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“That the nature of the relationship, by which
all living and extinct beings are united by
complex, radiating, and circuitous lines of

affinities into one grand system”.

Charles Darwin, 1859



RESUMO

O desenvolvimento muscular, conhecido como miogénese, ¢ regulado por processos altamente
ordenados que podem ser afetados por condi¢cdes do ambiente. O estado nutricional da
progenitora ¢ um fator determinante para os eventos durante o desenvolvimento fetal.
Alteracdes no aporte de nutrientes podem alterar os padroes de obtencdo de energia da prole,
modificando as preferéncias metabdlicas e podendo levar a desbalangos do sistema
antioxidante, que podem atuar negativamente no processo de ativagao génica. Esse estudo visou
avaliar o efeito da suplementacdo com doses elevadas de 4acidos graxos sobre o
desenvolvimento das proles. Foram utilizadas 30 ratas da linhagem Wistar, divididas em 3
grupos experimentais: controle (CTLE), suplementadas antes do acasalamento, durante a
gestacdo e a lactacdo com 4 g/kg de d6mega 3 (SPL3) ou 6mega 6 (SPL6). Apds o nascimento,
o numero de filhotes por ninhada foi contabilizado e o ganho de peso individual foi mensurado
até a data da eutanasia dos animais aos 60 dias de idade. Os 6rgdos coletados foram pesados e
os musculos soleo (SOL), extensor longo dos dedos (EDL) e plantar (PLAN) foram submetidos
a andlises bioquimicas e morfoldgicas. O leite das progenitoras suplementadas apresentou
maior aporte lipidico e proteico e peso dos tecidos adiposos do que as CTLE. As proles SPL3
e SPL6 apresentaram maior mortalidade, menor crescimento, e maior indice de Lee quando
comparadas as CTLE. A suplementagdo materna também promoveu aumento do peso dos
tecidos adiposos, no peso dos musculos SOL, EDL e PLAN nas respectivas proles. Entretanto,
o comprimento dos mesmos musculos foi maior nos animais CTLE em comparacdo aos SPL3
e SPL6. Notou-se que as proles de maes suplementadas apresentaram o metabolismo energético
e o sistema antioxidante alterados nos musculos SOL e EDL, sendo que houve diminui¢do do
metabolismo de carboidratos assim como, aumento da atividade das enzimas do sistema
antioxidante e aumento da peroxidagao lipidica. Tratando-se da morfologia do musculo PLAN,
foi possivel observar diminui¢ao da presenga de fibras do tipo I € aumento das fibras tipo II nos
animais SPL3 e SPL6. Ressalta-se, portanto, que o aumento da disponibilidade de lipidios
durante o desenvolvimento da prole, interfere na diferenciagcdo das fibras musculares, alterando
o padrdo de metabolismo muscular, levando a maior geragao de espécies reativas de oxigénio,
sendo caracteristicas prejudiciais ao organismo que podem levar a diversas sindromes
metabolicas.

Palavras-chave: Miogénese. Metabolismo Energético. Espécies Reativas de Oxigénio.



ABSTRACT

Muscle development, known as myogenesis, is regulated by highly ordered processes that can
be affected by environmental conditions. The nutritional status of the mother is a determining
factor for events during fetal development. Alterations in the supply of nutrients can alter the
patterns of obtaining energy from the offspring, modifying metabolic preferences and may lead
to imbalances in the antioxidant system, which can negatively affect the process of gene
activation. This study aimed to evaluate the effect of supplementation with high doses of fatty
acids on the development of offspring. Thirty female Wistar rats were used, divided into 3
experimental groups: control (CTLE), supplemented before mating, during pregnancy, and
lactation with 4 g / kg of omega 3 (SPL3) or omega 6 (SPL6). After birth, the number of pups
per litter was counted and the individual weight gain was measured until the date of euthanasia
of the animals at 60 days of age. The organs collected were weighed and the soleus (SOL), long
finger extensor (EDL), and plantar (PLAN) muscles were subjected to biochemical and
morphological analysis. The milk of the supplemented parents showed a higher lipid and protein
intake and weight of adipose tissues than the FICF. The SPL3 and SPL6 offspring showed
higher mortality, less growth, and a higher Lee index when compared to the STC. Maternal
supplementation also promoted an increase in the weight of adipose tissues, in the weight of
the SOL, EDL, and PLAN muscles in the respective offspring. However, the length of the same
muscles was greater in CTLE animals compared to SPL3 and SPL6. It was noted that the
offspring of supplemented mothers had an altered energy metabolism and antioxidant system
in the SOL and EDL muscles, with a decrease in carbohydrate metabolism as well as an increase
in the activity of enzymes in the antioxidant system and an increase in lipid peroxidation.
Regarding the morphology of the PLAN muscle, it was possible to observe a decrease in the
presence of type I fibers and an increase in type II fibers in animals SPL3 and SPL6. It is
noteworthy, therefore, that the increase in the availability of lipids during the development of
the offspring, interferes with the differentiation of muscle fibers, altering the pattern of muscle
metabolism, leading to a greater generation of reactive oxygen species, being harmful
characteristics to the organism that can lead to several metabolic syndromes.

Keywords: Myogenesis. Energy Metabolism. Oxygen-reactive species.
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1.0 INTRODUCAO
1.1 CONTEXTUALIZACAO

O crescente consumo de alimentos ricos em lipidios ¢ uma caracteristica que acompanha
o desenvolvimento da populagdo humana, e um dos principais fatores para o desenvolvimento
da sindrome metabdlica, diabetes mellitus tipo 2 e outras doengas cronico-degenerativas nao
transmissiveis (ROCCISANO et al, 2019; SILVA; MORAES; GONCALVES-DE-
ALBUQUERQUE, 2020; SIMOPOULOS, 2016; URIHO et al., 2019). Contudo, ¢ conhecido
o efeito benéfico do consumo de 4cidos graxos poli-insaturados da familia dmega 3 (®-3) na
reducao do risco de doengas cardiovasculares ¢ outras comorbidades associadas ou nao a
obesidade (SIMOPOULOS, 2020; SIMOPOULOS; DINICOLANTONIO, 2016; URIHO et al.,
2019).

Dentre os principais efeitos dos AGPIs -3 estdo a modulag@o do processo inflamatdrio,
equilibrio do sistema antioxidante e redugdo dos danos oxidativos, homeostase lipidica e
redug¢do dos danos causados pela dislipidemia (CALDER, 2015; SIMOPOULOS, 2020;
URIHO et al., 2019). Também tem sido demonstrado pela literatura que a ingestdo desses
AGPIs ¢ fundamental durante a gestacdo, auxiliando no correto desenvolvimento do sistema
nervoso central (DUNLAP; HEINRICHS, 2009; SABLE et al., 2012). Sendo assim, a
suplementagdo alimentar com esses acidos graxos tem sido fortemente estimulada entre

gestantes.

No entanto, alguns autores apontam que a ingestdo de ®-3 em excesso pode acarretar
prejuizos similares aqueles decorrente das altas concentracdes ®-6 presentes nas dietas
ocidentais modernas, como aumento dos processos inflamatorios e danos oxidativos, ganho de
peso e alteracdes metabolicas e estruturais (BIANCONI et al., 2018; CHURCH et al., 2010).
Neste sentido, o estado nutricional das progenitoras ¢ essencial para o desenvolvimento
adequado do embrido, sendo que perturbagdes do equilibrio ideal de nutrientes podem afetar
irreversivelmente o padrao metabodlico da prole (EASTON; REGNAULT, 2020; SHRESTHA
etal.,2020b; YAN et al., 2013).

Dentre os tecidos suscetiveis as alteragdes no padrao metabolico durante o
desenvolvimento embriondrio, o musculo estriado esquelético apresenta grande risco de
altera¢des induzidas por tais mudangas(CABECO et al., 2012; MCCURDY et al., 2016).

Dentre os principais efeitos conhecidos do excesso de lipidios durante o desenvolvimento
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muscular estdo: a reducao do padrao de expressao de genes reguladores da miogénese, alteragao
no perfil metabodlico das fibras musculares, diminuicao da capacidade oxidativa e reducao da
sensibilidade a insulina (CAMPODONICO-BURNETT et al., 2020; MCCURDY et al., 2016;
PRATS-PUIG et al., 2020; STUERMER et al., 2010; TONG et al., 2009).

Apesar de serem conhecidos os efeitos do desenvolvimento sob um ambiente com
excesso de lipideos, a literatura disponivel sobre o tema ainda ¢ carente. Existem poucos estudos
que avaliam os padrdes de alteragdo muscular durante o desenvolvimento embrionario sobre o
efeito de doses supra recomendadas de AGPIs, sendo que os poucos estudos existentes estdo
relacionados aos efeitos da familia w-6. Sendo assim, o presente estudo buscou avaliar e
comparar o padrao morfologico, metabdlico e oxidativo do musculo estriado esquelético de

ratos Wistar expostos a doses elevadas de AGPIs w-3 e ®-6 durante o desenvolvimento.

1.2 JUSTIFICATIVA

Os beneficios dos acidos graxos ®-3 para o desenvolvimento do organismo humano,
em especial durante os periodos da gestacdo e lactagdo, tem sido objeto de diversos estudos
nos ultimos anos, e desta forma tem incentivado o consumo diario de capsulas de
suplementagdo por mulheres durante o periodo gestacional. Os resultados desta pratica sdo
gradativamente melhores conforme a dose e duragdo da suplementacdo se elevam, por produzir
uma maior incorporagdo de -3 nos diferentes tecidos do organismo. Na literatura sao poucos
os trabalhos que buscam investigar os efeitos de altas doses desses acidos graxos para o
organismo em especial durante o desenvolvimento. Sendo assim, o presente trabalho buscou
avaliar os efeitos de doses supra recomendadas de AGPIs ©-3 e w-6, sobre o desenvolvimento
muscular estriado esquelético de ratos Wistar cronicamente suplementados durante a gestagao

e lactacao.
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1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementacgdo cronica com doses supra recomendadas de AGPI -
3 e w-6 sobre o desenvolvimento, metabolismo energético e sistema antioxidante dos tecidos

muscular estriado esquelético, hepatico e adiposo na geracao F1 de ratos Wistar.

1.3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da suplementacao com acidos graxos poli-insaturados ®-3 e ®-6 sobre

o desenvolvimento das proles (programagao metabdlica);

- Comparar se os efeitos da suplementacio com AGPIs das duas familias sobre as

caracteristicas musculares, hepaticas e adiposas;

- Avaliar a manutencao dos efeitos da suplementagdo cronica apds o desmame, sobre
as varidveis histomorfométricas, metabolismo energético, sistema antioxidante e danos

oxidativos do musculo estriado esquelético de ratos;

- Avaliar a manuteng¢ao dos efeitos da suplementacao cronica apds o desmame sobre o

metabolismo energético, sistema antioxidante e danos oxidativos do figado de ratos;

- Avaliar a manutencdo dos efeitos da suplementacdo cronica apos o desmame sobre o

status de estresse oxidativo do tecido adiposo de ratos;
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2.0 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DIETA E EVOLUCAO HUMANA

Uma das caracteristicas mais notaveis em todas as sociedades humanas ¢ a escolha de
alimentos e composicdo de dietas. Contudo, além dos vieses social e comportamental
envolvidos nesse processo, alteragdes dietarias foram fundamentais para o processo evolutivo
dos Catarrhini no Mioceno Inferior (ANDREWS; JOHNSON, 2020). A transi¢do de dietas
exclusivamente frugivoras e herbivoras para dietas onivoras com grande representatividade
carnivora, foi uma das principais caracteristicas que levaram os Hominoidea ao aumento da
capacidade encefalica (Figura 1), interagdes sociais extremamente complexas e aumento da

longevidade (CRITTENDEN; SCHNORR, 2017; MCGROSKY et al., 2019).

O processo de forrageio dos Homininae cagadores-coletores associado a transi¢do
dietaria desses animais, foi um marco fundamental para o processo evolutivo do grupo. Devida
a necessidade de estratégias para a caca, memorizagdo de rotas e locais de coletas, manuseio
de alimentos e ferramentas, o bipedalismo e o aumento cognitivo se fixou nessas linhagens
(CRITTENDEN; SCHNORR, 2017; ROCCISANO et al., 2019). No entanto, a demanda
energética necessaria para a manutencao de um encéfalo cada vez maior (Figura 1) forcava os
individuos a passar grande parte do tempo a procura de alimento (ANDREWS; JOHNSON,
2020; HAILE; NEME; BELACHEW, 2017). Como consequéncia, as linhagens mais derivadas
de Hominini apresentam reducdo da musculatura e aumento das reservas adiposas, quando
comparados aos outros grupos (CRITTENDEN; SCHNORR, 2017; LEONARD;
SNODGRASS; ROBERTSON, 2007).

Com a aprimoragdo das técnicas de coleta e de caga, os Hominini mais derivados
comegaram a compreender e dominar processos de agricultura, levando ao inicio do cultivo de
plantas e domesticagdo de animais. O aumento da habilidade agricola e pecuaria foi essencial
para a gradativa sedentarizagao e reducao do forrageio (ROCCISANO et al., 2019; SANIOTIS;
HENNEBERG, 2013). Ao estabelecer a agricultura, houve redugdo na ingestdo de carnes e
aumento na ingestdo de graos. Esse padrio dietario estabelecido com o dominio de técnicas
agricolas foi o principal responsavel pelo crescimento do consumo de &cidos graxos
(CRITTENDEN; SCHNORR, 2017; HAILE; NEME; BELACHEW, 2017; ROCCISANO et
al., 2019).
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O crescente aumento do consumo de lipidios associado a redugdo da atividade fisica,
sdo os responsaveis pelo surgimento de diversas doencgas metabolicas nas sociedades pos
dominagdo da agricultura (SIMOPOULOS; DINICOLANTONIO, 2016). Apds a revolugao
industrial, o excesso de alimentos hipercaldricos e hiperlipidicos se tornaram cada vez mais
abundantes e representativos na nutricdo humana, sendo o fator chave para o crescimento
exponencial de obesidade e demais comorbidades associadas a esse estilo de vida
(CRITTENDEN; SCHNORR, 2017; HAILE; NEME; BELACHEW, 2017; ROCCISANO et
al., 2019; SANIOTIS; HENNEBERG, 2013).

Figura 1 - Representagdo da arvore de consenso dos grandes simios das superfamilias Hominoidea (Gray, 1825)
(Primates: Simiiformes) e Proconsuloidea (Primates: Simiiformes).
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Legenda: Os ramos inferiores representando as subfamilias extintas Proconsulinae (Leakey, 1963) (Simiiformes:
Proconsuloidea) e Afropithecinae (Andrews, 1992) (Simiiformes: Proconsuloidea). Esquematizagio da
diversificacdo das familias Hylobatidae (Gray, 1870) e Hominidae (Gray, 1825) no Mioceno Inferior (+ 22 milhdes
de anos). Diversificacao das subfamilias Ponginae (Allen, 1925) ¢ Homininae (Gray, 1925) no Mioceno Médio (+
14 milhdes de anos). Diversificagdo das tribos Gorillini (Frechkop, 1943) ¢ Hominini (Gray, 1825) no Mioceno
Superior (+ 8 milhdes de anos). Presenga de dietas estritamente herbivoras nas espécies basais de toda a infraordem
Catarrhini (E. Geoffroy, 1812) ¢ manutengdo dessa caracteristica nos Hylobatidae atuais. Transi¢do gradual para
dieta onivora nas espécies basais ¢ atuais de Ponginae e Gorillini ¢ predominancia de dietas carnivoras em Homini.
Relagdo direta da mudanga alimentar com o aumento do volume do neurocranio e redug¢do da razdo do estdmago
/ intestino com o aumento da onivoria e carnivoria (ANDREWS; JOHNSON, 2020; MCGROSKY et al., 2019).
Representacdo dos cranios de Proconsul (Hopwood, 1933), Hylobathes (Illiger, 1811), Sivapithecus (Pilgrim,
1910), Pongo (Lacépede 1799), Gorilla (Geoffroy, 1852) e Homo (Linnaeus, 1758). Representacdo do sistema
digestorio de Nomascus leucogenys (Ogilby, 1840), Symphalangus syndactylus (Chivers, 1974), Pongo pigmaeus
(Linnaeus, 1760), Gorilla gorilla (Savage and Wyman, 1847). Cladograma adaptado e modificado de:.
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hominini_lineage.svg#/media/File:Hominoidea lineage.svg
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2.1.1 Dietas Ocidentais e Orientais

O processo de adogao de praticas associadas a cultura ocidental europeia ¢ denominado
de ocidentalizacdo. O éxodo do estilo de vida rural durante a revolug¢do industrial no século
XVIII, juntamente com a propria industrializagdo, promoveram alteragcdes importantes na
alimentacdo da maior parte das sociedades humanas (ANDREWS; JOHNSON, 2020;
BIOBAKU et al.,, 2019; MASSIERA et al., 2010). A redu¢do do trabalho manual em
decorréncia das tecnologias criadas, favoreceu a redugdo dos custos e aumento do volume de
producdo, facilitando o acesso da populacdo a maior quantidade de alimentos (HARIHARAN;
VELLANKI; KRAMER, 2015).

Alimentos com altos indices glicémicos, como os carboidratos, possuem papel
importante na nutricdo humana no estilo de vida ocidental. O consumo de cereais refinados,
graos, tubérculos e actcares, como sacarose, frutose e lactose sdo as principais fontes de
alimento das sociedades modernas. A glicose, oriunda da digestdo desses carboidratos, ¢é
responsavel por cerca de 40-75% do fornecimento de energia nessas dietas (BRION et al.,
2010; KOPP, 2019). Além disso, o aumento da ingestao de graos e cereais € responsavel, junto
com o aumento do consumo de alimentos ricos em gordura, por fornecer maior aporte lipidico
para as dietas modernas (SIMOPOULOS, 2020; SIMOPOULOS; DINICOLANTONIO,
2016). Além do aumento da ingestdo de acidos graxos saturados, as dietas ocidentais
promovem desbalanco na propor¢ao de acidos graxos polinsaturados (AGPI), aumentando a
disponibilidade de AGPIs 6mega-6 e¢ redugdo de AGPIs 6mega-3 (CALDER, 2015;
SIMOPOULOS, 2000). Uma dieta rica em acidos graxos dmega-6 ¢ pro-inflamatéria e tem
sido fator determinante para o desenvolvimento de varias doengas cronicas nao transmissiveis
e comorbidades associadas a sindrome metabolica (GEPSTEIN; WEISS, 2019; RENAUD et
al.,2014).

A prevaléncia de obesidade cresce anualmente desde a década de 1980, sendo
considerada uma pandemia que afeta cerca de 650 milhdes de pessoas em todo o mundo (WHO,
2020). E amplamente aceito que a obesidade resulta de um excesso cronico de ingestdo em
comparagdo com o gasto de energia, o que leva a0 armazenamento de quantidades excessivas
de triacilglicerdis no tecido adiposo (ESTADELLA et al., 2013; KOPP, 2019). Devida a
caracteristica hiperglicémica da dieta, altos niveis de insulina sdo constantemente secretados,
promovendo o armazenamento de gordura e agravamento do quadro metabodlico

(NEUSCHWANDER-TETRI, 2017).
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Figura 2 - Representagdo esquematica da composi¢do da Dieta Ocidental e Dieta Mediterranea
Dieta Ocidental

Dieta Mediterranea
Fonte: Adaptado de: https://www.barillacfn.com/media/images/doppia-piramide-en.jpg.

Ao contrario de outras regides do mundo, as populagdes adjacentes ao Mar
Mediterraneo mantiveram o habito de cultivar os seus alimentos e optar por um modelo de
alimentac¢do sustentdvel mesmo apos a revolu¢do industrial (HAILE; NEME; BELACHEW,
2017; SILVA; MORAES; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE, 2020). A composi¢ao da
dieta mediterranea consiste em quantidades elevadas de azeitonas e azeites, frutas regionais,
vegetais e cereais nao refinados, leguminosas e nozes, quantidades moderadas de peixes e
laticinios e quantidades reduzidas de carne vermelha e derivados (DERNINI; BERRY, 2015;
HAILE; NEME; BELACHEW, 2017).

Outras dietas orientais, como a dieta japonesa, se assemelha a mediterranea pelo
consumo de frutas, vegetais e cereais, grandes quantidades de arroz, proteinas derivadas de
graos e peixes, mas apresenta baixo consumo de gorduras, azeites e de carne vermelha (HAILE;
NEME; BELACHEW, 2017; ZHANG et al., 2015). De uma forma geral, as dietas orientais
apresentam consumo de peixes e frutos do mar em maior quantidade do que as dietas
ocidentais, fornecendo maiores quantidades de AGPIs 6mega-3. Além disso, a redugdo do
consumo de cereais refinados, carnes ricas em gorduras e menor consumo de agucar e produtos
industrializados, reduz a incidéncia de obesidade e comorbidades associadas a sindrome
metabolica (CALDER, 2015; DERNINI; BERRY, 2015; SIMOPOULOQOS, 2011; ZHANG et
al., 2015)



25

2.2 ACIDOS GRAXOS

Os lipidios sao um grupo de moléculas organicas formadas por cadeias carbonicas nao
ramificadas, que possuem como fator de agrupamento a caracteristica hidrofobica das
moléculas. Os 4cidos graxos sdo acidos carboxilicos derivados de hidrocarbonetos, raramente
possuindo atomos diferentes de carbono, hidrogénio e em menor ocorréncia oxigénio. As
cadeias carbonicas possuem uma extremidade carboxila e outra metila terminal, e sdo
diferenciadas entre si pelo comprimento, presenca e localizagdo de insaturagdes (BURDGE;
CALDER, 2015; NELSON; COX, 2014; WIKTOROWSKA-OWCZAREK; BEREZINSKA;
NOWAK, 2015). Devido a grande variedade, os acidos graxos apresentam funcdes diversas
nos sistemas biologicos, sendo eles estruturais, fonte e reserva de energia, sinalizadores e
transdutores de sinal, isolantes e impermeabilizantes, entre outras (BURDGE; CALDER, 2015;
NELSON; COX, 2014).

