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RESUMO

PANTALEAO, L.C. Atividade da via do mTOR no musculo esquelético da prole é afetada
pelo consumo materno de dieta hiperlipidica e difere entre os animais neonatos e
lactentes. 2010. 124p. [Dissertagdo (Mestrado — Departamento de Ciéncia dos Alimentos) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil, 2010].

A reducgéo no desenvolvimento muscular de filhotes cujas mées foram submetidas ao consumo
de dietas baseadas no padrdo ocidental pode ser, ao menos em parte, explicada pela
resisténcia periférica a insulina, condicdo na qual a atividade de proteinas relacionadas a via de
sinalizacao intracelular sensivel a esse hormonio encontra-se reduzida. A regulacdo positiva
dessa via resulta no aumento da atividade do Alvo da Rapamicina em Mamiferos (MTOR) que
atua como efetor positivo da taxa de traducdo de RNAm e, consequentemente, da sintese
proteica. Estudos que avaliam a atividade dessa proteina frente ao consumo cronico de dietas
hiperlipidicas sdo escassos e controversos e, até 0 momento, ndo sdo conhecidos trabalhos
que avaliaram esses marcadores em animais neonatos ou desmamados, provenientes de
maes alimentadas com dieta hiperlipidica gestacional e pés-gestacional. O presente estudo
objetiva avaliar o efeito do consumo de uma dieta hiperlipidica por ratas adultas sobre a
morfologia e sobre a expressdo e a fosforilacdo das proteinas que compdem a via de
sinalizacdo intracelular do mTOR no mdusculo esquelético da prole em dois momentos:
nascimento e desmame. Para isso, inicialmente, 39 ratas foram distribuidas em dois grupos, de
acordo com a dieta oferecida: controle (n=19) e hiperlipidica (n=20). Ap6s o nascimento, cerca
de seis filhotes por mée foram eutanasiados para coleta de amostras e analise dos marcadores
investigados. Os filhotes selecionados para dar continuidade ao experimento foram dispostos
junto as maes que, por sua vez, foram distribuidas em outros quatro grupos, segundo a dieta
gestacional e pds-gestacional: CON/CON (n=8); CON/HL (n=9); HL/HL (n=8); HL/CON (n=7).
Ao final da lactacao, os filhotes foram eutanasiados e amostras foram coletadas para andlise.
Os resultados obtidos indicam que, em relagdo aos animais neonatos, ha reducédo das
concentracdes séricas de leptina e de IGF-I e aumento da fosforilagdo da Akt e do mTOR
musculares, em resposta ao consumo materno da dieta hiperlipidica. Por sua vez, nos animais
lactentes, observamos influéncia da dieta hiperlipidica materna pds-gestacional sobre a
promocdo de fendtipo obesogénico, com concomitante reducdo do desenvolvimento muscular
e da fosforilagdo de proteinas alvo do mTOR em estado pds-prandial. Com base nos
resultados obtidos, concluimos que a dieta hiperlipidica materna afeta a atividade do mTOR,
sendo, esse efeito, dependente da idade e da condigéo fisiolégica dos animais.

Palavras-chave: Dieta hiperlipidica. Gestag¢do. Lactacdo. MTOR. Prole. Desenvolvimento
muscular



ABSTRACT

PANTALEAO, L.C. MTOR pathway activity in skeletal muscle of offspring is affected by
maternal consumption of high fat diet differently between newborns and infants. 2010.
124p. [Dissertation (Master degree — Food Science Department) — Pharmaceutical Science
School, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil, 2010].

The decrease in muscle development of offspring whose mothers consume a typical Western
diet can be partly explained by the progression of peripheral insulin resistance, a condition in
which the activity of proteins related to the intracellular signaling pathway sensitive to this
hormone is reduced. The positive regulation of this pathway results in increased activity of the
Mammalian Target of Rapamycin (nTOR) that acts as a positive regulator of the rate of mMRNA
translation and protein synthesis. Studies that assess the activity of this protein in response to
chronic consumption of high fat diets are scarce and controversial and, to date, studies that
evaluated these markers in the offspring of mothers fed a high fat diet during gestational and
lactation are not known. This study aims to evaluate the effect of consuming a high fat diet for
female adult rats in morphology and expression and phosphorylation of proteins that comprise
the intracellular signaling pathway of mTOR in skeletal muscle of offspring in two stages: birth
and weaning. Therefore, initially, 39 rats were divided into two groups, according to the
available diet: control (n = 19) and diet (n = 20). After birth, around six pups per mother were
killed for sample collection and analysis of the markers investigated. The pups selected to
continue the experiment were placed with the mothers who, in turn, were divided into four
groups according to gestational and post-gestational diets: CON/CON (n = 8), CON/HL (n = 9),
HL/HL (n = 8), HL/CON (n = 7). At the end of lactation, the pups were euthanized and samples
were collected for analysis. The results indicate that, for the newborn animals, there is a
reduction of serum leptin and IGF-I concentrations and increased phosphorylation of Akt and
mTOR in muscle in response to maternal consumption of high fat diet. In turn, we found that
maternal high-fat diet during lactation promoted an obese phenotype in weaned animals, with
concomitant reduction of muscle development and mTOR target proteins phosphorylation in the
postprandial state. Based on these results, we conclude that maternal high-fat diet affects the
activity of mTOR, depending on age and physiological condition of the animals.

Keywords: High-fat diet. Gestation. Lactation. MTOR. Offspring. Muscle development.
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1. INTRODUCAO

A obesidade infantil representa um importante problema de saude
publica, estando relacionada a alteragcbes morfolégicas na vida adulta e a
incidéncia de doencas cronicas ndo transmissiveis (CHU et al., 1998;
MAGAREY et al., 2003; WHO, 2003; WHO, 2006).

Nesse sentido, o0 alto peso ao nascer e 0 ganho de peso excessivo no
periodo perinatal, elementos determinantes para o desenvolvimento do fenoétipo
obesogénico no inicio da vida, podem sofrer influéncia de fatores genéticos e
ambientais. Em relacdo aos ultimos, destacamos o comportamento materno
nos periodos fetal e lactacional como sendo crucial para a programacao
fenotipica da prole, de modo que mudancas na dieta materna, representadas
pelo alto consumo de acidos graxos saturados, provocam alteracdes
morfolégicas que incluem o aumento da adiposidade corpdrea e a reducao no
desenvolvimento muscular esquelético dos descendentes (BAYOL, SIMBI &
STICKLAND, 2005). Destacamos, nesse contexto, a notoria contribuicdo da

resisténcia periférica a insulina para a reducéo no desenvolvimento tecidual.

hY

Na resisténcia a insulina, a transducdo do sinal gerado por esse
horménio esta regulada negativamente, resultando na reducdo da taxa de
captacdo de glicose e na diminuicdo da atividade do Alvo da Rapamicina em
Mamiferos (mMTOR) (JENSEN & HAYMOND, 1991; TANIGUCHI et al., 2008).
Essa proteina é central na regulacao do processo de sintese proteica através
da ativacdo de alguns componentes do mecanismo de traducdo de RNAm,
sendo que a regulacao negativa de sua atividade pode resultar em alteracdes
no processo mitogénico e no crescimento do masculo esquelético de
mamiferos em desenvolvimento (MA & BLENIS, 2009).

Uma vez que alteracbes no desenvolvimento muscular podem levar a
reducdo do metabolismo da glicose e dos &cidos graxos em longo prazo
(FORSEN et al., 2000; ERIKSSON et al., 2004), entendemos que o estudo dos
mecanismos que as permeiam pode proporcionar uma conexao entre
obesidade materna e distarbios fisiol6gicos na vida adulta da prole, além de
fornecer subsidio para a investigagdo de possiveis condutas terapéuticas. No
entanto, estudos que avaliam marcadores de modulacéo de sintese proteica no

musculo esquelético frente ao consumo materno de dietas hiperlipidicas sao



escassos e contraditorios. Ademais, até o momento, desconhecemos a
existéncia de trabalhos que avaliaram esses marcadores em animais neonatos
e desmamados provenientes de méaes alimentadas com dieta hiperlipidica

gestacional e pés-gestacional.

Nesse sentido, buscamos, com o presente trabalho, avaliar os efeitos do
consumo materno de uma dieta hiperlipidica sobre a atividade da via do mTOR
no musculo esquelético de animais neonatos e lactentes, dada a sua
importancia para o crescimento celular e para o desenvolvimento adequado

desse tecido.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do consumo de dieta hiperlipidica
durante os periodos gestacional e pds-gestacional sobre o desenvolvimento
muscular esquelético, sobre a atividade da via de sinalizagédo intracelular
mediada pelo mTOR nesse tecido e sobre alguns marcadores séricos e

morfologicos da prole no nascimento e no desmame.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar o efeito do consumo de uma dieta hiperlipidica ofertada a
ratas prenhes sobre a composicéo corporal, sobre as concentracdes
séricas de glicose, de insulina, de colesterol total, de triacilglicerdis,
de proteinas totais, de leptina, de IGF-l e de TNFa e sobre a
expressao e fosforilacdo das proteinas mTOR, 4E-BP1, S6K1 e Aktl

no musculo esquelético das proles desses animais no nascimento.

e Avaliar a influéncia do consumo da dieta hiperlipidica materna nos
periodos fetal e lactacional sobre a composi¢cdo corporal, o
desenvolvimento muscular esquelético, as concentracdes séricas de
glicose, de insulina, de colesterol total, de triacilglicerdis, de
proteinas totais, de leptina, de IGF-I e de TNFa e sobre a expressao
e fosforilacdo das proteinas mTOR, 4E-BP1, S6K1 e Aktl no
muasculo esquelético das proles no desmame em dois periodos

distintos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Obesidade

3.1.1 Incidéncia e prevaléncia

Paises desenvolvidos e subdesenvolvidos atravessam uma epidemia
de obesidade que torna-se, nos dias atuais, um dos maiores problemas de
saude publica no mundo. Segundo a World Health Organization (WHO), o
sobrepeso e a obesidade séo definidos como acumulo anormal ou excessivo
de gordura que prejudica a saude (WHO, 2006). Em 2005 a WHO estimava
que, no mundo, 1,6 bilhBes de adultos apresentavam sobrepeso, sendo que
400 milhdes encontravam-se obesos. Projecdes preocupantes para o ano de
2015 apontam prevaléncia de aproximadamente 2,3 bilhdes de adultos com
sobrepeso, sendo 700 milhdes obesos (WHO, 2006).

Entre mulheres, o National Health and Nutrition Examination Survey
(1999-2002) identificou prevaléncia de 26 % de sobrepeso e de 29 % de
obesidade nas norte-americanas entre 20 e 39 anos de idade (HEDLEY et al.,
2004). Destaca-se, ainda, a tendéncia evidente para o alto consumo de lipideos
e para o ganho de peso gestacional excessivo, fato que pode influenciar o
desenvolvimento intrauterino, afetando diretamente o peso ao nascer e a
composicéo corporal dos filhos (HAUSMAN et al., 1991; BUCKLEY et al., 2005;
SIEGA-RIZ et al., 2006).

Nesse contexto, a obesidade infantil jA € endémica em determinadas
regides, fato identificado por diversos estudos epidemiolégicos que associam o
alto peso ao nascer e 0 ganho de peso excessivo no primeiro més de vida com
0 risco aumentado para esse quadro (MAFFEIS et al., 1994; POPKIN et al.,
1995; TANAKA et al., 2001). Atualmente, estima-se que 42 milhGes de criancas
com até cinco anos de idade estejam acima do peso, sendo que 35 milhdes
vivam em paises em desenvolvimento (WHO, 2010). O sobrepeso dessas
criancas predispde a obesidade, a hipertenséo, as doencas cardiovasculares e
ao diabetes na vida adulta (CURHAN et al., 1996; CHU et al., 1998; MAGAREY
et al., 2003; WHO, 2003; WHO, 2006).



3.1.2 Etiologia e consequéncias da obesidade

Os principais fatores ambientais associados a epidemia de obesidade
acima descrita sdo a tendéncia global ao consumo de alimentos ricos em
gordura saturada e em acucares simples e o sedentarismo (WHO, 2006).
Estudos epidemiologicos exibem relacdo direta entre dietas hiperlipidicas,
variacbes na composicdo corporal — como o0 aumento da adiposidade
corpérea — e uma série de outros efeitos deletérios (POPKIN et al., 1995;
BROWN et al.,, 2002; SICHIERI, 2002; TENE et al.,, 2003). Dentre esses
efeitos, podemos destacar a maior prevaléncia de doencas cardiovasculares, a
sensibilidade a insulina diminuida e o posterior desenvolvimento do diabetes
tipo Il (LOVEJOY & DIGIROLAMO, 1992; XU et al., 2006).

Em estudos com modelos animais, dietas com alto teor energético tém
proporcionado aumento nas concentragbes de triacilgliceréis séricos,
plasmaticos e hepaticos e acumulo de gordura visceral. Em ratos, esse
acumulo é caracterizado pelo aumento do volume dos tecidos adiposos
retroperitonial e epididimal, sugerindo obesidade central que, em humanos,
esta relacionada a sindrome metabdlica (NADERALI et al., 2001; CHALKLEY
et al., 2002; YAMAGUCHI et al., 2010). Cabe salientar que o tipo de gordura da
dieta também influencia o desenvolvimento dessas doencas, havendo relacao
entre o consumo de dietas ricas em &cidos graxos saturados e trans e o
desenvolvimento das doencas cardiovasculares e do diabetes, sendo, essa
relacdo, inversamente proporcional quando do consumo de dietas ricas em
acidos graxos mono e polinsaturados (KUSHI et al., 1985; PIETINEN et al.,
1997; OH et al., 2005; LEE et al., 2006).

3.1.3 Modelos de obesidade materna e efeitos na prole

Muitos dos conhecimentos atuais relativos a importancia da nutricdo
fetal foram derivados de pesquisas em animais. Nos roedores, o impacto da
nutricdo materna induz efeitos sobre o comportamento alimentar, as funcdes
metabdlicas, o metabolismo proteico e o desenvolvimento muscular esquelético
da prole (HAUSMAN et al., 1991; LUCAS, 1991; BAYOL et al.,, 2005;
BUCKLEY et al., 2005).



Diante desses resultados, afirma-se que o consumo de dietas
hiperlipidicas durante a gestacdo e a lactacdo pode predispor ao
desenvolvimento de doencas metabodlicas em longo prazo, fato que pode, em
parte, ser explicado pela hipotese de programacéao fetal, proposta por Barker
(1997), que foi definida como um processo adaptativo a um ambiente adverso
intrauterino que resulta na redefinicAo dos processos de desenvolvimento,
garantindo a sobrevivéncia fetal. Essa hipotese baseou-se em diversas
observacdes epidemiologicas nas quais o0 baixo peso ao nascer relacionava-se
as doencas metabdlicas na vida adulta, propondo que, quando os fetos sao
expostos a um suprimento limitado de nutrientes, eles adaptam-se a esta
situacdo. Tal adaptacdo provoca alteragcbes morfolégicas, fisiologicas,
metabdlicas e epigenéticas, podendo levar a grande numero de doencas na
vida adulta (VICKERS et al.,, 2001; BR@NS et al.,, 2010; TAMASHIRO &
MORAN, 2010).

Em relacdo aos dias atuais, gestantes subnutridas representam
pequena parcela da populacdo brasileira (MONTEIRO, CONDE & POPKIN,
2002). Por sua vez, o consumo predominante de alimentos de alta densidade
caldrica por esse grupo acarreta diversos efeitos durante a vida adulta de seus
filhos: aumento do volume do tecido adiposo, doencgas cardiovasculares e
resisténcia a insulina, entre outros (TUCKER et al., 1997; ARNITAGE et al.,
2005; XU et al., 2006). Vale ressaltar que estudos envolvendo o consumo de
dietas hiperlipidicas demonstram que o periodo de amamentacgéao é critico para
a programacédo do fenétipo obesogénico, de hiperleptinemia e de hipertenséo
nas proles (SCHMIDT et al.,, 2001; KHAN et al., 2004; PLAGEMAN, 2005;
TAYLOR & POSTON, 2007).

O leite materno € considerado um alimento complexo, que propicia,
tanto elementos nutritivos quanto bioativos, que conferem beneficios para o
crescimento, o desenvolvimento e a salde de animais lactentes (PICCIANO &
MCDONALD, 2006). Para a sua producdo, cinco importantes processos
secretorios ocorrem no complexo alveolar: exocitose de proteinas lacteas, de
lactose e de outros elementos hidrofilicos, por meio das vesiculas secretérias
do Golgi; sintese de gotas lipidicas no citoplasma, que se movem até a
membrana apical para posterior secre¢cédo na forma de glébulos envolvidos por

bicamada lipidica proveniente da propria célula alveolar; transporte transcelular



de ions monovalentes, agua e lactose do espaco intersticial para a luz alveolar;
transcitose vesicular de proteinas do espaco intersticial; e transporte
paracelular de componentes séricos e de leucécitos (MCMANAMAN &
NEVILLE, 2003). Todos esses mecanismos influenciam a composicao final do
leite materno e seu valor biolégico.

Nesse contexto, os &cidos graxos que compdem os glébulos lipidicos
do leite séo derivados de sintese de novo na glandula mamaéria, a partir de
lipideos obtidos na dieta ou mobilizados do tecido adiposo (WILLIAMSON &
LUND, 1993). Varia¢cBes na distribuicdo dos &cidos graxos da dieta e/ou na
composicdo corporal materna influenciam diretamente a concentragdo e a
composicdo dos lipideos secretados durante a producdo lactea e,
consequentemente, afetam o crescimento da prole. Nesse sentido, os efeitos
provocados pela obesidade materna sobre os lactentes podem ser atribuidos
as alteracdes da concentracdo e da composicdo de acidos graxos do leite que
serve de alimento para esses animais no inicio da vida.

Assim, acredita-se que tanto o periodo fetal quanto o periodo
lactacional sejam determinantes para o estabelecimento do fendtipo no inicio
da vida, havendo grande influéncia da dieta e do estado nutricional materno
sobre esse processo. Dentro dessa perspectiva, Bayol, Simbi & Stickland
(2005) verificaram que o consumo materno de dieta composta por alimentos de
alta densidade energética — ricos em carboidratos simples e acidos graxos
saturados —, durante a gestacao e a lactacdo, causou atrofia e acimulo de
lipideos no musculo esquelético dos filhotes ao final do periodo lactacional,
caracterizando reducao no desenvolvimento muscular esquelético. Os autores
verificaram também que essa reducdao foi mais acentuada do que a ocorrida em
um modelo no qual ratos da mesma linhagem foram submetidos a desnutricao
materna severa (BAYOL et al., 2004). Neste caso, € notoria a relacdo entre a
resisténcia a insulina induzida pelo consumo da dieta hipercalorica e a reducao

no desenvolvimento do musculo esquelético.

3.2 Desenvolvimento muscular esquelético fetal

Como foi comprovado nos estudos conduzidos por Bayol e seus

colaboradores (2005, 2009), o consumo de agucares refinados e de gordura



saturada causa alteracbes no metabolismo muscular. Anderson et al. (2008)
propdem que a obesidade induzida pelo consumo de dieta rica em &cidos
graxos provoca reducéo da sintese proteica no musculo esquelético em estado
pos-prandial, efeito atribuido a possivel reducéo na sensibildade a insulina.

O mdasculo esquelético, tradicionalmente entendido como um tecido
essencial para a locomocéo de animais, alcanca status de 6rgdo metabdlico,
dada a sua participacdo no metabolismo de acidos graxos, aminoacidos e
glicose. Por essa razéo, autores da area propdem que o desenvolvimento e a
manutencao desse tecido tém vital importancia para a homeostase e para a
prevencao de diversas doengas metabdlicas.

Nesse sentido, o estagio de desenvolvimento fetal recebe grande
atencao, por ser crucial no desenvolvimento da musculatura esquelética, uma
vez que este compreende o Unico periodo de proliferacdo de fibras musculares,
nao havendo aumento de seu numero apds o nascimento (DU et al., 2010).
Nesse contexto, o desenvolvimento fetal reduzido pode levar a diminuicdo do
metabolismo da glicose e dos acidos graxos em resposta ao estimulo pela
insulina, predispondo ao acometimento da obesidade e do diabetes em longo
prazo (FORSEN et al., 2000; ERIKSSON et al., 2004). Assim, o estudo das
alteracbes no desenvolvimento do tecido muscular esquelético pode
proporcionar uma conexao entre obesidade materna e diversos disturbios na
vida adulta.

Os miécitos sdo derivados de células mesenquimais que primeiramente
diferenciam-se em células precursoras, em um mecanismo que inclui a
atividade de diversos fatores de transcricao, incluindo os fatores regulatérios
miogénicos (MRF) (DU et al., 2010). O desenvolvimento dessas células
compreende trés estagios, a saber: embriogénico, fetal e pds-natal, havendo
maior producdo de fibras musculares no segundo estagio (STICKLAND et al.,
1978).

