculo EDL na pata hipertrofia comparada com a controle, indicando que houve
a sobrecarga mecéanica seguida de hipertrofia muscular, principalmente no grupo com
as maes alimentadas com dieta controle. Além disso, hd uma reducao significativa na
capacidade hipertrofica do musculo extensor Longo dos Dedos (EDL) em animais
cujas maes foram alimentadas com a dieta hipoproteica. Foi evidenciado pela
porcentagem de peso seco do musculo, onde os animais do grupo com restricdo
proteica demonstraram um resultado inferior aos animais do grupo controle, podendo
inferir que a dieta controle pode auxiliar na hipertrofia muscular compensatoria em
comparacao com a dieta hipoproteica.

Quando analisamos o peso Umido e o peso seco do musculo EDL em relagéo
a essa hipertrofia muscular compensatoria, foi visto que o grupo dieta controle
apresentou uma elevacao significativa na massa magra em resposta a inducéo de
hipertrofia muscular, enquanto o grupo com dieta hipoproteica ndo mostrou essa
mesma resposta. Isso significa que a restricdo proteica diminuiu a capacidade de
hipertrofia muscular compensatoria.

Foi evidenciado por de Vasconcelos et al (2022) os efeitos negativos da dieta
materna hipoproteica sobre hipertrofia muscular compensatoria na prole (ratos aos
210 dias), mas ainda nao se tem estudos suficientes para elucidar esse efeito na prole
fémea, nem em que momento esse efeito comega a ser visto.

A nutricdo materna durante os periodos criticos do desenvolvimento
(intrauterino - gestagao e extrauterino - lactacdo), tem influéncia no desenvolvimento
do feto. Estudos indicam que a deficiéncia proteica dietética materna durante esses
periodos pode resultar diversos distirbios morfoldgicos e metabdlicos na prole, tendo
o risco de desenvolver doencas crénicas na vida adulta (Hales et al., 1991).

Durante a gestacdo, ocorrem significativas e rapidas transformacdes
fisiol6égicas que demandam um aumento nas necessidades nutricionais para sustentar
0 metabolismo materno e o desenvolvimento do feto. A deficiéncia na ingestdo de
nutrientes essenciais pode ter impactos negativos na saude da gestante e no
desenvolvimento do recém-nascido, podendo influenciar negativamente a saude de

geracOes futuras (Bolton, 1968).
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A ingestdo adequada de proteinas € essecial para a sintese proteica e a
hipertrofia muscular, inclusive nos descendentes, através de intervencdes na dieta
materna devido a efeitos epigenéticos nas células da prole, impactando na expressao
génica e a regulacéo celular, o que pode reduzir a capacidade hipertréfica do masculo
na descendéncia como uma forma de adaptacdo (Mathers, 2006). Isso esta
relacionado com a respostas preditivas adaptativas, que 0 organismo em
desenvolvimento se empenha em tentar se adaptar a condicbes de restricdo
nutricional (principalmente proteica), podendo desencadear doencas cronicas futuras
(Ozanne et al., 2005).

A proteina fundamental para o desenvolvimento do feto nesse periodo critico.
Além disso, observamos a relacdo da plasticidade fenotipica e epigenética, que
permitem a prole se adaptar a estimulos ambientais - epigenéticos e modificar sua
trajetoria de crescimento e desenvolvimento através de processos adaptativos -
plasticidade fenotipica (Penkler et al., 2019).

Os mecanismos epigenéticos, como por exemplo, a metilacdo do DNA pode
alterar os perfis de expressao génica influenciando as afinidades de ligacao de fatores
de transcricdo ou outras proteinas ao DNA, que padrbes de metilacdo do DNA
existiriam e que esses padrdes variariam em diferentes tipos celulares. Além disso, as
modificacdes nas histonas tém influéncia na expresséo génica, acometendo o perfil e
heranca somatica de estados epigenéticos da prole e gerando efeitos a longo prazo
em seu fenadtipo, afetando a fisiologia do organismo (Jones & Liang, 2009).

Além disso, a via de sinalizacdo da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K)/AKT/mamifero da rapamicina (mTOR) regula diversos processos celulares,
como a sintese de proteinas no musculo esquelético, sendo influenciada pela ativacéo
da proteina atrogin-1. A hipertrofia muscular compensatdria ocorre em resposta
sobrecarga mecanica, relacionado com a ativacao de diferentes vias bioquimicas de
sinalizacdo para sintese de proteinas contrateis e ndo contrateis, como a fosforilacéo
da proteina riboss6mica p70s6k em resposta a atividade do complexo AKT/mTOR. A
MTOR, € uma proteina serinal/treonina quinase que participa ativamente da regulacao
do crescimento e proliferacao celular, em dois complexos - mMTORC1 e mTORC2.
Estudos tém investigado que a dieta materna hipoproteica prejudica a via akt-mTOR
de prole adulta, influenciando na hipertrofia muscular (de Vasconcelos et al., 2022).

Essa técnica de ablacdo consiste na remocao cirurgica total ou parcial de
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musculos sinergistas (musculos de trabalham juntos para a execucdo de um
movimento), resultando em uma sobrecarga funcional crénica associada a danos
musculares iniciais, seguidos por uma verdadeira hipertrofia, que pode ser
influenciada por fatores hereditarios ou até mesmo nutricionais.

Esse estudo contribui para o estudo dos mecanismos envolvidos na hipertrofia
muscular compensatoria e os impactos da dieta hipoproteica nesse processo, atraves
dos resultados observa-se que houve o impacto negativo nesse tipo de dieta na

capacidade hipertrofica, principalmente no peso seco.
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7 CONCLUSAO

Os resultados desse estudo indicam que a dieta hipoproteica materna
prejudicou a hipertrofia muscular compensatéria da prole fémea adulta jovem. Além
disso, também teve influéncia no peso corporal, uma vez que a prole das maes
alimentadas por essa dieta teve um menor peso corporal e capacidade hipertréfica
reduzida, demonstrando que o contetdo proteico da dieta materna pode afetar o
desenvolvimento e a hipertrofia muscular compensatéria dos descendentes jovens.

Logo, compreende-se que a nutricdo materna adequada em proteinas é crucial
no processo de desenvolvimento durante os periodos criticos de desenvolvimento,
bem como a relacao dos insultos ambientais e mecanismos epigenéticos na saude do
individuo.

Esse estudo contribui para a identificacdo de estratégias terapéuticas e
preventivas para distarbios musculares e metabdlica, sendo fundamental incentivar
mais andlises dos efeitos da nutrigdo materna na programacao metabodlica e muscular

da prole, assim como 0os mecanismos envolvidos na hipertrofia muscular.
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