A maior parte dos acidos graxos possui cadeia carbonica com média entre 12 e 24
carbonos, no entanto podem ocorrer cadeias mais curtas (4 carbonos) e mais longas (até 36
carbonos). Algumas poucas exceg¢des de anéis carbOnicos e ramificacdes de grupamentos
metila, mas de forma geral ndo apresentam qualquer ramificagdo (RIDGWAY; MCLEOD,
2015; SCHMELZER et al., 2007). Alguns acidos graxos apresentam a cadeia hidrocarbonada
completamente saturada (Figura 3), ou seja, apresentando apenas ligagdes simples entre os
carbonos. No entanto, outras moléculas apresentam uma insaturagdo (monoinsaturadas) ou
mais insaturagdes (polinsaturadas) na cadeia carboxilica (BURDGE; CALDER, 2015;
NELSON; COX, 2014).

Figura 3 - Classificacdo dos Acidos Graxos, férmula e estrutura quimica geral, estrutura quimica dos acidos
graxos saturados, monoinsaturados e polinsaturados
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Fonte: https://oilpalmblog.files.wordpress.com/2014/01/fatty-acids-2.jpg.
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A maior parte dos acidos graxos apresentam numero par de atomos de carbono,
resultante da sua sintese, com sucessivos agrupamentos de acetato, unidades com dois
carbonos. Da mesma forma, as insatura¢des nas cadeias apresentam posi¢des regulares e sao
em conformacao cis (Figura 3), sendo que nos monoinsaturados elas ocorrem entre os carbonos
C9 e C10 (familia 6mega-9). Nos polinsaturados a primeira insaturagdo ocorre entre os
carbonos C6 ¢ C7 (familia 6mega-6) ou C3 e C4 (familia 6mega-3), e as demais entre os
carbonos C12 e C13 e C15 e C16. Raramente ocorre a conjugacdo de insaturagdes, sendo
normalmente separadas por pelo menos uma ligagdo simples (NELSON; COX, 2014;
RIDGWAY; MCLEOD, 2015; SCHMELZER et al., 2007).

A sintese desses acidos graxos (Figura 4) ¢ catalisada pela 4cido graxo-sintase, um
complexo citoplasmatico multienzimatico, que adiciona sequencialmente os acetatos aos
grupamentos acila saturados. Em cada ciclo de passagem pela acido graxo-sintase, a cadeia
carbonica em condensagdo ¢ acrescida de dois carbonos, sendo que o principal produto desse
processo € o acido palmitico (16:0), principal acido graxo de Mammalia com 16 carbonos e
totalmente saturado. No entanto, alguns tecidos possuem complexos enzimaticos capazes de
liberar 4cidos graxos com cadeias mais curtas (BURDGE; CALDER, 2015; NELSON; COX,
2014). Nas células eucaridticas ocorre a producao de acidos graxos de cadeias mais longas, a
partir do processo de alongamento do acido palmitico (16:0), catalisado por enzimas
denominadas de elongases, que atuam transferindo mais dois carbonos do complexo malonil-
CoA para a cadeia carbonica. Existem diversas isoformas de elongases, sendo que alguns
grupos atuam preferencialmente em acidos graxos saturados € monoinsaturados, enquanto
outras atuam preferencialmente em acidos graxos polinsaturados (BURDGE; CALDER, 2015;
GUILLOU et al., 2010).

O processo de sintese de acidos graxos insaturados (Figura 4) ocorre através do
alongamento realizado pelas elongases e a inser¢do de insaturacdes pelas dessaturases. O
mecanismo de dessaturacdo das cadeias hidrocarbonadas ¢ uma plesiomorfia de Bacteria,
Archaea e Eukarya (DE CARVALHO; CARAMUIJO, 2018). Os primeiros substratos para o
processo de dessaturagdo sao os acidos palmitico (16:0) e estearico (18:0), e a reacao que ocorre
com maior frequéncia ¢é catalisada pela A9 dessaturase, formando acidos graxos da familia
omega-9 (BURDGE; CALDER, 2015). Todos os Eukarya possuem a capacidade de produzir
acidos graxos polinsaturados das familias dmega-6 e Omega-3, mas existe diferenca na
expressdo das dessaturases em Animalia e Viridiplantae (BURDGE; CALDER, 2015;
GUILLOU et al., 2010).
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Figura 4 - Esquema da sintese de Acidos Graxos saturados, monoinsaturados e polinsaturados

5 Acido Palmitico
(16:0)
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Legenda: Sintese através da atividade da acido graxo sintetase citoplasmatica, formando acido palmitico (16:0).
Atividade das enzimas elongases e dessaturases (A4, A5, A6, A9 e Al2) e formagdo dos acidos graxos
monoinsaturados da familia dmega-9 e dos acidos graxos polinsaturados da familia 6mega-6 ¢ 6mega-3. Vias de
alongamento e dessatura¢ao dependentes dos precursores acido oleico (18:1®-9), acido linoléico (18:2w-6) ¢ a-
linolénico (18:3w-3). Principais fontes alimentares de obtengdo representadas abaixo da via de sintese de cada
familia. Esquema baseado em trabalhos publicados anteriormente (BURDGE; CALDER, 2015).
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As dessaturases expressas em Viridiplantae possuem a capacidade de introducdo de
uma nova ligacao dupla entre uma ligacao dupla existente e o grupamento metil terminal da
cadeia carbonica. O 4cido oleico (18:1®-9) € o precursor do 4cido linoléico (18:2w-6) através
da inser¢do de uma nova dupla ligacdo entre os carbonos C12 e C13, catalisada pela A12
dessaturase. A partir do acido linol€ico, mais uma dessaturacao pode ocorrer, dessa vez pela
A15 dessaturase, que insere uma dupla ligacao entre os carbonos C15 e C16 levando a produgao
do acido a-linolénico (18:3w-3). Esses dois acidos graxos produzidos, linoléico e a-linolénico,
sdo os acidos graxos mais simples das familias dmega-6 e dmega-3 e sdo essenciais para a dieta
de Mammalia (BURDGE; CALDER, 2015; DE CARVALHO; CARAMUIJO, 2018;
GUILLOU et al., 2010).

Durante o processo evolutivo de Mammalia, a atividade e expressdo da Al12 e A15-
dessaturases foi sendo reduzida drasticamente, tornando ineficiente a producdo dos 4cidos
linoléico e a-linolénico. Devido a necessidade desses precursores para a atividade celular, o
consumo dietario desses acidos graxos essenciais ¢ fundamental para o desenvolvimento e
funcionamento do organismo desses animais (CALDER, 2015; LEIKIN-FRENKEL, 2016;
SHRESTHA et al., 2020b; SIMOPOULOS, 2016). Contudo, com a presenca desses acidos
graxos essenciais, os Mammalia conseguem realizar o alongamento e dessaturacdo dessas
cadeias precursoras em acidos graxos mais longos e insaturados (Figura 4). A enzima A6
dessaturase insere uma dupla ligacdo entre os carbonos C6 e C7 de ambos os precursores. Apds
essa dessaturacao, ocorre o alongamento da cadeia carbdnica pela acdo da elongase 5,
originando acidos graxos de 20 carbonos. J& essas cadeias, através da A5 dessaturase recebem
uma nova dupla ligacao entre os carbonos C5 e C6, formando os 4cidos araquidonico (20:4w-
6) e eicosapentaendico (20:5m-3). Esse processo ocorre até a formacao de 4cidos com cadeias
carbonicas extremamente longas (Figura 4), como os 4cidos docosapentaendico (22:5w-6) e
docosahexaendico (22:6w-3) (BURDGE; CALDER, 2015; DE CARVALHO; CARAMUJO,
2018; GUILLOU et al., 2010).

A via de dessaturagdo e alongamento de acidos graxos nos Mammalia € expressa
predominantemente no reticulo endoplasmatico liso do tecido hepatico. Os &cidos oleico,
linoléico e a-linolénico sdo substratos competitivos e limitadores da atividade da A6
dessaturase, sendo o acido a-linolénico o substrato com maior preferéncia para essa enzima,

seguido pelo linoléico e oleico. Contudo, a prevaléncia de acido linol€ico nas dietas, promove

maior taxa de metabolizagao de 6mega-6 (BURDGE; CALDER, 2015)
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2.2.1 Capacidade de Sintese de AGPIs

Os ambientes marinhos sdo os responsaveis por quase que toda a produgao de acidos
graxos da familia dmega-3, principalmente por protozoarios, algas e algumas bactérias
(KABEYA et al.,2018). Da mesma forma, sabe-se que praticamente toda a produgao de acidos
graxos da familia dmega-6 ocorre em ambientes terrestres, principalmente pelas plantas
vasculares (VENEGAS-CALERON; SAYANOVA: NAPIER, 2010). Esse contraste de
producdo de AGPIs em ambientes marinhos, dulcicolas e terrestres, pode estar relacionado e/ou
ter induzido o processo de evolucdo metabdlica divergente dos organismos desses ambientes
(TWINING et al., 2020). A completa perda da atividade das A12 e A15 dessaturases por grande
parte dos Animalia impede a conversao de acidos graxos saturados em polinsaturados, fazendo
com que esses animais necessitem obter esses lipidios pela alimentagao (CASTRO; TOCHER;

MONROIG, 2016; MONROIG; KABEYA, 2018; TWINING ef al., 2020).

Uma caracteristica importante que diferencia os produtores terrestres dos aquaticos
marinhos (Figura 5), ¢ a capacidade das Tracheophyta em produzirem apenas acido a-
linolénico (18:3w-3, ALA). Enquanto isso, as Bacillariophyta, Cryptophyta e algumas
Embryophyta basais de ambientes de transicdo, apresentam grande concentracao de
eicosapentaenoico (20:5w-3, EPA) e docosahexaenoico (22:6w-3, DHA) (GLADYSHEV et
al., 2009; TWINING et al., 2020). Essa divergéncia nesses ecossistemas distintos, pode estar
relacionada com a maior sensibilidade de acidos graxos polinsaturados de cadeia longa, como
por exemplo EPA e DHA, aos fatores ambientais. Sabe-se que as cadeias com mais de 20
carbonos e instauragdes apresentam maior suscetibilidade a peroxidagdo do que cadeias
menores, dessa forma os 4cidos graxos longos sdo mais facilmente degradados em ambientes
terrestres (BURDGE; CALDER, 2015; MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007; TWINING et
al., 2020).

Mesmo com a maior suscetibilidade a danos oxidativos, os AGPIs desempenham papel
importante na estrutura das membranas celulares dos Animalia e dos Viridiplantae (DE
CARVALHO; CARAMUJO, 2018; KOMPRDA, 2012; MENZEL et al., 2019). Os acidos
graxos dmega-6 participam de processos importantes para as Tracheophyta, atuando como
substratos para a producdo de compostos secundarios, como o jasmonato (VENEGAS-
CALERON; SAYANOVA; NAPIER, 2010). Em organismos marinhos o 6mega-3 atua como

protecao a alta salinidade de regides mais frias (SUI et al., 2010).
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Legenda: Dentro dos produtores primarios (A), as plantas terrestres vasculares sdo apenas capazes de sintetizar
acidos graxos até ALA, enquanto diferentes espécies de algas e plantas terrestres ndo vasculares (por exemplo,
musgos e hepaticas) também sdo capazes de produzir EPA ¢ DHA. Os consumidores (B-E) desenvolveram
capacidades de sintese que diferem com base na disponibilidade dos principais 4acidos graxos em suas dietas.
Enquanto alguns consumidores (B) sdo capazes de sintetizar AGPI, outros (CD) requerem AGPI dmega-3 de
cadeia curta da dieta, e ainda outros (E) deve receber todos os acidos graxos essenciais diretamente da dieta.
Diferenga na composi¢ao de AGPIs, principalmente 6mega-3. Diferencas pronunciadas nos produtores (acima da
linha vermelha pontilhada), mas também presentes em consumidores de um mesmo taxon em ecossistemas
diferentes. E possivel notar que os animais carnivoros apresentam maiores concentragdes de ALA, EPA ¢ DHA
na composi¢do corporal, contudo necessitam, em grande parte, de obtengdo através da alimentagdo. Esquema
adaptado de  https://authorea.com/users/366595/articles/486301-the-evolutionary-  ecology-of-fatty-acid-
variation-implications-for-consumer-adaptation-and-diversification.

Contudo, além das divergéncias entre os ecossistemas, ocorrem varios padroes de
distribuigdo entre tdxons dentro de um mesmo ecossistema. E possivel notar que em procariotos
marinhos, como as algas fotossintetizantes ocorre a producdo de EPA e DHA enquanto em
cianobactérias ndo sdo encontradas essas moléculas (TWINING et al., 2020; VENEGAS-
CALERON; SAYANOVA: NAPIER, 2010). As diferengas entre taxons do mesmo
ecossistema podem estar relacionadas com fatores ambientais, quimicos e fisicos (Figura 5).
Uma vez que os AGPIs sdo moléculas menos estaveis e mais suscetiveis a espécies reativas de
oxigénio, variacao de temperatura e luminosidade, em ambientes tropicais ¢ mais custoso
manter essas moléculas (HIXSON; ARTS, 2016; TWINING et al., 2020). Da mesma forma
ocorrem diferencas na composi¢do lipidica corporal entre semaforontes, principalmente
quando em estagios diferentes o organismo muda drasticamente de ambiente (TWINING et

al., 2018, 2020).

No entanto, em alguns grupos de Animalia (Figura 6), foram encontrados genes e
producdo ativa de AGPIs 6mega-3 e 6mega-6 a partir de acido palmitico (16:0), sugerindo que
alguns tdxons conseguem realizar a sintese de novo desses acidos graxos (KABEYA et al.,
2018). Os estudos nesse sentido foram incentivados apoés a descricdo de producgdo ativa e
independente de dmega-3 em algumas espécies de Nematoda terrestres (MENZEL et al.,
2019). Apos essa constatacdo, as investigagdes levaram os pesquisadores a procurarem
caracteristicas similares em outros grupos diversos, sendo que foram encontradas atividades
homologas em Cnidaria, Mollusca, Annelida, Hexapoda, Nematoda e indicios em Chordata
ndo Craniata (KABEYA et al., 2018; MENZEL et al., 2019; MONROIG; KABEYA, 2018;
TWINING et al., 2020).
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Figura 6 - Distribuicao das A12 e A15 dessaturase em Animalia
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Legenda: A: arvore filogenética consensada, descrevendo as relagdes entre as dessaturases de Cyanobacteria (8
sequéncias) e Eukarya (279 sequéncias). Os filos de Eumetazoa (121 sequéncias) sdo nomeados na arvore e
atribuidos com cores para os seguintes tdxons: Nematoda (verde), Cnidaria (azul), Arthropoda (roxo) e
Lophotrochozoa (laranja). Os clados ndo metazodrios foram agrupados e nomeados de acordo com sua
composicao taxonomica geral e contém representantes Amoebozoa, Apusozoa, Haptophyceae, Heterolobosea,
Nucleriidae, SAR, Clorophyta, Rodophyta, Cryophyta, Escavata e Fungi. A arvore apresentada corresponde a
arvore de consenso em 80%. Pontos coloridos nos nos representam valores de suporte de 80% ou mais, para as
analises de MrBayes e PhyloBayes (azul) ou para as analises MrBayes, PhyloBayes ¢ RAXML (vermelho). B:
Resumo dos grupos taxondmicos destacando os Eumetazoa nos quais as dessaturases foram identificadas. O
nimero de espécies esta identificado entre parénteses. Fonte: KABEYA, Naoki et al. Genes for de novo
biosynthesis of omega-3 polyunsaturated fatty acids are widespread in animals. Science advances, v. 4, n. 5, p.
eaar6849, 2018.

2.2.2 Fungdes dos Acidos Graxos em Euarchontoglires

Os 4cidos graxos sao armazenados em forma de triacilglicerdis (TAG), nos adipdcitos
dos paniculos adiposos e entremeados em estruturas conjuntivas, também em menor
quantidade nas goticulas lipidicas intramusculares. A liberagdo de TAG dos adipdcitos ¢
controlada pela ativagdo da lipase hormdnio sensivel, que ¢ regulada positivamente pelo
sistema adrenérgico e glucagon liberando TAG no plasma, e negativamente pela agdo da
insulina promovendo captacdao de glicose e sintese de TAG (MASSCHELIN et al., 2020;
PAYOLLA et al., 2016; WANG et al., 2008).



33

A liberacao de acidos graxos pela hidrolise de TAG fornece precursores metabolicos
para a geracao de energia através da via de f-oxidacdo de acidos graxos em mitocondrias e
peroxissomos. A via de B-oxidacdo ¢ controlada pela concentragdo intracelular desses acidos
graxos, diretamente influenciada pela concentracao plasmatica de TAG (JANA et al., 2019;
LAI et al., 2020). A determinacao de qual via de B-oxidacdo ¢ dependente do tamanho da
cadeia carbonica da molécula, sendo que acidos graxos de cadeira curta sao direcionados com
maior facilidade para as mitocondrias, enquanto os de cadeia longa seguem para os

peroxissomos (BOSMA, 2016; CALDER, 2015).

Além do papel metabolico, os acidos graxos atuam de forma essencial na estrutura e
funcdo das membranas celulares. A composi¢dao da bicamada lipidica atua sobre a fluidez da
membrana, que por sua vez pode modificar as atividades e interagdes entre as proteinas
integrais (CALDER, 2015). A composicdo geral de acidos graxos dos fosfolipidios de
membrana depende de cada tipo celular, tecido e organismo. Além disso, os lipidios de
membrana podem ser substratos para a producdo de mensageiros em vias de transdugdo de

sinal (RAPOPORT; RAO; IGARASHI, 2007; TANG; LANE, 2012).

Figura 7 - Esquema da via de produgéo de eicosanoides
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Legenda: Em vermelho os derivados de 4cido araquidonico (6mega-6), pro-inflamatérios. Em verde os derivados
de acido eicosapentaendico e docosahexaenodico (O0mega-3), anti-inflamatorios e resolvedores do processo
inflamatorio. Fonte: https://i.pinimg.com/564x/{f/02/62/{f0262eb83257c6c5dc7101538c0e677.jpg
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As cadeias de acidos graxos dos fosfolipidios sdao metabolizadas pelas enzimas
fosfolipases, originando diversos mensageiros secundarios. Os eicosanoides sao um grupo de
mediadores bioativos derivados do metabolismo de acidos graxos polinsaturados com cadeias
de 20 carbonos. Os principais eicosanoides sao as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos,
e sao produzidos a partir dos acidos graxos pelas cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX)
(CALDER, 2015; KOMPRDA, 2012). Os eicosanoides derivados de acidos graxos dmega-6
possuem papel importante no processo inflamatorio e como regulador de respostas
imunolodgicas, enquanto os derivados de 4cidos graxos dmega-3 possuem menor reatividade
inflamatoria e imunitaria (CHRISTI; HARWOO, 2020). Além disso, os mediadores formados
a partir de acidos graxos 6mega-3 possuem papel importante no processo de controle e
resolugdo do processo inflamatdrio, essas moléculas sio denominadas de resolvinas e

protectinas (CALDER, 2015; CHRISTI; HARWOO, 2020).

Também originada da hidrélise das cadeias carbonicas dos lipidios de membrana,
mensageiros secundarios podem ativar proteinas citosdlicas responsaveis pela transdugdo de
sinal, como as proteinas quinases ¢ também moléculas relacionadas a regides promotoras de

genes (MASSARO et al., 2007; ROCCISANO et al., 2019).
2.3 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

O processo de desenvolvimento embrionario, a morfogénese e a organogénese siao
amplamente estudados em vérias linhagens celulares e modelos animais. Os embrides de
Mammalia possuem como caracteristica do seu desenvolvimento inicial, o controle ser definido
pelas interagdes celulares e ambientais, restricdes geométricas e redistribui¢ao de forcas, além
de redes regulatorias associadas a genes adaptativos. Sendo assim, a conducdo do
desenvolvimento tridimensional desses embrides até a sua implantagdo, ¢ dependente da
capacidade de auto organizacdo frente aos estimulos recebidos (KLIMCZEWSKA;
KASPERCZUK; SUWINSKA, 2018; PLUSA; PILISZEK, 2020). Embora haja variagdes entre
Prototheria, Metatheria e Eutheria, o processo de desenvolvimento ¢ amplamente conservado

em todas as 5 superordens de Eutheria (FRANKENBERG et al., 2016).

Os estagios pré-implantagdo levam a formagao de duas linhagens celulares distintas no
blastocisto, a massa celular interna e o trofectoderma. A massa celular interna, nos dias que se
seguem do desenvolvimento ddo origem ao epiblasto e o endoderma primitivo, que formarao

o embrido e o saco vitelinico, respectivamente. O processo de implantagdo promove a
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decidualiza¢do das células do estroma endometrial, regulada principalmente pela acdo dos
hormdnios esteroidais maternos, essa agao ¢ amplamente conservada entre os Euarchontoglires
(HEMBERGER; HANNA; DEAN, 2020; RAMATHAL et al., 2010). Nos préximos estagios
a interacdo entre o trofoblasto e a decidua, e a consequente formagao do sinciciotrofoblasto,
sao fundamentais para a progressao normal da placentacao e do desenvolvimento (WOODS et

al., 2017).

Figura 8 - Esquema dos estagios de desenvolvimento de Eutheria a partir do blastocisto até a placenta madura
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Legenda: EPI: Epiblasto; PE: Endoderma Primitivo, TE: Trofectoderma; DEC: Decidua; STB:
Sinciciotrofoblasto; CTB: Citotrofoblasto; Ch: Corion; PS: Linha Primitiva Emergente; hTSCs: fonte de células
embrionarias para estudos de desenvolvimento animal. Adaptado de HEMBERGER, Myriam; HANNA, Courtney
W.; DEAN, Wendy. Mechanisms of early placental development in mouse and humans. Nature Reviews
Genetics, v. 21, n. 1, p. 27-43, 2020.

A invaginac¢do de vasos sanguineos extra embrionarios derivados do mesoderma do
trofoblasto, juntamente com os seios sanguineos do endométrio gera a estrutura basica do
labirinto placentario. A expansdo desse labirinto decorrente do amadurecimento do

sinciciotrofoblasto permite uma justaposicdo entre a circulacdo fetal e materna, garantindo
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nutri¢do eficiente e troca gasosa entre a mae e o feto (HEMBERGER; HANNA; DEAN, 2020;
WOODS et al, 2017). A partir da placentagdo, o feto em formagao ¢ dependente
nutricionalmente da progenitora, sendo diretamente afetado por qualquer alteracdo metabolica
materna (BARBOUR; HERNANDEZ, 2018a; HEMBERGER; HANNA; DEAN, 2020;
SHRESTHA et al., 2020a).