Entretanto, parte das células mesenquimais do musculo fetal pode
diferenciar-se em adipocitos, em processo iniciado na metade do periodo
gestacional. A maior parte das células adiposas recém-formadas em adultos
esta localizada no tecido adiposo visceral, enquanto que aquelas localizadas
ectopicamente, caso da gordura intramuscular, sdo diferenciadas

majoritariamente durante o desenvolvimento fetal (TONG et al., 2008). Assim, a



adipogénese ocorrida no muasculo esquelético nesse periodo é determinante
para a magnitude do acumulo de adipdcitos no tecido, predispondo a maior
concentracdo de acidos graxos durante a vida pos-fetal e posterior resisténcia
ainsulina (AGUIARI et al., 2008).

Nesse contexto, alguns autores propéem que parte dos efeitos
observados no desenvolvimento da musculatura esquelética em animais, cujas
maes foram submetidas ao excesso de consumo alimentar, reflete a reducéo
na sensibilidade deste tecido a hormonios anabdlicos como a insulina e o IGF-I
(ZHU et al., 2008). Com base nessas afirmacfes, pode-se supor que O
consumo materno de dietas com alto teor energético também seja
determinante na reducéo da sintese proteica e na atrofia muscular das proles,
efeito este relacionado a reducdo da transducdo do sinal na via da insulina.
Acredita-se, dessa forma, que alteracbes na dieta materna durante o
desenvolvimento fetal influenciam na homeostase das proles, levando a quadro
de inflamacdo e resisténcia a insulina, com possivel reducdo do
desenvolvimento muscular e da atividade de vias de sintese proteica no
musculo esquelético da prole.

Baseado nessa afirmacéo, o estudo de Zhu et al. (2008) demonstrou
qgue ovelhas prenhes, submetidas ao consumo de dieta correspondendo a 150
% das recomendacgbes propostas pelo National Research Council (NRC),
geraram fetos com reducdo da atividade das proteinas relacionadas a via de
sintese promotora do aumento da traducdo de RNAmM no musculo esquelético.
Esse efeito foi acompanhado do aumento da fosforilagdo do substrato de
receptor de insulina 1 (IRS-1) no residuo de serina 1011 e da reducdo da
atividade da fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K), fatos relacionados a reducdo da

transducéo do sinal da insulina.

3.3 Obesidade, inflamacéo e resisténcia periférica a insulina

O primeiro estudo relacionando aumento da massa corporal e reducéo
na sensibilidade periférica a insulina data da década de 1960, sendo que
estudos epidemiol6gicos mais recentes relacionam o sobrepeso ao risco
aumentado para o acometimento do diabetes (RABINOWITZ & ZIERLER,
1962; COLDITZ et al., 1995).



Individuos sobrepesados e obesos tendem a apresentar maior acimulo
de acidos graxos no tecido adiposo branco que, atualmente, é considerado um
orgado endocrino que secreta diversos compostos que possuem atividade
autocrina, paracrina e enddcrina (FONSECA-ALANIZ et al., 2007). Este
conceito se sobrepde a crenca anterior de que o tecido adiposo representaria
apenas um reservatério de energia que também atua como isolante térmico. Na
progressdo da obesidade, as células adiposas séo hipertrofiadas em resposta
ao acumulo de moléculas de acidos graxos. Com o aumento do volume, o0s
adipOcitos passam a expressar e secretar maiores quantidades de citocinas
pro-inflamatérias, dentre as quais destacam-se a interleucina-6 (IL-6) e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), primeira adipocina a ser associada
diretamente a resisténcia a insulina (PEKALA et al., 1983; MORIN et al., 1997;
WEISBERG et al., 2003).

O aumento nas concentragfes séricas de TNF-a provoca inflamagéao e
reducdo na sensibilidade a insulina no proprio tecido adiposo, reduzindo a
lipogénese e aumentando a lipolise, com consequente liberacdo de &cidos
graxos para o plasma (NIETO-VASQUEZ et al., 2008). Adicionalmente, a
expressdo de diversos genes é alterada pelo reconhecimento do TNF-a por
seus receptores de membrana (TNFR60 e TNFR80), resultando em maior
sintese de outros elementos pré-inflamatoérios, caso da proteina quimioatraente
de mondcitos 1 (MCP-1) e de proteinas inflamatérias de macréfagos (MIP)
(LEE et al., 2005, GIL et al., 2007). Essas proteinas induzem a atracdo e a
infiltracdo de mondcitos no tecido adiposo, que sdo diferenciados em
macrofagos e passam a expressar linfocinas que ajudam a manter ou a
potencializar a inflamagéao sistémica (LUMENG et al., 2007).

Tanto o TNF-a quanto os &acidos graxos livres liberados do tecido
adiposo sdo apontados como o0s principais promotores da reducdo da
sensibilidade a insulina em outros tecidos e 6rgdos metabolicamente ativos,
como o musculo esquelético e o figado (CHAVEZ & SUMMERS, 2003;
FRANGIOUDAKIS & COONEY, 2005; WEI et al., 2008; VAN DEN BERG,
2010). Uma vez que o musculo esquelético é responsavel por cerca de 80 %
do metabolismo da glicose em condi¢cbes fisiologicas, a reducdo da
sensibilidade a insulina nesse 6rgao torna-o central para o desenvolvimento do
diabetes (DeFRONZO et al., 1981).



Na resisténcia periférica a insulina, a atividade da via de sinalizagdo
intracelular sensivel & concentracdo desse hormdnio encontra-se reduzida
(TANIGUCHI et al, 2008). Essa via compreende diversas proteinas
citoplasmaticas que comunicam-se entre si, promovendo a transducao do sinal
gerado pelo reconhecimento da insulina por seu receptor especifico.

Inicialmente, o receptor de membrana se autofosforila, promovendo a
ativacdo de proteinas conhecidas como substratos de receptor de insulina
(IRS), dentre os quais destacam-se as isoformas 1 e 2, por serem amplamente
distribuidas entre os diversos tipos celulares e por serem as mais ativas no
musculo e no figado, respectivamente (ARAKI et al., 1994; YAMAGUCHI et al.,
1996). Uma vez ativadas, estas promovem o estimulo da PI3K, que fosforila
fosfolipides de membrana, promovendo a migracdo e a ativacado da proteina
quinase B (PKB/Akt). Das 3 isoformas de Akt existentes, a Akt2 é,
reconhecidamente, a mais expressa em tecidos sensiveis a insulina e esta
relacionada a alteracdes na organizacao conformacional do citoesqueleto, com
aumento da translocacdo de GLUT4 para a membrana celular e,
consequentemente, da captacdo de glicose, enquanto que a Aktl esta
relacionada, principalmente, a processos anabodlicos (CHEATHAM et al., 1994;
ALESSI et al., 1997; TANIGUCHI et al., 2008).

A secrecdo de elementos pro-inflamatérios e 0 aumento na
concentracdo de acidos graxos livres no sangue sdo apontados como
importantes fatores relacionados a reducédo na transducédo do sinal nessa via
(CHAVEZ & SUMMERS, 2003; WEI et al., 2008). Ha consenso de que o TNF-a
€ capaz de desencadear uma cascata de eventos sinalizatérios que culmina na
ativacdo de uma proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK), denominada
C-Jun-terminal quinase (JNK), e do inibidor do fator nuclear B quinase beta
(IkKB), os quais sdo também alvo da sinalizacdo por acidos graxos nao
esterificados reconhecidos por receptores de membrana do tipo Toll like
(HIROSUMI et al., 2002; NGUYEN et al., 2005, ITAUI et al., 2002). Acredita-se
gque ambas as vias tenham relacdo com o desenvolvimento da resisténcia a
insulina, uma vez que a reducdo da atividade dessas proteinas ou a delecao
dos genes gque as expressam promove o0 restabelecimento da sensibilidade a
esse hormonio (HIROSUMI et al., 2002).



Tanto a JNK quanto a IkKB tém como alvo comum o residuo de serina
307 do IRS-1. A fosforilagdo em residuos de serina do substrato torna-o menos
sensivel a atividade tirosina quinase do IR e passivel de degradacédo, o que
prejudica toda a sinalizagdo downstream, bem como a translocac¢ao do GLUT-4
para as membranas celulares (LEE et al.,, 2003; BOUZAKRI & ZIERATH,
2007). Esse é um exemplo de como as citocinas pro-inflamatorias e os acidos
graxos livres podem atuar na sensibilidade periférica a insulina.

Outro mecanismo descrito propde que os acidos graxos livres também
atuem aumentando a atividade inibitoria da proteina quinase C theta (PKCB8)
(GRIFFIN et al., 1999). No musculo, a exposicdo excessiva a acidos graxos
saturados resulta no acumulo de lipideos intramusculares na forma de
diacilglicerdis (DAG), que atuam sobre essa proteina quinase. Uma vez
ativada, esta tem como alvo o residuo de serina 307 do IRS-1, exercendo
efeitos semelhantes aos da JNK (HEGARTY et al., 2003).

Com a reducao da sensibilidade a insulina, identificamos um quadro de
hiperinsulinemia compensatéria, que € bem tolerada em curto prazo, mas que,
cronicamente, pode exacerbar a resisténcia (WHITE, 2003). Diferentemente de
outros fatores, que parecem afetar apenas a IRS-1, a hiperinsulinemia promove
a ubiquitinacao e a degradacéo desse substrato e também atua na reducado das
taxas de transcricio do RNAmM que é traduzido em IRS-2, regulando
negativamente a sua expressdo. Ambos 0s mecanismos contribuem para a
manutencao da resisténcia periférica ao hormdnio (HIRASHIMA et al., 2003).

Dessa forma, as propriedades anabdlicas e antiproteoliticas da insulina
e do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) podem, em grande
parte, estar inibidas (JENSEN & HAYMOND, 1991; ANDERSON et al., 2008),
dando margem a especulacdes que propdéem que a administracdo de dietas
hiperlipidicas pode reduzir as taxas de crescimento e de sintese proteica no
musculo, através da reducdo da ativacéo da via da insulina. Destacamos esse
sistema como sendo um regulador chave do crescimento celular via ativagéo

de células satélites e da sintese proteica.



3.4 Ativacao da viado mTOR

Como citado anteriormente, a insulina é capaz de ativar uma via de
sinalizacao intracelular que esta relacionada a translocacdo do GLUT4 e,
consequentemente, a captacdo de glicose nos tecidos sensiveis a esse
horménio. Porém, a atividade da Akt ndo esté relacionada exclusivamente com
o0 metabolismo da glicose. Através dessa via, tanto a insulina quanto o IGF-I
também podem regular a atividade de uma proteina quinase relacionada ao
estimulo a sintese proteica conhecida como mTOR. Uma vez fosforilada no
processo de sinalizagdo pela insulina, a Aktl atua reduzindo a atividade do
complexo tuberina/hamartina (TSC1/TSC2) que, quando ativado, inibe a acdo
do Rheb (Homélogo de Ras enriquecido no cérebro), um efetor positivo do
mTOR.

A descoberta do mTOR em meados da década de 1990 proporcionou
significante avanco no levantamento da funcdo da insulina e de outros
mitdgenos na regulacdo da sintese proteica (BROWN et al., 1994; CHIU et al.,
1994; SABATINI et al.,, 1994). Em mamiferos, o TOR pode compor dois
complexos fisicamente distintos (NMTORC1 e mTORC2), dentre os quais
destacamos o complexo mTOR 1 (mMTORCL1) por estar relacionado diretamente
aos processos de sintese proteica, crescimento, divisdo e diferenciacéo celular
mediados por nutrientes. Este complexo é composto pelo mTOR ligado a raptor
(proteina regulatéria associada ao mTOR) e a LST8, ambas sensiveis a
regulacdo por nutrientes (HARA et al., 2002; KIM et al., 2002; KIM et al., 2003;
KIM & SABATINI, 2004; STIPANUK, 2007).

O complexo TOR 2, por sua vez, € composto por rictor (proteina
associada ao mTOR insensivel a rapamicina), LST8 e proteina interativa de
proteina quinase ativada por estresse 1 (SIN-1), aléem do préprio mTOR.
Diferentemente do complexo 1, o mTORC2 nédo tem relagcdo direta com o
processo anabdlico, mas é responsavel por regular positivamente a atividade
da Akt (SARBASSOV et al., 2005). Quando ativado, esse complexo fosforila a
Akt no residuo de treonina 478, sendo, este efeito, necessario para a sua
completa ativacao.

A ativacdo do mTOR ainda ndo esta totalmente elucidada, mas é

influenciada  por  proteinas  regulatorias, incluindo o  complexo



tuberina/hamartina e a Rheb (NOJIMA et al., 2003; LONG et al., 2005; MARTIN
& HALL, 2005). A Rheb corresponde a uma GTPase que regula positivamente
a atividade do mTOR in vivo e que sofre oposi¢cdo do complexo TSC1/TSC2
(GAO & PAN, 2001; TAPON et al.,, 2001; POTTER et al.,, 2002). Nessa
perspectiva, alguns autores propdem que a TSC2 é sensivel a fatores de
crescimento (incluindo a insulina e os IGF) e a capacidade energética
intracelular, calculada a partir da relacéo entre as concentracdes de adenosina
trifosfato (ATP) e de adenosina monofosfato (AMP) (ATHERTON et al., 2005).

Assim, o caminho pelo qual acredita-se que horménios anabdlicos
promovam o aumento da atividade do mTOR inclui a reducdo da atividade do
complexo TSC1/TSC2, através da fosforilacdo de diversos residuos
aminoacidicos da TSC2 pela Akt durante a transducédo do sinal da insulina e do
IGF-I. Uma vez fosforilada, é criado um sitio de ligacdo na TSC2 para a
proteina citosélica 14-3-3, de modo que o complexo tem sua funcéo inibitéria
sobre o Rheb reduzida, permitindo a este alcancar seu estado de maior
atividade (Rheb-GTP) e fosforilar o mTOR (MA & BLENIS, 2009).

Ha, ainda, evidéncias de que a Akt poderia atuar sobre 0 mTOR
independentemente do complexo TS1/TSC2 (HAAR et al.,, 2007). Alguns
autores acreditam que esta proteina é capaz de fosforilar uma proteina ligada
ao mTOR, denominada substrato da Akt rica em prolina (PRAS40), e que esta
também seria alvo de fosforilacdo pelo mTOR ativado, competindo com as
demais proteinas que compdem a transducéo do sinal nessa via (ver figura 1).
Quando a PRAS40 é fosforilada pela Akt, esse substrato cria afinidade pela
proteina 14-3-3, ligando-se a ela e permitindo que o0 mTOR exerca sua
atividade estimulatoria (WANG et al., 2008).

Uma vez ativado, o mTOR tem a capacidade de regular o processo de
sintese proteica nos mamiferos, atraves da alteracdo de alguns componentes
do mecanismo de traducdo de RNAm.

O primeiro elemento a ser relacionado a ele foi a proteina quinase de
70kDa, que fosforila a proteina ribossomal S6 (S6K1). A ativacdo da S6K1
ocorre por fosforilacdo pelo mMTOR no residuo de treonina 389 e tanto a
fosforilagdo quanto a ativagdo desta proteina sdo bloqueadas pela rapamicina
(AVRUCH et al., 2001). Com a fosforilacdo pelo mTOR, é criado na S6K1 um

sitio de acoplamento para interagdo com a PDK1, uma proteina estimulada



pela insulina, que a fosforilard no residuo de treonina 229, tornando-a
funcionante e capaz de regular positivamente a atividade da proteina
ribossomal S6, cuja principal funcdo é promover a traducdo de um grupo de
RNA mensageiros que possuem um trato oligopirimidina terminal situado na
regido 5' ndo traduzida do RNAm (TOP RNAm) (AVRUCH et al., 2001; MARTIN
& BLENIS, 2002). Esse tipo de acido nucleico é composto por uma sequéncia
de nucleotideos rica em citosinas e uracilas em uma regido nao codificada do
RNAmM, situada anteriormente ao codon de iniciacdo e cuja traducéo resulta em
proteinas ribossomais e em outros fatores de traducdo, conduzindo ao
aumento na capacidade celular para a sintese proteica (PROUD, 2004).

O segundo elemento relacionado a traducédo, responsivo a atividade do
MTOR, é denominado proteina ligadora do fator de iniciacdo 4E (4E-BP1). Os
componentes basicos para a sintese proteica incluem proteinas cataliticas
identificadas como fatores de iniciacdo dos eucarioticos (elF), assim chamados
por atuarem no processo de iniciagcdo da traducdo do RNAm. Dentre estes,
destacamos o elF4E e o elF4G, responsaveis pelo acoplamento da subunidade
ribossomal 40S ao RNAmM (GINGRAS et al.,, 1999). Em condi¢cdes basais,
grande parte do elF4E encontra-se ligado a 4E-BP1 e, desta forma,
impossibilitado de exercer sua fungdo anabodlica. Quando a 4E-BP1 é
fosforilada pelo mTOR no residuo de treonina 70, esta libera o elF4E para
formar o complexo elF4F composto também pelos fatores elF4A, elF4B e
elF4G (GINGRAS et al.,, 1999). O elF4E é uma proteina que ancora o
complexo elF4F a estrutura 5 cap do RNAmM, enquanto que 0s outros trés
correspondem, respectivamente, a uma helicase ATP-dependente, responsavel
por desnaturar as estruturas secundarias na regido 5 ndo traduzida que
dificultam ou inibem a leitura do RNAm, a um cofator da elF4A, que atua
aumentando a afinidade dessa molécula por ATP, e a um peptideo que atua
como ligante entre elF4E, elF4A, elF4B, RNAmM e a subunidade 40S (ROZEN
et al., 1990; SONENBERG, 1996; MA & BENIS, 2009).
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Figura 1. Modelo simplificado proposto para a transducao do sinal gerado pelo
reconhecimento da insulina e do IGF-I e para a ativacdo da via do mTOR.

4E-BP1: proteina ligadora do fator de iniciacdo 4E; Akt: proteina quinase B; AMPK: proteina
quinase dependente de AMP; ATP: adenosina trifosfato; elF4E: fator de iniciacdo 4E; IGF-I:
fator de crescimento semelhante a insulina 1; IRS1: substrato de receptor de insulina 1; mTOR:
alvo da rapamicina em mamiferos; PDK: proteina quinase dependente de fosfatidilinositol;
PI3K: fosfatidilinositol 3 quinase; PIP2: fosfatidilinositol 2 fosfato; PIP3: fosfatidilinositol 3

fosfato; PRAS40: substrato da Akt rica em prolina; S6K1: proteina quinase S6; TSC1/TSC2:
complexo tuberina/hamartina.

Recentemente, propds-se que a atividade do complexo elF4F também
estaria regulada pela S6K1, de modo que esta proteina poderia fosforilar a
elF4B, recrutando-a para atuar como co-fator da elF4A e fosforilar a proteina
Programmed Cell Death 4 (PDCD4) que inibe a atividade da elF4A (YANG et



al., 2003; RAUGHT et al., 2004; DORRELLO et al., 2006). Uma vez fosforilada
pela S6K1, a PDCD4 libera a elF4A, sendo rapidamente ubiquitinada e
degradada. Livre e com o recrutamento de seu co-fator, a elF4A pode realizar
sua funcao de helicase, permitindo que os chamados “grampos”, formados a
partir do pareamento de bases dos nucleotideos, sejam desfeitos (ROZEN et
al., 1990; SONENBERG, 1996; NORTON & LAYMAN, 2006; MA & BENIS,
2009).

3.4.1 Dietas hiperlipidicas e atividade do mTOR

Como foi demonstrado, a via do mTOR € capaz de transmitir sinais
intra e extracelulares provenientes do estado nutricional, do estado metabdlico
e dos habitos alimentares de um individuo, modulando a atividade de fatores
que atuam na regulacdo das taxas de traducdo de RNAmM no musculo
esquelético.

Nesse sentido, alguns estudos, utilizando modelos experimentais de
obesidade induzida por dietas hiperlipidicas, demonstraram resultados
conflitantes. Um estudo envolvendo o consumo cronico de dietas hiperlipidicas
observou reducdo da ativacdo de proteinas relacionadas a via do mTOR com
concomitante reducdo da atividade da Akt em resposta a uma sobrecarga
funcional do musculo plantar (SITNICK et al., 2009). Em contraste, estudos
anteriores haviam observado aumento da fosforilacdo do mTOR e de seu alvo
— S6K1 — no musculo esquelético de ratos submetidos a dieta hiperlipidica por
4 semanas, mesmo em periodos de jejum (KHAMZINA et al., 2005). Em ambos
0S casos, a hipotese dos autores gira em torno de alteracdes fisioldgicas que
incluem a hiperinsulinemia.

Com o excesso cronico de nutrientes, quadro comum na obesidade, a
atividade da via do mTOR é mantida por periodo prolongado. Entre outros
efetores que participam nesse processo, destaca-se a proteina quinase
dependente de AMP (AMPK) (figura 1), um sensor energético regulado pela
relacdo entre as concentracdes intracelulares de ATP e AMP (DENNIS et al.,
2001; RIVAS et al., 2009). Acredita-se que a inativacdo da AMPK pelo aumento

do balanco energético esteja relacionada com a desfosforilagcdo da TSC2 em



dois sitios de regulacéo positiva, o que leva a reducdo da inibicdo que essa
proteina impde sobre o TOR (INOKI et al., 2003).

A AMPK também pode ser regulada negativamente pela sinalizacéo
por TNFa, hiperexpresso na obesidade. No entanto, com a inibicdo dessa
enzima, hd acimulo de gordura intramuscular e reducéo da peroxidacdo, o que
pode, em longo prazo, levar a resisténcia periférica a insulina e a possivel
reducdo da atividade dos componentes da via do mTOR (STEINBERG et al.,
2006).