2.3.1 Nutrigao Materna e Programagao Metabolica

Ao longo do periodo gestacional ocorrem alteracdes e aumento da necessidade
nutricional do feto, sendo assim o estado nutricional e a capacidade de adaptacdo materna sdo
fundamentais para o correto desenvolvimento embrionario. No entanto, hd uma faixa de
equilibrio restrita dentro da qual as alteragdes maternas podem flutuar, sendo que o aumento
ou redu¢do do aporte nutricional fora desse intervalo influenciam no desenvolvimento da prole
(CONFORTIM et al.,2017; EASTON; REGNAULT, 2020; GEPSTEIN; WEISS, 2019). Essas
alteragdes promovem efeitos moduladores do padrao de expressao génica da prole alterando a
estrutura e metabolismo fetal, evento conhecido como programagao metabdlica, sendo um fator
crucial para a determinacao do surgimento de doengas até mesmo durante a vida adulta desses

animais (KOPP, 2019; SHRESTHA et al., 2020b; YAN et al., 2013).

A obesidade materna, ou mesmo uma dieta rica em gorduras, estd relacionada com
alteracdes significativas de peso e tamanho das proles, bem como o padrdo de desenvolvimento
dos tecidos mesenquimais e musculares. O excesso de lipidios no organismo materno, além de
proporcionar deposicdo adiposa nas maes e aumento dos triacilgliceréis e colesterol
plasmatico, atua sobre o transporte placentario promovendo aumento do aporte lipidico
plasmatico dos filhotes em desenvolvimento (BARBOUR; HERNANDEZ, 2018a;
HERRERA; DESOYE, 2016; PAYOLLA et al.,2016; SVEGLIATI-BARONI et al., 2019). O
padrao lipidico alterado na placenta e na prole, induz a metilagdo de genes promotores do
desenvolvimento muscular, além de induzir o desenvolvimento mesenquimal e adiposo em
detrimento da miogénese resultando em animais menores e mais pesados (PRATS-PUIG et al.,

2020; YAN et al., 2013).

Devida a menor quantidade de mitocondrias no tecido hepatico fetal, e por
consequéncia menor quantidade de enzimas relacionas ao metabolismo de lipidios, a
capacidade de degradacao desses substratos ¢ praticamente nula. Sendo assim, o maior aporte

de acidos graxos, em especial no inicio do desenvolvimento pode produzir efeitos prejudiciais
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nas vias criticas que controlam a produgao e armazenamento de energia e vias epigenéticas que
conduzem ao excesso de adiposidade e a funcao mitocondrial alterada (BARBOUR;
HERNANDEZ, 2018a, 2018b). Os efeitos lipotoxicos afetam também o tecido muscular,
promovendo alteragdes na sensibilidade e metabolismo de glicose e consequentemente sobre a
capacidade oxidativa das fibras musculares. Devida essa situagdo, tanto o figado quanto os
musculos sdao suscetiveis ao estresse oxidativo e danos decorrentes dessas alteragoes

metabolicas (BOSMA, 2016; MEEX; BLAAK; VAN LOON, 2019; PARK; SEO, 2020)
2.4 MIOGENESE

O desenvolvimento muscular envolve uma série complexa de rearranjos morfogenéticos
acompanhados por expressdo regulatoria de circuitos genéticos especificos, processo
denominado de miogénese. (ANDRIKOU; ARNONE, 2015; ENGEL; FRANZINI-
ARMSTRONG, 1994; GALDINO, 2013). Em Vertebrata os musculos se originam da
diferenciagdo de células do mesoderma paraxial, orientado paralelamente a notocorda e ao tubo
neural em desenvolvimento, em estruturas segmentadas denominadas de somitos
(ANDRIKOU; ARNONE, 2015; HOLLWAY, G.; CURRIE, 2005; SHAHJAHAN, 2015). A
partir dos somitos sdo originadas diversas estruturas axiais, como as células cartilaginosas dos
moldes das vértebras e costelas, os musculos estriados esqueléticos e a derme (WOLPERT et

al., 2000).

Durante o processo de formacao dos somitos (Figura 9) ocorre uma primeira divisao
inicial em duas porcdes, uma ventral e outra dorsal denominadas escler6tomo e dermomidtomo,
respectivamente. O esclerotomo responsavel pela formagdo das estruturas esqueléticas,
enquanto o dermomiétomo apos diferenciado em dermatomo e midtomo, responsaveis pela
respectiva origem de estruturas dérmicas e musculares associadas ao tronco (ANDRIKOU;
ARNONE, 2015; BUCKINGHAM; RIGBY, 2014; CURRIE; INGHAM, 2001). A sinalizagao
inicial ¢ dada pela expressdao de genes, regulados paracrinamente e associados a producao de
moléculas mediadoras e fatores de crescimento e diferenciacdo (ANDRIKOU; ARNONE,
2015; MANTOVANI, 2015).
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Figura 9 - Representagdo esquematica do desenvolvimento embrionario do mesoderma paraxial
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Legenda: Apés o surgimento inicial dos somitos (A) ocorre um processo segregativo em duas populagdes
celulares distintas (B), as quais ddo origem a duas por¢des: dermomidtomo e esclerotomo (C). Apds um curto
processo de desenvolvimento dessas duas porgdes (D), ocorre a diferenciacdo do dermomidétomo: dermatomo e
miétomo (E). Adaptado de PANG & THOMPSON, 2010.

O processo miogénico pode ser dividido em diferentes fases: proliferacao,
determinacao, diferenciagdo e maturag¢ao das fibras musculares. A determinacdo ¢ o momento
no qual as células pluripotentes dos somitos se multiplicam e formam os mioblastos, ou células
precursoras musculares (MAYEUF-LOUCHART; STAELS; DUEZ, 2015). Durante a
diferenciagdo os mioblastos se multiplicam e migram para locais determinados, sofrendo
modificagdes estruturais originando os miotubos, que agrupados dao origem as primeiras fibras
musculares (BUCKINGHAM et al., 2003). Apds essa fase, conhecida como miogénese
primaria, em diferentes populagdes musculares ocorre o inicio de uma segunda diferenciagao,
conhecida como miogénese secundaria. Durante esse processo ocorre um incremento de fibras
musculares e o desenvolvimento das células satélites, responsaveis pelo crescimento e reparo

muscular (HOLLWAY, G. E.; CURRIE, 2003). (Figura 10).

Os fatores de crescimento e transcricionais expressos durante o processo de miogénese
sdo 0s mesmos que ativam o inicio da atividade das células satélites durante processos de
regeneracio muscular (PAIXAO, 2016). Essa redundancia de mecanismos moleculares e
morfologicos associados aos processos miogénicos e regenerativos podem ser utilizadas como
base para estudos e progressos em campos de reparo muscular (HAWKE; GARRY, 2001;
NEUPARTH, 2005). Além de fatores de indugdo e crescimento, algumas moléculas que inibem
o desenvolvimento de mioblastos s3o comuns. A miostatina quando expressa esta ligada com
esse processo de regulacdo negativa, além de seu gene possuir regides evolutivamente
conservadas em diversas ordens de vertebrados, desde peixes Actinopterygii (MANTOVANI,
2015).
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Figura 10 — Representagdo geral do desenvolvimento da fibra muscular
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Legenda: Desenvolvimento da fibra muscular desde o processo de diferenciag@o e determinagdo nas células do
somito, até a maturagdo final das fibras e células satélites. Adaptado de CHARRASSE et al, 2003.

A regulacdo do desenvolvimento muscular ¢ realizada pelos fatores de transcricao
WNT, genes box pareados 3 (PAX3) e 7 (PAX7), além de fatores reguladores miogénicos
(MRFs). A sinalizagdo WNT ¢ fundamental para a formagao inicial do mesoderma paraxial,
enquanto a expressao dos PAX3 e PAX7 nas células mesenquimais induz a expressao dos
MRFs, levando ao inicio do programa miogénico (CABECO et al., 2012; DU et al., 2010;
SHAHJAHAN, 2015; ZHAO; HOFFMAN, 2004). Dentre os MRFs, Myf5 ¢ o principal fator
expresso no estagio inicial da miogénese, seguido pela expressdo de MyoD, que induz a
conversao das células precursoras nos mioblastos. Enquanto isso, a miogenina induz a
diferenciagdo fusdao dos mioblastos em miotubos, e segue sendo expressa durante todo o estagio

fetal (DU et al., 2010; TONG et al., 2009).

No entanto, como apenas uma pequena quantidade de fibras ¢ formada no estagio
embrionario, hd pouca influéncia desse periodo sobre a condicdo muscular do animal adulto.
Enquanto isso, o periodo de miogénese secundaria € crucial para o desenvolvimento do musculo
esquelético, sendo suscetivel a estresses como o estado nutricional das progenitoras (DU et al.,
2010; YAN et al., 2013). J& o desenvolvimento muscular pos natal estd relacionado com a
hipertrofia das miofibras, ocorrendo hiperplasia somente durante os processos regenerativos

(DU et al., 2010; SNIJIDERS et al., 2015; TONG et al., 2009; WOSCZYNA; RANDO, 2018).

O excesso de nutrientes maternos durante o desenvolvimento muscular promove
alteragdes importantes sobre a estrutura do tecido muscular (Figura 11), principalmente

induzindo aumento da adipogénese e fibrogénese intramusculares (SHAHJAHAN, 2015;
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TANG; LANE, 2012; VON MALTZAHN et al., 2012). Em Boreoeutheria, a adipogénese tem
inicio apOs a miogénese ¢ se sobrepde a fase fetal miogénica. Durante o desenvolvimento
muscular, certa parte das células precursoras musculares sofre diferenciagdo em adipdcitos e
originam as goticulas lipidicas intramusculares (BOSMA, 2016; PARK; SEO, 2020; TONG et
al., 2009).

Devida a origem em comum do tecido muscular, adiposo e conjuntivo, os
processos de regulacdo desses tecidos serem comuns € ocorrerem em um mesmo
microambiente, todos sdo afetados pelas modificagdes epigenéticas nutricionais (PRATS-
PUIG et al., 2020). O aumento do aporte lipidico promove efeito competitivo, induzindo
adipogénese e fibrogénese, comprometendo o desenvolvimento muscular. O aumento de
gordura intramuscular pode induzir a reducdo da sensibilidade a insulina, comprometendo a
funcdo muscular e sua capacidade metabolica e oxidativa (BOSMA, 2016; CARTER;
JUSTICE; THOMPSON, 2019; DU et al., 2010; PARK; SEO, 2020).

Figura 11 - Representacdo esquematica geral do efeito do excesso de nutrientes sobre a via de sinalizagdo WNT
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Legenda: Linhas pontilhadas e vermelha: efeito negativo; Linhas cheias e azul: efeito positivo. Esquema feito no
BioRender.com com base em TONG et al. Maternal obesity downregulates myogenesis and f-catenin signaling in
fetal skeletal muscle. American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism, v. 296, n. 4, p. E917-
E924, 2009.
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2.5 TECIDO MUSCULAR

A movimentagao através de contragdes musculares ¢ caracteristica de todos os
Animalia, mesmo os mais basais em que a principal for¢ca motora ¢ gerada pelo batimento ciliar
(RUPPERT; FOX; BARNES, 2005). Possivelmente, o tecido muscular teve origem evolutiva
do tecido epitelial (Figura 12) devido ao aumento da quantidade de proteinas que conferem a
capacidade contratil dessas células. Associada a compartimentaliza¢ao e isolamento do tecido
original, entretanto, o desenvolvimento de célula musculares verdadeiras, de origem
mesodérmica, ocorre a partir de animais triploblasticos (BURTON, 2008; MILLS; CANFIELD,
2014; SEIPEL; SCHMID, 2005).

E o tecido abundante na maioria dos Animalia (HICKMAN; ROBERTS;
LARSON, 2016) podendo representar mais da metade do volume corporal nos Vertebrata
(ROMER; PARSONS, 1985). Na maioria dos Bilateria existem duas populagdes musculares
diferentes, classificadas conforme sua estrutura e propriedades funcionais: musculos estriados
e ndo estriados (ANDRIKOU; ARNONE, 2015). Dentre os musculos estriados, podem ser
subdivididos dois grupos, o musculo estriado esquelético ou somatico e o musculo estriado
cardiaco. Ja os musculos ndo estriados, sdo conhecidos como musculos lisos ou viscerais
(ANDRIKOU; ARNONE, 2015; HILDEBRAND; GOSLOW, 2006; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017).

Figura 12 - Representagdo das trés categorias evolutivas de organizagdo do tecido muscular
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Legenda — As células epiteliomusculares (A) e as células mioepiteliais (B) sdo partes constituintes de um epitélio
multifuncional, caracteristico de filos mais basais de Eumetazoa. Em (C) os miocitos, revestidos tecido conjuntivo,
formando um tecido a parte. Adaptado de RUPPERT,; FOX; BARNES, 2005.
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2.5.1 Estrutura

As fibras musculares esqueléticas sdo células alongadas, cilindricas e com varios
nucleos deslocados da regido central em direcdo a periferia celular, imediatamente abaixo da
membrana sarcoplasmatica (Figura 13). O sarcoplasma, nomenclatura dada ao citoplasma dos
miocitos, possui um citoesqueleto composto primordialmente por proteinas contrateis e
elasticas. A expressao dessas proteinas alcanca seu auge nessas células, e a sua organizagao em
sarcomeros confere o estriamento caracteristico desse tipo de tecido (DAL PAI-SILVA;
CARVALHO, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; PEREIRA, 2010). Gragas a grande
especializagdao para a capacidade de contragdo e relaxamento das células musculares, esse
tecido esta relacionado com diversas fungdes de respostas a estimulos ¢ movimentos corporais.
Porém, também estdo relacionadas a funcdes secundarias, como manuten¢ao da estabilidade
corporal, protegdo e suporte visceral, movimento de substincias e atuacdo enddcrina e

metabolica (DAL PAI-SILVA; CARVALHO, 2007; DANGELO; FATTINI, 2011).

Figura 13 - Representacdo esquematica dos componentes do musculo estriado esquelético: seus
envoltorios e compartimentalizagao; estruturas de vascularizagdo e inervagao
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Fonte: Adaptado de https://www.kenhub.com/en/library/anatomy/muscles
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As miofibrilas s3o as unidades funcionais das fibras musculares, compostas
predominantemente por actina e miosina. A organizacao s€rica desse conjunto de proteinas,
conhecido como sarcomeros (Figura 14), confere a capacidade de encurtamento do musculo, e
s30 estruturas amplamente conservadas em todos os vertebrados (GUIMARAES et al., 2015).
Duas Linhas Z delimitam um sarcomero, sendo formadas principalmente pela sobreposi¢ao de
o-actina, titina e actina sendo o ponto de ancoragem desses filamentos. As regides
imediatamente proximas as Linhas Z, composta pela continuidade dos filamentos de actina ¢
denominada de Banda I, sendo formada por actina e titina. Cada Hemi-Banda I, a partir da
Linha Z central, se prolonga em direcdo a regido mediana de um sarcomero. Os filamentos
grossos, formados predominantemente por miosina, estdo localizados medialmente nessas
estruturas. A ancoragem desses filamentos se d4 na regido mediana conhecida como Linha M,
e sdo interligadas por miomesina, proteina-M e esquelemina. A continuidade dos filamentos de
miosina lateralmente forma a Banda H. O intervalo de sobreposi¢ao dos filamentos de actina e
os de miosina ¢ denominado de Banda A (DAL PAI-SILVA; CARVALHO, 2007; HOOPER;
THUMA, 2005).

Figura 14 - Representacdo esquematica da organizacao dos sarcomeros nos vertebrados
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Legenda: filamentos grossos de miosina em azul; filamentos finos de actina em alaranjado. Proteinas associadas
de fixacdo: em amarelo a-actina; em preto titina; os tridngulos representando a titina dependente da atividade de
quinase serina/treonina; os circulos sendo a proteina-M e as elipses a miomesina; associadas aos filamentos de
miosina representadas pelas linhas, as proteinas C ¢ H. Adaptado de HOOPER & THUMA, 2005.

Os filamentos finos, ou filamentos de actina sdo formados por uma dupla hélice
polimerizada de mondmeros de actina, envolvida por dois filamentos associados de troponina
e tropomiosina, responsaveis pela regulacdo da contracdo muscular. Os filamentos grossos, ou
filamentos de miosina sdo hexameros formados por duas cadeias pesadas em forma de a-hélice
e quatro cadeias leves. Cada cadeia pesada pode ser separada em meromiosina leve, em forma

de bastdo, e meromiosina pesada, globular com as regidoes ligantes ao ATP e a actina

(HOOPER; THUMA, 2005).
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Além das miofibrilas, o sarcoplasma ¢ constituido também pelas organelas comuns as
outras cé¢lulas. O reticulo endoplasmatico liso, denominado de reticulo sarcoplasmatico, ¢
formado por uma rede de vesiculas arredondadas, achatadas e interligadas formando uma rede
de tuneis especializados no armazenamento de ions de célcio (Ca%"). Os sarcotibulos formados
a partir dessa rede circundam individualmente todas as miofibrilas, seguindo em sua grande
maioria paralelamente ao seu eixo longitudinal, emitindo projecdes que as anastomosam. O
sarcolema, ou membrana sarcoplasmatica, ¢ constituido por uma membrana basal rica em
glicoproteinas e coldgeno associada ao plasmalema. Invaginagdes do sarcolema formam os
tubulos transversos, ou tabulos T, responsaveis pela contragdo uniforme das fibras musculares
(Figura 15). A associacdo intima de um tibulo T com duas cisternas adjacentes terminais do
reticulo formam a estrutura conhecida como triade (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017,
OVALLE; HANIRNEY; NETTER, 2014; SOUZA; MEDRADO; GITIRANA, 2008)

Figura 15 - Representacdo esquematica dos componentes da célula muscular esquelética
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Legenda: prolongamentos do sarcolema e especializa¢des do reticulo sarcoplasmatico; organelas e organizagdo
das miofibrilas. Modificado de Copyright 2010, John Wiley & Sons, Inc. Muscle Histology.

A matriz extracelular rica em carboidratos e proteinas que envolve as fibras musculares
¢ estruturalmente ordenada e continua formando o tecido conjuntivo muscular, conferindo
unido, protecdo e manutencao da funcionalidade das fibras e feixes musculares. Através desses
envoltorios ocorre a interiorizagdo de vasos sanguineos e terminagdes nervosas, que
respectivamente nutrem e inervam as cé¢lulas musculares em resposta a sua elevada demanda
metabolica (DAL PAI-SILVA; CARVALHO, 2007; GILLIES; LIEBER, 2011; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2017; OVALLE; HANIRNEY; NETTER, 2014).
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Externamente, o tecido conjuntivo que recobre a totalidade de cada musculo esquelético
¢ denominado epimisio. Finos septos, também de tecido conjuntivo nomeado de perimisio,
partem em dire¢dao ao interior do musculo envolvendo e compartimentalizando fasciculos,
feixes ou grupamentos de fibras musculares. Envolvendo individualmente cada uma das fibras,
ha uma delgada bainha de tecido conjuntivo, o endomisio, formada pela lamina basal e fibras
reticulares associadas (GAO et al., 2008b; GOSS, 1988; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017;
PURSLOW, 2002).

O endomisio ¢ composto por basicamente trés formas diferentes de colageno: o tipo |
consistindo de uma densa rede de fibras onduladas associadas diretamente sobre as fibras
musculares; o tipo II representado por fibras perpendiculares ao eixo longitudinal das fibras,
conferindo unido dessas estruturas; o tipo III predominantemente formado por fibras reticulares
adjacentes aos vasos sanguineos. O perimisio possui uma série de camadas laminares onduladas
de fibras coldgenas formadas por compactos feixes dessas fibras. O epimisio ¢ composto por
duas camadas, ambas formadas por inumeras camadas de fibras ondulares, internamente

paralelas e externamente perpendiculares a fibra muscular (GAO et al., 2008b, 2008a;

JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; PEREIRA, 2010).

A musculatura esquelética ¢ constituida por diferentes tipos de fibras que apresentam
caracteristicas morfofuncionais distintas. Varios procedimentos foram adotados para a
diferencia¢do dos tipos de fibras, e consequentemente, existem vdrias terminologias para
classificar essas estruturas (MINAMOTO, 2005). A classificagdo amplamente adotada segue a
caracteriza¢do histoquimica da atividade da enzima ATPase miofibrilar (mATPase), seguindo
o padrao de resposta obtido as fibras foram classificadas em tipos I, IIA e IIB. Com a associagdo
de reacdes histoquimicas com a atividade enzimatica da mATPase e NADH tetrazélio redutase
(NADH-TR), as fibras foram classificadas em fibras lentas oxidativas (SO - slow oxidative),
fibras rapidas oxidativas e glicoliticas (FOG - fast oxidative glycolytic) e fibras rapidas
glicoliticas (FG — fast glycolytic) (BROOKE; KAISER, 1970; PETER et al., 1972).

Estudos envolvendo a microdissecag@o de fibras, associando a atividade da mATPase
com técnicas de eletroforese, permitiram a detec¢do de quatro isoformas da cadeia pesada da
miosina (MHC) presentes nas fibras musculares: fibras do tipo I, com MHCI; fibras do tipo
ITA, com MHClIIa; fibras do tipo IIB, com MHCIIb; e fibras do tipo IID, com MHCIId
(TERMIN; STARON; PETTE, 1989). A MHCIId esta presente nos musculos de pequenos

mamiferos e possui caracteristicas intermediarias de contrag¢ao entre as MHCIla e MHCIIb. As
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fibras do tipo IID apresentam caracteristicas bioquimicas e histoquimicas similares as fibras
IIX descritas para os Glires (Rodentia ¢ Lagomorpha) (HAMALAINEN; PETTE, 1993;
LARSSON et al., 1991; SCOTT et al., 2001).

Os musculos estriados dos mamiferos, em sua grande maioria, sao constituidos por uma
populagdo heterogénea de fibras, podendo apresentar um predominio de um tipo especifico
(KUNZ, Regina Inés et al., 2014; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011). O musculo plantar
apresenta populagdes consideraveis de todos os tios de fibras musculares, atuando sobre a
postura e manutencdo do peso corporal em animais quadrupedes (ARMSTRONG, 1984;
FRISCHKNECHT; BELVERSTONE; VRBOVA, 1995). O musculo extensor longo dos dedos
apresenta predominancia de fibras tipo II, sendo responsavel pela extensdo dos dedos e
estabilidade durante o balango da marcha, enquanto o pé toca o chdo (ARMSTRONG, 1984;
TYC; SLAWINSKA; VRBOVA, 1999). Enquanto isso, o musculo séleo apresenta
predominancia de fibras tipo I, sendo responsavel juntamente com o plantar, pela estabiliza¢ao

do membro pélvico e da articulagdo talocrural (ARMSTRONG, 1984; KUNZ, R I et al., 2013).

A atividade muscular ¢ controlada por estimulos provenientes do sistema nervoso por
meio de um neurdnio motor. O corpo celular desse neurdnio esta localizado no corno anterior
da medula espinal e se prolonga perifericamente por um axonio mielinizado. A ramificacdo
desse axonio em contato com diversas células musculares forma uma unidade motora (Figura
13). Ao aproximar-se da fibra muscular, a fibra nervosa perde sua bainha de mielina,
conservando apenas o neurilema (MACHADO, 2006). As regides sinapticas localizadas entre
os neurdnios motores e as fibras musculares sao denominadas de jungdes neuromusculares
(JNMs) e sdo responsdveis pela transmissdo dos impulsos nervosos (MARTYN;
FAGERLUND; ERIKSSON, 2009). A exocitose do neurotransmissor acetilcolina (ACh) pelo
terminal sinaptico, ¢ dada pela chegada do impulso nervoso. Quando a ACh, liberada na fenda
sinaptica, atinge a membrana poOs-sinaptica localizada na superficie da fibra muscular se inicia
um potencial de acdo que leva a contragdo muscular (KRAUSE NETO et al., 2015; MARTYN;
FAGERLUND; ERIKSSON, 2009; WALTON, 1988).

Quando a membrana sarcoplasmatica ¢ despolarizada pelo estimulo nervoso, canais de
Ca’?" sdo abertos na parede das cisternas do reticulo, levando a um influxo citoplasmatico desses
ions. A atuacdo do Ca®" é diretamente sobre a troponina presente nos filamentos finos do
sarcomero, permitindo a formacao de pontes cruzadas entre a actina ¢ a miosina. A contragao

deve-se pelo deslizamento dos filamentos finos e grossos uns sobre os outros, fornecendo um
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encurtamento do sarcomero. Essa movimentagao ¢ levada pela presenca do Ca®" e de trifosfato
de adenosina (ATP), o segundo atuando sobre a alteracdo conformacional da miosina durante
o desligamento da actina. Imediatamente apds a liberacdo do Ca®" ocorre um bombeamento
ativo desse ion novamente para o reticulo sarcoplasmatico, levando ao retorno da troponina
para sua conformacao inibitoria dos sitios de ligacao para a miosina (GUYTON; HALL, 2011;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; SPENCE, 1991)

Figura 16 - Representacdo esquematica de uma jungdo neuromuscular e seus principais constituintes.
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Legenda: A: Esquema geral da estrutura neural, juncional e muscular. B: esquema detalhado da atividade da
jungdo neuromuscular e inicio da contragdo muscular Adaptado de
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2.5.2 Metabolismo Energético

A glicose (Figura 17) ¢ o principal substrato energético da maioria dos seres vivos,
sendo que sua completa oxidagdo fornece uma quantidade consideravel de energia livre, usada
para gerar moléculas energéticas fundamentais para o funcionamento celular. Os Animalia de
forma geral, armazenam glicose na forma de glicogénio, mantendo a osmolaridade celular
baixa e liberando o substrato quando a demanda energética for aumentada. A degradacdo da
glicose ¢ denominada de glicolise, ocorrendo no citoplasma celular, sendo que esse processo
preserva parte da energia livre na forma de ATP e NADH. A glicolise possui 10 etapas e ¢

subdividida em duas fases, sendo as primeiras 5 etapas denominadas de fase preparatoria, e as
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proximas 5 etapas de fase de pagamento, todo esse processo origina duas moléculas de piruvato

(ALBERTS et al., 2017; NELSON; COX, 2014).

A primeira enzima da fase preparatoria ¢ a hexoquinase (HK) que catalisa a formagao
de glicose-6-fosfato, consumindo ATP. A glicose-6-fosfato segue a via de glicolise formando
frutose-6-fosfato pela atuagao da fosfoexose isomerase, mas também pode ser utilizada para a
producao de pentoses, pela vida das pentoses fosfato, originando acidos nucléicos e coenzimas.
A proxima enzima a atuar ¢ a fosfofrutoquinase (PFK), utilizando a frutose-6-fosfato para a
formagdo de frutose-1,6-bifosfato, que serve como substrato da aldolase para a geracdo de
diidroxiacetona-fosfato e o gliceraldeido-3-fosfato. A diidroxiacetona-fosfato ¢ isomerizada a
gliceraldeido-3-fosfato pela triose-fosfato isomerase (ALBERTS et al., 2017; NELSON; COX,
2014).

As moléculas de gliceraldeido-3-fosfato sdo oxidadas e fosforiladas na fase de
pagamento pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase para a formacao de 1,3-bifosfoglicerato.
A enzima fosfoglicerato-quinase transfere um grupamento fosfato da 1,3-bifosfoglicerato para
uma molécula de ADP, tendo como produto o ATP e 3-fosfoglicerato, que ¢ convertido pela
fosfoglicerato-mutase em 2-fosfoglicerato. A enzima enolase promove a desidratacao do 2-
fosfoglicerato, formando fosfoenolpiruvato que através da piruvato-quinase (PK) transfere um
grupamento fosfato para outro ADP, tendo como produto ATP e piruvato (ALBERTS et al.,
2017; NELSON; COX, 2014). As enzimas HK, PFK e PK sdo consideradas enzimas chave da
glicolise por nao promoverem atividade reversa e portanto, serem representativas da
degradacao de carboidratos (BALDWIN et al., 2007; LONG et al., 2005; LUVESQUE et al.,
2002).

O piruvato pode ser utilizado como substrato pela enzima lactato desidrogenase (LDH)
para a producdo de lactato, processo denominado de fermentacao lactica. Essa atividade ¢ a
fase final do metabolismo anaerobico, sendo considerada em excesso, como chave para a
detec¢do de estresse celular derivado da hipéxia (MORGENSTERN et al., 1965; NELSON;
COX, 2014). Em condicdes aerobicas, o piruvato ¢ conduzido para a formacao de acetil-CoA
e didxido de carbono, pela enzima piruvato desidrogenase (PDH) (PUTMAN et al., 1993). A
acetil-CoA ¢ a molécula precursora do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos, sendo utilizada pela
citrato sintase (CS) para a formagao de citrato, tendo sua atividade regulada pela concentracao

de ATP e de acetil-CoA (SRERE, 1969).
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O citrato formado ¢ utilizado pela aconitase para a formagao de isocitrato, que serve de
substrato junto com o CO; para a isocitrato desidrogenase (IDH) para a formacao de a-
cetoglutarato e liberagdo de NADH e hidrogénio. As enzimas do complexo a-cetoglutarato
desidrogenase promovem descarboxilagdo do a-cetoglutarato, produzindo succinil-CoA e
NADH. A enzima succinil-CoA sintetase promove a formagdo de succinato através da
degradacao de succinil-CoA e sintese de dNTPs. O succinato ¢ utilizado como substrato da
succinato desidrogenase, formando fumarato e FADH. A fumarase, através da hidratacdo do
fumarato, produz malato que ¢ substrato da malato desidrogenase (MDH) para a recuperacao
de oxaloacetato (ALBERTS et al., 2017, GUYTON; HALL, 2011; NELSON; COX, 2014). As
enzimas CS e MDH sdo enzimas chave do inicio e fim do ciclo dos acidos tricarboxilicos,
enquanto a atividade da IDH pode indicar entrada de substratos proteicos no ciclo

(CIARDIELLO et al., 2000; KITTO, 1969; SRERE, 1969).

Figura 17 - Representacdo do metabolismo energético frente os trés principais substratos metabolicos
celulares, glicose, acido graxo e aminoacidos
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A atividade das enzimas da glicolise e do ciclo dos acidos tricarboxilicos sdo reguladas
por varios fatores celulares, sendo que a condi¢do energética mitocondrial e a quantidade dos
substratos metabodlicos e intermediarios sdo as principais formas de regulagdo. Havendo
excesso de acetil-CoA, a glicdlise pode ser interrompida, o piruvato convertido em lactato e a

acetil-CoA destinada para a sintese de acidos graxos. Enquanto isso, em estados nutricionais
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alterados, como a restri¢do nutricional, alguns aminoacidos podem ser utilizados para o
fornecimento de energia, sendo que s@o encaminhados para o ciclo dos acidos tricarboxilicos
como a-cetoglutarato. Da mesma forma, no excesso de lipidios, a B-oxidagdo fornece acetil-
CoA para a atividade dos ciclo e produgdo de energia (BOSMA, 2016; CROS et al., 1999;
JACKMAN; KANDARIAN, 2004; MASSCHELIN et al., 2020; NELSON; COX, 2014;
PARK; SEO, 2020).

2.5.3 Sistema Antioxidante

Durante a atividade metabolica celular, ocorre a geragdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, também conhecidas como radicais livres. Um radical livre ¢ uma
molécula quimica cuja a estrutura quimica apresenta pelo menos um atomo eletronicamente
desemparelhado e, portanto, quimicamente instdvel. Como os atomos oxigénio e nitrogénio
possuem alta eletronegatividade, ou seja, capacidade de promover reagdes quimicas de
oxirredugao, as espécies reativas de nitrogénio e oxigénio sdo altamente reativas e promotoras
de danos celulares. Devida a maior disponibilidade, ocorrem também mais moléculas reativas
derivadas do oxigénio, que participam da regulacdo da funcionalidade celular normal e
patologica (CICHOZ-LACH; MICHALAK, 2014; DENNERY, 2007, MASSCHELIN et al.,
2020; WALRAND, 2018).

Ao longo do curso de atividade do metabolismo celular, principalmente na atividade da
cadeia transportadora de elétrons (Figura 18), ocorre a redugdo parcial do oxigénio, formando
moléculas como o anion superdxido (O27), peroxido de oxigénio (H202) e o ion hidroxila (HO")
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). O aumento ou redu¢ao na geragao de espécies reativas
sdo importantes para a deteccdo de alteracdes metabdlicas, caracterizando o estresse oxidativo
por excesso ou por hipoxia (AHN et al., 2019; NELSON; COX, 2014). Associado ao aumento
da disponibilidade de oxigénio atmosférico e a sua utilizacdo em processos metabolicos, o
surgimento de mecanismos de protecao contra os danos oxidativos foi fundamental para o

sucesso evolutivo dos Eukarya (KULTZ, 2020; SLESAK et al., 2016).

O sistema antioxidante ¢ composto por moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas, que
atuam na metabolizacdo das espécies reativas, minimizando a chance de ocorréncia de danos
oxidativos aos lipidios de membrana, carboidratos, proteinas e acidos nucleicos. As principais
moléculas ndo enzimaticas sdo as vitaminas C e E, a glutationa e outros tidis, melatonina,

compostos fenolicos e os carotenoides (BALDELLI et al., 2019; GOULD; PAZDRO, 2019;
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SLESAK et al., 2016). Ja as principais enzimas do sistema antioxidante sdo a superoxido
dismutase, catalase, glutationas peroxidase, redutase e s-transferase, peroxirredoxina e heme
oxigenase (FONTELLA et al., 2005; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; LEUTNER;
ECKERT; MULLER, 2001; SLESAK et al., 2016).

Figura 18 - Representacdo da geragdo de moléculas oxidantes pela atividade da cadeia transportadora
de elétrons.
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A formacao de radicais livres ¢ diretamente relacionada e promotora de diversas
atividades e fungdes celulares, indugdo e regulacao do desenvolvimento, crescimento € morte
celular, sinalizagdo celular, processos de fagocitose e também a sintese de moléculas. No
entanto, o desbalanco entre a producdo e degradagdo dessas espécies reativas causa o estresse
oxidativo, responsavel por causar danos importantes as estruturas celulares. A peroxidagao de
acidos graxos poliinsaturados de membrana promove efeito similares aos da geragcdo de
eicosandides, desencadeando desbalanco na produ¢do de moléculas inflamatorias gerando um
quadro pré inflamatério exacerbado (BALDELLI et al, 2019; MOLLER; JENSEN;
HANSSON, 2007; ROCCISANO et al., 2019).
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2.5.4 Aciamulo Lipidico no Tecido Muscular

O aumento da circulagdo de triacilglicerdis plasmaticos promove aumento da captagao
de 4cidos graxos pelo tecido muscular, uma vez que ¢ o tecido com grande importancia no
metabolismo de lipidios. Os 4cidos graxos sdo armazenados nos musculos estriados em
organelas derivadas de adipdcitos, as goticulas lipidicas intramusculares, que armazenam e
fornecem lipidios para o metabolismo muscular conforme hé necessidade energética (BOSMA,
2016). No entanto, o aumento da disponibilidade e do acimulo lipidico pode causar altera¢des
metabolicas importantes para o tecido muscular (ESTADELLA et al., 2013; SHRESTHA et
al., 2020b, 2020a).

A presenca de moléculas lipidicas em excesso promove inducdo da B-oxidagdo e
inicialmente promove aumento da atividade de enzimas do ciclo dos acidos tricarboxilicos
(TURNER et al., 2007), no entanto o excesso de diacilgicerol e ceramida formados durante
esse processo induzem o aumento do processo inflamatorio localizado (TUMOVA; ANDEL;
TRNKA, 2016). A alteracdo metabdlica decorrente do aumento lipidico promove mudanca nos
padroes de atividade muscular, sendo considerado um efeito toxico similar a alguns
xenobioticos (MEEX; BLAAK; VAN LOON, 2019). O efeito lipotdxico induz a redugao da
capacidade oxidativa muscular, promovendo reducdo no consumo de glicose, aumento da
lipogénese e P-oxidagdo a longo prazo. Como consequéncia do desbalanco metabdlico, as
mitocondrias aumentam a geracdo de EROS e acumulam danos oxidativos, reduzindo ainda
mais a capacidade oxidativa (ECKARDT; TAUBE; ECKEL, 2011; GOMES et al., 2018;
PARK; SEO, 2020).

Induzido pelo aumento das EROS, do processo inflamatdério e dos danos celulares
decorrentes de ambos, as células satélites sao induzidas ao processo de reparo muscular. No
entanto, o estado metabdlico instaurado promove reducdo na expressdo de [B-catenina e
aumento da expressao de FOXO, induzindo as fibras oxidativas a transicionarem
metabolicamente (DU et al., 2010; LIU et al., 2017; TONG et al., 2009). Além de promover a
reducdo da expressdo de vias relacionadas com a sintese proteica, como a mTOR (PARK; SEO,
2020). Todas essas alteracdes metabolicas e estruturais influenciadas pela lipotoxicidade
muscular sdo caracteristica de modelos de obesidade e excesso lipidico, independente da fase
de vida, além de serem sinais do processo de envelhecimento metabdlico e resisténcia a insulina
(MEEX; BLAAK; VAN LOON, 2019; SHRESTHA et al., 2020b; TUMOVA; ANDEL;
TRNKA, 2016).
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3.0 MATERIAL E METODOS

Todos os protocolos utilizados nesse estudo foram submetidos e aprovados pelo Comité de
Etica em Experimenta¢io Animal do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do

Parana sob o nimero 1303/2019.
3.1 ANIMAIS

Para o presente estudo foram utilizadas 30 ratas da linhagem Wistar, com
aproximadamente 60 dias de vida, obtidas do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
UFPR, em ambiente controlado sob fotoperiodo de 12h; temperatura de 22+2 °C; 4gua e ragdo
ad libitum. Apbés dez dias de aclimatacdo, as ratas foram distribuidas em trés grupos

experimentais, assumindo-se um delineamento inteiramente casualizado (DIC) (Figura 1):

- Grupo Controle (CTLE): composto por fémeas que ndo receberam nenhuma

suplementagao;

- Grupo Suplementado com AGPIs ®-3 (SPL3): composto por fémeas que foram
suplementadas diariamente durante toda a gestacao e lactacdo com a dose de 4,0 g / kg de

composto de extratos marinhos, rico em acidos graxos ®-3;

- Grupo Suplementado com AGPIs -6 (SPL6): composto por fémeas que foram
suplementadas diariamente durante toda a gestacdo e lactacdo com a dose de 4,0 g/ kg de

composto de extratos vegetais, rico em acidos graxos ®-6.

O volume de 6leo correspondente ao peso corporal de cada animal, foi fornecido
diariamente por via oral com auxilio de pipeta de volume regulavel, iniciando trés semanas
antes do acasalamento para evitar estresse € problemas com a implantacdo embrionaria das

ratas.

Apds 21 dias de experimento, as ratas dos trés grupos foram colocadas para
acasalamento com machos Wistar ndo suplementados na propor¢do de 3 fémeas para cada
macho. Durante toda a fase de acasalamento, gestacdo e lactacdo foram mantidas as respectivas
suplementagoes, a fim de garantir a transferéncia dos AGPIs aos fetos em desenvolvimento
pela circulagdo placentaria e pelo leite. Apds o desmame, os filhotes foram mantidos sem

suplementagao até os 60 dias de vida, quando foram eutanasiados.
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O consumo alimentar e o ganho de peso das progenitoras foram acompanhados durante
todo o experimento. No dia do nascimento das proles, foram quantificados os nimeros de
nascimentos ¢ de natimortos, posteriormente todas as ninhadas foram padronizadas para o
nimero de oito filhotes, sendo quatro machos e quatro fémeas, garantindo os mesmos padroes
de disponibilidade de leite para todos os filhotes. Apos a padronizagdo, as ninhadas foram
pesadas e o ganho de peso acompanhado duas vezes na semana até o desmame. No 14° dia pds-
natal, os animais foram pesados, o comprimento nasoanal foi mensurado e ambos utilizados
para o célculo do Indice de Lee (LEE, J.; KOH; ONG, 1989). Apds o desmame, o peso corporal

e o comprimento nasoanal foram mensurados quinzenalmente até o dia da eutandsia.

3.2 EUTANASIA E COLETA DE MATERIAL

3.2.1 Progenitoras

Apo6s o desmame, as progenitoras foram mantidas em repouso por 12h para a producao
normal de leite, sendo posteriormente anestesiadas intraperitonealmente com quetamina (50
mg/kg) e xilazina (20 mg/kg). Para estimular a ordenha, foi administrado intraperitonealmente
ocitocina sintética (20 U/kg). O leite coletado foi armazenado em ultrafreezer para posterior

analise bioquimica.

Apo6s 24h da coleta de leite, as fémeas foram pesadas e eutanasiadas por decapitacao.
O sangue foi coletado em tubos heparinizados e centrifugados em temperatura ambiente a
1.800 RCF (g) por 10 minutos para a obtenc¢ao do plasma para posterior analise bioquimica. O
figado e os tecidos adiposos mesentérico e retroperitoneal foram coletados, pesados e

padronizados por 100 g de peso corporal.

3.2.2 Prole

Aos 60 dias de vida, as proles foram pesadas e eutanasiadas por decapitacao. O sangue
foi coletado em tubos heparinizados e centrifugados conforme descrito anteriormente, para a
obtencdo do plasma para posterior analise bioquimica. O figado (FIG), os tecidos adiposos
mesentérico (MESEN) e retroperitoneal (RETRO) foram coletados, pesados e padronizados
por 100 g de peso corporal. Os musculos soleo (SOL), extensor longo dos dedos (EDL) e
plantar (PLAN) foram dissecados, tiveram o comprimento e peso mensurados, € os pesos foram
padronizados por 100 g de peso corporal. Posteriormente, todo material bioldgico foi

acondicionado em microtubos e mantidos congelados a -80°C até o momento das analises.
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3.3 ANALISES BIOQUIMICAS

3.3.1 Perfil Bioquimico do Leite e do Plasma

O leite coletado foi diluido (1:20 v/v) em solugdo de NaCl 0,9 M (GOMES et al., 2018)
para as analises de proteinas soluveis, glicose, colesterol total e triacilglicerdis totais. A
dosagem de proteinas soltveis foi realizada por meio do método de Bradford utilizando
albumina de soro bovino como padrao e os valores expressos em pg/mL (BRADFORD, 1976).
Os demais parametros foram quantificados por meio de kits comerciais de analise colorimétrica

e os valores expressos em mg/dL (Vida Biotecnologia®).

O plasma de todos os animais foi destinado para a dosagem das variaveis séricas de
glicose, colesterol total e triacilglicerois totais através de kits comerciais de analise
colorimétrica (Vida Biotecnologia®). Além disso, o plasma da prole foi utilizado para a
dosagem do colesterol HDL e lactato através de kits comerciais de anélise colorimétrica (Vida
Biotecnologia®). Com os valores de colesterol total, colesterol HDL e triacilglicer6is foram
realizados os calculos para se estimar colesterois LDL ¢ VLDL (FRIEDEWALD; LEVY;
FREDRICKSON, 1972). As leituras das absorbancias foram realizadas em leitor de
microplacas (Infinite® 200 PRO SERIES TECAN) e os valores expressos em mg/dL.

3.3.2 Metabolismo Energético de Carboidratos e Proteinas

Os musculos soleo e extensor longo dos dedos, e o figado foram homogeneizados em
tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,4 em banho de gelo. Posteriormente, os homogenatos foram
sonicados durante 20 segundos para o rompimento das membranas intracelulares e
centrifugados a 12.000 RCF (g) a 4 °C durante 10 min, o sobrenadante foi coletado e utilizado
para a determinacao das atividades enzimaticas. Para padronizagao, foi realizada a dosagem de
proteinas soliveis pelo método de Bradford com curva padrdao de albumina de soro bovino
(BRADFORD, 1976), posteriormente todas as amostras foram diluidas em tampao Tris-HCI
pH 7,4 (1:20 v/v para os musculos e 1:40 v/v para o figado), para manter a concentragao

proteica abaixo de 1 mg/dL, possibilitando maior tempo de linearidade das reagdes.

A atividade enzimatica da hexoquinase (HK — EC 2.7.1.1) foi determinada por meio da
producao de glicose-6-fosfato a partir do consumo de glicose e ATP, o aumento de absorbancia
pela redu¢do de NADP" foi monitorado em 343 nm (Sistema de Reac¢do (SR): 50 mM de
tampao Imidazol pH 7,4; 2 mM de glicose; 2 mM de ATP; 10 mM de MgCl,; 400 uM de
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NADP"; 1 mM de ditiotreitol; 2 mM de KCI; 0,3 U/mL de glicose-6-fosfato desidrogenase).
Os valores foram expressos em nM de NADP* reduzido.min!.mg de proteina (BALDWIN et
al., 2007).