Cabe ainda ressaltar que, em individuos obesos, pode ser observado
aumento da concentracdo de aminoacidos circulantes, sendo este, um efeito
qgue corrobora a hip6tese de que, na obesidade, a via do mTOR poderia estar
mais ativada (FELIG et al., 1974; KHAMZINA et al., 2005).

Evidéncias atuais demonstram que o aumento nas concentracdes
intracelulares de aminoacidos provoca a fosforilagdo de uma molécula de GDP
gue esta conjugada a subunidade B de um complexo proteico conhecido como
RAG. Esse efeito dos aminoécidos ainda ndo esta totalmente esclarecido, mas,
uma vez ocorrida a fosforilacdo, a GDP se torna trifosfatada (GTP) e o
complexo RAG ativado. O complexo provoca, entédo, a fosforilagdo do mTOR,
que translocara para uma regido da célula rica em Rheb e sofrerd ativacédo
completa (MA & BLENIS, 2010). Mais uma vez, ressaltamos que a Rheb pode
ser regulada positivamente pelas concentracfes séricas de IGF-I e de insulina.
Dessa forma, observamos que o mTOR pode ser ativado pelo aumento da
concentragdo de aminoécidos circulantes, sendo, esse efeito, possivelmente
potencializado pela acdo de hormdnios anabdlicos (ANTHONY et al., 2002).

Com a ativagdo crbnica do mTOR em condigcbes de overnutrition,
acredita-se que a atividade do complexo 2 esteja reduzida, ndo ocorrendo a
ativacdo completa da Akt. Ademais, a fosforilacdo persistida da S6K1 pode
provocar a reducdo da atividade da IRS-1 através da fosforilacdo do residuo de
serina 1011. Ambos 0s mecanismos atuam na promoc¢do da resisténcia a

insulina em longo prazo (figura 2).
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Figura 2. Modelo de regulacdo da via do mTOR em resposta (A) a insulina e
ao IGF-I e (B) a insulina e ao IGF-1 em uma condi¢do de excesso de nutrientes
(Adaptado de Rivas et al., 2009).

Akt: proteina quinase B; IGF-I: fator de crescimento semelhante a insulina; IRS1: substrato de receptor de
insulina 1; mTOR: alvo da rapamicina em mamiferos; mMTORC1: complexo mTOR 1; mTORC2: complexo
mTOR 2; PI3K: fosfatidilinositol 3 quinase; S6K1: proteina quinase S6; TSC1/TSC2: complexo
tuberina/hamartina

A partir dos resultados dos estudos citados, percebemos a existéncia
de contradicdes no que concerne a regulacdo da atividade da via do mTOR
pela obesidade induzida por dietas hiperlipidicas. Tais diferencas podem estar
relacionadas ao tempo de exposicdo e a composicao das racdes, bem como as
diferengas metodolodgicas que incluem a interferéncia de outros fatores além da

dieta.

3.5 Modelos de obesidade materna e efeitos no desenvolvimento

muscular esquelético e naviado mTOR

Comentamos o efeito das dietas hiperlipidicas no desenvolvimento
muscular esquelético das proles. Agora, discutiremos 0s possiveis mecanismos

implicados nesse processo, estudados até o momento.



Em quadros de obesidade materna, acredita-se que a inflamacéo
resultante possa regular a diferenciacdo das células mesenquimais musculares
e, consequentemente, o desenvolvimento muscular fetal. Esse efeito ocorre
através da ativacdo da JNK, que fosforila o fator de transcricdo proteina
ativadora 1 (AP-1), que, por sua vez, dimeriza com JDP2, inibindo a atividade
transcriptorica da AP-1 e, consequentemente, a miogénese (OSTROVSKY et
al., 2002).

Além disso, o processo inflamatorio leva ao aumento da atividade de
um fator transcripcional conhecido como forkhead Box O (FOXO) e sua
translocacdo para o nacleo de células mesenquimais. Nessa organela, a FOXO
pode se ligar a uma proteina que aumenta sua atividade, conhecida como [3-
catenina, que também possui afinidade pelo fator de transcricdo fator-celular T
(TCF), proporcionando um quadro de competicdo (ESSERS et al., 2005;
ALMEIDA et al., 2007). Com isso, ha reducdo da atividade da TCF, que esta
relacionada a diferenciacdo de células ndo-miogénicas em células miogénicas,
através do aumento da expressao de fatores transcripcionais como MyoD e
MYF5 (HECHT & KEMLER, 2000; TONG et al., 2009). Em concordancia com
esse efeito, um experimento envolvendo ovelhas prenhes observou reducao da
miogénese fetal em um modelo de obesidade e inflamacéo maternas (TONG et
al., 2009).

No trabalho de Bayol et al. (2005) foi estudado o efeito do consumo de
dieta de cafeteria, composta por alimentos ricos em acidos graxos saturados e
em carboidratos simples, por ratas durante a gestacdo e a lactacdo, no
desenvolvimento muscular, e na expressao de proteinas que compdem
mecanismos anabdlicos no musculo das ninhadas no desmame. Os autores
detectaram reducdo no numero e na area da seccdo transversa das fibras
musculares em animais alimentados com a ragéo hiperlipidica na gestacéao e
na lactacdo. Esses animais também apresentaram desordens metabolicas,
como aumento da expressdo de IGF-l e de seu receptor, reducdo na
transcricio de RNAmM de GLUT4 e aumento da deposicdo de gordura
intramuscular, quadros comuns na reducao da sensibilidade a insulina.

Novamente, o desenvolvimento muscular demonstra relacdo com a
resisténcia a insulina. O acumulo de gordura intramuscular — marcador de

reducdo no desenvolvimento do tecido muscular esquelético — pode ocorrer
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como uma tentativa de reverter o quadro de baixa sensibilidade a insulina,
através da ativacdo do fator de transcricdo peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPAR-y) que favorece a sintese de lipideos.

Nesse contexto, o estudo de Zhu et al. (2008) demonstrou que a
obesidade materna provoca reducédo na atividade do mTOR, com concomitante
redugcéo na fosforilagdo da 4E-BP1 e aumento da fosforilagdo do complexo
inibidor de sua atividade, TSC1/TSC2, no musculo esquelético de fetos de
ovelhas submetidas ao overfeeding. E proposto que, no modelo utilizado para a
inducdo da obesidade, as alteracdes na atividade do mTOR apresentem
relacdo com a atividade da AMPK e com as concentragdes aumentadas de
TNF-a.

Curiosamente, neste mesmo estudo, a prole dos animais submetidos
ao overfeeding ndo apresentou reducdo no desenvolvimento esquelético,
avaliado pela razdo entre miofibras secundarias e primarias — apesar da
reduzida densidade de fibras musculares. Ademais, 0 peso dos musculos
semitendinosos desses animais foi maior do que o identificado nos animais que
compunham o grupo controle (ZHU et al., 2008). Modelos de inducdo de
obesidade por dietas hiperlipidicas durante o periodo fetal demonstraram,
ainda, possivel aumento da expressdo de IGF-2, importante horménio
relacionado ao desenvolvimento fetal, efeito que é mantido até a vida adulta
dos animais (ZHANG et al., 2009).

Com estes dados conflitantes, cria-se um paradoxo, no qual dietas
baseadas nos padrbes ocidentais e o overfeeding parecem reduzir a
sensibilidade a insulina em tecidos periféricos com concomitante reducédo da
atividade da via do mTOR, mas o consumo de dietas hiperlipidicas
administradas no mesmo periodo pode aumentar a atividade de um fator de
crescimento que, potencialmente, poderia provocar a manutencdo do

desenvolvimento muscular esquelético.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CondigOes experimentais

4.1.1 Animais

Para o presente estudo, foram utilizadas ratas albinas Wistar primiparas,
obtidas de colbnias de producdo e de experimentacdo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de Sao
Paulo. Selecionaram-se apenas as ratas com massa corporal entre 200 e
250 g. Os animais foram mantidos em gaiolas de criacdo até o 60° dia de vida
e entdo transferidos para caixas de polipropileno coletivas (dimensdes de
30x18x13 cm) nas quais ficaram até o inicio do experimento, momento no qual
foram alocados individualmente. Durante todo o periodo experimental, os
animais foram submetidos a condi¢cdes ambientais que incluiam: temperatura
de 22 + 2 °C, umidade relativa de 55 + 10 % e ciclo de iluminagdo 12h
claro/12h escuro.

Todos os procedimentos realizados com os ratos foram aprovados
pela Comissédo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo, de acordo com as normas do
Colégio Brasileiro sobre Experimentacdo Animal.

4.1.2 Acasalamento

Para o acasalamento, as ratas foram colocadas em caixas anteriormente
ocupadas por machos e mantidas ali por dois dias, procedimento adotado com
o intuito de estimular a ovulagéo. Posteriormente, o macho foi recolocado na
caixa e 0s animais tiveram dois dias para se acasalarem.

O acasalamento realizado foi monogamico (1 fémea e 1 macho) e a
copula foi confirmada pela constatacdo da presenca de espermatozéides no
esfregaco vaginal no periodo matutino (9 h). Uma vez detectadas as células
germinativas do macho, a fémea foi separada em uma caixa individual, sendo
este considerado o primeiro dia de gestacao.

4.1.3 RacgoOes



As rac0Oes utilizadas no estudo foram preparadas nas dependéncias do
Biotério de Producdo e Experimentagdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo e
seguiram as recomendacdes do American Institute of Nutrition para roedores
na gestacao e no crescimento (AIN-93G) (REEVES et al., 1993).

4.1.3.1 Dieta controle

A racao controle foi preparada como uma mistura em pé, posteriormente
peletizada, preparada de acordo com as recomendacdes do American Institute
of Nutrition (1993) para ratos em crescimento (AIN-93G) (REEVES et al.,
1993). O conteudo de macronutrientes na dieta foi de 62,95 g/100 g de
carboidratos, 17,34 g/100 g de proteinas e 7,00 g/100 g de lipideos,
representando 384,60 kcal/100 g.

4.1.3.2 Dieta hiperlipidica

A racéo hiperlipidica correspondeu a formulagdo adaptada da AIN-93G,
preparada com substituicdo de 330 g de amido de milho por gordura suina em
relacdo a dieta controle. A textura dessa dieta ndo permitiu a sua peletizacdo. O
conteudo de macronutrientes na dieta foi de 29,95 g/100 g de carboidratos,
17,34 g/100 g de proteinas e 40 g/100 g de lipideos, representando 549,16
kcal/100 g.



Tabela 1. Formulagéo das racfes experimentais

Componentes Controle Hiperlipidica
Amido de milho (g) 529,49 199,49
Caseina (g) 200 200
Sacarose (Q) 100 100
Oleo de soja () 70 70
Gordura suina (g) / 330
Mistura salina (g) 35 35
Mistura vitaminica (Q) 10 10
Celulose (g) 50 50
L-Cistina (g) 3 3
Bitartarato de colina (g) 2,5 2,5
Tetra-butilidroquinona (g) 0,014 0,014
Oferta energética (kcal)/g 3,84 5,49
TOTAL (g) 1.000 1.000

4.1.4 Manipulacdo dos animais, determinacdo do peso corporal e do

consumo de racao

Toda a manipulacéo dos animais foi realizada em horario fixo, com inicio
entre 9 e 10 h.

Os animais foram pesados 3 vezes por semana em balanga com
precisao de 0,1 g (Marte AL 5000). Nessas ocasifes, a racao foi providenciada
e 0 consumo do periodo foi determinado. Para a avaliacdo do consumo de
racdo, foi calculada a diferenca entre a quantidade de racdo colocada
anteriormente e a restante, considerando-se o montante desperdicado. Toda a

racdo desperdicada foi minuciosamente separada e pesada, utilizando-se



balanca com precisdo de 0,01 g (Marte AL 5000). A agua dos bebedouros foi

esterilizada em autoclave e trocada 3 vezes por semana.

4.1.5 Desenho experimental e grupos experimentais

Dez dias antes do acasalamento, as ratas foram distribuidas em dois

grupos com peso semelhante de acordo com a dieta oferecida:
o Dieta controle (CON n=19)
o Dieta hiperlipidica (HL n=20)

As racdes e a agua foram fornecidas ad libitum.

Uma vez prenhes, os animais foram pesados e dispostos em gaiolas
plasticas, recebendo suas respectivas dietas durante toda a gestacdo e a
lactacdo. Assim que os filhotes nasceram (23 a 24 dias apds o acasalamento),
avaliou-se o tamanho da ninhada por contagem e determinou-se o sexo dos
animais, mediante a avaliacdo da distancia anogenital. Seis animais de cada
matriz foram eutanasiados no nascimento e outros seis foram selecionados
para dar continuidade ao estudo, sendo, sempre que possivel, respeitada a
proporcdo de trés machos e trés fémeas. Os filhotes participantes dessa
segunda etapa foram amamentados por 21 dias — o que corresponde ao
periodo normal de lactacdo em ratos — e, entdo, eutansiados.

A selecado de animais para as diferentes fases do estudo teve como base
a escolha de filhotes cuja média de peso ao nascer fosse semelhante entre as
duas etapas. Cabe ressaltar que a escolha por seis animais para a
amamentacdo buscou garantir condicbes ideais de amamentacdo, com
consequente reducao do risco de desnutricdo das crias (GUO & JEN, 1995;
ZHANG et al., 2009).

4.1.5.1 Nascimento

As matrizes foram monitoradas frequentemente no periodo final de
gestacdo. Apos o nascimento do primeiro filhote, aguardaram-se 120 minutos
para a coleta da ninhada e selecédo dos animais participantes das duas etapas
do estudo. O periodo de 120 minutos foi escolhido com base em um estudo

prévio e corresponde ao tempo suficiente para o nascimento de todos os



animais sem que haja amamentacao. Os filhotes foram entdo pesados e cerca

de seis animais por mae foram eutanasiados para coleta das amostras.

4.1.5.2 Desmame

Os filhotes selecionados para participar da etapa de lactacdo (6 por
ninhada) foram dispostos junto das maes que, por sua vez, foram distribuidas
em outros quatro grupos, segundo a dieta que receberam no periodo
gestacional e até o final do periodo de amamentacéao:

e Dieta controle/Dieta controle (CON/CON n=9)

e Dieta controle/Dieta hiperlipidica (CON/HL n=10)

e Dieta hiperlipidica/Dieta hiperlipidica (HL/HL n=13)

e Dieta hiperlipidica/Dieta controle (HL/CON n=7)

No entanto, nos grupos CON/CON e HL/HL ocorreu o 6bito de uma
matriz, por causas desconhecidas. Nos grupos gue consumiram a racao
hiperlipidica no periodo pdés-gestacional (CON/HL e HL/HL), observou-se o
canibalismo de filhotes em uma e em quatro ninhadas, respectivamente. As
ninhadas nas quais ocorreu o canibalismo foram prontamente excluidas.

Ao final da lactacdo (21 dias), tanto as maes quanto os filhotes foram

eutanasiados e as amostras coletadas para andlise.



CON/CONn=8

CON n=19
CON/HLn=9

HL/CON n=7
HL n=20

HL/Hn=8

, Adaptacdo , Gestacdo 2 . Lactagdo 2
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Nascimento Desmame
(eutanasia) (eutanasia)

Figura 3. Desenho experimental.

CON: Grupo alimentado com racgéo controle no periodo gestacional. HL: Grupo alimentado com ragéo
hiperlipidica no periodo gestacional. CON/CON: Grupo alimentado com ragdo controle nos periodos
gestacional e pds-gestacional. HL/HL: Grupo alimentado com racao hiperlipidica nos periodos gestacional
e pos-gestacional. CON/HL: Grupo alimentado com racdo controle até o nascimento e com dieta
hiperlipidica durante o periodo pés-gestacional. HL/CON: Grupo alimentado com dieta hiperlipidica
durante a gestagao e com dieta controle no periodo pds-gestacional.

4.1.6 Eutanasia

4.1.6.1 Nascimento

Os animais neonatos foram anestesiados com cerca 10 pl de coquetel
para roedores (1/1/0,4/1,6 v/v) de cloridrato de xilazina (20 mg/mL), cloridrato
de quetamina (100 mg/mL), acepromazina (20 mg/mL) e agua destilada,
aplicado por meio de seringa e agulha por via intraperitoneal. Quando
constatado que o animal ndo apresentava mais reflexo, o sangue foi coletado
do plexo axilar e mantido a temperatura ambiente até o término da sesséo de



eutanasia. O sangue foi, entdo, centrifugado [(Jouan BR4i) 4 °C, 3.000 rpm, 15
minutos] e, do soro coletado, fez-se um pool que compreendia as amostras de
animais da mesma ninhada. Esse pool foi separado para as analises de
concentragdo serica de proteinas totais, de glicose, de colesterol total, de
triacilglicerdis, de insulina, de leptina, do fator de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF-1) e do fator de necrose tumoral alpha (TNF-a). O soro foi
mantido em microtubos do tipo eppendorf no gelo e, posteriormente, as
amostras foram separadas em aliquotas e acondicionadas em freezer (-80 °C).

Em seguida, os animais tiveram os musculos gastrocnémios de ambas
as patas, bem como o figado, rapidamente dissecados e pesados em balanca
analitica com precisdo de 0,0001g (Ohaus). O musculo da pata direita foi
imerso em nitrogénio liquido e, posteriormente a sessdo de eutandsia,
homogeneizado em tampdo de extracdo de proteinas com o auxilio de um
homogeneizador elétrico (lka T10 basic), sendo o material soluvel aliquotado e
armazenado em freezer (-80 °C) para a quantificacdo da expressdo e da
fosforilacdo de proteinas de interesse por Western Blotting. O musculo da pata
esquerda e duas amostras de figado retiradas de uma regido padronizada do
lobo esquerdo foram armazenados em tubos de criogenia e acondicionados em
freezer (-80 °C) para posteriores andlises. O restante do figado foi descartado.

Apés a retirada e o congelamento dos musculos e das amostras do
figado, foi também dissecado e pesado o coracdo. O trato digestorio foi
retirado, totalmente esvaziado, lavado com soro fisiolégico e, juntamente com o
restante dos 6rgaos, devolvido a carcaga.

Nesse momento, a carcaca foi pesada em balanca analitica com
precisdo de 0,01 g (Marte AL 5000) e congelada em freezer (-20 °C) para
posterior analise da composicdo quimica. Cabe ressaltar que, entre a eutanasia
e 0 congelamento dos tecidos de cada animal, transcorreram-se cerca de 5

minutos.



4.1.6.2 Desmame

Para a eutanasia dos filhotes lactantes, foram excluidos os animais que
apresentavam maior e menor massa corporal no penultimo dia de vida, no
intuito de tornar os grupos mais homogéneos. Para todas as andlises séricas e
moleculares realizadas nos ratos com 21 dias de vida, amostras foram
coletadas de animais em dois periodos especificos. Uma vez que parte dos
animais foi retirada de suas maes durante a mamada que ocorria no periodo da
manha, consideramos o periodo da primeira coleta como sendo pos-prandial.
Em relacdo a segunda coleta, consideramos os 90 minutos de espera como
periodo de jejum, levando em consideracéo a taxa metabdlica basal acelerada
dos animais em lactagao.

Inicialmente, foram separados dois subgrupos compostos por dois
animais cada, escolhidos aleatoriamente. Ambos foram retirados das matrizes
durante a amamentacdo entre 9h e 9h 30min, sendo que os animais do
primeiro subgrupo foram pesados em balangca com precisdo de 0,1 g (Marte AL
5000) e eutanasiados imediatamente por decapitagcdo com guilhotina. Os
animais do segundo subgrupo, composto pelos dois filhotes restantes, foram
retirados das maes, dispostos em uma caixa plastica separada e mantidos em
jejum por, exatamente, 90 minutos. Ao final desse periodo, os animais foram
pesados e eutanasiados por decapitacdo. O sangue foi coletado em um
microtubo de polipropileno, centrifugado (4 °C, 3.000 rpm, 15 minutos) e o0 soro
resultante foi separado para as andlises das concentracBes séricas de
proteinas totais, de glicose, de colesterol total, de triacilglicerdéis, de insulina, de
leptina, do fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e do fator de
necrose tumoral alpha (TNF-a).

Em seguida, os animais tiveram 6rgaos e tecidos dissecados e pesados
em balanca analitica com precisdo de 0,0001 g (Ohaus): coracédo, figado,
tecidos adiposos brancos subcutdaneo (SUB) e retroperitoneal (RET) e
musculos gastrocnémios e soéleos de ambas as patas. Depois de pesados, o
musculo séleo da pata direita de cada animal foi rapidamente imerso em
nitrogénio liquido e ali mantido até o final da sessé@o de eutanasia, momento em
que foi homogeneizado em tampdo de extracdo de proteinas e o material

soluvel armazenado em freezer (-80 °C), para a quantificacdo da expresséo e



da fosforilagé@o de proteinas de interesse por Western Blotting. O musculo séleo
da pata esquerda e os coxins adiposos subcutaneo e epididimal foram imersos
em nitrogénio liquido e acondicionados em tubos de criogenia alocados em
freezer (-80 °C).