A atividade enzimatica da piruvato quinase (PK — EC 2.7.1.40) foi determinada por
meio da producdo de piruvato e ATP a partir do consumo de fosfoenolpiruvato (PEP). A
redugdo da absorbancia pela oxidagao do NADH foi acompanhada em 343 nm (SR: 50 mM de
tampao Imidazol pH 7,4; 10 mM de MgCly; 25 mM de KCI; 150 uM de NADH; 5 mM de
ADP; 5 mM de PEP; 9 U/mL de lactato desidrogenase). Os valores foram expressos em nM de
NADH oxidado.min"!.mg de proteina™! (LUVESQUE et al., 2002).

A atividade enzimatica da lactato desidrogenase (LDH — EC 1.1.1.27) foi determinada
por meio da producdo de lactato a partir do consumo de piruvato, sendo a redugdo da
absorbancia avaliada pela oxidagdo do NADH, acompanhada em 343 nm (SR: 50 mM de
tampao Tris-HCI pH 7,4; 1 mM de piruvato de sédio; 100 mM de KCI; 254 uM de NADH).
Os valores foram expressos em nM de NADH oxidado.min™'.mg de proteina (THUESEN;
MCCULLOUGH; CHILDRESS, 2005).

A atividade enzimatica da citrato sintase (CS — EC 2.3.3.16) foi determinada por meio
da producio de citrato e coenzima A (CoA) a partir do consumo de oxaloacetato e acetil-CoA,
sendo o aumento da absorbancia pela formacao do complexo CoA e DTNB avaliado a 412 nm
(SR: 50 mM de tampao Tris-HCI1 pH 7,4; 100 mM de KCI; 1 mM EDTA; 200 uM de DTNB;
200 uM de acetil-CoA; 500 uM de oxaloacetato). Os valores foram expressos em nM de CoA-
SH .min"!.mg de proteina (SABOROWSKI; BUCHHOLZ, 2002).

A atividade enzimatica da malato desidrogenase (MDH — EC 1.1.1.37) foi determinada
por meio da produg¢do de malato a partir do consumo de oxaloacetato, sendo a reducdo da
absorbancia avaliada pela oxidacdo do NADH em 343 nm (SR:50 mM de tampao Tris-HCI pH
7,4; 400 uM de oxaloacetato; 20 mM de MgCl; 155 uM de NADH). Os valores foram
expressos em nM de NADH oxidado.min'.mg de proteina (CHILDRESS; SOMERO, 1979).

A atividade enzimatica da glutamato desidrogenase (GLDH — EC 1.4.1.2) foi
determinada por meio da producdo de a-cetoglutarato a partir do consumo de glutamato, sendo
o aumento da absorbancia avaliado pela redugdo do NAD" em 343 nm (SR: 100 mM de tampao
Tris-HCI pH 7,4; 2 mM de NAD™; 800 uM de ADP; 40 mM de I-glutamato). Os valores foram
expressos em uM de NAD" reduzido.min.mg de proteina™ (BIDIGARE; FREDERIC; KING,
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1981; CIARDIELLO, M. A. et al., 2000).

A atividade enzimatica da aspartato aminotransferase (AST — EC 2.6.1.1) foi
determinada por meio da produ¢do de malato pela MDH do SR, avaliando-se o consumo do
oxaloacetato produzido a partir do consumo de a-cetoglutarato e aspartato. A reducdo da
absorbancia pela oxidagdo do NADH foi acompanhada em 343 nm. Os valores foram expressos

em mM NADH oxidado.min"".mg proteina™ (SR: kit comercial Bioclin®).

A atividade enzimadtica da alanina aminotransferase (ALT — EC 2.6.1.2) foi determinada
por meio da producdo de lactato pela LDH do SR, avaliando-se o consumo do piruvato
produzido a partir do consumo de a-cetoglutarato e alanina. A redugdo da absorbancia pela
oxida¢cdo do NADH foi acompanhada a 343 nm. Os valores foram expressos em mM NADH

oxidado.min™'.mg proteina™ (SR: kit comercial Bioclin®).

A atividade enzimatica da fosfatase alcalina (ALP — EC 3.1.3.1) foi determinada por
meio da producdo de p-nitrofenol e 2-amino-2-metil-1-propanol-fosfato, avaliando-se a
transferéncia do grupamento fosfato do substrato p-nitrofenilfosfato para o 2-amino-2-metil-1-
propanol do SR. O aumento da absorbancia pela produgdo do p-nitrofenol foi acompanhada a
405 nm. Os valores foram expressos em mM p-Nitrofenol.min"!.mg proteina™ (SR: kit comercial

Bioclin®).

3.3.3 Sistema Antioxidante

Os musculos soleo e extensor longo dos dedos, o figado, e os tecidos adiposos
mesentérico e retroperitoneal foram homogeneizados em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,4 em
banho de gelo e centrifugados a 12.000 RCF (g) a 4 °C durante 20 min, o sobrenadante foi
coletado e utilizado para a determinagdo das atividades enzimaticas. Para padronizacao, foi
realizada a dosagem de proteinas soluveis pelo método de Bradford com curva padrao de
albumina de soro bovino (BRADFORD, 1976), posteriormente todas as amostras foram

padronizadas para 1 mg de proteina.

A atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD — EC 1.15.1.1) foi determinada
através da inibi¢do da formacdo de azul de formazan a partir da reducdo do azul de
nitrotetrazolio (NBT), o aumento da absorbancia pela redugao do NBT pelo anion superoxido
foi acompanhado a 560 nm (SR: 182 mM de tampao carbonato de sédio pH 10,2; 50 uM de
EDTA; 100 uM de NBT; 36,86 mM de sulfato de hidroxilamida). Os valores foram expressos
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em U x mg de proteina” (CROUCH et al., 1981).

A atividade enzimatica da catalase (CAT — EC 1.11.1.6) foi determinada através da
formacao de H20 e O: a partir do consumo de H>O, a reducao da absorbancia pelo consumo
do H20» foi acompanhada a 240 nm (SR: 50 mM de tampao fosfato de potassio pH 7,0; 10 mM
de H>0;). Os valores foram expressos em mM de H>O, consumido x min!' x mg de proteina™!

(AEBI, 1985).

A atividade enzimatica da glutationa S-transferase (GST — EC 2.5.1.18) foi determinada
através da formagao de um tioéter a partir da interagdo da GSH com o CDNB, o aumento da
absorbancia pela formagao do tioéter foi acompanhado a 340 nm (SR: 100 mM de tampao
fosfato de potéssio pH 6,5; 1,5 mM de GSH; 2 mM CDNB). Os valores foram expressos em
uM de tioéter formado x min'' x mg de proteina! (KEEN; HABIG; JAKOBY, 1976).

A atividade enzimatica da glutationa peroxidase (GPx — EC 1.11.1.9) foi determinada
através da formacgdo de GSSG a partir da reducao da GSH no consumo de H>O», a reducdo da
absorbancia pela oxidagdo do NADPH foi acompanhada a 340 nm (SR: 100 mM de tampao
fosfato de potassio pH 7,0; 2 mM de azida sédica; 200 uM de NADPH; 2 mM de GSH; 1 U/mL
de GR; 500 uM de H,0»). Os valores foram expressos em pM de NADPH oxidado x min™' x
mg de proteina”’ (WENDELL, 1981).

A atividade enzimatica da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH — EC 1.1.1.49) foi
determinada pela formacdo de NADPH a partir do consumo de glicose-6-fosfato, o aumento
da absorbancia pela redugdo do NADP™ foi acompanhado a 340 nm (SR: 100 mM de tampio
Tris-HCI pH 7,4; 1 mM de glicose-6-fosfato; 200 uM de NADP™). Os valores foram expressos
em pM de NADP* reduzido x min™! x mg de proteina™! (CIARDIELLO, M.; CAMARDELLA;
DI PRISCO, 1995).

2.3.4 Indices de Estresse Oxidativo e Neurotoxicidade

A concentracdo de GSH e de outros tidis ndo proteicos (NP-SH) foram determinadas
através da interagcdo dos tidis com o DTNB e forma¢ao de um croméforo amarelado. Para a
realizagdo do ensaio foi necessaria a precipitacao das proteinas da amostra pela adigao de TCA
30% (1:5 v/v) e centrifugagdo a 7000 RCF (g) a 4 °C durante 10 minutos. O sobrenadante foi
utilizado para a quantifica¢do dos tidis com a adi¢ao de 250 uM de DTNB e a absorbancia pela

geragao do cromoéforo foi medida a 415 nm. Os valores foram expressos em nM de tidis.mg
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proteina”! (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

O indice de peroxidacao lipidica (LPO) foi determinado pela geracao de
malondialdeido (MDA) pela reacdo com o acido tiobarbiturico (TBA) e geracdo de um
croméforo e também pela geragio de complexos entre Fe' e xilenol laranja e formacio de um
cromoforo estabilizado por hidroxitolueno butilado A absorbancia pela geracao do cromé6foro
foi medida a 535 nm e 560 nm, respectivamente. Os valores foram expressos em nM

hidroperéxidos. mg de proteina™ (JIANG; WOOLLARD; WOLFF, 1991).

A atividade enzimadtica da colinesterase total (ChE — EC 3.1.1.8) foi determinada pela
geragdo do 2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina a partir da interagdo da tiocolina e do DTNB,
o aumento da absorbancia pela formag¢dao do cromoéforo foi acompanhado a 405 nm (SR: 487
uM de DTNB; 2,25 mM de iodeto de acetiltiocolina). Os valores foram expressos em nM de
acetiltiocolina hidrolizados.min'.mg proteina™! (ELLMANN et al., 1961).

3.4 ANALISES HISTOMORFOMETRICAS

O antimero direito do musculo plantar foi dissecado e seccionado transversalmente na
por¢ao média do ventre muscular. A por¢ao proximal foi deixada a temperatura ambiente por
aproximadamente 15 minutos, envolta em talco neutro para crioprote¢do, congelada em
nitrogénio liquido e armazenada em ultrafreezer (-80°C). A porc¢ao distal foi fixada em solugdo
de Metacarn (Metanol, Cloroférmio e Acido Acético Glacial) por 24 h e armazenados em

alcool 70% até o momento do processamento histologico (PUCHTLER et al., 1970).

3.4.1 Analises Histologicas

As porgdes proximais dos musculos plantares armazenadas em ultrafreezer foram
transferidas para a camara de criostato a -25 °C, fixadas as platinas com o composto Tissue-
Tek® O.C.T e mantidas até a cristalizagao do meio. Posteriormente foram realizadas sec¢oes
transversais de 7 pm dos musculos, fixadas em laminas de vidro e destinadas para as técnicas
de Hematoxilina ¢ Eosina (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) ¢ Sudan Black (LEACH,
1934). A porg¢ao distal dos musculos plantares armazenadas em alcool 70% foram desidratadas
em série crescente de alcoois, diafanizadas com élcool n-butilico (ZAZULA et al., 2020) e
incluidas em parafina histologica. Posteriormente foram realizadas secgdes transversais de 7
um dos musculos em micrétomo de Minot, fixadas em laminas de vidro e destinadas para a

técnica de Sirius Red (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978).
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Para cada técnica, foram obtidas 12 imagens de cada lamina em objetiva de 40x com o
auxilio de microscopio (Carl Zeiss™ Primo Star™) com camera acoplada (Carl Zeiss™

AxioCam ERc 5s) no programa ZEN 3.1 (Carl Zeiss™).

As fotomicrografias com a colorag@o de hematoxilina e eosina foram destinadas para a
descricdo morfoldgica e morfometria do tecido muscular. Foram analisadas a organizagao do
tecido, disposi¢do e formato das fibras musculares e também a posi¢ao dos ntcleos. Para as
analises morfométricas, foi realizada a mensuracao da area de cada fotomicrografia e todas as
células que apareciam parcialmente no campo foram desconsideradas. Sendo assim, foram
quantificadas as fibras musculares, os nucleos periféricos e centralizados e os capilares
sanguineos. Também foram mensuradas a area e os didmetros maior € menor das fibras
musculares e a area dos nucleos. Para realizacdo das analises foi empregado o programa Image-

Pr6 Plus 6.0 (Media Cybernetics Inc. ®).

Com os valores da area total mensurada e o numero de fibras musculares quantificadas
foi calculada a densidade de fibras por mm? (Densidade =
n®de fibras/ area mensurada). A partir do nimero de nucleos, capilares ¢ fibras foram
calculadas as razdes de nucleos (Nucleo/Fibra = n® de nicleos totais/ n® de fibras) e
capilares (Capilar /Fibra = n2de capilares/ n®de fibras) por fibra. Os valores da razao
de ntcleos por fibras foram utilizados para o calculo da razao de area de nucleo por citoplasma

(Area Nucleo/Citoplasma = (NF x Area Ntcleo) / Area Fibra).
2.4.2 Andlises Histoenzimologicas

As porgdes proximais dos musculos plantares armazenadas em ultrafreezer foi
transferida para a camara de criostato a -25 °C, fixadas as platinas com o composto Tissue-
Tek® O.C.T e mantidas até a cristalizacdo do meio. Posteriormente foram realizadas secc¢oes
transversais de 7 pm dos musculos, fixadas em laminas de vidro e destinadas para a técnica de
NADH-TR para a tipagem de fibras (DUBOWITZ; BROOKE, 1973). Foram obtidas 6 imagens
de cada lamina em objetiva de 10x com o auxilio de microscopio (Carl Zeiss™ Primo Star™)
com camera acoplada (Carl Zeiss™ AxioCam ERc 5s) no programa ZEN 3.1 (Carl Zeiss™).
As fotomicrografias foram utilizadas para a tipagem de fibras, que foi realizada por meio da
contagem total de células inteiras de cada imagem e diferenciacdo por meio da intensidade de
coloracdo da reagdo. A area e os didmetros maior e menor foram mensurados em 50 fibras de

cada tipo.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos por média £ desvio padrdo e analisados por meio da
estatistica descritiva e inferencial no programa R versdo 4.0.3 (R Core Team, 2020). A
avaliacdo dos nascimentos e ocorréncia de natimortos foram comparadas pelo Teste de Qui-
Quadrado de Aderéncia. Para a escolha dos demais testes estatisticos relativos as variaveis
quantitativas, os dados foram avaliados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade (teste de Bartlett). Os valores referentes aos dados ao longo do tempo foram
avaliados pelo Teste de ANOVA para medidas repetidas, seguido do pds-teste Tukey-HSD. Os
demais dados foram avaliados pelo Teste de ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey-
HSD. Em caso de dados ndo paramétricos, o teste utilizado foi o Kruskal-Wallis com pos-teste

de Dunn. Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi de 5%.

As matrizes das variaveis relativas aos, Variaveis Corporais da Gestagdo, Variaveis
Corporais ao Desmame, Perfil Bioquimico Plasmaticos, Perfil Bioquimico do Leite, Variaveis
de Desenvolvimento, Variaveis Corporais, Perfil Bioquimico do Plasma, Caracteristicas
Mesenquimais, Caracteristicas Musculares, Atividade Bioquimica Hepatica, Danos Oxidativos
Hepaticos e Adiposos, Caracterizacdo dos Tipos de Fibras, Distribuicdo Capilar e Nuclear,
Atividade do Metabolismo Energético do Musculo Soéleo, Atividade do Metabolismo
Energético do Musculo Extensor Longo dos Dedos, Atividade do Sistema Antioxidante do
Musculo Séleo, Atividade do Sistema Antioxidante do Musculo Extensor Longo dos Dedos,
Danos Oxidativos e Neurotoxicidade do Musculo Séleo e Danos Oxidativos e Neurotoxicidade
do Mtsculo Extensor Longo dos Dedos foram estandartizadas e analisadas por meio da analise
de componentes principais (PCA). Na andlise de componentes principais sdo definidas as
cargas fatoriais, as quais sdo definidas como as correla¢des de cada variavel com a composi¢do
do fator, sendo o fator uma nova variavel estatistica definida pelo conjunto das cargas fatoriais.
As cargas fatoriais resultantes dos componentes principais foram avaliadas quanto sua
significancia por meio de Analise da Variancia Fator Unico, assumindo como fator fixo os

grupos experimentais com pos teste de Tukey-HSD.

A constru¢do de modelos explicativos dos aspectos relativos aos efeitos do uso de
suplementos 6mega na prole foi realizada por meio de Equagdes Estruturais (Structurals
equations models). Nesta andlise sugere-se que os sistemas (matrizes de variaveis listadas
acima) apresentem indicadores associados, € que o conjunto destes sistemas possibilite a

caracterizagcdo de um determinado efeito sobre a prole de maes suplementadas com os AGPIs
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O método utilizado para a estimagao dos parametros dos diferentes caminhos do modelo foi a
maxima verossimilhanca (Maximum Likelihood), o qual forneceu estimativas dos coeficientes
estandartizados, o desvio padrdo, o valor critico de Z e o p-valor. O ajustamento do modelo foi

avaliado por meio de parametros de ajuste, entre eles: RMSEA, SRMR, CFI (MAROCO,
2010).
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4.0 RESULTADOS
4.1 PROGENITORAS

O ganho de peso corporal e o consumo alimentar das progenitoras foi acompanhado
durante as 12 semanas experimentais. A andlise do ganho de peso corporal percentual (Figura.
20A e B) dessas fémeas, indicou que ndo houve diferenca de ganho de peso entre os grupos
(F220=0,3463; p=0,7141), sendo que todas as progenitoras ganharam peso de forma similar
ao longo das semanas experimentais (F2i210 = 217,1192; p < 0,0001; F21210 = 1,8837; p =
0,00006, respectivamente). Da mesma forma, ndo houve diferenca no ganho total de peso entre

os grupos (F221=1,2429; p = 0,3089; Figura 20C).

Tratando-se do consumo alimentar (Figura 20A” e B’) ndo houve diferenca entre os
tratamentos e tdo pouco dos tratamentos ao longo do tempo (F220 = 0,4234; p = 0,6642; F21.210
=0,9927; p=0,4930, respectivamente) ¢ de forma semelhante somento o aumento do consumo
alimentar ao longo do tempo foi diferente (F21210 = 568,8326; p < 0,0001). Da mesma forma,
nao houve diferenca no consumo alimentar total dos grupos (F221=0,7525; p = 0,4834; Figura

20C).
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Legenda: A: Lineplot da curva de Ganho de Peso Percentual de ratas Wistar durante todo o periodo experimental.
B: Boxplot do Ganho de Peso Percentual das progenitoras durante todo o periodo experimental. C: Boxplot da
Area sob a Curva (AUC) do Ganho de Peso total das progenitoras ao longo do tempo. A’: Lineplot da curva de
Consumo Alimentar das progenitoras durante todo o periodo experimental. B’: Boxplot do Consumo Alimentar
das progenitoras durante todo o periodo experimental. C’: Boxplot da Area sob a Curva (AUC) do Consumo
Alimentar das progenitoras ao longo do tempo. CTLE: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com 6mega 3 na
dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Observagdes semanais durante 11
semanas. Significancia adotada de 95%.
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4.1.1 Nascimentos

No dia do nascimento da prole, os animais foram manipulados para a contagem,
sexagem e quantificagcdo de natimortos. O numero de filhotes vivos e mortos (Figura. 21A e B)
foi analisado pelo Teste Qui-Quadrado de Aderéncia, ndo sendo observada uma interferéncia
da suplementagiio com dmega 3 e 6 sobre o nimero total de nascimentos (y> = 0,1818; df = 2;
p =0,9131), porém com relagdo ao efeito da suplementagiio sobre o niimero de natimortos (y*
=6,2; df=2; p=0,0451), identificou-se que ambas as suplementagdes provocaram um aumento
de 220% na mortalidade de filhotes quando comparadas com as proles controle. Apds a
padronizagdo das ninhadas, sendo fixado o nimero de 8§ filhotes por ninhada (4 fémeas e 4
machos), todas as proles foram pesadas (Figura 21C), tendo sido observado um maior peso das
ninhadas suplementadas (SLP3 e SLP6) quando comparadas ao controle (F227 = 42,0321; p <
0,0001; CV =3,83%).

Figura 21 - Dados do dia do nascimento da prole de ratas Wistar.

A 120 B a
151 a
9
Z 10
8
5
90 g
E b
Z 97
2 ’1 . : :
3 o CTLE SPL3 SPLE
£
[}
©
pa C
a a
-
.65
304 =
[
[=]
e
o - -
8§ 60
(=]
2 e
o L]
-
55 1 .
0] B
-

CTLE SPL3 SPLE CTLE SPL3 SPLE

Legenda: A: Barplot da quantidade de nascimentos por grupo. B: Barplot da quantidade de natimortos por grupo.
C: Boxplot do peso das ninhadas padronizadas (g). CTLE: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com 6mega
3 na dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam
diferencga estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.
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3.1.2 Analise Bioquimica do Leite e Plasma das Ratas

A andlise do perfil bioquimico do leite permitiu identificar que as concentragdes de
Colesterol Total e as Proteinas Soluveis (Figura 22A e D), no leite das ratas SLP3 s3o maiores
que as CTLE, enquanto que o leite de SPL6 possui valores intermedidrios para estes parametros
(F227 = 4,3352; p = 0,0233; CV = 11,54%; Fa27 = 6,7257; p = 0,0046; CV = 3,63%,
respectivamente). Tratando-se dos Triacilglicerdis Totais (Figura 22B), observou-se que as
ratas suplementadas, independentemente do tipo de 6leo empregado, possuem as médias
superiores as CTLE (F227 = 39,0281; p < 0,0001; CV = 8,68%). Os valores encontrados para
Glicose Total (Figura 22C) nao foram diferentes entre os grupos (F227 = 2,8016; p = 0,0784;
CV =4,92%.

Figura 22 - Perfil Bioquimico do Leite Materno
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Legenda: Boxplots de A: Colesterol Total (mg/dL); B: Triacilgliceréis Totais (mg/dL); C: Glicose Total (mg/dL);
e D: Proteinas Soluveis (mg/dL) do leite de ratas Wistar. CTLE: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com
omega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes
representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.
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Ao comparar as concentracoes de Colesterol Total entre os grupos (Figura 23A),
observou-se que as concentragdes sao maiores no plasma de ratas SPL6 que as de ratas CTLE
e SPL3 (F2p7 = 7,3487; p = 0,0028; CV = 12,06%). Com relagdo as concentracdes de
Triacilglicer6is Totais (Figura 23B) observou- se valores menores nas SPL3 quando
comparadas as CTLE e SPL6 (F227 = 13,5051; p < 0,0001; CV = 12,91%). Da mesma forma
que no leite, ndo houve diferenga nas concentragdes de Glicose Total (Figura 23C) entre os

grupos (F227 =3,1273; p=0,0601; CV = 6,94%).

Figura 23 - Perfil Bioquimico Plasmatico Materno
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Legenda: Boxplots de A: Colesterol Total (mg/dL); B: Triacilglicerdis Totais (mg/dL); C: Glicose Total
(mg/dL) do plasma de ratas Wistar. CTLE: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com dmega 3 na
dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com O0mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes
representam diferencga estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Ao comparar o Peso Corporal e o Peso do Figado (Figura 24A e B) ndo houve diferenga
entre os grupos (Fop3 = 1,9498; p = 0,1672; CV = 3,49%; F223 = 1,7754, p = 0,1939; CV =
4,33%, respectivamente). Contudo, os depdsitos de Tecido Adiposo, tanto o Retroperitoneal
(Figura 24C), quanto o Mesentérico (Figura 24D) foram significativamente maiores nas fémeas
SPL3 e SPL6 quando comparadas as CTLE (F223 = 37,73; p < 0,0001; CV = 10,46 %; F223 =
10,7606; p = 0,0006; CV = 9,19 %, respectivamente).



69

Figura 24 — Variaveis Corporais das Progenitoras
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Legenda: Boxplots de A: Peso Corporal (g); B: Figado (g/100g); C: Tecido Adiposo Retroperitoneal (g/100g); e
D: Tecido Adiposo Mesentérico de ratas Wistar. CTL: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com 6mega 3 na
dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca
estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

4.2. PROLE

Apo6s o nascimento, as proles tiveram o peso corporal (Figura 25) acompanhado durante
os 21 dias de lactacdo. Ao analisar o ganho percentual de peso corporal entre os grupos, notou-
se diferenca a partir do nono dia de vida dos animais (F2,10 = 15,0391; p < 0,0001; Figura 25A),
as proles SPL3 e SPL6 mantiveram o maior peso percentual at¢ o 17° dia de vida quando
comparadas ao CTLE. Contudo, ao desmame no 21° dia de vida, as proles CTLE apresentavam
maior peso percentual que as SPL6, enquanto as SPL3 tiveram valores intermediérios entre os
dois grupos (Figura 25B). Tratando-se do ganho de peso ao longo do periodo de lactacdo
(Figura 25C), € possivel notar que as proles SPL3 ¢ SPL6 possuem maior ganho de peso que as

CTLE (Fs.10 = 40,0311; p < 0,0001).
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Figura 25 - Evolugdo do Peso Corporal das Ninhadas até o desmame
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Legenda: A: Lineplot da curva de Ganho de Peso Percentual das proles de ratas Wistar durante a lactacdo, *** p
< 0,001 comparados as CTL; B: Boxplot do Ganho de Peso Percentual das proles durante a lactacdo, letras
diferentes representam diferenca estatistica dentro dos tempos avaliados. C: Boxplot da Area sob a Curva (AUC)
do Ganho de Peso total dos grupos ao longo do tempo, letras diferentes representam diferenca entre os grupos.
CTL: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com
Oomega 6 na dose de 4 g/kg. Duas observagdes semanais durante 12 semanas, NASC: dia de nascimento das proles,
DESM: dia do desmame das proles. Significancia adotada de 95%.

Aos 14 dias de vida, as ninhadas foram novamente pesadas, tiveram o comprimento
nasoanal (CNA) mensurado e o indice de Lee (LEE) calculado. Analisando o PC (Figura 26A)
e LEE (Figura 26C), observou-se que as proles suplementadas apresentavam médias maiores
do que as proles CTLE (F227 = 117,71; p < 0,0001; CV = 5,28%; F227 = 116,67; p < 0,0001;
CV = 6,8%, respectivamente), entretanto a avaliacdo do CNA (Figura 26B), evidenciou que as
proles suplementadas apresentaram menor tamanho que as CTLE (F2,27 =40,7691; p <0,0001;

CV =4,61%).
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Figura 26 - Caracteristicas Corporais aos 14 dias
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Legenda: Boxplots dos intervalos de confianga do A: PC (g); B: CNA (cm); C: LEE (g/cm?®) da prole de ratas
Wistar aos 14 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na
dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam
diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

3.2.1 Desmames

Alcancada a idade de 21 dias de vida foi realizado o desmame dos animais. Estes foram
separados e o PC (Figura 27) e o CNA (Figura 28) foram mensurados aos 21, 30, 45 e 60 dias
de vida. Tratando-se do peso corporal, ndo foi observada diferenca entre os grupos ao longo do
periodo experimental (F2,6 = 1,1636; p = 0,3256; Figura 27A), uma vez que o ganho de peso
foi igual ao longo de todo o periodo (F23 =44451,3607; p < 0,0001; Figura 27B e C).
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Figura 27 - Evolugdo do Peso Corporal apos o desmame

(%) »

4001

2001

Ganho de Peso Corporal

t21 30 145 t60

Dias

B o4

L] -
= 500 ° :'
= 160001 o
i
gsuu- . ' vt
8 * .'l Boa
o 4001 LI g o B
a .® 2 140004 Ledy .
© < - Y
0o - -
o 3001 - .
=]
(=] - ..
= Ll
€ 200 *q 12000 1 . ol e
0] - *

1001 A — P
t21 130 45 160 CTLE SPL2 SPLE

Legenda: A: Lineplot da curva de Peso Corporal Percentual (g) das proles de ratas Wistar apos o desmame. B:
Boxplot do PC Percentual das proles apds o desmame. C: Boxplot da AUC do PC total dos grupos ao longo do
tempo. * p < 0,05 comparadas ao CTLE. CTLE: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com émega 3 na dose
de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Significancia adotada de 95%.

Tratando-se do CNA, foi observada diferenca entre os grupos ao longo do periodo
experimental (F2,6= 30,6041; p < 0,0001; Figura 28A). Ao avaliar o CNA total ao longo do
periodo, foi possivel notar que as proles SPL3 e SPL6 apresentaram menor comprimento do

que as CTLE (Fz 6 = 6646,639; p < 0,0001; Figura 28B ¢ C).
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Legenda: A: Lineplot da curva de CNA (cm) das proles de ratas Wistar apés o desmame, *** p < 0,001
comparados ao CTLE. B: Boxplot do CNA das proles ap6s o desmame, letras diferentes representam diferenca
entre os grupos dentro dos tempos. C: Boxplot da AUC do CNA total dos grupos ao longo do tempo, letras
diferentes representam diferengas entre os grupos. CTLE: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com dmega
3 na dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com 0mega 6 na dose de 4 g/kg. Significancia adotada de 95%.

Ao avaliar o LEE, foi observada diferenca entre os grupos ao longo do periodo

experimental (F2,6 = 10,151; p < 0,0001; Figura 29A). Ao avaliar o LEE total ao longo do

periodo, foi possivel notar que as proles SPL3 e SPL6 apresentaram maior indice de LEE do

que as CTLE, a partir dos 30 dias de vida (F3,6 = 3468,746; p < 0,0001; Figura 29B ¢ C).
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Figura 29 - Evolugdo do Indice de Lee apds o desmame
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Legenda: A: Lineplot da curva do LEE (g/cm?) das proles de ratas Wistar ap6s o desmame, ** p < 0,01, *** p <
0,001 comparados ao CTLE. B: Boxplot do LEE das proles ap6s o desmame, letras diferentes representam
diferenca entre os grupos dentro dos tempos. C: Boxplot da AUC do LEE total dos grupos ao longo do tempo,
letras diferentes representam diferencas entre os grupos. CTLE: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com
omega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Significancia adotada de
95%.

3.2.2 Variaveis Corporais na Eutandsia

Ao avaliar o peso padronizado dos tecidos, pode-se observar que o peso da carcacga
(F2,60 = 0,83694; p = 0,4378; CV = 12%; Figura 30A) e do figado (F2,60 = 2,184; p = 0,1203;
CV =16,36%; Figura 30B) ndo foi diferente entre os grupos. Contudo, ao comparar o peso do
tecido adiposo mesentérico (F2,60 = 21,852; p < 0,0001; CV = 19,67%:; Figura 30C) verificou-
se que as proles SPL6 apresentaram maiores médias quando comparadas aos valores de CTLE
e SPL3. As médias do grupo SPL3 por sua vez também apresentaram médias superiores que
as CTLE. Tratando-se do tecido adiposo retroperitoneal (F2,60 = 34,058; p < 0,0001; CV =
21,83%; Figura 30D) houve aumento do peso no tecido, mas com as proles SPL3 apresentando

médias superiores as SPL6 e CTLE, e SPL6 apresentando maiores médias que as de CTLE.
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Figura 30 - Peso Visceral Padronizado
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Legenda: Boxplots do peso padronizado (g/100g) de A: Carcaga; B: Figado; C: Tecido Adiposo Mesentérico; D:
Tecido Adiposo Retroperitoneal da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3:
prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6
na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de
95%.

Ao avaliar o comprimento dos musculos extensor longo dos dedos (F2,60 = 108,74; p <
0,0001; CV = 2,71%; Figura 31A), s6leo (F2,60 = 61,87; p <0,0001; CV = 3,68%; Figura 31B)
e plantar (F2,60 = 258,71; p <0,0001; CV = 4,06%; Figura 31C) foi possivel notar que as proles
SPL3 e SPL6 apresentaram menores comprimentos musculares que as CTLE, sendo que as
proles SPL6 apresentaram também menores tamanhos no musculo plantar quando comparados
a SPL3. Tratando-se do peso do musculo extensor longo dos dedos (F2,60 = 4,4508; p=0,0152;
CV = 13,22%; Figura 31D) os maiores valores foram identificados nas proles SPL3, enquanto
as proles SPL6 apresentaram pesos intermediarios e similares aos outros dois grupos, quando
comparados ao CLTE. Contudo, o peso dos musculos séleo (F2,60 = 17,479; p < 0,0001; CV =
13,55%; Figura 31E) e plantar (F2,60 = 11,414; p <0,0001; CV = 13,44%; Figura 31F) das proles
SPL3 e SPL6 apresentaram maiores médias de peso que as do CTLE.
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Figura 31 - Variaveis Macroscopicas Musculares
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Legenda: Boxplots do comprimento (cm) e peso padronizado (g/100g) dos musculos A e C: Extensor Longo dos
Dedos; B e E: Soleo; C e F: Plantar da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle;
SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com
omega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia
adotada de 95%.

4.2.3 Perfil Bioquimico Plasmatico

Ao avaliar as varidveis relacionadas a mobilizacdo lipidica, observou-se aumento da
concentragdo dos triacilglicer6is (F242 = 8,4712; p < 0,0001; CV = 4,26%; Figura 32B),
colesterol total (F242 = 12,091; p < 0,0001; CV = 11,78%; Figura 32C), colesterol LDL (F2,42
= 48,587; p < 0,0001; CV = 12,48%; Figura 32E) e colesterol VLDL (F24 = 8,4712; p <
0,0001; CV = 4,26%; Figura 32F) nas proles SPL3 e SPL6 quando comparadas as CTLE.
Contudo, identificou-se reducdo da concentracdo do colesterol HDL (F242 = 5,6361; p =
0,0067; CV = 10,06%; Figura 32D) foi possivel observar diminui¢do deste nas proles SPL3
quando comparadas com as demais. Tratando-se do marcador de estresse muscular lactato
(F242 = 7,828; p = 0,0012; CV = 15,23%; Figura 32G) foi possivel observar aumento da
concentragdo nas proles SPL3 e SPL6 quando comparadas as CTLE. Quanto a avaliacdo da
glicemia ndo houve diferenca entre os grupos (F2.42 = 7,828; p = 0,9387; CV = 10,52%; Figura
32A)
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Figura 32 - Perfil Bioquimico Plasmatico
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Legenda: Boxplots de A: Glicose; B: Triacilglicerois Totais; C: Colesterol Total; D: Colesterol HDL; E:
Colesterol LDL; F: Colesterol VLDL; G: Lactato da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de
ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com omega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas
suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos,
significancia adotada de 95%.

4.2.4 Metabolismo Energético

Ao avaliar as enzimas do metabolismo energético do musculo extensor longo dos dedos,
nao foi observada diferenga entre os grupos na atividade da HK (F227=10,2671; p=0,7676; CV
= 20,54%; Figura 33A), da AST (F227 = 0,7572; p = 0,4787; CV = 4,37%; Figura 33B) e da
GLDH (F227 = 0,5241; p = 0,5979; CV = 42,97%; Figura 33E). A avaliagdo da atividade da
LDH (F2,27=10,639; p <0,0001; CV = 3,4%; Figura 33G) e da CS (F2,27=4,6872; p=0,0178;
CV =136,08%; Figura 33C) foi possivel identificar aumento nas médias das proles SPL6 quando
comparadas as CTLE, enquanto as SPL3 apresentaram valores intermediarios e similares aos
outros dois grupos. Quando analisada a atividade da PK (F227 = 4,2425; p = 0,02499; CV =
51,73%; Figura 33D) observou-se elevagdo da atividade nas proles SPL3 quando comparadas
as CTLE, enquanto as SPL6 apresentaram valores intermediarios. J4 a MDH (F227 =9,7085; p
<0,0001; CV = 46,16%; Figura 33F) apresentou atividade reduzida nas proles SPL3 e SPL6,

quando comparadas as CTLE.
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Figura 33 - Metabolismo Energético do Musculo Extensor Longo dos Dedos
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Legenda: Boxplots da atividade de enzimas do metabolismo energético do musculo extensor longo dos dedos. A:
Hexoquinase (uM NADP" reduzido x min™! x mg proteina’'); B: Aspartato Aminotrasferase (mM NADH oxidado
x min’' x mg proteina™); C: Citrato Sintase (nM CoA-SH produzido x min-1 x mg proteina™'); D: Piruvato Quinase
(uM NADH oxidado x min' x mg proteina™'); E: Glutamato Desidrogenase (nM NADH oxidado x min’' x mg
proteina!); F: Malato Desidrogenase (nM NADH oxidado x min™' x mg proteina); G: Lactato Desidrogenase (U
x mg proteina™!) da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas
suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4
g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Ao avaliar as enzimas do metabolismo energético do musculo séleo, nao foi observada
diferenga entre os grupos na atividade da PK (F227=0,7799; p = 0,4684; CV =20,98%; Figura
34D), da CS (F227=1,7149; p = 0,1991; CV = 25,08%; Figura 34C), da MDH (F2,7 = 1,8443;
p=0,1775; CV = 16,68%; Figura 34F) e da GLDH (F2,27=1,1538; p = 0,3305; CV =46,32%;
Figura 34E). Contudo, foi possivel observar a diminuic¢ao da atividade da AST (F227=19,2411;
p < 0,0001; CV = 2,16%; Figura 34A) nas proles SPL quando comparadas as CTLE. Com
relagdo a atividade de LDH (F227=104,68; p <0,0001; CV = 6,2%; Figura 34B) foi identificado
aumento da atividade nas proles SPL6 quando comparadas ao CTLE e SPL3, tendo SPL3
quando comparadas as CTLE. Da mesma forma, houve aumento na atividade de HK (F27=

36,462; p <0,0001; CV = 31,41%; Figura 34C) nas proles SPL6 quando comparadas as CTLE
e SPL3.
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Figura 34 - Metabolismo Energético do Musculo Séleo
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Legenda: Boxplots da atividade de enzimas do metabolismo energético do musculo séleo. A: Hexoquinase (uM
NADP* reduzido x min'! x mg proteina™!); B: Aspartato Aminotrasferase (mM NADH oxidado x min™! x mg
proteina); C: Citrato Sintase (nM CoA-SH produzido x min-1 x mg proteina™'); D: Piruvato Quinase (uM NADH
oxidado x min’' x mg proteina™'); E: Glutamato Desidrogenase (nM NADH oxidado x min"! x mg proteina™); F:
Malato Desidrogenase (nM NADH oxidado x min™! x mg proteina™'); G: Lactato Desidrogenase (U x mg proteina’
1 da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas
com Omega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras
diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Ao avaliar as enzimas do metabolismo energético do figado, ndo foi observada diferenca
entre os grupos na atividade da HK (F227 = 1,0786; p = 0,3542; CV = 45,96%; Figura 35A), da
AST (F227=2,0991; p = 0,1421; CV = 1,13%; Figura 35D) e da ALT (F227 = 1,3908; p =
0,2661; CV = 2,04 %; Figura 35E). Contudo, foi possivel observar a diminui¢ao da atividade
da PK (F227 = 6,4715; p = 0,0051; CV = 39,21%; Figura 35B) nas proles SPL3 quando
comparadas as CTLE, enquanto as SPL6 apresentaram valores intermedidrios e semelhantes
aos demais grupos. Enquanto isso, houve aumento da LDH (F27 = 38,223; p < 0,0001; CV =
14,21%; Figura 35C) nas proles SPL6 quando comparadas ao CTLE, e diminui¢do nas SPL3
quando comparadas as CTLE. Da mesma forma, houve aumento na SLP (F227 = 23,21; p <

0,0001; CV = 10,18%; Figura 35F) nas proles SPL quando comparadas as CTLE.
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Figura 35 - Metabolismo Energético do Figado
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Legenda: Boxplots da atividade de enzimas do metabolismo energético do musculo extensor longo dos dedos. A:
Hexoquinase (uM NADP* reduzido x min'' x mg proteina™'); B: Piruvato Quinase (uM NADH oxidado x min™' x
mg proteina!); C: Lactato Desidrogenase (U x mg proteina™); D: Aspartato Aminotrasferase (mM NADH oxidado
x min"! x mg proteina™'); E: Alanina Aminotransferase (mM NADH oxidado x min™' x mg proteina™'); F: Fosfatase
Alcalina (mM p-Nitrofenol formado x min™! x mg proteina™'); da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE:
prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com dmega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas
suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos,
significancia adotada de 95%.

3.2.5 Sistema Antioxidante, Danos Oxidativos e Neurotoxicidade

Ao avaliar as enzimas do sistema antioxidante do musculo extensor longo dos dedos,
nao foi observada diferenca na atividade da SOD (F27 = 0,7246; p = 0,4936; CV = 5,42%;
Figura 36A) e da CAT (F227=0,3711; p = 0,6934; CV =43,10%; Figura 36B). Porém, houve
aumento da GST (F227 = 14,791; p < 0,0001; CV = 20,55%; Figura 36D) nas proles SPL3
quando comparadas as CTLE, enquanto as SPL6 apresentaram valores intermediarios e
semelhantes aos demais grupos. No entanto, houve aumento da GPx (F227 = 30,465; p <
0,0001; CV = 20,76%; Figura 36E) nas proles SPL6 quando comparadas as CTLE e SPL3,
enquanto as proles SPL3 também foram diferentes das CTLE. Contudo, ocorreu reducdo da
atividade da G6PDH (F227 = 6,1119; p = 0,0064; CV = 33,94%; Figura 36H) nas proles SPL
quando comparadas as CTLE. Foi possivel identificar ainda, que as suplementagdes
produziram aumento nas concentra¢des de da LPO (F227 =7,0708; p = 0,0033; CV = 16,98%;
Figura 36F) e da concentracao de NP-SH (F227 = 25,941; p < 0,0001; CV = 12,97%; Figura
36G) quando comparadas as CTLE. Também, houve inibicdo da atividade da ChE (F27 =
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27,756; p <0,0001; CV = 15,21%; Figura 36H), nas proles quando comparadas as CTLE.

Figura 36 - Sistema Antioxidante, Danos Oxidativos e Neurotoxicidade do Musculo Extensor Longo dos Dedos
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Legenda: Boxplots da atividade de enzimas do sistema antioxidante, atividade neural e indice de dano oxidativo
do musculo extensor longo dos dedos. A: Superéxido Dismutase (U x mg proteina); B: Catalase (mM H,O;
consumido x min!' x mg proteina™); C: Glicose-6-Fosfato Desidrogensase (nM NADH oxidado x min™! x mg
proteina!); D: Glutationa S-Transferase (uM Tioéter formado x min!' x mg proteina'); E: Glutationa Peroxidase
(uM NADPH oxidado x min"! x mg proteina™'); F: Peroxidagdo de Lipidios (nM Hidroperdxidos x mg proteina™);
G: Tibis ndo proteicos (nM Tiéis x mg protein’'); H: Colinesterase Total (nM Acetitiocolina hidrolizada x min™' x
mg proteina™!) da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas
suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4
g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Ao avaliar as enzimas do sistema antioxidante do musculo séleo, ndo foi observada
diferenca na atividade da SOD (F227 = 1,1949; p = 0,3182; CV = 3,3%; Figura 37A), da CAT
(F227=0,0615; p=0,9404; CV =45,97%; Figura 37B) e da G6PDH (F2,27=1,2646; p=0,2985;
CV = 4581%; Figura 37C). Contudo, foi possivel identificar que as suplementagdes
produziram aumento na atividade da GST (F227 = 13,271; p < 0,0001; CV = 25,92%; Figura
37D), na GPx (F227=11,529; p <0,0001; CV = 38,25%; Figura 37E), na enzima de atividade
neural ChE (F2,27 = 9,8862; p < 0,0001; CV = 17,55%; Figura 37H) e no indice de LPO (F27
=26,498; p < 0,0001; CV = 7,56%; Figura 37F) comparadas as CTLE. Ja a concentracdo de
NP-SH (F227 =36,048; p <0,0001; CV = 13,53%; Figura 37G) apresentou aumento nas proles

SPL3 quando comparadas as CTLE, e ainda aumento nas SPL6 quando comparadas as SPL3.
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Figura 37 - Sistema Antioxidante, Danos Oxidativos e Neurotoxicidade do Musculo Séleo
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Legenda: Boxplots da atividade de enzimas do sistema antioxidante, atividade neural e indice de dano oxidativo
do musculo sdleo. A: Superdxido Dismutase (U x mg proteina™); B: Catalase (mM H,0, consumido x min™! x mg
proteina™'); C: Glicose-6-Fosfato Desidrogensase (nM NADH oxidado x min™' x mg proteina™'); D: Glutationa S-
Transferase (uM Tioéter formado x min™' x mg proteina™); E: Glutationa Peroxidase (uM NADPH oxidado x min-
' x mg proteina); F: Peroxidagdo de Lipidios (nM Hidroperoxidos x mg proteina™); G: Tiois ndo proteicos (nM
Tidis x mg protein™); H: Colinesterase Total (nM Acetitiocolina hidrolizada x min™' x mg proteina™') da prole de
ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com émega 3
na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes
representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Ao avaliar as enzimas do sistema antioxidante do figado, ndo foi observada diferenga
na atividade da SOD (F2,27=0,8205; p=0,4508; CV = 64,73%:; Figura 38A). No entanto, houve
aumento da CAT (F227 = 5,7608; p = 0, 0082; CV = 53,98%; Figura 38B) nas proles SPL6
quando comparadas as CTLE e SPL3. Da mesma forma, houve aumento da GPx (F2,27=6,0593;
p = 0,0067; CV = 56,43%; Figura 38D) nas proles SPL6 quando comparadas as CTLE,
enquanto as SPL3 apresentaram valores intermediarios. Também, houve aumento da GST (F2 27
=8,1175;p=0,0017; CV = 15,21%; Figura 38C) nas proles SPL quando comparadas as CTLE.
Tratando-se dos marcadores de estresse oxidativo, houve aumento na LPO (F227 = 16,765; p <
0,0001; CV = 5,72%; Figura 38E) nas proles SPL3 quando comparadas as CTLE, e também
aumento das SPL6 quando comparadas as SPL3. De forma contraria, houve redugdao na
concentracdo de NP-SH (F227 = 3,7108; p = 0,0376; CV = 23,14%; Figura 38F) nas proles
SPL3 quando comparadas as CTLE, enquanto as proles SPL6 apresentaram valores

intermediarios.
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Figura 38 - Sistema Antioxidante e Danos Oxidativos do Figado
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Legenda: Boxplots da atividade de enzimas do sistema antioxidante e indice de dano oxidativo do figado. A:
Superoxido Dismutase (U x mg proteina!); B: Catalase (mM H»O: consumido x min"! x mg proteina™); C:
Glutationa S-Transferase (uM Tioéter formado x min™! x mg proteina!); D: Glutationa Peroxidase (uM NADPH
oxidado x min'! x mg proteina™!); E: Peroxidagdo de Lipidios (nM Hidroperoxidos x mg proteina™); F: Tidis ndo
proteicos (nM Tidis x mg protein™ da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle;
SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com
omega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia
adotada de 95%.