O musculo gastrocnémio da pata direita foi fixado em cortica com tissue
tec e talco, de modo que a porcado proximal ficasse exposta. Apds esse
procedimento, os musculos fixados foram armazenados em nitrogénio liquido
para andlise morfométrica. O musculo gastrocnémio da pata esquerda e o
figado dos animais foram imersos em nitrogénio liquido e embrulhados em
laminas de papel aluminio previamente identificadas, para futuras analises.

Os animais tiveram o trato digestorio totalmente esvaziado e lavado com
soro fisiologico. Coracgdo, estbmago, intestino, rins e tecido adiposo branco
retroperitoneal foram devolvidos a carcaca para a determinacédo da composicao
guimica. Nesse momento, a carcaca foi pesada em balanca analitica com
precisdo de 0,01 g (Marte AL 5000) e congelada em freezer (-20 °C), para
posterior analise da composi¢éo quimica.

Também nessa etapa, transcorreram-se, entre a eutanasia e o

congelamento dos tecidos, cerca de 5 minutos.

4.2 Anélises

4.2.1 Avaliacao da composic¢éo corporal

A avaliacdo da composicao corporal dos animais foi realizada por meio
da analise quimica da carcaca, para a determinacdo do contetdo de lipideos,
de proteinas e de umidade. A carcaca € constituida de todo o corpo do animal,
com excecdo da amostra de sangue, dos musculos gastrocnémios e do figado,
para 0s animais participantes da etapa |, e da amostra de sangue, dos
musculos gastrocnémios e soleos, do figado e dos tecidos adiposos brancos
epididimal e subcutdneo, para 0s animais participantes da etapa Il. A
determinacao foi feita segundo metodologia descrita por Donato et al. (2007) e

encontra-se reproduzida abaixo.



4.2.1.1 Umidade

O conteddo de umidade foi determinado por secagem da carcagca em
estufa ventilada (aproximadamente 70 °C) durante sete dias. O conteudo de
umidade presente na carcaca foi determinado pela diferenca entre os valores

obtidos na pesagem da carcaca antes e apds a secagem da mesma.

4.2.1.2 Lipideos

Toda a carcaca seca foi envolvida por papel filtro (Whatman) e, por meio
da técnica de extracdo com éter etilico (Synth) como solvente, removeu-se todo
o lipideo, utilizando-se o extrator de Soxhlet.

A extracdo foi mantida por dois dias e, ao final do procedimento, o
solvente foi recuperado e os bal6es pesados. A diferenca entre o peso do balédo
limpo, previamente determinado, e do baldo com lipideos forneceu o valor
absoluto de gordura presente em toda a carcaca do animal. O percentual de
gordura corporal foi calculado dividindo-se a quantidade de gordura da carcaca

pelo peso corporal final, conforme a formula:

d bsolut
gordura absoluta (g) %100

% gordura corporal =
5 p peso corporal final (g)

4.2.5 Marcadores séricos

4.25.1 Glicose

Para a determinacédo da concentracdo sérica de glicose, utilizou-se um
kit comercial (LabTest — Glicose PAP) para a aquisicao dos reagentes usados
nas reacdes e seguiu-se o método determinado por Bergmeyer (1974), que

consiste nas seguintes reagoes:



Glicose oxidase .
Glicose + 0, + H,0 — Acido Gluconico + H;0;

. L Peroxid o .
2 H202 + 4-Aminoantipirina w, Antipirilquinonimina + Fenol + 4 H,0

O peroxido de hidrogénio formado na oxidacdo da glicose reage
com 4-Aminoantipirina e fenol em reacéo catalisada pela peroxidase, formando
antipirilquinonimina, cuja coloracdo vermelha tem intensidade proporcional a

concentracéo de glicose da amostra.

O procedimento seguiu a indicacdo do fabricante e a absorbancia do
produto final foi lida em espectrofotometro (Shimadzu UVmini-1240) em
comprimento de onda de 505 nm. O aparelho foi previamente zerado com um
branco e a concentracdo de glicose foi calculada a partir dos resultados de

absorbancia dos testes e do padrdo, segundo a formula:

Glicose (mg/dl)=___aborbancia do teste x 100

absorbancia do padrao

Os testes para determinacao de glicose foram realizados em duplicata.

4.2.5.2 Triacilglicerois

Para a determinacdo da concentracdo sérica de triacilglicerdis, utilizou-
se um kit colorimétrico comercial (LabTest — Triglicérides Liquiform). Seguindo

as recomendac0des do fabricante, ocorreram as seguintes reacoes:

Lipase de lipoproteina

Triglicérides Glicerol + Acidos Graxos

Gllcel”Ol + ATP G|icero|quinase G11C6F01-3-F05fat0 + ADP

»

Glicerol-3-Fosfato + O, Diidroxiacetona + H,0,
Glicerol-3-fosfato _

»

2 H,0, + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol Quinoneimina + 4 H,0
Peroxidase




A intensidade da cor vermelha formada € diretamente proporcional a
concentracéo dos triacilglicerdis da amostra.

O procedimento seguiu a indicagédo do fabricante e a absorbancia do
produto final foi lida em espectrofotbmetro (Shimadzu UVmini-1240) em
comprimento de onda de 505 nm. O aparelho foi previamente zerado com um
branco e a concentracao de triacilglicerdis foi calculada a partir dos resultados

de absorbancia dos testes e do padrao, segundo a formula:

absorbidncia do teste

Triacilglicerois (mg/dl)= x 100

absorbincia do padrio

Os testes para a determinacdo de triacilglicerdis foram realizados em

duplicata.

4.2.5.3 Colesterol total

Para a determinacdo da concentracdo sérica de colesterol, utilizou-se
um kit colorimétrico comercial (LabTest — Triglicérides Liquiform). Seguindo as

recomendacdes do fabricante, ocorreram as seguintes reacgoes:

Esteres de colesterol Colesterol esterase Colesterol + Acidos graxos

|

Colesterol + O Colest-4-en-ona + H20:

Colesterol oxidasek
2H;0; + Fenol + 4-Aminoantipirina " Antipirilquinonimina + 4H,0

Peroxidase

O peréxido de hidrogénio formado na oxidacdo do colesterol
reage com 4-Aminoantipirina e fenol em reacado catalisada pela peroxidase,
formando antipirilquinonimina, cuja coloracdo vermelha tem intensidade
proporcional & concentracao de glicose da amostra.

O procedimento seguiu a indicagdo do fabricante e a absorbancia do

produto final foi lida em espectrofotbmetro (Shimadzu UVmini-1240) em

comprimento de onda de 500 nm. O aparelho foi previamente zerado com um



branco e a concentracdo de colesterol foi calculada a partir dos resultados de

absorbancia dos testes e do padrdo, segundo a formula:

absorbiancia do teste

Colesterol (mg/dl)= x 100

absorbincia do padrio

Os testes para a determinacdo de colesterol foram realizados em
duplicata.

4.2.5.4 Proteinas totais

Para a determinacdo da concentracdo sérica de proteinas totais, foi
utilizado um kit colorimétrico comercial (LabTest — Proteinas totais) para
aguisicao dos reagentes usados nas reacoes.

Os fons cobre (Cu*®) em meio alcalino (Reagente de Biureto) reagem
com as ligacdes peptidicas das proteinas séricas formando cor purpura, que
tem absorbancia méxima em 545 nm, proporcional a concentracdo das
proteinas na amostra.

O procedimento seguiu a indicagédo do fabricante e a absorbancia do
produto final foi lida em espectrofotometro (Shimadzu UVmini-1240) em
comprimento de onda de 545 nm. O aparelho foi previamente zerado com um
branco e a concentracdo de proteinas totais foi calculada a partir dos

resultados de absorbancia dos testes e do padrao, segundo a férmula:

absorbincia do teste

Proteinas totais (mg/dl)= x 100

absorbincia do padrio




4.2.5.5 Insulina, TNF-a, leptina e IGF-1

As dosagens foram realizadas pelo método imunoensaio multiplex,
utilizando kit rat serum adipokine panel 2 LINCOplex, para dosagem simultanea
de insulina, de TNF-a e de leptina, e kit rat serum IGF-1 LINCOplex Singleplex,
para a dosagem da concentracdo sérica de IGF-1, ambos produzidos pela
LINCO Research (EUA). As determinacfes foram feitas em equipamento
automatico Lincoplex 200.

Os kits LINCOplex utilizam a tecnologia Multiple Analyte Profiling
(XMAPTM), que compreende processo de coloracéo interna de microesferas de
poliestireno com dois fluorocromos espectrais distintos. Utilizando uma
proporcdo precisa destes dois fluorocromos, foram criados conjuntos de
esferas, cada uma com sua individualizagdo baseada em um codigo de cor.
Cada esfera é conjugada a um anticorpo analito-especifico e € lida em
equipamento Lincoplex 200, através de sistema duplo de lasers que incide
enquanto ela flui através do fluxo celular. Um feixe de laser detecta a
microesfera (com um codigo de cor especifico para 0 ensaio), enquanto o outro
laser quantifica o sinal de repoérter.

As dosagens foram realizadas nas dependéncias do Laboratério de
Andlises Clinicas da empresa Génese Produtos Farmacéuticos e Diagndsticos
Ltda — S&o Paulo (SP).

4.2.6 Anélise morfométrica do musculo esquelético

Inicialmente, os tecidos tiveram entre 1.500 e 2.000 um de sua porcéo
proximal desbastada em criostato a -25 °C, removendo a sua regiao superficial,
rica em artefatos, os quais poderiam prejudicar as analises histoldgicas.

Cortes de 6 ym foram coletados em lamina de vidro previamente
higienizada em alcool 70 % e preparada com poli-I-lisina. Em seguida, esses
primeiros cortes foram rapidamente corados com azul de metileno e analisados
em microscopio otico de uso diario, com aproximacdes de 100 e 1.000 x para
avaliacdo da qualidade do corte. Uma vez que o0s cortes apresentavam-se
adequados (com fibras transversais, cé€lulas conservadas e auséncia de
artefatos), foram feitos de 4 a 5 cortes por lamina, no total de oito laminas por

amostra. Apos o preparo de todas as laminas, estas foram embrulhadas em



plastico filme e armazenadas em freezer (-80 °C).

Todos os procedimentos descritos foram realizados dentro do criostato,
evitando-se a degradacao celular.

Para avaliagdo morfométrica da seccdo transversa do mausculo
gastrocnémio, o tecido foi corado com hematoxilina e eosina, sendo as laminas
observadas em microscopio ligado a um sistema de digitalizacdo de imagem
(Leica Imaging Systems). As imagens digitalizadas dos musculos foram
analisadas através do programa Image-Pro PLUS™ 3.0.01.

Os cortes histologicos e o preparo das laminas foram realizados nas
dependéncias do Laboratério do Centro de Estudos do Genoma Humano da
USP. A captacéo das imagens ocorreu no Laboratoério de Biologia Molecular da
Escola de Educacéo Fisica e Esporte da USP.

4.2.7 Western Blotting

4.2.7.1 Extracao de proteinas

Inicialmente, o musculo so6leo dissecado foi pesado e imerso em
nitrogénio liquido por cerca de dez segundos. Posteriormente, foi mantido em
tubos criogénicos até a extracao.

O tecido foi, entdo, homogeneizado em tampéo de extragdo contendo 50
mM tampédo fosfato de potassio (pH 7,00), 0,3 M sacarose, 0,5 mM DL-
ditiotreitol, 1 mM EDTA (pH 8,00), 0,3 mM PMSF, 10 mM NaF, 1:100
Phosphatase Inhibitor Cocktail 1 (Sigma-Aldrich), 1:100 Phosphatase Inhibitor
Cocktail 2 (Sigma-Aldrich), 1:100 Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich).
Para a homogeneizacado foi usado homogeneizador elétrico tipo polytron (Ika
T10 basic) na velocidade maxima, em 3 bursts de cerca de 10 segundos cada.
A velocidade elevada foi utilizada para dissociar e romper as células
musculares. Entre a homogeneizacdo de diferentes amostras, o
homogeneizador foi lavado em éalcool 70 % e agua ultrapura. Durante todo o
processo de homogeneizacéo, os tubos contendo as amostras foram mantidos
no gelo, no intuito de reduzir a atividade de fosfatases e enzimas proteoliticas.

As amostras foram, entdo, centrifugadas por 20 minutos a 12.000 rpm e
temperatura de 4 °C. Apds a centrifugacdo, coletou-se o sobrenadante, que foi

transferido para outro tubo, aliquotado e armazenado em freezer (-80 °C).



4.2.7.2 Determinacao das concentracdes de proteina nos lisados

A concentracdo de proteinas do homogenado foi determinada através de
um kit comercial (BCA Protein Assay kit — Pierce), que forneceu os reagentes

para o ensaio, no qual seguiu-se protocolo recomendado pelo fabricante.

4.2.7.3 Preparo do gel de poliacrilamida

Inicialmente, foram preparados géis em bicamada, sendo a camada
superior (gel de empacotamento) constituida de acrilamida a 5 %, 125 mM Tris
(pH 6,8), 0,1 % SDS, 0,1 % persulfato de aménia e 0,1 % TEMED. Os géis
inferiores (resolutivos) foram preparados com poliacrilamida nas concentragdes
de 7,5 e 10 %, 380 mM Tris (pH 8,8), 0,1 % persulfato de amonia e 0,077 %
TEMED.

4.2.7.4 Preparo de lisado de proteinas para SDS-PAGE

As amostras foram combinadas com tampao de amostra contendo 240
mM Tris, (pH 6,8), 40 % glicerol, 0,8 % SDS, 200 mM beta-mercaptoetanol e
0,02 % azul de bromofenol. Amostras contendo 25 pg de proteina foram
submetidas a eletroforese no gel de poliacrilamida, inicialmente a 60 V. Uma
vez que as proteinas atravessaram o gel de empilhamento, a voltagem foi

aumentada para 120 V, sendo mantida até o final da corrida

4.2.7.5 Transferéncia de proteinas do gel para a membrana

O gel contendo as proteinas fracionadas por eletroforese foi incubado
por 10 min em tampao de transferéncia (3 mM glicina, 48 mM Tris base, 0,037
% SDS, 20 % metanol, pH 8,3). Paralelamente, a membrana de nitrocelulose
foi hidratada e, entdo, incubada em tampao de transferéncia. Um "sanduiche"
foi montado, na seguinte ordem: esponja, 2 folhas de papel filtro de 3 mm, gel,
membrana, 2 folhas de papel de filtro de 3 mm (Whatman) e esponja. A
transferéncia de proteinas do gel para a membrana foi realizada em cuba de

eletroforese, na presenca de tampao de transferéncia, sob corrente de 25 V,



por 90 min. A eficiéncia da transferéncia foi verificada corando-se a membrana,
por 5 min, com corante Ponceau (1 % ponceau, 1 % acido acético), seguida de
lavagem com PBST [8 % NaCl, 0,2 % KCI, 0,2 % KH2(PO)4, 1,15 % Na,H(PO)4,
0,5 % Tween].

4.2.7.6 Sondagens das proteinas com anticorpos

Os sitios sem proteinas das membranas foram blogueados com
proteinas de albumina bovina a 5 %, em tampao PBST, por 60 min, sob
agitacao. O anticorpo especifico para cada proteina de interesse foi diluido [1:
250 para phospho-p70 S6K(Thr389) e phospho-AKT1(Ser473), 1:500 phospho-
MTOR(Ser2448); 1:1000 para mTOR, phospho-4E-BP1(Thr70), AKT1, p70 S6K
e 4E-BP1] em PBST e utilizado para a incubacdo das membranas overnight,
sob agitacdo em geladeira a 4 °C. Posteriormente, a membrana foi lavada 3
vezes, por 5 min, com PBST e incubada com anticorpo anti-lgG de coelho,
conjugado com peroxidase de raiz forte, diluido 1:3.000 em PBST, por 1 h, sob
agitacdo em geladeira. A membrana foi lavada 3 vezes, por 5 min, com

agitacao.

4.2.7.7 Revelagdo com sistema quimioluminescente

A solucéo de revelacéo foi preparada pela mistura de volumes iguais dos
reagentes 1 e 2 do kit ECL Advance (GE Healthcare), composto por luminol,
fenol e peroxido de hidrogénio, sendo a mistura utilizada para umedecer as
membranas. Os blots foram visualizados por um sistema de bioimagem
ImageQuant™ 400 (GE Healthcare), que capturou imagens por 7 minutos, e

analisados pelo software ImageQuant TL (GE Healthcare).



5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média * erro-padrdo. Os dados
foram previamente submetidos ao teste de homogeneidade das variancias
(testes de Cochran C, Hartley, Bartlett). Na comparacao entre os dois grupos
de animais neonatos, utilizou-se o teste de t-Student. As comparacgdes entre 0s
grupos de animais com 21 dias de idade foram avaliadas pela andlise de
variancia fatorial (ANOVA fatorial), seguida do teste de Tukey para identificacédo
dos contrastes significantes em caso de interacdo entre os fatores estudados.
Correlacdes entre diferentes marcadores foram avaliadas através de regressao
linear. Para ambas as etapas e para todas as analises, adotou-se valor de
significancia de 0,05. A analise estatistica foi realizada no software Statistica
versao 7.0 (StatSoft, Inc, OK, EUA).



6. RESULTADOS

6.1 Consumo das racoes

A figura 4 representa a média do consumo semanal das racdes pelas
matrizes dos grupos durante o periodo experimental. Observamos que, tanto
na gestacdo quanto na lactacdo, houve variacdo no consumo absoluto das
dietas entre os grupos. Nas primeiras duas semanas gestacionais, 0S grupos
que consumiram racéo hiperlipidica apresentaram menor consumo em relacéo
aos demais. Entretanto, nota-se que, na terceira semana, 0 consumo dos
grupos com dieta hiperlipidica foi significativamente maior apenas em relacdo
ao grupo CON/HL (figura 4A).

Notamos também que os grupos com dieta HL pds-gestacional tiveram
consumo significativamente reduzido quando comparados ao grupo CON/CON
na primeira e na terceira semanas de lactacdo. Destaca-se, ainda nesses
periodos, 0 menor consumo absoluto entre 0s animais pertencentes ao grupo
CON/HL em relagdo aos do grupo reabilitado no desmame (HL/CON). Na
segunda semana, apenas o grupo CON/HL teve consumo significativamente
menor do que o apresentado pelo grupo CON/CON, sendo que esse
comportamento nao foi observado no grupo HL/HL (figura 4A).

Apesar das diferencas identificadas no consumo absoluto das ra¢ées, ao
avaliarmos o consumo energético semanal, ndo detectamos contrastes

estatisticamente significantes entre os grupos experimentais (figura 4B).
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Figura 4. Consumo absoluto e energético das racbes experimentais pelas
matrizes durante o periodo de intervencéao.

A figura A representa os resultados de consumo absoluto das ragc8es experimentais. A figura B
representa o consumo energético. Resultados sdo expressos como média + erro-padrdo. *
Indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo CON/CON no periodo; #
Indica diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo CON/HL no periodo. As
diferencas em cada periodo foram calculadas por ANOVA de uma via seguida de teste de
Tukey. CON/CON: Grupo alimentado com ragdo controle nos periodos gestacional e pdés-
gestacional. HL/HL: Grupo alimentado com racgao hiperlipidica nos periodos gestacional e pos-
gestacional. CON/HL: Grupo alimentado com racéo controle durante a gestacdo e com ragéo
hiperlipidica durante a lactagdo. HL/CON: Grupo alimentado com racé&o hiperlipidica durante a
gestacdo e com racao controle durante a lactacao.



6.2 Evolucgao ponderal

6.2.1 Evolucao ponderal materna

De acordo com a figura 5, verificamos que, entre as matrizes dos grupos
CON/CON, CON/HL, HL/CON e HL/HL, ndo havia diferenga na massa corporal
no inicio do experimento. Notamos ainda que, em relacdo ao ganho de peso
gestacional e a evolucédo ponderal materna apds o nascimento das ninhadas,
ndo houve influéncia das dietas gestacional e pds-gestacional sobre a massa

corporal das matrizes.
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Figura 5. Evolucdo ponderal materna durante o periodo experimental.

Resultados sdo expressos como meédias + erro-padrdao. CON/CON: Grupo alimentado com
racdo controle nos periodos gestacional e pés-gestacional. HL/HL: Grupo alimentado com
racdo hiperlipidica nos periodos gestacional e pdés-gestacional. CON/HL: Grupo alimentado
com racgdo controle durante a gestacdo e com racao hiperlipidica durante a lactacdo. HL/CON:
Grupo alimentado com racao hiperlipidica durante a gestacdo e com racao controle durante a
lactacéo.

6.2.2 Evolucao ponderal dos filhotes

A figura 6 representa a evolugdo da média do peso semanal individual

dos filhotes no periodo que compreende o 1° e o0 21° dias de vida, durante o



qual ndo foram detectadas variacdes significantes entre os animais dos quatro

grupos experimentais.
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Figura 6. Evolucéo ponderal individual dos filhotes.

Resultados sédo expressos como médias + erro-padrao. CON/CON: Grupo alimentado com
racdo controle nos periodos gestacional e pos-gestacional. HL/HL: Grupo alimentado com
racdo hiperlipidica nos periodos gestacional e pds-gestacional. CON/HL: Grupo alimentado
com racao controle durante a gestacdo e com ragéo hiperlipidica durante a lactagdo. HL/CON:
Grupo alimentado com racao hiperlipidica durante a gestacdo e com ragéo controle durante a
lactacao.

6.3 Nascimento

6.3.1 Tamanho das proles, massa corporal e massa de 6rgaos

No nascimento, avaliaram-se o tamanho das proles por contagem e a
massa corporal dos filhotes por gravimetria. Quanto ao numero de filhotes e ao
peso ao nascer, ndo houve diferenca significante entre os grupos (tabela 2).
Com excessédo do figado, cuja massa absoluta foi menor no grupo HL, as
massas dos 0Orgdos e dos tecidos também n&o apresentaram diferenca

significante e os resultados encontram-se descritos na tabela 2.



Tabela 2: Tamanho da prole, massa corporal e massa de 6rgaos e tecidos dos

filhotes no nascimento.

CON HL P
Tamanho da prole (un) 12,73 £+ 0,45 12,29 + 0,13 0,486
Massa corporal (g) 5,43 + 0,06 5,28 £ 0,15 0,436
Coracdo (mg) 29,62 £ 1,07 28,24 + 1,14 0,393
Coracéo (g/100 g) 0,55+ 0,02 0,54 + 0,02 0,744
Figado (mg) 268,77+ 94 2453 £ 6,7* 0,041
Figado (g/100 g) 4,96 + 0,09 4,62 +0,16 0,088
Gastrocnémio (mg) 9,29 £ 0,59 10,08 £ 0,51 0,329
Gastrocnémio (mg/100 g) 169,110 1879+ 4,6 0,128

Resultados sdo expressos como meédia + erro-padrdo. * indica diferenca estatisticamente
significante em relacéo ao grupo controle com P<0,05 calculado por t teste ndo pareado. CON:
Grupo alimentado com ragéo controle no periodo gestacional. HL: Grupo alimentado com racdo
hiperlipidica no periodo gestacional.

6.3.2 Marcadores séricos

Na tabela 3, estdo descritos os resultados das determinacdes séricas de
triacilglicerais, colesterol total, glicose, insulina, IGF-I, leptina, proteinas totais e
TNF-a, referentes aos filhotes eutanasiados no nascimento.

Como é observavel, existe reducdo significante das concentracdes
séricas de leptina e IGF-I, em resposta ao consumo materno da dieta HL.
Quanto as concentracdes séricas dos demais analitos, ndo foi observado efeito

do consumo da dieta hiperlipidica gestacional sobre os animais neonatos.

Tabela 3. Marcadores séricos referentes aos animais neonatos.

CON HL P
Glicose (mg/dl) 81,97 +8 88,41+11,1 0,635
Insulina (ng/dl) 1627 + 94 2017 + 202,2 0,143
IGF-1 (ng/dl) 14880 + 895 11860 + 267* 0,029
Triacilgliceréis (mg/dl) 42,07 £ 2,59 32,29 + 4,82 0,178
Colesterol total (mg/dl) 42,63+ 2,54 38,84 + 1,65 0,218
Leptina (ng/dl) 1993 + 101 1034 + 138*** <0,001
Proteinas totais (mg/dl) 1,32+0,4 1,02 +£0,19 0,493
TNF-a (pg/dl) 4,39 + 0,29 4,53 +0,39 0,773

Resultados sdo expressos como médias + erro-padrdo. * indica diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo controle com P<0,05 calculado por t teste ndo pareado; ***
indica diferenca estatistica com P<0,001. CON: Grupo alimentado com racgdo controle no
periodo gestacional. HL: Grupo alimentado com rag&o hiperlipidica no periodo gestacional.



6.3.3 Western Blotting

6.3.3.1 Expressao e fosforilacdo da Akt

Na figura 7, estdo representados os resultados, obtidos por Western
Blotting, de expresséo proteica e de fosforilacdo nos residuos de treonina 308 e
de treonina 473 da Akt, referentes ao musculo gastrocnémio dos animais
eutanasiados no nascimento. Podemos observar maior fosforilacdo da Akt em
treonina 308, em resposta ao consumo materno gestacional da dieta
hiperlipidica. No entanto, ndo houve efeito sobre a concentragédo da forma total

da Akt e sobre a fosforilacdo em serina 473 no tecido estudado.
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Figura 7. Expressdo e fosforilagdo da Aktl no musculo gastrocnémio dos
animais neonatos.

A figura A € composta por fotos representativas dos blottings referentes a expressao da Aktl1/2
e a fosforilacdo da Aktl em Thr308 e Ser473. A figura B representa os resultados obtidos.
Resultados sdo expressos como média + erro-padrdo. * indica diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo controle com P<0,05 calculado por t teste ndo pareado. CON:
Grupo alimentado com racao controle no periodo gestacional. HL: Grupo alimentado com racgao
hiperlipidica no periodo gestacional.



6.3.3.2 Expresséo e fosforilagdo do mTOR

A partir da figura 8, observamos aumento da fosforilagdo do mTOR no
residuo de serina 2448 no musculo esquelético dos animais do grupo HL sem,

no entanto, haver efeito da dieta sobre a expresséo da proteina.
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Figura 8. Expresséo e fosforilacdo do mTOR no musculo gastrocnémio dos
animais neonatos.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes a expressdo e a
fosforilacdo do mMTOR em Ser2448. A figura B representa os resultados obtidos. Resultados
s80 expressos em média + erro-padrdo. * indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo controle com P<0,05 calculado por t teste ndo pareado. CON: Grupo
alimentado com racdo controle no periodo gestacional. HL: Grupo alimentado com ragéo
hiperlipidica no periodo gestacional.

6.3.3.3 Expressao e fosforilacdo da S6K1

Na figura 9 esta representada a expressao da proteina S6K1, bem como
a sua fosforilagdo no residuo de treonina 389 no musculo esquelético dos
animais recém-nascidos. N&do ha efeito da dieta gestacional sobre as

concentracOes, tanto de S6K1 quanto da sua forma fosforilada.
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Figura 9. Expressdo e fosforilagdo da S6K1 no musculo gastrocnémio dos
animais neonatos.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes & expressédo e a
fosforilacdo da S6K1 em Thr389. A figura B representa os resultados obtidos. Resultados séo
expressos em média + erro-padrdo. CON: Grupo alimentado com racdo controle no periodo
gestacional. HL: Grupo alimentado com racao hiperlipidica no periodo gestacional.

6.3.3.4 Expresséo e fosforilagdo da 4E-BP1

A partir da figura 10, podemos observar que ndao houve efeito da dieta
gestacional sobre a expressao da proteina 4E-BP1 no muasculo esquelético dos
neonatos. O padrdo de migracdo dessa proteina em géis de acrilamida resulta
na formacgéo de trés bandas distintas, denominadas alpha, beta e gamma, com
cerca de 12, 15 e 20 kDa, respectivamente. Um eficiente método de avaliacdo
da fosforilacdo dessa proteina ligante pelo seu efetor upstream, mTOR,
consiste na quantificacdo do percentual de fosforilagdo da forma migratoria
gamma em relacdo a soma das trés (KIMBALL et al., 2000; ESCOBAR et al.,
2006; 2010). No modelo estudado, a proporcéo de fosforilagdo da 4E-BP1
gamma no musculo gastrocnémio nao diferiu significantemente entre os

animais eutanasiados ao nascer.
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Figura 10. Expresséo das diferentes subunidades e percentual de fosforilagdo
da subunidade gamma da 4E-BP1 no musculo gastrocnémio dos animais
neonatos.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes a expressdo e a
fosforilacdo em Thr70 das diferentes subunidades migratorias da 4E-BP1. A figura B
representa os resultados de expressdo proteica da 4E-BP1. A figura C representa o0s
resultados de % da forma gamma fosforilada em relacdo a fosforilagdo total da 4E-BP1.
Resultados sdo expressos em média *+ erro-padrdo. CON: Grupo alimentado com racgdo

controle no periodo gestacional. HL: Grupo alimentado com racdo hiperlipidica no periodo
gestacional.

6.3.4 Composicado quimica da carcaca

A avaliacdo da composicao corporal dos recém-nascidos foi realizada
através das determinagfes de umidade, de adiposidade e de massa magra da
carcaca. Como exposto na figura 11, podemos observar a auséncia de efeito

da dieta HL materna sobre esses marcadores.
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Figura 11. Composicao quimica da carcaca dos animais neonatos.

Resultados sdo expressos em média * erro-padrdo. CON: Grupo alimentado com racdo
controle no periodo gestacional. HL: Grupo alimentado com rac¢éo hiperlipidica no periodo
gestacional.

6.4 Desmame

6.4.1 Massa corporal, massa de 6rgaos e de tecidos

Na tabela 4, estdo descritos os resultados de massa corporal e de
massa de 6rgaos, referentes aos filhotes, avaliados por gravimetria no dia do
desmame. Observamos influéncia da dieta HL pds-gestacional sobre as
massas dos musculos gastrocnémio e séleo e sobre a massa do figado,
relativas a massa corporal total.

Podemos notar que, em contraste ao reduzido desenvolvimento hepatico
e muscular, houve aumento do volume dos tecidos adiposos subcutaneo e
retroperitoneal em resposta a oferta da dieta hiperlipidica durante o periodo de

amamentacao (tabela 4)



Tabela 4. Massa corporal e massa de 6rgdos e de tecidos dos filhotes no

desmame.
Influéncia dos
CON HL fatores
DG x
CON HL CON HL DG DPG DPG
Massa 37,94+1,27  37,12+1,83  3823+286  41,23+1,19 0,23 0,549 0,296

corporal (g)

Coragdo (mg) 236,67 +12,71 231,24+15,99 242,51+18,64 261,18+491 0,265 0,677 0,45

g‘:g’;‘fgg g) 622381748 61911%1502 61167%1621 61397+338 0628 0976 0865
Figado (q) 1,49 £ 0,06 1,30 + 0,09 1,59 + 0,12 1,52 + 0,05 0,069 0136 0,476
Figado 3,92 0,07 3,48 +0,10 4,02 +0,10 3,67 +0,08 0,112  <0,001 0,636
(/100 9) 9220, 4820, 0220, 8720, * ’ '

(C;T‘;"g;mc“émio 12595+503 11588+844 12542+844 131,11+812 0,349 0779 0,316
(C;T‘;"s;iggngé)mio 329,82 +7,85 30833+12,9 340,35+1508 309,38+11,58 0,636 0,039 0,698
Sé6leo (mg) 12,18+057  1049+082  12,13+0,67  12,46+055 0168 032 0,148
Sleo 32,03+1,14  2802+108  3166+132  3018+1,14 0451 0,027 0,290
(mg/100 g) ' ' ' ' ' ' ' ' * ' '

TARET (mg) 80,84+14,53 105,31+1227 84,71+20,13 126,36 + 12,50 0,409 0,034 0,568

TARET
(mg/ 100 g) 209,14 + 34,76 276,13 +24,77 171,26 +30,89 307,26 + 30,26 0,914 0,003 0,273
TA SUB (mg) 374 + 33,89 578,11 +70,31 432,03 +74,21 624,85+ 45,20 0,4 0,003 0,927
TA SUB
(9/100 g) 0,99 + 0,07 154+0,14 1,02+0,15 1,52 +0,08 0,965 <0,001 0,847

Resultados sdo expressos como média + erro-padrdo. Os valores de P para os fatores DG,
DPG e DGxDPG foram calculados por ANOVA fatorial. Os resultados que apresentaram
P<0,05 encontram-se em negrito. CON: controle. HF: hiperlipidica. DG: dieta gestacional
(CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON). DPG: dieta p6s-gestacional (CON/CON, HL/CON)
vs (CON/HL, HL/HL).

6.4.2 Composicao corporal

Na figura 12A e 12B podemos identificar, respectivamente, reducgéo
significante na umidade e na massa magra da carcaca dos animais cujas maes
foram alimentadas com a dieta HL lactacional, quando comparados aos filhotes
dos grupos CON/CON e HL/CON.

Em relagédo a adiposidade corporal, observamos aumento do percentual
de lipideos na carcaca dos animais em resposta a oferta materna da dieta
hiperlipidica durante a lactacéo (Figura 12C e 12D).
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Figura 12. Composi¢ao quimica da carcaca dos animais lactentes.

As figuras A, B, C e D representam, respectivamente, os percentuais de umidade, de massa
magra, de adiposidade calculada a partir dos resultados de extracdo de lipideos da carcaca
seca e de adiposidade calculada a partir da extracéo de lipideos da carcaca seca, acrescida
das massas dos coxins adiposos. Resultados sao expressos como média + erro-padrdo. Os
valores de P para os fatores DG, DPG e DGxDPG foram calculados por ANOVA fatorial. Os
resultados que apresentaram P<0,05 encontram-se em negrito. CON: controle. HF:
hiperlipidica. DG: dieta gestacional (CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON). DPG: dieta pés-
gestacional (CON/CON, HL/CON) vs (CON/HL, HL/HL).



6.4.3 Marcadores séricos

A partir da tabela 5, verificamos efeito da dieta pds-gestacional sobre
grande parte dos marcadores séricos estudados nas ninhadas, sendo que o0s
grupos experimentais alimentados com a ra¢ao hiperlipidica ap6s o nascimento
(CON/HL, HL/HL) apresentaram concentracfes de triacilglicerdéis, de proteinas
totais e de colesterol total significantemente mais altas que as dos grupos que
receberam racgéo controle (CON/CON, HL/CON), tanto na primeira (0"), quanto
na segunda coleta de sangue (907). Para todos esses marcadores, ainda foi
observada correlacdo positiva com o percentual de lipideos da carcaca
(Figura 13)

Vale, ainda, citar as alteracbes no metabolismo da glicose, com
tendéncia para aumento da glicemia nos animais cujas méaes foram tratadas
com a dieta HL pés-gestacional e com aumento da insulinemia no grupo HL/HL
em relacdo ao grupo recuperado no desmame (HL/CON), efeito observado
apenas no momento 90" (Tabela 5). Apesar da auséncia de efeito significante,
ao associarmos as concentracfes de glicose a adiposidade das carcacas dos
animais, observamos a existéncia de correlacdo positiva entre os dois
marcadores (Figura 13).

Quanto as concentracdes dos demais hormdnios, detectamos diferenca
estatisticamente significante entre os grupos CON/HL e HL/HL sobre as
concentracdes de IGF-I, havendo interacdo entre as dietas gestacional e poés-
gestacional no momento da primeira coleta, ndo sendo, porém, mantido esse
efeito apdés 90 minutos de jejum (tabela 5). Fendmeno semelhante pode ser
observado na analise das concentracbes séricas de leptina: os animais
eutanasiados na primeira coleta, provenientes de maes que consumiam dieta
rica em acidos graxos saturados durante a lactacdo, apresentaram
hiperleptinemia em relagcdo aos demais. Entretanto, ao avaliarmos o restante
da prole ap6s 90 minutos de jejum, verificamos reducdo na magnitude dessa
diferenca, com resultante perda na significancia. A concentracdo de leptina,
mas nao a de IGF-I, apresentou correlacdo positiva com a adiposidade
corporal. Em relagéo as concentragfes de TNF-a, ndo houve efeito das dietas

hiperlipidicas gestacional e pos-gestacional.



Cabe ressaltar que todas as correlagdes aqui apresentadas derivam de
andlises de regressdo linear entre os resultados de marcadores séricos
levantados no periodo da primeira coleta e a adiposidade da carcaca calculada
a partir da extracdo de lipideos da carcaca, somada as massas dos coxins
adiposos.



Tabela 5. Marcadores sericos referentes aos animais lactentes.

Glicose
(g /dl)

Insulina
(mgiml)

Triacilglicerdis
(mg/dl)

Colesterol
(mg/dl)

Proteinas
totais (mg/dl)

IGF-1 (ng/dI)

Leptina (ng/dI)

THF-@ (pg/ml)

CON HL Influéncia dos fatores
DG x
CON HL CON HL DG DPG DPG
] a0 ] 90 0 80 0 90 0 90 0 90 ] a0
1748 753 1961 296 2049 2176 2186 £202 176,88 £ 11 193,29 £138 1972 +£128 2103 £105 0796 0,71 0,054 0,193 0741 0,853
166+02 1,45+ 0,13% 1,38 +019 1659+ 016% 0,92 +039 1,81+ 0288 118+ 013 085+017° 0222 0445 0953 0053 0616 0,01
1367 £13.2 2181 £5456 6453 =121 9 T9T O £1386 2281 2377 2288 25156 6201 #1219 5207 +632 0757 0,180 <0,001 <0001 0586 0152
8522 22T 106,0 = 3,68° 14365 £118 2033 £1622° 0493 £ 856 113,2 = 7,89° 12099 +£713 1658664 01%6 0075 <0001 <0,001 0207 0,017
293+ 007 180,35 501+ 069 1454 £2 44 296027 545+ 038 B4+ 0,82 g42+x108 0859 0024 0,001 0,001 0835 0070
1312 2286 137622486 70,1+ 3,04 o7 3+144 101,6 210,7 1798 £ 34 1704 £279 1262 +184 0146 0152 0,871 0082 0,012 0783
441 % 0,67 2T+ 0,67 BEE* 0,77 6,32+ 1,18 538 + 0,88 503+ 0,62 734+047 685+047 0,067 0853 0,041 0091 0576 0641
36703 306+034 3IMz081 32120565 3084+ 0567 3,99+ 062 3812047 388x07T 0792 013 0,994 09e6 0737 0822

Resultados sdo expressos como médias + desvio-padrio. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes, calculadas por ANOVA fatorial seguida
de teste de Tukey. Os valores de F para os fatores DG, DPG e DFxDPG foram calculados por AMOVA fatorial. Os resultados que apresentaram P<0,05 encontram-se
em negrito. CON: controle. HF: hiperlipidica. DG: dieta gestacional (CON/CON, COM/MHL) vs (HUWHL, HL/CON). DPG: dieta pds-gestacional (CON/CON, HL/COMN) vs

(CONJHL, HL/HL).
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Figura 13. Correlacdo entre o percentual de adiposidade da carcaca e 0s
diferentes marcadores séricos estudados nos animais lactentes.

As figuras A, B, C, D, E e F representam as correlacdes entre o percentual de adiposidade e as
concentracdes de triacilglicerois, de colesterol total, de leptina, de IGF-I, de glicose e de
insulina, respectivamente. Os valores de r e P para as correlacdes foram calculados por
regressao linear. Os resultados que apresentaram P<0,05 encontram-se em negrito.



6.4.4 Morfometria

Para avaliacdo histolégica do tecido muscular esquelético, cortes foram
corados com hematoxilina e eosina.

Inicialmente, n&o verificamos efeitos da variagao da dieta materna sobre
a &rea da seccao transversa do musculo gastrocnémio e dos midcitos nos
filhotes com 21 dias de idade (figura 14). Entretanto, através da observacao do
percentual da area de miocitos em relacao a area total de cada campo Optico
observado, verificamos reducdo em resposta ao consumo da dieta hiperlipidica
pés-gestacional. Através dos dados expostos na tabela 6, explicitamos a

concomitante redug¢é@o na contagem de miécitos por campo observado.

Figura 14. Cortes histologicos referentes aos animais eutanasiados no
desmame.

As figuras A, B, C e D correspondem, respectivamente, as secgdes transversas dos musculos
gastrocnémios dos filhotes cujas mées receberam dieta controle durante a gestacéo e a
lactacdo (A), dieta controle gestacional e hiperlipidica pés-gestacional (B), dieta hiperlipidica
gestacional e controle pos-gestacional (C) e dieta hiperlipidica durante a gestacao e a lactagdo

(D).



Tabela 6. Marcadores histoldgicos avaliados nos filhotes ao final da lactacéo.

Influéncia dos

CON HL fatores
DG x
CON HL CON HL DG DPG DPG

Area da secgéo
transversa do 17,90+ 1,71 16,71 +1,74 17,89 + 1,47 21,99 +1,90 0,145 0,414 0,144
musculo (mm?)

Area da seccdo
transversa do 475,48 £ 18,84 454,92 £ 50,93 401 + 38,18 531,31 +29,89 0,980 0,159 0,058
midcito (pm?)

e
o MIOCItOS POr g4 664179  8405+1,70  9317+234  8334+251 00926 <0001 0,813
campo (%)
Numero de
mibcitos por 122,99 + 10,49 105,79 +12,10 142,13+7,27  88,12+6,59 0,940 0,001 0,069
campo (un)

Densidade de

miécitos (un) 25914 +1.884 24.782+3.692 30.376+1.699 24.200 + 721 0,441 0,153 0,319

Resultados sdo expressos como média + erro-padrdo. Os valores de P para os fatores DG,
DPG e DGxDPG foram calculados por ANOVA fatorial. Os resultados que apresentaram
P<0,05 encontram-se em negrito. CON: controle. HF: hiperlipidica. DG: dieta gestacional
(CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON). DPG: dieta pos-gestacional (CON/CON, HL/CON)
vs (CON/HL, HL/HL).

A partir dos resultados apresentados na figura 15, verificamos ainda a
existéncia de correlacdo positiva entre o percentual de adiposidade e os
marcadores indicativos de reducdo no desenvolvimento muscular esquelético,
caso das massas dos musculos gastrocnémio e sbleo e do percentual e
namero de midcitos por campo observado. As correlacbes derivam de andlises
de regressdo linear entre os resultados de marcadores morfoldgicos e a

adiposidade da carcaca somada as massas dos coxins adiposos.
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Figura 15. Correlacdo entre o percentual de adiposidade da carcaca e o0s
diferentes marcadores morfolégicos e histoldégicos estudados nos animais
lactentes.