Ao avaliar os marcadores de estresse oxidativo e neurotoxicidade dos tecidos adiposos
retroperitoneal e mesentérico foi possivel observar aumento da LPO em ambos os tecidos (F227
=20,048; p <0,0001; CV =15,94%; F227=16,61; p <0,0001; CV = 13,54%; Figura39A e D,
respectivamente) nas proles SPL quando comparadas as CTLE. De forma contraria, houve
reducdo na concentragdo de NP-SH em ambos os tecidos (F227 = 34,558; p < 0,0001; CV =
20,4%; F227 =27,706; p < 0,0001; CV = 25,45%; Figura 39B e E, respectivamente) nas proles
SPL quando comparadas as CTLE. J4 a atividade da ChE (F227 = 6,4927; p = 0,0049; CV =
24,03%; Figura 39C) apresentou aumento no tecido adiposo retroperitoneal das proles SPL
quando comparadas as CTLE, enquanto n3o apresentou diferenga no tecido adiposo

mesentérico (F227 = 1,1039; p = 0,34609; CV = 26,19%; Figura 39F).
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Figura 39 - Danos Oxidativos e Neurotoxicidade dos Tecidos Adiposos Retroperitoneal ¢ Mesentérico

A B (4
a a a a
301 a — . —_ R
- — - —
o N L 10.0 &
- = S 304
[ = - O o
= o g
o - DU £
O g 257 F 2 751 o *
wE - FE b b e -
[ L x> [ b
wo - wr * w E .
ro T® s_la Cr | .
O 20+ b . W o 504 wQ 20 =
8= . : 28 ) 5% o
= zZ= i = .
= . =
154 259
L] 10_ -
CTLE SPL3 SPLE CTLE SPL3 SPLE CTLE SPL3 SPL6
D E F
. ﬁ12_ a — .
— < A <
= £ . g
& a [=% [ (=5 -
= © 0 =)
o251 a z72 94 L e b £ 207 *
Z £ [TT= 1 . b Z =
= w £ . [T . .
e L - w= L]
wo =T N w E .
20 I® ‘. = 45 J
o 20 b U o G = %g v
0= Dl_ts -
= A Z= 02 . 'J.
- 5 l. S
L]
J 104
154 3
-
CTLE SPL3 SPL6 CTLE SPL3 SPLE CTLE SPL3 SPL6

Legenda: Boxplots do indice de dano oxidativo e atividade neural do tecido adiposo retroperitoneal e mesentético.
A e D: Peroxidagdo de Lipidios (nM Hidroperoxidos x mg proteina™!); B € E: Ti6is ndo proteicos (nM Tidis x mg
protein™!); C e F: Colinesterase Total (nM Acetitiocolina hidrolizada x min! x mg proteina™') da prole de ratas
Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com dmega 3 na
dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam
diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

3.2.6 Analises Histomorfométricas

O musculo plantar apresentou-se com estrutura padrado, caracterizado pela presenga de
fibras poligonais, alongadas e multinucleadas com nucleos deslocados centrifugamente do
centro celular, imediatamente abaixo a membrana sarcoplasmatica. As fibras musculares
envoltas individualmente pelo tecido conjuntivo do endomisio, organizadas em fasciculos
musculares delimitados pelo perimisio. Associados aos envoltorios conjuntivos, ocorrem 0s
capilares sanguineos, nervos e fuso neuromusculares, responsaveis pela irrigacao, inervacao e
controle neural das fibras. O musculo plantar ¢ considerado um musculo misto, por apresentar
quantidades consideraveis de fibras oxidativas (tipo I), fibras intermedidrias (IIA) e fibras
glicoliticas (IIB). Os lipidios sdo armazenados em forma de goticulas junto aos sarcomeros e
as cadeias de mitocondrias. Quando comparados ao CTLE (Figura 40A, D, G, J), os animais
SPL apresentaram fibras com maiores tamanhos (Figura 40B e C), aumento do niimero de
nucleos e capilares (Figura 40B e C), reducdo do niimero e tamanho de fibras oxidativas (Figura
40E e F), aumento do ntimero e tamanho de fibras intermedidrias e glicoliticas (Figura 40E e

F), aumento da deposicao lipidica (Figura 40H e I) e de tecido conjuntivo (Figura 40K e L).
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Figura 40 - Fotomicrografia do Musculo Plantar da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida

Legenda: CTLE: prole de ratas controle (A, D, G, J); SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose
de 4 g/kg (B, E, H, K); SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg (C, F, I, L). Criosec¢des
transversais em 7 pum submetidas a coloracdo de Hematoxilina e Eosina para as analises morfologicas e
morfométricas (A-C), a reacdo de NADH-TR para a tipagem de fibras (D-F), coloracdo de Sudan Black para a
quantificac@o de lipidios intramusculares (G-I) e Tricromico de Masson para a quantificacdo de tecido conjuntivo
(J-L). Setas pretas: capilares sanguineos; Circulos pretos: miontcleos; I, 1IA e IIB: fibras oxidativas,
intermediarias e glicoliticas; Paralelogramos pretos: goticulas lipidicas; Setas brancas: tecido conjuntivo.

Ao avaliar a mensuracio das fibras do masculo plantar, ndo houve diferenga na Area de
Seccdo Transversa (F227 =2,412; p=0,1077; CV = 7,89%; Figura 41A) e no Didmetro Menor
(F2,27=10,7204; p=0,4956; CV = 8,38%; Figura 41C) entre os grupos. Contudo, houve redugio
no Didmetro Menor (F227 = 5,851; p = 0,0077; CV = 8,88%; Figura 41B) nas proles SPL3
quando comparadas as CTLE, enquanto as SPL6 apresentaram valores intermediarios. Da
mesma forma, houve redu¢do na Densidade de Fibras (F2,27=20,929; p <0,0001; CV =7,34%;
Figura 41D) nas proles SPL6 quando comparadas as CTLE, também houve redu¢do nas SPL3



86

quando comparadas as SPL6. Em adicdo a estas alteracdes, houve também aumento da
formagdo de Tecido Conjuntivo (F227 = 30,257; p < 0,0001; CV = 12,65%; Figura 41E) e da
deposicao de Lipidios Intramusculares (y~ = 20,2; df = 2; p < 0,0001; Figura 41F) nas proles
SPL quando comparadas as CTLE.

Figura 41 - Caracteristicas Morfométricas do Musculo Plantar
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Legenda: Boxplots das variaveis relacionadas com as caracteristicas morfométricas A: Area de Seccdo
Transversal das Fibras (um?); B: Didmetro Maior das Fibras (um); C: Didmetro Menor das Fibras (um); D:
Densidade de Fibras (mm?); E: Tecido Conjuntivo (% pixels); Lipidios Intramusculares (% pixels) do musculo
plantar da prole de ratas Wistar aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas
suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4
g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Ao avaliar os capilares e nucleos do musculo plantar, foi possivel observar aumento na
Razao de Capilares por Fibra (F227 =46,583; p <0,0001; CV =7, 9%; Figura 42A) nas proles
SPL quando comparadas as CTLE. Enquanto isso, houve aumento na Razdo de Nucleos por
Fibra (y* =21,099; df = 2; p < 0.0001; Figura 42B) e nos Nucleos Centrais (F227 = 75,937; p <
0,0001; CV = 13,05%; Figura 42C) nas proles SPL6 quando comparadas as CTLE, também
houve aumento nas SPL3 quando comparadas as SPL6. Da mesma forma, houve aumento na
Area de Seccdo Transversa dos Nucleos (x> = 25,806; df = 2; p < 0.0001; Figura 42D) e na
Razdo de Area de Secgdo Transversa dos Nucleos pela Area de Sec¢do Transversa da Fibra
(F227 = 153,86; p < 0,0001; CV = 9,1%; Figura 42E) nas proles SPL6 quando comparadas as

CTLE, curiosamente, nas proles SPL3 houve reducdo destas varidveis quando comparadas as
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SPL6. No entanto, houve reducao do Dominio Mionuclear (x~ = 23,414; df = 2; p < 0.0001;
Figura 42F) nas proles SPL6 e SPL3 quando comparadas as CTLE, de SPL3 quando

comparadas as SPL6.

Figura 42 - Variaveis Nucleares e Capilarizagao do Musculo Plantar
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Legenda: Boxplots de A: Razao de Capilares por Fibra; B: Razdo de Nucleos por Fibra; C: Nucleos Centrais (%);
D: Area de Secgio Transversa dos Nucleos (um?); E: Razdo da Area de Secgdo Transversa dos Niicleos pela Area
de Secgdo Transversa da Fibra; F: Dominio Mionuclear (um?) do musculo plantar da prole de ratas Wistar aos 60
dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com dmega 3 na dose de 4 g/kg;
SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenga
estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Ao avaliar a tipagem de fibras do musculo plantar, foi possivel observar reducdo da
Proporg¢ao de Fibras Tipo I (F227=93,041; p <0,0001; CV = 12,09%; Figura 43A) e de Fibras
Tipo IIA (F227 = 38,104; p < 0,0001; CV = 7,38%; Figura 43B) nas proles SPL6 quando
comparadas as CTLE, da mesma forma houve reducao nas SPL3 quando comparadas as SPL6.
Enquanto isso, houve aumento da Propor¢ao de Fibras Tipo IIB (F227 = 32,641; p < 0,0001;
CV = 8,12%; Figura 43C) nas proles SPL quando comparadas as CTLE. J4 ao mensurar a Area
de Seccio Transversa por tipo de fibra, foi possivel notar redu¢io na Area das Fibras I (F227 =
63,088; p < 0,0001; CV = 7,24%; Figura 43D) e na Area das Fibras ITA (F227=26,852; p <
0,0001; CV = 8,73%; Figura 43E) nas proles SPL quando comparadas as CTLE. No entanto,
houve aumento na Area das Fibras IIB (F227=19,536; p <0,0001; CV = 7,81%; Figura 43F)
nas proles SPL quando comparadas as CTLE.
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Figura 43 - Proporgdo e Area de Secgiio Transversa por tipo de fibras do Musculo Plantar
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Legenda: Boxplots de A: Propor¢ao de Fibras Tipo I; B: Propor¢do de Fibras Tipo IIA; C: Proporcao de Fibras
Tipo IIB; D: Area de Secgdo Transversa das Fibras Tipo I (um?); E: Area de Seccdo Transversa das Fibras Tipo
IIA (um?); F: Area de Secgdo Transversa das Fibras Tipo IIB (um?) do musculo plantar da prole de ratas Wistar
aos 60 dias de vida. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com émega 3 na dose de
4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com omega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam
diferencga estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

3.2.7 Anélises de Componentes Principais

Os dois primeiros componentes principais originados em cada matriz de dados sdo
combinagdes lineares das varidveis originais. As combinacdes lineares geram novas variaveis
estatisticas, denominadas varidveis latentes, as quais apresentam um autovalor (que representa
a variancia desta nova varavel estatistica) e autovetores (que representam as cargas fatoriais
que contribuem para a formacdo do componente). Os componentes sdo considerados
ortogonais, ou seja, sdo independentes entre si, com o proposito de reter, em ordem de
importancia, o maior valor possivel de explicagdo dos dados. O agrupamento dos individuos ¢
realizado conforme sua variagdo influenciada pelos componentes criados, explicando o
comportamento desses individuos dentro das caracteristicas propostas para cada grupo. O
deslocamento dos grupos ¢ definido pelas cargas fatoriais (correlacdo da variavel e seu fator
determinante) das varidveis mais representativas para aquele agrupamento, sendo fundamental

para o entendimento do que esta sendo proposto.

Tratando-se dos Varidveis Corporais da Gestacao (Figura 44A), o primeiro componente

foi denominado de Ganho de Peso (compreendido pelo Ganho de Peso Total e Peso Corporal;
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Autovalor = 1,47; Variabilidade = 47,05%) e o segundo componente denominado de Consumo
Alimentar (compreendido pelo Consumo Total; Autovalor = 1,05; Variabilidade = 35,83%).
Nao foi observada diferenca entre os grupos nos dois componentes (F227 = 2,606; p = 0,092;

F227=0,537; p=0,591; Figura 44B e C, respectivamente).

Figura 44 — Variaveis Corporais da Gestagao
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Legenda A: Diagrama de ordenagdo da analise de componentes principais das Varidveis Corporais da Gestacao
(Ganho de Peso, Peso Corporal e Consumo Alimentar); B: Cargas fatoriais da dimensdo Ganho de Peso (Ganho
de Peso e Peso Corporal); C: Cargas fatoriais da dimensao Consumo Alimentar (Consumo Alimentar) de ratas
Wistar durante o periodo gestacional e de lactagdo. CTLE: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com 6mega
3 na dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Significancia adotada de 95%.

Tratando-se dos Variaveis Corporais ao Desmame (Figura 45A), o primeiro componente
foi denominado Retroperitoneal (constituido por Peso do Tecido Adiposo Retroperitoneal;
Autovalor = 1,88; Variabilidade = 62,74%) e o segundo componente denominado Figado +
Mesentérico (compreendido o Peso do Figado e do Tecido Adiposo Mesentérico; Autovalor =
0,82; Variabilidade = 27,29%). Nesta analise, foi observada diferenca entre os grupos no
componente Retroperitoneal (Fz227 = 60,815; p < 0,0001; Figura 45B), de forma que as
progenitoras SPL apresentaram maiores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE,
mostrando que o excesso de AGPIs promoveu influéncia sobre o deposito de tecido adiposo,
distanciando esses animais do padrao encontrado no CTLE. No entanto, ndo houve diferenca

entre os grupos no componente Figado + Mesentérica (F227 = 1,781; p = 0,188; Figura 45C).
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Figura 45 - Variaveis Corporais a0 Desmame
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Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da analise de componentes principais das Variaveis Corporais ao Desmame
(Peso do Figado e dos Tecidos Adiposos Retroperitoneal ¢ Mesentérico); B: Cargas fatoriais da dimensdo
Retroperitoneal (Peso do Tecido Adiposo Retroperitoneal); C: Cargas fatoriais da dimensao Figado + Mesentérico
(Peso do Figado e do Tecido Adiposo Mesentérico) de ratas Wistar apds o desmame das proles. CTLE: ratas
controle; SPL3: ratas suplementadas com dmega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com dmega 6 na
dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenga estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Tratando-se do Perfil Bioquimico Plasmatico (Figura 46A), o primeiro componente foi
denominado de Colesterol Total (constituido pelo Colesterol Total, Autovalor = 1,27
Variabilidade = 42,46%) e o segundo componente denominado de Glicose + Triacilglicerois
(constituido pela Glicose e Triacilglicerois; Autovalor = 1,04; Variabilidade = 34,54%). Foi
observada diferenca entre os grupos no componente Colesterol Total (F2p7 = 27,742; p <
0,0001; Figura 46B), sendo que as progenitoras SPL3 apresentaram menores cargas fatoriais
quando comparadas as CTLE e SPL6, mostrando que o SPL3 promoveu distanciamento, por
consequéncia da reducdo do colesterol total plasmatico, dos grupos CTLE e SPL6. No entanto,
nao houve diferenga entre os grupos no componente Glicose + Triacilgliceréis (F227 =3,214; p

=0,056; Figura 46C).
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Figura 46 — Perfil Bioquimico Plasmatico
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Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da analise de componentes principais das varidveis referentes ao Perfil
Bioquimico Plasmatico (Glicose, Triacilglicerois e Colesterol Total); B: Cargas fatoriais da dimensao Colesterol
Total (Colesterol Total); C: Cargas fatoriais da dimensao Glicose + Triacilglicerdis (Glicose + Triacilglicerdis) de
ratas Wistar ap6s o desmame das proles. CTLE: ratas controle; SPL3: ratas suplementadas com 6mega 3 na dose
de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca
estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Em relacdo aos Perfil Bioquimico do Leite (Figura 47A), o primeiro componente foi
denominado de Proteina + Lipidios (constituido pelas Proteinas Soluveis, Colesterol Total e
Triacilglicerdis; Autovalor = 1,77; Variabilidade = 44,37%) e o segundo componente
denominado de Glicemia (constituido pela Glicemia; Autovalor = 1,05; Variabilidade =
22,82%). Foi observada diferenga entre os grupos no componente Proteina + Lipidios (F2,27 =
28,246; p < 0,0001; Figura 47B), sendo que as progenitoras SPL apresentaram maiores cargas
fatoriais quando comparadas as CTLE, mostrando o efeito do excesso de AGPIs sobre o aporte
proteico e lipidico no leite materno, uma vez que as progenitoras SPL apresentaram
deslocamento do padrdo do CTLE influenciadas por essas varidveis. No entanto, ndo houve

diferenca entre os grupos no componente Glicose (F227 =2,787; p = 0,079; Figura 47C).
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Figura 47 — Perfil Bioquimico do Leite
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Legenda: A: Diagrama de ordenagdo da analise de componentes principais das variaveis referentes ao Perfil
Bioquimico do Leite (Glicose, Triacilglicerois, Colesterol Total e Proteinas Soliveis); B: Cargas fatoriais da
dimensdo Proteina + Lipidios (Proteinas Soluveis, Colesterol Total e Triacilglicerdis); C: Cargas fatoriais da
dimensdo Glicose (Glicose) de ratas Wistar apds o desmame das proles. CTLE: ratas controle; SPL3: ratas
suplementadas com dmega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras
diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Para analise das Varidveis de Desenvolvimento (Figura 48A), o primeiro componente
foi denominado de Crescimento (constituido pelo Indice de Lee aos 13 dias, Peso Corporal aos
13 dias, Comprimento Nasoanal aos 13 dias, Ganho do [ndice de Lee Total, Ganho de
Comprimento Nasoanal Total; Autovalor = 6,00; Variabilidade = 74,94%) e o segundo
componente denominado de Ganho de Peso (constituido pelo Ganho de Peso Total e Ganho de
Peso até o Desmame; Autovalor = 0,98; Variabilidade = 12,27%). Foi observada diferenca entre
os grupos no componente Crescimento (F227 = 452,36; p <0,0001; Figura 48B), sendo que as
proles SPL apresentaram menores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE, mostrando
que o excesso de AGPIs durante a gestacdo e lactacdo promoveu distanciamento do padrdo do
CTLE pela reducao do crescimento. Da mesma forma, houve diferenga entre os grupos no
componente Ganho de Peso (F227 = 4,9406; p = 0,014844; Figura 48C), no entanto houve
aumento das cargas fatoriais nas proles SPL3 quando comparadas as SPL6, enquanto as CTLE

apresentaram valores intermedidrios e ndo sendo diferente dos demais grupos,
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Figura 48 - Variaveis do Desenvolvimento
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Legenda: A: Diagrama de ordenagdo da analise de componentes principais das Variaveis de Desenvolvimento
(Peso no Nascimento, Peso Corporal aos 13 dias, Comprimento Nasoanal aos 13 dias, Indice de Lee aos 13 dias,
Ganho de Peso até o desmame, Ganho de Peso Total, Ganho de Comprimento Nasoanal Total, Ganho de Indice
de Lee Total); B: Cargas fatoriais da dimensao Crescimento (indice de Lee aos 13 dias, Peso Corporal aos 13 dias,
Comprimento Nasoanal aos 13 dias, Ganho do Indice de Lee Total, Ganho de Comprimento Nasoanal Total); C:
Cargas fatoriais da dimensdo Ganho de Peso (Ganho de Peso Total e Ganho de Peso até o Desmame) da prole de
ratas Wistar ap6s o desmame. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na
dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam
diferencga estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Tratando-se das Variaveis Corporais (Figura 49A), o primeiro componente foi
denominado de Peso Visceral (constituido pelo Peso dos Musculos Extensor Longo dos Dedos,
Plantar e Soleo, Peso da Carcaga, Figado e Tecidos Adiposos Retroperitoneal e Mesentérico;
Autovalor = 7,8; Variabilidade = 65,30%) e o segundo componente denominado de Tamanho
Corporal (Comprimento Nasoanal, Indice de Lee, Peso Corporal, Peso do Encéfalo e Coragio;
Autovalor = 2,15; Variabilidade = 17,94%). Foi observada diferenca entre os grupos no
componente Peso Visceral (F227 = 23,827; p < 0,0001; Figura 49B), sendo que as proles SPL
apresentaram maiores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE, mostrando que o aumento
do peso visceral nas proles SPL apresentaram grande influéncia para o distanciamento desses
animais do CTLE. Da mesma forma, houve diferenca entre os grupos no componente Tamanho
Corporal (F227 = 4,6925; p = 0,017822; Figura 49C), no entanto houve reducdo das cargas
fatoriais nas proles SPL3 quando comparadas as CTLE, enquanto as SPL6 apresentaram valores

intermediarios ndo sendo diferente dos outros grupos.