As figuras A, B, C e D representam, respectivamente, as correlacdes entre o percentual de
adiposidade e as massas dos musculos gastrocnémio e séleo, o percentual de miécitos por
campo Optico observado e o nimero de midcitos por campo. Os valores de r e P para as
correlacdes foram calculados por regresséo linear. Os resultados que apresentaram P<0,05
encontram-se em negrito.

6.4.5 Western Blotting - Primeira coleta

Os dados a seguir referem-se aos resultados obtidos por Western
Blotting do extrato total de proteinas musculares de lactentes eutanasiados na

primeira coleta das amostras, em periodo pos-prandial.



6.4.5.1 Expresséo e fosforilagdo da Akt

A expressado da proteina quinase Akt no musculo esquelético da prole
nao foi afetada pelo tratamento dietético ao qual as matrizes foram submetidas
(Figura 16). No entanto, a sua fosforilacdo em treonina 473 esteve aumentada
em resposta ao consumo materno da dieta HL durante a lactagéo, efeito ndo
observado na fosforilagdo em treonina 308 (Figura 16).
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Figura 16. Expresséo e fosforilagdo da Akt nos residuos de treonina 308 e 473
no musculo esquelético dos animais lactentes em periodo pés-prandial.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes a expresséo e a
fosforilacdo da Akt em Thr308 e em Ser473. As figuras B, C e D representam, respectivamente
os resultados obtidos de expresséo proteica, de fosforilagcdo em Thr308 e de fosforilagdo em
Serd73. Resultados sao expressos como média + erro-padrao. Os valores de P para os fatores
DG, DPG e DGxDPG foram calculados por ANOVA fatorial. Os resultados que apresentaram
P<0,05 encontram-se em negrito. CON: controle. HF: hiperlipidica. DG: dieta gestacional
(CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON). DPG: dieta p6és-gestacional (CON/CON, HL/CON)
vs (CON/HL, HL/HL).



6.4.5.2 Expresséo e fosforilagdo do mTOR

Na figura 17, estdo representados o0s resultados de expressdo e
fosforilacdo no residuo de serina 2448 do mTOR no musculo esquelético dos
animais dos diferentes grupos experimentais no desmame. Como é possivel
observar, ndo houve efeito das dietas HL gestacional e pds-gestacional no

primeiro periodo de coleta.
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Figura 17. Expresséo e fosforilagdo do mTOR no residuo de serina 2448 no
musculo esquelético dos animais lactentes em periodo pds-prandial.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes & expressédo e a
fosforilacdo do mTOR Ser2448. As figuras B e C representam, respectivamente, os resultados
obtidos de expressdo proteica e de fosforilacdo em Ser2448. A figura B representa os
resultados obtidos. Resultados sao expressos como média * erro-padrao. Os valores de P para
os fatores DG, DPG e DGxDPG foram calculados por ANOVA fatorial. CON: controle. HF:
hiperlipidica. DG: dieta gestacional (CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON). DPG: dieta p0s-
gestacional (CON/CON, HL/CON) vs (CON/HL, HL/HL).



6.4.5.3 Expressao e fosforilagdo da S6K1

Na figura 18, estdo representados os resultados referentes a expressao
e a fosforilagdo no residuo de treonina 389 da proteina quinase S6K1 no
musculo esquelético dos animais lactentes. Observa-se efeito da dieta HL pos-
gestacional sobre a atividade da proteina, com resultante diminuicdo da
fosforilacao.
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Figura 18. Expressao e fosforilagdo da S6K1 no residuo de treonina 308 no
musculo esquelético dos animais lactentes em periodo pos-prandial.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes a expresséo e a
fosforilacdo da S6K1 em Thr389. As figuras B e C representam, respectivamente, os resultados
obtidos de expressao proteica e de fosforilagdo em Thr389. Resultados sdo expressos como
média * erro-padréo. Os valores de P para os fatores DG, DPG e DGXDPG foram calculados
por ANOVA fatorial. Os resultados que apresentaram P<0,05 encontram-se em negrito. CON:
controle. HF: hiperlipidica. DG: dieta gestacional (CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON).
DPG: dieta pés-gestacional (CON/CON, HL/CON) vs (CON/HL, HL/HL).



6.4.5.4 Expresséo e fosforilagdo da 4E-BP1

A partir da figura 19, podemos observar os resultados de expressao e de
percentual de fosforilacdo da forma gamma da 4E-BP1 no musculo esquelético
dos animais lactentes. Com base nos dados obtidos, verificamos aumento da
fosforilacdo da forma gamma em relacdo a soma da fosforilacdo de todas as

formas migratorias.

CON HL
CON HL CON HL
e B 1
4E-BP1
O —p * - -
I
p4E-BP1 p —» - - - -
(Thr™®) € —»
300+ DG = 0,446 70+ DG = 0,215
DPG = 0,326 DPG = 0,029
DGXDPG = 0,459 60+ DGXDPG = 0,329

200+

1004

Expressédo proteica da 4E-BP1 (UA)
(@)
L

% da forma gamma fosforilada (%)

CON HL CON HL
Dieta gestacional Dieta gestacional

B CON mm HL

Figura 19. Expressao das diferentes subunidades e percentual de fosforilagéo
da subunidade gamma da 4E-BP1 no musculo gastrocnémio dos animais
lactentes em periodo pés-prandial.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes a expresséo e a
fosforilacdo da 4E-BP1 em Thr70. As figuras B e C representam, respectivamente, 0s
resultados obtidos de expressdo proteica e de percentual da forma gamma fosforilada.
Resultados sdo expressos como média + erro-padrdo. Os valores de P para os fatores DG,
DPG e DGxDPG foram calculados por ANOVA fatorial. Os resultados que apresentaram
P<0,05 encontram-se em negrito. CON: controle. HF: hiperlipidica. DG: dieta gestacional
(CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON). DPG: dieta pos-gestacional (CON/CON, HL/CON)
vs (CON/HL, HL/HL).



6.4.6 Western Blotting - Segunda coleta
A seguir, expomos os resultados obtidos por Western Blotting referentes
ao extrato total de proteinas musculares dos animais com 21 dias de vida,

eutanasiados na segunda coleta de amostras, apos jejum de 90 minutos.

6.4.6.1 Expressao e fosforilacdo da Akt

Como observado a partir da figura 20, ndo houve efeito das dietas
experimentais sobre a expresséao e a fosforilagdo da Akt.

250+ DG = 0,903
CON HL DPG =0,171
CON HL CON HL 2004 DGxDPG = 0,660

N
=
k-
<
©
©
8 150+
AKLL/2 —{ s S e  — g
S 1004
(=]
Aktl — B
(Thr™%) ™M . we - 2 %97
o
Aktl —f . pon g 0
(Ser473) CON ' HL
Dieta gestacional
60 - C 80+ D
DG =0,711 DG = 0,566
E DPG = 0,850 = DPG = 0,947
= DGxDPG = 0,525 < < 604 DGXDPG = 0,362
© 2 40 c =
= )
Qo o o N~
zgm zg NI
T C c @
T E 204 =92
25 k
o o o
LL LL
(=
CON HL CON HL
Dieta gestacional Dieta gestacional

B CON mm HL

Figura 20. Expressao e fosforilagdo da Akt nos residuos de treonina 308 e
treonina 473 no musculo esquelético dos animais lactentes apos jejum de 90
minutos.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes a expresséo e a
fosforilacdo da Akt em Thr308 e em Ser473. As figuras B, C e D representam, respectivamente,
os resultados obtidos de expresséo proteica, de fosforilacdo em Thr308 e de fosforilagdo em
Ser473. Resultados sdo expressos como média + erro-padrao. Os valores de P para os fatores
DG, DPG e DGxDPG foram calculados por ANOVA fatorial. Os resultados que apresentaram
P<0,05 encontram-se em negrito. CON: controle. HF: hiperlipidica. DG: dieta gestacional
(CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON). DPG: dieta pos-gestacional (CON/CON, HL/CON)
vs (CON/HL, HL/HL).



6.4.6.2 Expresséo e fosforilagdo do mTOR

A figura 21 representa os resultados referentes a expressdo e a
fosforilacdo no residuo de serina 2448 do mTOR no musculo esquelético dos
animais lactentes dos diferentes grupos experimentais aos 90 minutos apos a
dltima mamada. Como na primeira coleta, ndo observamos efeito das dietas

gestacional ou pds-gestacional sobre esses marcadores.

CON HL
CON HL CON HL
.
o~ g . T g
r—r o — -
pmTOR —» -
(Ser2448)
<
2 100- 2 30-
-] DG =0,295 e} DG = 0,146
E:’ DPG = 0,817 3 DPG = 0,474
O 804 DGXDPG = 0,693 I\ DGXDPG = 0,619
E A 20
S 60+ 5
o] o
2 2
§ 40+ =
o '8 10+
2 504 3
: g
o =
aji oA £ o-
CON HL Q CON HL
Dieta gestacional Dieta gestacional

B CON B HL

Figura 21. Expresséo e fosforilagdo do mTOR no residuo de serina 2448 no
musculo esquelético dos animais lactentes apés jejum de 90 minutos.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes a expressdo e a
fosforilacdo do mTOR Ser2448. As figuras B e C representam, respectivamente, os resultados
obtidos de expressdo proteica e de fosforilacdo em Ser2448. A figura B representa os
resultados obtidos. Resultados sao expressos como média * erro-padrao. Os valores de P para
os fatores DG, DPG e DGxDPG foram calculados por ANOVA fatorial. CON: controle. HF:
hiperlipidica. DG: dieta gestacional (CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON). DPG: dieta p0s-
gestacional (CON/CON, HL/CON) vs (CON/HL, HL/HL).



6.4.6.3 Expressao e fosforilagdo da S6K1

A partir da figura 22, podemos observar a auséncia de efeito isolado das
dietas gestacional e pos-gestacional sobre a expressao e a fosforilacdo da
S6K1 no musculo dos animais com 21 dias de vida apés jejum de 90 minutos.
Entretanto, verificamos interacéo entre as dietas sobre a expresséo proteica,

nao havendo, porém, diferenca significante entre os grupos.
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Figura 22. Expressao e fosforilagdo da S6K1 no residuo de treonina 308 no
musculo esquelético dos animais lactentes apés jejum de 90 minutos.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes a expresséo e a
fosforilacdo da S6K1 em Thr389. As figuras B e C representam, respectivamente, os resultados
obtidos de expressao proteica e de fosforilagdo em Thr389. Resultados sdo expressos como
média + erro-padrdo. Os valores de P para os fatores DG, DPG e DGxDPG foram calculados
por ANOVA fatorial. Os resultados que apresentaram P<0,05 encontram-se em negrito. CON:
controle. HF: hiperlipidica. DG: dieta gestacional (CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON).
DPG: dieta pds-gestacional (CON/CON, HL/CON) vs (CON/HL, HL/HL).



6.4.6.4 Expresséo e fosforilagdo da 4E-BP1

Com base nos dados representados na figura 23, podemos observar
auséncia de efeito isolado das dietas gestacional e pds-gestacional, ocorrendo,
no entanto, interacdo entre as dietas sobre a expresséo total dessa proteina no
periodo da segunda coleta. Houve, assim, diferenca estatisticamente
significante entre os grupos CON/CON e CON/HL.

CON HL
CON HL CON HL
= -
4E-BP1 b — - . - -
o —> - !
[ Y —p
p4E-BP1 B —» - - ” -
(Thr™®) ¢ —»
DG = 0,832 DG = 0,158
300+ DPG = 0,094 80+ DPG =0,081
DGxDPG = 0,011 DGxDPG = 0,144
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200+ ab
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Expresséo proteica da 4E-BP1 (UA)
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L

% da forma gamma fosforilada (%)

CON HL CON HL

Dieta gestacional Dieta gestacional
B CON W HL

Figura 23. Expressao das diferentes subunidades e percentual de fosforilagéo
da subunidade gamma da 4E-BP1 no mdusculo gastrocnémio dos animais
lactentes apés jejum de 90 minutos.

A figura A é composta por fotos representativas dos blottings referentes a expresséo e a
fosforilacdo da 4E-BP1 em Thr70. As figuras B e C representam, respectivamente, 0s
resultados obtidos de expressdo proteica e de percentual da forma gamma fosforilada.
Resultados sdo expressos como média + erro-padrdo. Os valores de P para os fatores DG,
DPG e DGxDPG foram calculados por ANOVA fatorial. Os resultados que apresentaram
P<0,05 encontram-se em negrito. CON: controle. HF: hiperlipidica. DG: dieta gestacional
(CON/CON, CON/HL) vs (HL/HL, HL/CON). DPG: dieta pos-gestacional (CON/CON, HL/CON)
vs (CON/HL, HL/HL).



6.5 Resumo dos resultados obtidos

A tabela 7 aponta, de forma resumida, os resultados obtidos no presente
estudo, referentes aos filhotes com 1 e com 21 dias de vida.

Tabela 7. Resumo dos resultados obtidos no estudo.

CON HL

ANIMAIS NEONATOS

Massa do musculo
gastrocnémio

Massa do figado — l
IGF-I — l
TNFa —_ —
Lipidemia — —
Leptinemia — l
Insulinemia — —
Glicemia —_ —_
pAkt(Thr308) — T
pAkt(Serd73) —_ —
pmTOR(Ser2448) — T

pS6K1(Thr308) - -
pAE-BP1(Thr70) - -
DG DPG DGXDPG

ANIMAIS LACTENTES
Massa do figado —

Massa dos musculos
gastrocnémio e soéleo

Desenvolvimento muscular — l -

Adiposidade corporal —_

IGF-I| —_ — +




Tabela 7. Resumo dos resultados obtidos no estudo (continuacéo).

IGF-I — —_ —_

Lipidemia —

— —

Leptinemia —

Insulinemia — — +
Glicemia — —_ —_

pAkt(Thr308) — —_ —
pAkt(Ser473) — l —
pmTOR(Ser2448) — — —

pS6K1(Thr308) — l —

p4E-BP1(Thr70) — l _

CON: Controle. HF: Hiperlipidica. Travessado indica auséncia de efeito. Seta apontada para
cimaindica efeito positivo. Seta apontada para baixo indica efeito negativo. Sinal de adi¢édo
indica presenca de efeito.



7. DISCUSSAO

A prevaléncia global de obesidade configura-se como o principal
problema de saude publica da sociedade contemporanea, apresentando
relacdo com um conjunto de agentes etioldgicos que incluem fatores genéticos
e ambientais, sendo a dieta um dos mais importantes. Ressaltamos que 0s
periodos de desenvolvimento fetal e de crescimento pds-gestacional
representam importantes pontos de programacdo do fendtipo obesogénico e
que a dieta materna tem importante influéncia nesse fendmeno. Uma vez que
ja foram observadas alteracbes nas proles em resposta ao consumo materno
de dietas hiperlipidicas, procuramos, com este estudo, propor novos conceitos
para o enriqguecimento dos debates acerca deste assunto, para posterior
discusséo sobre estratégias que busquem reduzir o impacto do comportamento
obesogénico materno, proporcionando melhor qualidade de vida aos individuos
afetados.

Até onde sabemos, este é o primeiro trabalho que avalia o
desenvolvimento tecidual e a atividade das proteinas componentes da via do
MTOR no muasculo esquelético de animais neonatos e desmamados,
provenientes de matrizes alimentadas com uma dieta rica em acidos graxos
saturados, oferecida em apenas um ou em ambos os periodos de tratamento
(gestacdo e lactacdo). Em relacdo aos animais recém-nascidos, obtivemos
resultados inesperados quanto a atividade das proteinas relacionadas a via do
MTOR, de modo que questdes acerca dos possiveis mediadores envolvidos
foram propostas neste trabalho. Adicionalmente, dado que nossos resultados
referentes aos animais desmamados apresentaram efeito da dieta lactacional
sobre os diferentes marcadores estudados, concluimos que demonstrar a
influéncia das dietas gestacional e poOs-gestacional sobre esses animais,
configuraria a forma mais adequada de apresenta-los.

No texto que se segue, fazemos mengdo aos resultados obtidos e
propomos debates e explanacfes a respeito dos mesmos, buscando a

integracéo das informacdes para enriquecimento das conclusdes propostas.



7.1 Ratas gestantes e lactantes recebendo dieta hiperlipidica tém o

consumo absoluto reduzido

O perfil de &cidos graxos das dietas experimentais ainda nao foi
determinado e inferéncias acerca de seu consumo seriam imprecisas. Porém,
com o respaldo de informacdes de rotulagem e de estudos de composicdo de
alimentos (SILVA & GIOIELLI, 2006), especulamos que a oferta da dieta HL
provocou aumento no consumo materno de Acidos graxos saturados,
especialmente de palmitato e estearato.

Durante todo o periodo experimental, pudemos verificar diferencas
significantes no consumo alimentar entre os grupos estudados. A opcéo pela
apresentacdo da média semanal, em detrimento ao consumo absoluto e
energeético total, teve como base a intensa flutuacdo dos resultados individuais
existentes durante a gestacdo e a lactacdo, que refletem as demandas
especificas em cada momento apresentado. Segundo o National Research
Council (1997), o consumo alimentar de ratas tende a aumentar entre 10 e 20
% nos primeiro dias de gestacdo, subindo para cerca de 140 % até o 18° e
mantendo-se ascendente no periodo poés-natal, refletindo o aumento da
producdo de energia, a necessidade de sintese dos tecidos fetais e a producao
e secrecao constante de leite para a ninhada.

Como reportado anteriormente em trabalhos similares (GUO & JEN,
1995), as matrizes que recebiam a racao hiperlipidica durante a gestacao e/ou
a lactacdo apresentaram o0 consumo reduzido em praticamente todos o0s
periodos estudados. Esse fendbmeno tem como origem uma caracteristica da
espécie, representada por um mecanismo adaptativo que provoca o ajuste do
consumo alimentar, no intuito de obter-se apenas o aporte energético suficiente
para que o animal alcance suas necessidades diarias. Interessantemente, o
consumo do grupo HL/HL n&o diferiu significantemente do grupo CON/CON e
de ambos os grupos com dieta CON pos-gestacional na primeira e na terceira
semanas de lactacdo, respectivamente. Tal fato poderia indicar possiveis
indicios de desenvolvimento de distarbios na regulacdo hipotalamica do apetite,
comum entre animais submetidos ao consumo cronico de dietas obesogénicas
(FAM et al., 2007).
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Em condi¢des normais, com o intuito de manter-se o balango energético,
reguladores neurais (sensores nutricionais) sdo sensibilizados e geram sinais
para 0S circuitos nervosos que controlam o consumo alimentar e o gasto
energético (LEONARD & BERTHOUD et al, 2008). Esse fenémeno é
conhecido como regulacdo homeostatica da adiposidade e da massa corporal,
0 qual, em outras palavras, corresponde a um mecanismo adaptativo que
busca manter a homeostase em condi¢cdes de consumo de dietas que nao
atinjam ou ultrapassem as necessidades energéticas. Os mecanismos que
atuam sobre essa regulacdo compreendem uma extensa e complexa rede de
comunicacdo que inclui a atividade de hormonios, neurbnios e
neurotransmissores que serao citados mais adiante neste texto.

Uma vez que o consumo absoluto da racao hiperlipidica foi reduzido em
grande parte do estudo, o aporte de macro e micronutrientes também foi
afetado, resultando em menor consumo de proteinas, de acidos graxos
essenciais, de vitaminas e de minerais. Trabalhos anteriores demonstraram
alteracdes na composicao de fibras musculares de animais jovens em resposta
ao consumo materno de dietas pobres em proteinas (MALLINSON et al., 2007),
ao passo que um modelo com restricdo proteica materna estudado em nosso
laboratorio resultou em casos de inviabilidade da gestacdo, abortos
espontaneos e restricdo do crescimento fetal, com impacto no desenvolvimento
muscular esquelético no inicio da vida (dados enviados para publicacdo).
Assim, a alteracdo no consumo de nutrientes essenciais pode representar um
importante viés no modelo estudado, dadas as possiveis deficiéncias
provocadas sobre o estado nutricional das matrizes e dos filhotes.

No entanto, apesar dos possiveis efeitos relacionados as restricoes
maternas, desconhecemos, até o momento, trabalhos baseados em dietas
pobres em nutrientes especificos que tenham reproduzido com exatiddo os
efeitos observados neste estudo e acreditamos que o impacto do consumo da
dieta utilizada exerca influéncia caracteristica sobre os marcadores escolhidos.
Cabe ainda ressaltar que ajustes na racgao, tais como a suplementacédo dos
nutrientes restringidos, tornar-se-iam uma estratégia extremamente dificil, dada
a grande variacdo do consumo materno em resposta as diferentes demandas
em cada periodo da gestacdo e da lactacdo. Um possivel ajuste do consumo

da dieta controle, com intuito de gerar um grupo pair feeding também seria
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complicado, dado que as matrizes acabariam por sofrer grave restricao
energética e reducdo no crescimento fetal, como demonstrado por Olausson &
Sohlstron (2003).

Dessa forma, acreditamos que, apesar das limitacdes, a opcdo pela
dieta hiperlipidica, nos moldes utilizados, representa um modelo adequado
para o estudo dos efeitos do consumo materno de uma dieta obesogénica em
ratos, como ja exemplificado por outros autores (GUO & JEN, 1995;
FEREZOU-VIALA et al., 2007).

7.2 Canibalismo

Concomitantemente a reducdo do consumo, verificamos um
comportamento comum entre matrizes alimentadas com dietas que fogem as
recomendacOes para roedores em crescimento: em resposta ao consumo
excessivo de gordura (e consequente reducdo no consumo de nutrientes
essenciais), algumas ratas canibalizaram a prole. Em estudos anteriores,
também baseados na oferta de dietas ricas em &cidos graxos saturados no
periodo perinatal, o comportamento canibal por parte de algumas matrizes ja
foi identificado, como descrito no trabalho de Guo & Jen (1995), no qual tal
pratica ocorreu em cerca de 40 % das lactacbes. No presente trabalho,
observamos menor incidéncia desse comportamento entre as maes que
consumiram a dieta hiperlipidica, tanto na gestacdo quanto na lactacdo (30 %),
0 gque pode estar relacionado com as diferencas ambientais existentes.

Ressaltamos ainda o canibalismo praticado por uma mae do grupo de
animais que consumiram a dieta hiperlipidica apenas no periodo pos-
gestacional e a auséncia desse comportamento entre as maes que tiveram
uma dieta de “recuperacdo” na lactagcao apos serem submetidas a dieta HL
gestacional. Com base nesses fatos, podemos inferir que a dieta hiperlipidica
consumida no periodo lactacional pode ser determinante para a ocorréncia de
canibalismo de filhotes. No entanto, ndo podemos afirmar se 0s animais
canibalizados foram atacados ou se ja estavam mortos, dado que estudos
anteriores ja indicavam alta taxa de O6bito em animais cujas maes foram
alimentadas com dietas hiperlipidicas ou de cafeteria (ROLLS & ROWE, 1982;
BUE et al., 1989).
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Ainda que supormos que as maes atacaram seus filhotes, ndo podemos
afirmar, com certeza, qual seria a origem desse comportamento. Nesse
contexto, duas hipOteses nos parecem mais plausiveis: as restricbes
nutricionais as quais as matrizes foram submetidas podem ter gerado
deficiéncias que culminaram no atague e consumo das proles; ou a
consisténcia da racado HL pode ter provocado essa reacdo. Em relagédo a ultima
hipotese, ja é sabido que a alteracdo da uma dieta dura para uma mais macia,
leva a reducdo da mineralizacdo 6ssea da mandibula e a atrofia do muasculo
masseter em roedores, efeito relacionado com a redugdo da expressdo dos
IGF, de seus receptores (IGFR) e de suas proteinas de ligacado (IGFBP) nesse
tecido (URUSHIYAMA et al., 2003, TANAKA et al., 2007).

Uma estratégia para a exclusao do possivel efeito da consisténcia da
dieta HL sobre o comportamento materno em estudos futuros poderia ser o
fornecimento de objetos duros para serem roidos pelos animais durante o

periodo experimental como, por exemplo, tubos de PVC.

7.3 Dieta hiperlipidica materna provoca alteracbes na composicao
corporal dos filhotes no periodo de desmame

Diferentes composi¢des de dietas hiperlipidicas maternas tém levado a
resultados controversos no que se refere & massa corporal dos filhotes no
inicio de sua vida. Alguns trabalhos, que lancam mao de dietas enriquecidas
com lipideos unicamente, ou que o fazem com concomitante aumento da oferta
de carboidratos simples, demonstram tanto auséncia de efeito sobre o ganho
ponderal dos fetos e dos lactantes (BAYOL, SIMBI & STICKLAND, 2005;
FEREZOU-VIALA et al., 2007), quanto maior resposta sobre esses marcadores
(GUO & JEN, 2005; DEL PRADO, DELGADO & VILLALPANDO, 1997; CHEN
et al., 2008; ODAKA et al., 2010; YAMAGUCHI et al., 2010). Destaca-se que,
mesmo quando da auséncia de efeito sobre a massa corporal, 0 consumo
materno de dietas hiperlipidicas tende a promover alteracbes morfologicas
sobre a prole (BAYOL, SIMBI & STICKLAND, 2005).

No presente estudo, ndo observamos diferencas significantes em
relacdo a evolugcdo ponderal materna e dos filhotes entre os diferentes grupos

experimentais em todo o periodo experimental. No entanto, por intermédio da
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avaliacdo da composicdo quimica da carcaca, diferencas marcantes foram
encontradas nos volumes de massa magra e de massa adiposa entre 0s
animais com 21 dias de vida. Os resultados obtidos sugerem que ndo houve
efeito da dieta hiperlipidica gestacional sobre os lactentes, sendo que, em
resposta ao seu consumo durante a amamentacao, observamos alteragcbes que
incluiram aumento na adiposidade da carcaca, maior volume dos tecidos
adiposos brancos epididimal e subcutaneo e reducdo na umidade corporal.
Esses efeitos ja foram reportados anteriormente e ressaltam a importancia da
dieta materna durante a amamentagdo sobre possiveis alteracdes na
composicao do leite (DEL PRADO et al., 1999; BAYOL, SIMBI & STICKLAND,
2005; YAMAGUCHI et al., 2010).

De forma geral, a glandula mamaria é capaz de extrair a maior parte dos
nutrientes da circulacdo de forma independente dos sistemas regulatérios
maternos e, consequentemente, o leite produzido pode conter concentracdes
adequadas de nutrientes, mesmo em quadros de consumo materno marginal.
Todavia, em quadros de deficiéncia nutricional crbnica e em resposta a
marcantes variagdes morfolégicas maternas, podem ocorrer alteracdes na
composi¢cdo lactea, resultando em um leite com diferentes propriedades
nutricionais e bioativas (DEL PRADO et al., 1997; PICCIANO & MCDONALD,
2006).

Segundo Jensen (1999), a composicdo de acidos graxos do leite € um
ponto critico de regulacdo pela alimentacdo, sendo altamente susceptivel a
alteracdes na dieta e ao estado nutricional das matrizes. Tal efeito esta
relacionado a origem dos lipideos que sdo secretados na luz das glandulas
mamarias durante a producdo de leite, os quais provém de metabdlitos de
triacilglicerdis alimentares e de acidos graxos liberados dos coxins adiposos.
Nesse sentido, estudos indicam que dietas ricas em acidos graxos provocam
maior secrecdo absoluta de leite, aumento na concentracdo de lipideos e maior
proporcdo de &cidos graxos saturados em relagcdo aos insaturados (DEL
PRADO et al., 1997; DEL PRADO et al., 1999).

Del Prado et al. (1999) procuraram estudar os mecanismos que atuam
na regulagdo da composicdo dos lipideos do leite. Segundo os autores, a
producdo aumentada de lipideos na Iluz alveolar esta associada

majoritariamente com a transferéncia desses nutrientes do plasma para o leite,



com menor taxa de lipogénese na glandula mamaria. Assim, quando uma dieta
rica em lipideos é consumida, a composicéo de acidos graxos do leite tende a
refletir a sua composicao (HACHEY et al., 1989; DEL PRADO et al., 1999).

Nesse sentido, apesar da auséncia de analises comprobatorias no leite
materno, acreditamos que a dieta hiperlipidica, quando consumida no periodo
de lactacdo, tenha, provavelmente, provocado alteragbes na composicao
lipidica do mesmo, o que favoreceu 0 aumento na adiposidade corporal dos
lactentes, fato evidenciado pela maior concentracdo de gordura na carcaca e
pelo volume aumentado dos coxins adiposos subcutaneo e epididimal. Dentro
desse contexto, dois fatores devem ter sido cruciais para a génese desse
fendtipo: o consumo aumentado de &cidos graxos saturados e 0 maior aporte
energeético as proles.

Ja estd bem estabelecida a relacdo entre os acidos graxos saturados
dietéticos e a ocorréncia da obesidade, havendo, mais recentemente, a
descricdo de mecanismos que envolvem o estimulo a fatores de transcricao
promotores da lipogénese no tecido adiposo, caso do PPARy e da SREBP1.
Ambos séo altamente expressos no tecido adiposo e a sua grande gama de
funcBes inclui a inducdo da diferenciacdo de pré-adipocitos em células
maduras no tecido subcutdneo e a regulacdo positiva de importantes
horménios envolvidos na lipogénese e no acumulo de triacilglicerdis (ADAMS et
al., 1997; KLIEWER et al., 2001; SHARMA & STAELS, 2007). A expressao
desses fatores é sensivel as concentracfes plasméaticas de triacilglicerdis,
respondendo positivamente ao aumento de acidos graxos saturados, fato que
pode ocasionar perturbacdes na homeostase lipidica (FRUCHART, STAELS &
DURIEZ, 2001). Em estudos semelhantes ao nosso, foi demonstrada relacéo
direta entre a expressdao do PPARy e o aumento da adiposidade corporal em
animais lactentes, cujas maes consumiram dieta hiperlipidica no periodo
gestacional e pos-gestacional (YAMAGUCHI et al., 2010).

O presente trabalho foi marcado pelo aumento do volume do tecido
adiposo branco no inicio da vida dos animais em resposta ao consumo materno
de acidos graxos saturados, da mesma maneira que o observado no estudo de
Yamaguchi et al. (2010). No entanto, com os resultados obtidos, podemos

atribuir esse efeito ao consumo da dieta obesogénica durante a lactagdo, ndo
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havendo efeito da dieta hiperlipidica gestacional sobre esse marcador, ao
menos para os animais estudados no 21° dia de vida.

Devido ao consumo proporcional aumentado de acidos graxos
saturados, podemos especular que o consumo energético final da prole
também tenha sido afetado, como o observado por Del Prado et al. (1999).
Acreditamos, também, que o aumento da adiposidade corporal ainda tenha
sido responsavel pela hiperleptinemia detectada, que reflete provavel reducéo
da sensibilidade a leptina nos 6rgaos e tecidos alvo, caso do hipotdlamo. Uma
vez que a sinalizacdo da leptina € bloqueada, seus efeitos anorexigenos estédo
reduzidos — e o impacto esperado na regulacdo do apetite desses animais seria
0 aumento do consumo alimentar.

A resisténcia hipotalamica a leptina € caracterizada pela reducédo da
expressao de seu receptor Ob-Rb e do fator STAT3, que estimula a expressao
de neuropeptideos anorexigenos [proopiomelanocortina (POMC) e transcrito
regulado por cocaina e anfetamina (CART)], e pelo aumento da expressao do
supressor de citocinas 3 (SOCS3), antagonista da atividade da STAT3
(LEONARD & BERTHOUD, 2008). Além desses efeitos sobre a sinalizagdo da
leptina, destacamos a possibilidade de alteragcdes na densidade de neurdnios
do ndcleo arqueado do hipotalamo, que expressam e secretam o0
neuropeptideo Y (NPY), também estarem presentes, como ja observado
anteriormente (PLAGEMANN et al., 1999). Além disso, ja existem registros de
maior expressao génica do receptor de NPY em proles de matrizes
alimentadas com dieta hiperlipidica durante a gestacao e a lactacdo (CHEN et
al., 2008). Esses efeitos, somados a regulacdo negativa da sinalizacdo da
leptina, podem ter sido responsaveis por possivel aumento do consumo dos
lactentes, afetando severamente seu aporte energético.

Efeitos contrarios sobre a leptinemia foram observados nos animais
neonatos. Inicialmente, esperdvamos que a concentracdo sérica desse
horménio estivesse aumentada, refletindo o estado fisiolégico e metabdlico das
maes, uma vez que a leptina materna atravessa a barreira hemato-placentaria
(SMITH & WADDELL, 2003). Surpreendentemente, o resultado obtido foi
contrario a essa hipotese e o0s animais provenientes das maes HL tiveram
reducao na leptinemia, quadro outrora observado por Morris & Chen (2009) que

sugeriram reprogramacgdo, no nascimento, dos reguladores neuronais
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hipotalamicos do apetite e dos componentes da via de sinalizagéo da leptina
em resposta a obesidade materna. Vale ressaltar que a Ultima semana de
gestacdo parece ser crucial para essa programacdo em ratos (MORRIS &
CHEN, 20009).

A leptina pode ser secretada por diversos elementos fetais afora o tecido
adiposo, sendo o caso do estdbmago, da placenta, do coragéo, dos 0ssos e das
cartilagens (Bl et al., 1997; HOGGARD et al.,, 1997, BADO et al., 1998;
MORRIS & CHEN, 2009). E possivel que os animais, provenientes de maes
alimentadas com HL, tenham recebido maior aporte de leptina materna via
placenta, havendo atenuacdo da sua producdo enddgena, 0 que provocou
baixas concentracfes séricas desse horménio apos o periodo de espera até a
coleta de amostras. Outra explicacdo envolve a reducdo de transporte
placentario de leptina devido a possivel resisténcia na barreira hemato-
placentéria promovida pelas altas concentracdes de triacilglicerdis circulantes
nas maes (BANKS et al., 2004; MORRIS & CHEN, 2009).

7.4 Aumento da adiposidade corporal relaciona-se com a
hipertrigliceridemia e a hipercolesterolemia no desmame

Em nosso estudo, refletindo a falta de alteracbes morfoldgicas,
verificamos a auséncia de efeito da dieta hiperlipidica gestacional sobre o perfil
lipidico dos animais neonatos. Assim, tanto as concentracdes de colesterol
qguanto as de triacilglicerdis ndo foram alteradas no grupo de animais cujas
maes receberam a dieta hiperlipidica em um padrdo de resposta ja descrito
anteriormente (YAMAGUCHI et al., 2010).

Entretanto, ao avaliarmos a prole no 21° dia de vida, verificamos que o
consumo materno da dieta HL durante o periodo lactacional provoca
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Adicionalmente, uma vez que as
concentracbes de colesterol total e de triacilglicer6is correlacionam-se
positivamente com a adiposidade corporal (p<0,001 e p=0,004,
respectivamente; referentes a primeira coleta de sangue), observamos que o
perfil lipidico desses animais parece responder tanto ao consumo do leite
quanto a composi¢ao corporal. Propomos, ainda, que esse quadro mantém um

ciclo vicioso no qual o aumento das concentracdes séricas de triacilglicerodis e
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de colesterol ocorrem por influéncia da progressao do fenétipo obesogénico
que, por sua vez, € mantida pela hipertrigliceridemia. Ainda nesse contexto, a
progressao da adiposidade tem, como efeito, a resisténcia hepatica a insulina,
induzida pelo acumulo ectdpico de lipideos em uma condicdo conhecida por
esteatose hepatica. O quadro de resisténcia é acompanhado da superproducao
de particulas de lipoproteinas de densidade muito alta (VLDL) e,
consequentemente, da hipertrigliceridemia e da hipercolesterolemia (LEWIS et
al., 2002; BACK-NIELSEN, ALFORD & HOTHER-NIELSEN, 2004).

A resisténcia hepética a insulina, somada ao aumento do volume do
tecido adiposo, configurariam, dessa forma, os principais agentes etiologicos
gue atuaram na génese dos disturbios observados no perfil lipidico da prole em

resposta ao consumo materno pos-gestacional da dieta HL.

7.5 Alteracfes na glicemia pés-prandial sdo dependentes do tempo da

coleta e respondem as alteracdes na composicédo corporal

A glicemia pos-prandial dos animais eutanasiados na primeira coleta
apresentou tendéncia para aumento em resposta ao consumo da dieta
hiperlipidica e esteve correlacionada positivamente com a adiposidade corporal
dos animais, fenbmeno observado frequentemente em modelos de obesidade
induzida por dieta. Novamente, ressaltamos as possiveis alteracdes na
composicdo do leite materno que proporcionaram maior aporte de acidos
graxos saturados aos filhotes dos grupos HL pds-gestacional e consequente
progressdo das alteragbes na composicdo corporal, que levam ao
estabelecimento de um fendtipo obesogénico. A adiposidade aumentada pode
ter relacdo com maiores concentracdes de acidos graxos nao esterificados e de
hormdonios pré-inflamatérios que circulam no plasma e afetam a sensibilidade a
insulina nos tecidos periféricos, como descrito mais detalhadamente em itens
anteriores deste trabalho (FRANGIOUDAKIS & COONEY, 2005; NIETO-
VASQUEZ et al., 2008; WEI et al., 2008).

Andlises de acidos graxos nao esterificados ndo foram previstas
originalmente neste trabalho; porém, dado que as concentracdes de TNF-a no
soro dos lactentes ndo sofreram efeito das alteragcbes morfoldgicas,

acreditamos que a concentracdo desses lipideos no soro dos animais, cujas



maes receberam dieta HL pds-gestacional, possa estar aumentada e atuar
como antagonista da sensibilidade periférica a insulina. Ainda, uma vez que a
tendéncia para aumento da glicemia so foi detectada na primeira coleta (0 ),
acreditamos que as alteracdes fisioldégicas e morfoldgicas, as quais 0os animais
foram submetidos, interferem diretamente na captacdo celular de glicose
proveniente do leite materno.

Em contraste aos possiveis efeitos do consumo do leite oriundo de
matrizes HL durante a lactacdo sobre o metabolismo da glicose, nao
observamos alteragdes significantes nas concentragdes de insulina na prole.
Verificamos, no entanto, diferenca isolada entre os grupos HL/CON e HL/HL,
havendo menores concentracdes desse analito no grupo HL/HL no periodo da
segunda coleta (90 “). Dado que ambos os grupos de animais derivam de maes
que receberam dieta HL durante a gestacdo, podemos propor a possivel acdo
de mecanismos epigenéticos que podem constituir programacdo fetal com
respostas em curto prazo. Com isso, queremos apontar a tentativa de
adaptacdo ao leite produzido em resposta ao alto consumo gestacional
materno de &cidos graxos saturados, com o intuito de aumentar a taxa de
depuracéo de insulina.

No trabalho de Dyrskog, Gregersen & Hemansen (2005), foram
estudados animais jovens provenientes de maes que receberam uma dieta
hiperlipidica durante a gestacdo e a lactacdo, ou ambas, e que foram
desmamados recebendo racdo controle ou racdo hiperlipidica. Nesse caso, foi
verificada menor capacidade secretéria das ilhotas pancreaticas no grupo de
animais cujas maes receberam a dieta controle na lactacdo apés uma gestacao
com dieta HL, efeito ndo observado nos animais cujas maes receberam a dieta
HL por todo o periodo experimental e que ainda receberam a mesma dieta
apos a lactagao. Os autores propuseram um “efeito protetor” provocado pelo
consumo da dieta HL no periodo gestacional, que favorece a manutencdo do
controle fisiol6gico da insulina em caso de consumo desse tipo de dieta apés o
nascimento.

Tal fenbmeno pode ser observado no presente estudo, em que ha
tendéncia para a hiperinsulinemia do grupo HL/CON quando comparado ao
grupo HL/HL. As diferencas nas respostas observadas neste trabalho em

comparacao ao supracitado derivam das diferentes abordagens metodoldgicas



utilizadas, que incluem idade de coleta, periodo de jejum e composicdo e

tempo de exposicéo as dietas.

7.6 Resultados paradoxais em relacdo a atividade da via da insulina no

musculo esquelético dos animais neonatos

Tanto a insulina quanto o IGF-1 possuem receptores plasmaticos comuns
a ambos e estimulam a transducdo de um sinal intracelular neles originado.
Esse sinal € transmitido a partir dos substratos dos receptores de insulina e,
em ultima instancia, encontra a proteina quinase B ou, simplesmente, Akt, que
desencadeia uma série de eventos fisiologicos. O upstream imediato da Akt
nessa via é a PDK, que provoca a sua fosforilacdo no residuo de treonina 308,
ativando-a e tornando-a apta a participar de mecanismos anabdlicos, como o
estimulo ao MTOR e a captacdo de glicose em tecidos insulino-sensiveis
(TANIGUCHI, 2008). Uma vez que o0s animais neonatos deste estudo
apresentaram reducdo nas concentracfes séricas do IGF-I, procuramos
estudar os possiveis efeitos desse déficit sobre a ativacdo da Akt, dada a sua
importancia para a ativagéo plena do mTOR, foco deste estudo.

Antes, cabe ressaltar que a leptina também regula a atividade da Akt em
tecidos insulino-sensiveis, sendo que esse efeito ocorre de maneira indireta.
Um dos alvos da leptina em tecidos periféricos € a AMPK que, através da
sinalizagdo por esse hormdnio, tem a sua atividade inibitéria sobre a Akt
reduzida, proporcionando aumento da atividade desta Ultima (LONG &
ZIERATH et al., 2006).

Surpreendentemente, a fosforilacdo da Akt no residuo citado esteve
aumentada no muasculo gastrocnémio do grupo de recém-nascidos
provenientes de matrizes HL. Esse efeito paradoxal ndo deve ter relagcdo com
as concentracdes reduzidas de IGF-I e de leptina, tampouco com a
concentracdo de insulina — que ndo foi alterada. Para a elucidacdo desse
efeito, mais analises seriam necessarias, além de levadas em consideracéo as
acOes de outros efetores da Akt. Dentro da proposta deste trabalho, até o
presente momento, ndo podemos afirmar com certeza a etiologia dos efeitos
sobre essa proteina e desconhecemos trabalhos semelhantes que tenham

obtido tal resultado.



Com relagcdo aos animais lactentes, ndo observamos efeito das dietas
HL fetal e pds-gestacional sobre a fosforilagdo da Akt no residuo de treonina
308, o que reflete os resultados ja descritos com relacdo as concentracfes
séricas de glicose e de insulina, além da falta de interferéncia da dieta sobre a

concentracéo de IGF-I.

7.7 Reducdo do desenvolvimento muscular esquelético em resposta ao
consumo materno da dieta hiperlipidica é dependente do periodo de

intervencao

Uma vez configurado o quadro metabdlico e fisiologico do modelo
utilizado, passamos a estudar as interferéncias dos diferentes indicadores
sobre o desenvolvimento tecidual e sobre mecanismos de sintese proteica no
musculo esquelético. Inicialmente, a fim de investigarmos o impacto da dieta
hiperlipidica materna sobre o desenvolvimento muscular esquelético da prole,
avaliamos a massa muscular e a massa muscular mais alguns marcadores
histoldgicos de musculos da pata dos animais neonatos e recém-desmamados,
respectivamente.

Quando avaliada a massa do musculo gastrocnémio dos animais recém-
nascidos, verificamos que ndo houve efeito da dieta materna sobre o
desenvolvimento desse tecido. Zhu et al. (2008), em um estudo envolvendo
overfeeding de ratas, demonstraram aumento na massa do muasculo
semitendineo de fetos de matrizes obesas. Contudo, por meio de andlises
histol6gicas desses tecidos, 0os autores consideraram a ocorréncia de reducao
do desenvolvimento muscular, devido a densidade reduzida de miocitos
observados. Uma vez que analises semelhantes ndo foram concretizadas nos
tecidos musculares dos animais recém-nascidos do presente estudo,
comparacdes com trabalhos semelhantes sdo levianas e dificeis de serem
debatidas. Propomos apenas que a auséncia de alteracdes na massa muscular
desses animais pode ter mascarado possiveis diferencas na composicao desse
tecido, de modo que a avaliagdo ponderal ndo constitui um bom marcador do
desenvolvimento muscular esquelético.

Em relacdo aos animais desmamados, em contraste aos resultados

inconclusivos obtidos com 0s recém-nascidos, verificamos sinais claros de



alteracdes no desenvolvimento do musculo esquelético em resposta a dieta HL
materna lactacional. Esses sinais foram caracterizados pela reducdo nas
massas relativas dos musculos séleo e gastrocnémio e pela diminuicdo do
namero de fibras musculares por campo Optico observado, resultando em
menor densidade de midcitos por campo. Tal resultado pode ter diversas
etiologias, refletindo possivel aumento do espaco intersticial, acimulo de
gordura intramuscular e/ou infiltracdo de mondcitos (Zhu et al., 2009).

Em 2005, Bayol, Simbi e Stickland administraram uma dieta de cafeteria,
rica em &cidos graxos saturados e sacarose, a ratas durante os periodos
gestacional e lactacional, sendo que avaliaram cortes histolégicos do musculo
semitendineo dos filhotes no 21° dia de vida. Nesse estudo, os autores
puderam observar que o desenvolvimento do musculo esquelético havia sido
prejudicado, com reducdo da area de seccdo transversa do muasculo e do
namero de midcitos por sec¢do, além de acumulo de gordura intramiofibrilar.
Afora os resultados supracitados, obtidos nas analises histologicas em nosso
trabalho, ndo encontramos efeito da dieta HL pds-gestacional sobre a area de
seccdo transversa do musculo gastrocnémio, tampouco sobre o numero de
total de midcitos por area muscular. Esses dados diferem daqueles obtidos no
estudo de Bayol, Simbi e Stickland (2005), o que, provavelmente, reflete as
peculiaridades de cada tipo de dieta.

Existe ainda a possibilidade das limitagbes metodoldgicas terem
provocado resultados falso-negativos. Para a analise histolégica, selecionamos
uma porcdo medial considerada, arbitrariamente, a de maior diametro do
musculo gastrocnémio, para que fossem feitos os cortes. Uma vez que essa
analise era profundamente subjetiva e dependia da qualidade dos cortes
realizados — cortes longitudinais e/ou artefatados configuravam cortes
inapropriados e eram descartados, havendo maior desbaste do bloco em
algumas amostras —, consideramos, a0 menos neste estudo, a seccéo
muscular transversa um marcador de menor precisdo que a relagdo area de

midcitos/area do campo observado.



7.8 Dieta hiperlipidica fetal provoca maior fosforilacgo do mTOR no
musculo esquelético do rato neonato sem aumento da sinalizacéo

downstream

O objetivo original e principal de nosso trabalho foi a de caracterizar, em
muasculos esqueléticos de ratos no inicio da vida, o impacto do consumo
materno de uma dieta baseada no consumo de acidos graxos saturados, sobre
alguns pontos de regulacao da atividade da via que possui como eixo central a
proteina quinase mTOR, a qual representa um “gargalo” para a sinalizagao
proveniente de diversos estimulos mitogénicos ou ndo, 0s quais atuam na
regulacdo de enorme gama de processos fisiolégicos que regem a homeostase
do midcito no inicio da vida de mamiferos.

A escolha pela avaliacdo da fosforilacdo do préprio mTOR, da 4E-BP1 e
da S6K1 teve como base a tendéncia de estudos recentes em utilizar esses
marcadores para determinar a sinalizacdo proveniente de aminoacidos, do
estado energético celular e de horménios mitogénicos sobre possivel efeito na
sintese proteica em diversos tipos celulares (ATHERTON et al.,, 2005;
KOOPMAN et al., 2006; GLEASON et al.,, 2007; VARY et al.,, 2007).
Entendemos que alteracbes na fosforilacdo dessas proteinas per se nao
confirmam o aumento da atividade dessa via e o estimulo ao processo de
traducdo de RNAmM na sintese de proteinas, havendo a necessidade de mais
marcadores para uma inferéncia precisa. Todavia, 0s resultados abaixo
apresentados certamente atuardo como subsidio para estudos posteriores que
poderao explorar esse modelo de forma mais aprimorada.

Inicialmente, demonstramos que, em animais neonatos, a dieta
hiperlipidica materna produziu efeitos controversos relativos a fosforilacdo do
MmTOR. Em resposta a dieta HL, os animais apresentaram aumento da
fosforilagdo dessa proteina no residuo de serina 2448, que é o sitio pelo qual
aminoacidos, insulina e IGF-I a ativam. Esse efeito ocorreu concomitantemente
ao aumento da fosforilacdo da Akt no residuo de treonina 308, o que
demonstra possivel sinalizacdo proveniente da insulina e do IGF-I (TANIGUCHI

et al., 2008). Curiosamente, como ja exposto, a concentracdo de insulina ndo



estava alterada e a de IGF-I foi reduzida no momento do nascimento desses
animais.

No estudo conduzido por Khamzina et al. (2005), propds-se que a
atividade dos componentes da via da insulina e do mTOR em animais obesos
era tempo dependente e que, no estado basal — sem o estimulo da insulina — a
fosforilagdo do mTOR e da Akt estavam aumentados. Uma vez que, no
nascimento, podemos entender que o estado fisiolégico dos animais recém-
nascidos corresponde a um reflexo do estado materno, podemos supor que a
atividade da via no musculo esquelético responde a regulagdo proporcionada
pela mée obesa.

Assim, ao confrontarmos nossos resultados com os obtidos no trabalho
de Zhu et al. (2008), verificamos resultados conflitantes. Os autores avaliaram
o efeito da obesidade materna induzida por overfeeding sobre o musculo
esquelético de fetos de ovelhas e detectaram reducdo na fosforilacdo do
MTOR, da 4E-BP1 e do residuo de Serina 473 da Akt, que é alvo da
fosforilacdo pelo mMTOR e necessaria para sua completa ativacdo. Nesse caso,
0s autores propuseram um quadro de resisténcia periférica a insulina e ao IGF-
I, evidenciado pelo aumento das concentracdes desses hormonios e pela
reducdo da atividade da PI3K, fato que provocou a regulacdo negativa do
MmTOR.

A reducdo na sensibilidade periférica a insulina e ao IGF-| afeta a funcéo
do mTOR, dado que ambos representam potentes efetores positivos de sua
atividade através da transducéo do sinal via Akt. No contexto fisiologico, essa
resisténcia € acompanhada por aumento nas concentracdes séricas de insulina
e de IGF-I, quadro desenvolvido com o propdsito de manutencdo da glicemia
aumentada e em resposta a auséncia de feedback regulando negativamente a
sua expressdo e a sua secrecdo em hepatoécitos, midcitos e ceélulas beta
pancreaticas (BACK-NIELSEN, ALFORD & HOTHER-NIELSEN, 2004).

Como ja citado, ndo detectamos diferencas significantes sobre as
concentracdes de insulina e de glicose e, adicionalmente, observamos que a
concentracdo de IGF-I esteve reduzida em resposta ao consumo materno da
dieta obesogénica. Cremos em duas explicacdes plausiveis para essas

diferencas marcantes nos resultados obtidos, sendo que a primeira refere-se
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ao periodo de coleta das amostras e a segunda ao delineamento metodol6gico
proposto.

No estudo de Zhu et al. (2008), os animais foram retirados
cirurgicamente dos Uuteros maternos e imediatamente eutanasiados. O
ambiente intrauterino apresenta constante influxo de nutrientes e metabdlitos
provenientes da mae por via placentaria, de modo que podemos considerar
gue o0s animais encontram-se em constante estado pos-prandial, apresentando
elevadas concentracdes séricas de glicose, de acidos graxos, de aminoacidos
e de horménios anabdlicos, como a insulina e o IGF-I (MURPHY et al., 2006;
SIBLEY, 2009; SFERRUZZI-PERRI et al., 2010).

Porém, em nosso trabalho, os animais foram eutanasiados no primeiro
dia de vida, com cerca de 150 minutos apds o nascimento, periodo
considerado de jejum e acompanhado de redugcdo na glicemia, como ja
demonstrado por Heng & Kliegman (1990). Propomos, assim, que 0s animais
encontravam-se em estado basal ou hipercatabdlico, quadro originado pela alta
taxa metabdlica basal dos filhotes neonatos, o que estaria contribuindo para o
mascaramento de possiveis alteragbes na atividade das proteinas que
compdem a via do mTOR, as quais, segundo Kimball et al. (2000), estéo
reguladas negativamente no jejum do neonato. Nesse sentido, destaca-se que
esse periodo é acompanhado por reducdo na energia celular livre (menores
concentracbes de ATP e outros compostos de alta energia), 0 que provoca a
ativacdo da AMPK, efetora positiva da TSC2 através da fosforilacdo dos
residuos Thr1227 e Ser1345, levando a regulac@o negativa do mTOR (INOKI et
al., 2003).

Ressalta-se, ainda, o fato de que o trabalho anterior utilizava um modelo
de consumo alimentar excessivo em detrimento do consumo da dieta
hiperlipidica para inducdo da obesidade materna. Ademais, outras diferencas
no delineamento experimental, como o organismo escolhido e o tempo de
exposicdo a dieta, podem ter influenciado os resultados, contribuindo para a
génese das diferencas marcantes na caracterizacdo do estado fisiologico dos
animais nos diversos estudos. Com as diferencas metodologicas propostas,
podemos entender as origens dos contrastes nos resultados apresentados

entre este e trabalhos semelhantes.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2401587

Em relagéo aos dados aqui apresentados de fosforilagdo do mTOR nos
musculos dos neonatos, destacamos a sua resposta a fosforilagdo aumentada
da Akt. Independentemente da origem desse fenbmeno, demonstramos que
essa Ultima tem efeito positivo sobre o0 mTOR no modelo estudado, como ja
observado em trabalhos anteriores (NAVE et al., 1999). Porém, ressaltamos
que a atividade proteina quinase do mTOR pode néo ter sido aumentada, fato
evidenciado pela auséncia de diferenca significante entre os dois grupos sobre
a fosforilac@o das proteinas downstream, 4E-BP1 e S6K1.

Durante o desenvolvimento fetal, podemos observar intenso processo de
diferenciacdo de células precursoras em células maduras. Uma linhagem
dessas células € denominada mesenquimal e compreende células
pluripotentes com a habilidade de diferenciarem-se em grande variedade de
tipos celulares, dentre 0os quais destacamos os mioblastos que, a partir de
estimulos adequados, dardo origem a miocitos maduros.

Trabalhos recentes ressaltam a importancia biologica da atividade
qguinase-independente do mTOR nos mecanismos de diferenciacdo de células
mesenquimais em miécitos. Erbay et al. (2001; 2003) demonstraram de forma
precisa que a inativacdo do mTOR através do tratamento com rapamicina leva
a reducao da miogénese e que a sua funcédo nesse contexto envolve multiplos
processos biolégicos que néo incluem a regulacao da tradu¢cdo de RNAmM. Os
autores propdem que a atividade do mTOR esta, em verdade, relacionada a
expressdo génica do fator de crescimento IGF-Il e a posterior indugdo da
expressao de importantes fatores relacionados a miogénese.

Assim, acreditamos que a auséncia do aumento da atividade quinase do
MTOR em resposta ao aumento do consumo materno de acidos graxos
saturados nao exclui agbes do mesmo sobre a expressdao de IGF-II.
Especulamos ainda que o possivel aumento na expressdo de IGF-Il possa
resultar em atividade autocrina do horménio sobre as células do tecido
muscular, resultando no aumento da fosforilagdo da Akt (Thr308) observado,
via ativagdo da PI3K (ERBAY et al., 2003). A auséncia de analises especificas
sobre a expresséo e secrecado de IGF-Il ndo nos permite levantar afirmacdes
precisas, mas, acreditamos que essa seja uma justificativa plausivel para a
ativacdo aumentada da Akt em um quadro fisioldgico de baixas concentracdes

séricas de IGF-I e de leptina.
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7.9 Dieta hiperlipidica materna no periodo po6s gestacional afeta a
fosforilacdo das proteinas alvo do mTOR em resposta ao consumo do

leite

J& demonstramos que, quando ratas sdo alimentadas com uma dieta
rica em acidos graxos saturados durante a amamentacdo, o possivel efeito
provocado no leite induz alteracbes morfolégicas no musculo esquelético, com
aparente impacto no desenvolvimento tecidual. A etiologia desse fenbmeno
ainda ndo esta totalmente elucidada na literatura e os autores buscam
investigar alteracdes na expressdo de diversos genes relacionados ao
crescimento. Porém, até o presente momento, desconhecemos trabalhos que
tenham estudado a atividade das proteinas componentes da via do mTOR
nesse contexto. Como discutido anteriormente, a atividade das proteinas
componentes dessa via reflete o consumo alimentar e o estado nutricional dos
individuos, sendo altamente sensivel as concentracdes de horménios e de
nutrientes. Dessa forma, com relacdo ao estudo dos animais lactentes,
acreditamos no potencial dos efeitos do leite materno e do estado nutricional
sobre possiveis alteracdes na fosforilacdo dessas proteinas

Inicialmente, em contraste aos efeitos do consumo materno da dieta
hiperlipidica sobre os animais neonatos, observamos reducdo na atividade
quinase do mTOR no 21° dia de vida dos lactentes em resposta ao consumo
materno da dieta hiperlipidica na lactacdo. Apesar da auséncia de alteracdes
na fosforilacdo do préprio mTOR, detectamos efeito da dieta hiperlipidica
materna pos-gestacional sobre a reducdo da fosforilacdo em residuos
especificos das proteinas alvo, caso da 4E-BP1, da S6K1 e da Akt (no residuo
Ser473). Os resultados obtidos parecem responder as alteracdes fisiologicas e
morfolégicas que provavelmente derivam das diferencas na composi¢cdo do
leite materno.

Cabe ressaltar que esses resultados referem-se ao periodo da primeira
coleta de amostras, ndo havendo, no entanto, efeito observado apos 90
minutos. O periodo de jejum utilizado foi escolhido com base no trabalho de
Norton et al. (2009), no qual ratos obtinham o pico de atividade das proteinas

da via do mTOR apds 90 minutos do consumo de uma refeicdo completa,



havendo rapida reducéo da sua fosforilagdo apds esse periodo. Nesse caso, 0s
pesquisadores lancaram mao de um modelo com animais adultos cuja
linhagem diferia da utilizada neste trabalho. A taxa metabdlica basal de animais
lactentes estd aumentada em comparacdo a animais maduros, sendo que o
periodo de 90 minutos pode configurar jejum prolongado, no qual novos
efetores — dentre os quais destacamos fosfatases e outras quinases — podem
participar da regulacéo negativa dos processos anabdlicos.

Acreditamos que as alteracfes na composi¢ao corporal, observadas nos
animais com 21 dias de idade, tenham sido determinantes para a reducao na
transdugdo do sinal da via do mTOR no nosso trabalho. Essas alteragbes
morfologicas resultaram em um fendtipo obesogénico e acabaram por provocar
distarbios metabdlicos e fisioldgicos, caracterizados pela glicemia aumentada,
pela possivel resisténcia central e periférica a leptina e pelo desenvolvimento
inadequado do musculo esquelético. Cabe ressaltar que o termo resisténcia a
insulina ndo é adequado nesse modelo, dado que ndo se pode afirmar com
certeza se animais nessa idade apresentam todos o0s sinais caracteristicos
desse distarbio — e testes de tolerancia a glicose e a insulina para o estudo de
curvas glicémicas seriam estressantes.

Propomos, no entanto que a possivel reducdo na transducao do sinal da
insulina possa levar a reducédo da atividade estimulatéria da Akt sobre o mTOR
e, consequentemente, da fosforilacdo das proteinas alvo, como o observado na
reducdo da fosforilacdo da 4E-BP1, da S6K1 e do residuo de serina 473 da
Akt. Entretanto, lembramos que a reducédo na fosforilacdo do préprio mTOR e
da Akt no residuo de treonina 308 — proveniente da transducdo do sinal da
insulina —, ndo foi estatisticamente significante e, por conta desse fato,
especulamos que a reducdo na transmissado do sinal da insulina pode ter
contribuido, mas néo representou o Unico elemento responsavel pelos efeitos
observados na via do mTOR.

Nesse sentido, a inferida reducdo na sensibilidade a leptina pode ter
representado efeito aditivo sobre a regulacdo da atividade do mTOR. Em
tecidos periféricos que expressam o receptor Ob-Rb, a transmissédo do sinal
gerado pela leptina resulta na fosforilacdo e na inativacdo da AMPK, que é
efetor negativo do mTOR. Se a transducdo desse sinal esta reduzida, o efeito

final € 0 aumento da atividade da AMPK e a consequente modulacédo negativa



da fosforilagdo do mTOR. Cabe ainda ressaltar que redugdes da sensibilidade
hipotalamica a leptina podem interferir na atividade da Akt no musculo
esquelético, como proposto no recente estudo de Roman et al. (2010), que
demonstrou, pela primeira vez, o potencial da acdo da leptina no hipotalamo
sobre o estimulo a fosforilagdo da Akt no musculo esquelético. Dessa forma, a
possivel resisténcia central a leptina pode configurar outro sitio de regulacao,
que pode ter participado na génese dos resultados obtidos com relacdo a
atividade da via do mTOR no musculo esquelético dos lactentes.

Com base em todos os resultados apresentados, relativos a atividade do
MTOR no musculo do lactente, sugere-se que a reducdo da ativacao
observada ocorre pela acédo de diversos fatores oriundos do quadro fisiolégico
e metabdlico do modelo estudado. Em outras palavras, acreditamos que as
alteracbes proporcionadas pelo consumo materno de 4cidos graxos saturados
durante a amamentacgéo tenham sido cruciais para a alteragéo da sensibilidade
dessa via. Acreditamos também que, dado que esse mecanismo é importante
para o aumento da sintese proteica em neonatos (KIMBALL et al., 2000), fato
essencial para o crescimento e a divisao celulares, a reducdo da atividade da
via do mTOR tenha sido determinante para as alteracdes morfologicas

observadas no tecido muscular esquelético.
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8. CONCLUSOES

No presente estudo, tivemos a oportunidade de observar interessantes

fendbmenos relacionados a regulacdo metabdlica e fisiolégica da prole em

resposta ao consumo materno da dieta hiperlipidica. Ao final do mesmo,

concluimos que:

O consumo materno de dietas ricas em &cidos graxos saturados
durante os periodos gestacional e lactacional provoca altera¢des da
atividade da via do mTOR no musculo esquelético, sendo, essa
regulacdo, dependente da idade e do estado fisiologico desses

animais.

A possivel progressdo da obesidade materna durante o periodo
gestacional resulta em aumento da fosforilagdo da Akt e do mTOR
no musculo esquelético da prole, apesar da reducdo das

concentracdes séricas de leptina e de IGF-I.

A dieta hiperlipidica materna pdés-gestacional, em detrimento da
dieta hiperlipidica gestacional, foi determinante para o
desenvolvimento do fen6tipo obesogénico nos lactantes, provocando
aumento da massa adiposa, alteragcdes da morfologia do tecido
muscular esquelético, aumento da leptinemia e da lipidemia e
reducado da atividade da via do mTOR no musculo. O possivel efeito
observado sobre os lactentes pode refletir alteracbes na composicéao
lactea de acidos graxos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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