94

Figura 49 — Variaveis Corporais
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Legenda: A: Diagrama de ordenagdo da analise de componentes principais das Variaveis Corporais (Peso
Corporal, Comprimento Nasoanal, Indice de Lee, Peso do Figado, Encéfalo, Coragdo, Tecidos Adiposos
Retroperitoneal e Mesentérico e Musculos Séleo, Extensor Longo dos Dedos ¢ Plantar); B: Cargas fatoriais da
dimenséo Peso Visceral (Peso dos Musculos Extensor Longo dos Dedos, Plantar e Séleo, Peso da Carcaga, Figado
e Tecidos Adiposos Retroperitoneal e Mesentérico); C: Cargas fatoriais da dimensdo Tamanho Corporal
Comprimento Nasoanal, indice de Lee, Peso Corporal, Peso do Encéfalo ¢ Coragio) da prole de ratas Wistar.
CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com dmega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole
de ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre
os grupos, significancia adotada de 95%.

Considerando o Perfil Bioquimico Plasmatico (Figura 50A), o primeiro componente foi
denominado de Lipidios de Baixa Densidade (composto pelos Triacilglicerois, Colesterdis LDL
e VLDL; Autovalor = 3,79; Variabilidade = 54,20%) e o segundo componente denominado de
Colesterol Total + Glicose (composto pelo Colesterol Total e Glicose; Autovalor = 1,69;
Variabilidade = 24,10%). Foi observada diferenca entre os grupos no componente Lipidios de
Baixa Densidade (F227 = 105,94; p < 0,0001; Figura 50B), sendo que as proles SPL3
apresentaram maiores cargas fatoriais quando comparadas as SPL6, enquanto as proles SPL6
apresentaram maiores valores que as CTLE, associando as alteragdes ao aumento do aporte
lipidico plasmético nessas proles. No entanto, ndo houve diferenca entre os grupos no

componente Colesterol Total + Glicose (F2,27 =0,26176; p = 0,7716; Figura 50C).
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Figura 50 — Perfil Bioquimico Plasmatico

A B a
[ 2 I
")
o
5]
B
2 °
@
(8]
2 0]
[
o
— @
X 8]
o 7]
~ .0
< =
N 82,
S— -
8 T
8
RS, SR
o CTLE SPL3 SPLG
0
+
2 € s
Q _
=
[ @
o o
- L
b o
G + 007
O 2
o
fiad
°
[
o
0
@051
o
[&]
R

2 CTLE SPL3 SPLE

-2 0
Lipidios de Baixa Densidade (54.20%)

Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da andlise de componentes principais das variaveis referentes ao Perfil
Bioquimico do Plasma (Glicose, Triacilglicerodis, Colesterois Totais, HDL, LDL e VLDL e Lactato); B: Cargas
fatoriais da dimensao Lipidios de Baixa Densidade (Triacilglicer6is, Colesterois LDL e VLDL); C: Cargas
fatoriais da dimensao Colesterol Total + Glicose (Colesterol Total e Glicose) da prole de ratas Wistar. CTLE: prole
de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas
suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos,
significancia adotada de 95%.

Para andlise das Caracteristicas Mesenquimais (Figura 51A), o primeiro componente foi
denominado de Reservas Lipidicas (constituido pelos Lipidios Intramusculares e Peso dos
Tecidos Adiposos Retroperitoneal e Mesentérico; Autovalor = 3,03; Variabilidade = 66.38%)
e o segundo componente denominado de Figado + Matriz Extracelular (constituido pelo Tecido
Conjuntivo Muscular e Peso do Figado; Autovalor = 0,45; Variabilidade = 19,23%). Foi
observada diferenca entre os grupos no componente Reserva Lipidica (F2,27=155,56; p <0,0001;
Figura 51B), sendo que as proles SPL apresentaram maiores cargas fatoriais quando
comparadas as CTLE, sendo possivel observar uma forte influéncia do aumento das reservas
para o distanciamento dos animais SPL do padrdo do CTLE. Da mesma forma, houve diferenga
entre os grupos no componente Figado + Matriz Extracelular (F227 = 9,9; p = 0,0006; Figura
51C) no entanto, houve reducdo das cargas fatoriais das proles SPL6 quando comparadas as
SPL3 e CTLE, sendo principalmente pela maior prevaléncia de tecido conjuntivo, deslocando

esses animais das caracteristicas encontradas no CTLE e SPL3.
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Figura 51 — Caracteristicas Mesenquimais
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Legenda: A: Diagrama de ordenagdo da analise de componentes principais das variaveis referentes as
Caracteristicas Mesenquimais (Peso dos Tecidos Adiposos Retroperitoneal ¢ Mesentérico, Peso do Figado,
Actimulo de Lipidios Intramusculares e Percentual de Tecido Conjuntivo Muscular); B: Cargas fatoriais da
dimensdo Reserva Lipidica (Lipidios Intramusculares e Peso dos Tecidos Adiposos Retroperitoneal e
Mesentérico); C: Cargas fatoriais da dimensao Figado + Matriz Extracelular (Tecido Conjuntivo Muscular e Peso
do Figado) da prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com dmega
3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes
representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Tratando-se das Caracteristicas Musculares (Figura 52A), o primeiro componente foi
denominado de Tamanho Muscular (constituido pelo Peso e Comprimento dos Musculos Soéleo,
Plantar e Extensor Longo dos Dedos, Densidade de Fibras; Autovalor = 5,29; Variabilidade =
52,93%) e o segundo componente denominado de Tamanho da Fibra (constituido pela Area de
Seccdo Transversa Total e Diametros Maior e Menor Totais; Autovalor = 2,20; Variabilidade
=22,05%). Foi observada diferenca entre os grupos no componente Tamanho Muscular (F227
= 79,314; p < 0,0001; Figura 52B), sendo que as proles SPL6 apresentaram menores cargas
fatoriais quando comparadas as CTLE, assim como as proles SPL3 apresentaram menores
valores quando comparadas as SPL6. Contudo, ndo houve diferenga entre os grupos no
componente Tamanho da Fibra (F227 = 1,8087; p = 0,1831; Figura 52C), mostrando que
independente da redugdo do tamanho muscular promovido pelo excesso de AGPIs, de forma

geral nao ouve alteragcdo no tamanho das fibras musculares.
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Figura 52 — Caracteristicas Musculares
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Legenda: A: Diagrama de ordenagdo da analise de componentes principais das variaveis referentes as
Caracteristicas Musculares (Peso e Comprimento dos Musculos Séleo, Plantar e Extensor Longo dos Dedos,
Densidade de Fibras, Area de Sec¢ao Transversa Total, Didmetros Maior e Menor Totais); B: Cargas fatoriais da
dimensdo Tamanho da Fibra (Area de Secgdo Transversa Total e Didmetros Maior ¢ Menor Totais); C: Cargas
fatoriais da dimensdo Tamanho da Fibra (Area de Sec¢io Transversa Total e Didametros Maior ¢ Menor Totais) da
prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de
4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam
diferencga estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Com relagdo a Atividade Bioquimica Hepatica (Figura 53A), o primeiro componente
foi denominado de Sistema Antioxidante (constituido pela atividade da CAT, GPx, GST e
LDH; Autovalor = 2,64; Variabilidade = 41,38%) e o segundo componente denominado de
Metabolismo Energético (constituido pela atividade da HK, ALP, ALT, PK, SOD; Autovalor
= 1,80; Variabilidade = 15,36%). Foi observada diferenga entre os grupos no componente
Sistema Antioxidante (F227 = 29,886; p < 0,0001; Figura 53B), sendo que as proles SPL6
apresentaram maiores cargas fatoriais quando comparadas as SPL3, também as proles CTLE
apresentaram menores valores quando comparadas as SPL3, mostrando que as alteragdes
lipidicas promoveram distanciamento do padrao encontrado no CTLE, justificado pelo aumento
da atividade do sistema antioxidante. Da mesma forma, houve diferenca entre os grupos no
componente Metabolismo Energético (F227 = 5,521; p = 0,0097; Figura 53C) com as proles

SPL3 apresentando menores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE e SPL6.
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Figura 53 — Atividade Bioquimica Hepatica
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Legenda: A: Diagrama de ordenagdo da analise de componentes principais das variaveis referentes a Atividade
Bioquimica Hepatica (Atividade da HK, PK, LDH, AST, ALT, ALP, SOD, CAT, GPx, GST); B: Cargas fatoriais
da dimensdo Sistema Antioxidante (Atividade da CAT, GPx, GST e LDH); C: Cargas fatoriais da dimens&o
Energético (Atividade da HK, ALP, ALT, PK, SOD) da prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle;

SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com

omega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia
adotada de 95%.

Na andlise dos Danos Oxidativos Hepaticos e Adiposos (Figura 54A), o primeiro
componente foi denominado de Dano Tecido Adiposo (constituido pela LPO, NP-SH e ChE
dos Tecidos Adiposos Retroperitoneal e Mesentérico; Autovalor = 3,72; Variabilidade =
41,38%) e o segundo componente denominado de Dano Hepético (constituido pela LPO, NP-
SH e ChE do Figado; Autovalor = 1,38; Variabilidade = 15.36%). Foi observada diferenca entre
os grupos no componente Dano Tecido Adiposo (F2,27=102,63; p <0,0001; Figura 54B), sendo
que as proles SPL apresentaram maiores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE,
evidenciando que o aumento do depdsito lipidico pode estar relacionado com o aumento dos
danos oxidativos sofrido pelas proles SPL. Contudo, no que trata do componente Dano

Hepatico ndo houve diferenga entre os grupos (F2,27 = 1,6107; p = 0,21836; Figura 54C).
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Figura 54 - Danos Oxidativos Hepaticos e Adiposos
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Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da analise de componentes principais das variaveis referentes aos Danos
Oxidativos Hepaticos ¢ Adiposos (LPO, NP-SH e ChE do Figado e Tecidos Adiposos Retroperitoneal ¢
Mesentérico); B: Cargas fatoriais da dimensdo Dano Tecido Adiposo (LPO, NP-SH e ChE dos Tecidos Adiposos
Retroperitoneal e Mesentérico); C: Cargas fatoriais da dimensdao Dano Hepatico (LPO, NP-SH e ChE do Figado)
da prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose
de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam
diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Para andlise da Caracterizagdo dos Tipos de Fibras (Figura 55A), o primeiro
componente foi denominado de Fibras Oxidativas (constituido pelos Didmetros Menor e Maior,
Area de Seccio Transversa e Proporcio de Fibras Tipo I e Area de Fibras Tipo IIA; Autovalor
= 8,11; Variabilidade = 67,56%) e o segundo componente denominado de Fibras Glicoliticas
(constituido pelos Didmetros Maior e Menor, Area de Secgio Transversa e Proporgdo de Fibras
Tipo IIA e IIB; Autovalor = 2,44; Variabilidade = 20,34%). Foi observada diferenca entre os
grupos no componente Fibras Oxidativas (F2,7 = 37,534; p < 0,0001; Figura 55B), sendo que
as proles SPL apresentaram menores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE. Da mesma
forma, houve diferenca entre os grupos no componente Fibras Glicoliticas (F227 =3,7744; p =
0,0358; Figura 54C) sendo que as proles SPL3 apresentaram maiores valores comparadas as
CTLE, enquanto as SPL6 apresentaram valores intermediarios. Essa compensagdo do tamanho
e propor¢ao de fibras justifica a alteracdo no tamanho muscular e a ndo mudanga no tamanho

das fibras musculares totais.
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Figura 55 - Caracterizacéo dos Tipos de Fibras
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Legenda: A: Diagrama de ordenagdo da analise de componentes principais das varidveis referentes a
Caracterizagio do Tipo de Fibras (Area de Secgdo Transversa, Didmetros Maior ¢ Menor e Propor¢io de Fibras
Tipo I, IIA e IIB); B: Cargas fatoriais da dimensao Fibras Oxidativas (Didmetros Menor e Maior, Area de Sec¢do
Transversa ¢ Propor¢do de Fibras Tipo I ¢ Area de Fibras Tipo IIA); C: Cargas fatoriais da dimensdo Fibras
Glicoliticas (Didmetros Maior ¢ Menor, Area de Secgdo Transversa e Proporgio de Fibras Tipo IIA e IIB) da prole
de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4
g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca
estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

No tocante a Distribui¢do Capilar e Nuclear (Figura 56A), o primeiro componente foi
denominado de Razdes Nucleares (constituido pela Area de Nucleo por Area de Fibra, Area de
Sec¢do Transversa Nuclear, Razao de Nucleos por Fibras e Nucleos Centrais; Autovalor=28,11;
Variabilidade = 87,55%) e o segundo componente denominado de Capilarizagao (constituido
pela Razao de Capilares por Fibra; Autovalor = 2,44; Variabilidade = 8,04%). Foi observada
diferenca entre os grupos no componente Razdes Nucleares (F227 = 425,85; p <0,0001; Figura
56B), sendo que as proles SPL apresentaram maiores cargas fatoriais quando comparadas as
CTLE, sendo que os animais SPL3 apresentaram ainda maiores valores que os SPL6. Da mesma
forma, houve diferenca entre os grupos no componente Capilarizacdo (F227 = 4,5455; p =
0,0198; Figura 56C) sendo que as proles SPL3 apresentaram menores valores comparadas as
SPL6, enquanto as CTLE apresentaram valores intermedidrios. Mostrando que o excesso de
AGPIs promove distanciamento do padrao do CTLE, aumentando a distribuicao nuclear ¢ a

capilarizagdo nos grupos SPL.
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Figura 56 - Distribui¢ao Capilar e Nuclear
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Legenda: A: Diagrama de ordenagdo da analise de componentes principais das variaveis referentes a Distribui¢@o
Capilar e Nuclear (Razio de Capilares por Fibra, Razio de Nucleos por Fibras, Area de Secgdo Transversa Nuclear,
Razdo da Area Nuclear pela Area da Fibra, Percentual de Nucleos Centrais); B: Cargas fatoriais da dimensao
Razdes Nucleares (Area de Nucleo por Area de Fibra, Area de Secgio Transversa Nuclear, Razdo de Nucleos por
Fibras e Ntuicleos Centrais); C: Cargas fatoriais da dimensao Capilariza¢do (Razdo de Capilares por Fibra) da prole
de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4
g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca
estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

No quesito Atividade do Metabolismo Energético do Musculo Soleo (Figura 57A), o
primeiro componente foi denominado de Metabolismo 1 (constituido pela atividade da LDH,
CS e HK; Autovalor = 2,39; Variabilidade = 34,10%) e o segundo componente denominado de
Metabolismo 2 (constituido pela atividade da PK, MDH e GLDH; Autovalor = 1,37;
Variabilidade = 22,40%). Foi observada diferenca entre os grupos no componente Metabolismo
1 (F227 =30,102; p < 0,0001; Figura 57B), sendo que as proles SPL3 apresentaram menores
cargas fatoriais quando comparadas as CTLE, sendo que os animais SPL6 apresentaram valores
ainda menores que os SPL3. Da mesma forma, houve diferenca entre os grupos no componente
Metabolismo 2 (F227=3,5808; p=0,0417; Figura 57C) sendo que as proles SPL3 apresentaram
valores menores quando comparadas as SPL6, enquanto as CTLE apresentaram valores
intermediarios. Nesse sentido, a suplementacdo em excesso foi responsavel pelo aumento

gradativo do metabolismo anaerébico.
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Figura 57 - Atividade do Metabolismo Energético do Musculo Soleo
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Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da andlise de componentes principais das varidveis referentes ao
Metabolismo Energético do Musculo Séleo (Atividade da HK, PK, LDH, CS, MDH, AST ¢ GLDH); B: Cargas
fatoriais da dimensao Metabolismo 1 (Atividade da LDH, CS e HK); C: Cargas fatoriais da dimensao Metabolismo
2 (Atividade da PK, MDH e GLDH) da prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas
suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4
g/kg. Letras diferentes representam diferenga estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Tratando-se da Atividade do Metabolismo Energético do Musculo Extensor Longo dos
Dedos (Figura 58A), o primeiro componente foi denominado de Metabolismo 1 (constituido
pela atividade da LDH, MDH e PK; Autovalor = 2,22; Variabilidade = 31,69%) e o segundo
componente denominado de Metabolismo 2 (constituido pela atividade da GLDH, HK e AST;
Autovalor = 1,36; Variabilidade = 19,36%). Foi observada diferenga entre os grupos no
componente Metabolismo 1 (F227 =20,486; p < 0,0001; Figura 58B), sendo que as proles SPL
apresentaram menores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE. Contudo, ndo houve

diferenca entre os grupos no componente Metabolismo 2 (F227=0,158; p = 0,854; Figura 58C).



103

Figura 58 - Atividade do Metabolismo Energético do Musculo Extensor Longo dos Dedos
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Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da andlise de componentes principais das varidveis referentes ao
Metabolismo Energético do Musculo Extensor Longo dos Dedos (Atividade da HK, PK, LDH, CS, MDH, AST ¢
GLDH); B: Cargas fatoriais da dimensdo Metabolismo 1 (Atividade da LDH, MDH e PK); C: Cargas fatoriais da
dimensao Metabolismo 2 (Atividade da GLDH, HK e AST) da prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle;
SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com
omega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia
adotada de 95%.

Tratando-se da Atividade do Sistema Antioxidante do Musculo Séleo (Figura 59A), o
primeiro componente foi denominado de Sistema Antioxidante 1 (constituido pela atividade da
GPx e GST; Autovalor = 1,49; Variabilidade = 29,85%) e o segundo componente denominado
de Sistema Antioxidante 2 (constituido pela atividade da G6PDH, CAT e SOD; Autovalor =
1,20; Variabilidade = 23,93%). Foi observada diferenca entre os grupos no componente Sistema
Antioxidante 1 (F227=10,931; p=0,0003; Figura 59B), sendo que as proles SPL apresentaram
maiores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE. Contudo, ndo houve diferenca entre os

grupos no componente Sistema Antioxidante 2 (F227 = 0,32746; p = 0, 7306; Figura 59C).
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Figura 59 — Atividade do Sistema Antioxidante do Musculo Séleo
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Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da analise de componentes principais das variaveis referentes ao Sistema
Antioxidante do Musculo Séleo (Atividade da SOD, CAT, GPx, GST, G6PDH); B: Cargas fatoriais da dimensao
Sistema Antioxidante 1 (Atividade da GPx e GST); C: Cargas fatoriais da dimensdo Sistema Antioxidante 2
(Atividade da G6PDH, CAT e SOD) da prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas
suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 6mega 6 na dose de 4
g/kg. Letras diferentes representam diferenga estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Com relagdo a Atividade do Sistema Antioxidante do Musculo Extensor Longo dos
Dedos (Figura 60A), o primeiro componente foi denominado de Sistema Antioxidante 1
(constituido pela atividade da GPx, G6PDH e CAT; Autovalor = 1,65; Variabilidade = 33,06%)
e o segundo componente denominado de Sistema Antioxidante 2 (constituido pela atividade da
GST, SOD e G6PDH; Autovalor = 1,18; Variabilidade = 23,51%). Foi observada diferenca
entre os grupos no componente Sistema Antioxidante 1 (Fz27 = 13,342; p < 0,0001; Figura
60B), sendo que as proles SPL apresentaram maiores cargas fatoriais quando comparadas as
CTLE. Da mesma forma, houve diferenca entre os grupos no componente Sistema Antioxidante
2 (F227=4,3071;p=0, 02379; Figura 60C) porém as proles SPL3 apresentaram maiores valores
quando comparadas as SPL6, enquanto as proles CTLE apresentaram valores intermediarios,

mas ndo sdo diferentes dos outros grupos.
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Figura 60 — Atividade do Sistema Antioxidante do Musculo Extensor Longo dos Dedos
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Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da analise de componentes principais das variaveis referentes ao Sistema
Antioxidante do Musculo Extensor Longo dos Dedos (Atividade da SOD, CAT, GPx, GST, G6PDH); B: Cargas
fatoriais da dimensao Sistema Antioxidante 1 (Atividade da GPx, G6PDH e CAT); C: Cargas fatoriais da dimensao
Sistema Antioxidante 2 (Atividade da GST, SOD e G6PDH) da prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas
controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com 6mega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas
com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes representam diferenga estatistica entre os grupos, significancia
adotada de 95%.

Com relagdao a analise dos Danos Oxidativos e Neurotoxicidade do Musculo Soéleo
(Figura 61A), o primeiro componente foi denominado de Danos Oxidativos (constituido pela
LPO e NP-SH; Autovalor = 1,71; Variabilidade = 58,85%) e o segundo componente
denominado de Neurotoxicidade (constituido pela atividade da ChE; Autovalor = 0,85;
Variabilidade = 28,19%). Foi observada diferenca entre os grupos no componente Danos
Oxidativos (F2,27 = 49,115; p < 0,0001; Figura 61B), sendo que as proles SPL apresentaram
maiores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE. Da mesma forma, houve diferenca entre
os grupos no componente Neurotoxicidade (F227 = 6,3413; p = 0, 0055; Figura 61C) porém as
proles SPL3 apresentaram maiores valores quando comparadas as SPL6, enquanto as proles

CTLE apresentaram valores intermediarios, mas ndo sao diferentes dos outros grupos.
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Figura 61 — Danos Oxidativos e Neurotoxicidade do Musculo Soleo
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Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da analise de componentes principais das varidveis referentes aos Danos
Oxidativos e Neurotoxicidade do Musculo Séleo (LPO, NP-SH e atividade da ChE); B: Cargas fatoriais da
dimensdo Danos Oxidativos (LPO e NP-SH); C: Cargas fatoriais da dimensdao Neurotoxicidade (Atividade da
ChE) da prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas com émega 3
na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com 0mega 6 na dose de 4 g/kg. Letras diferentes
representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

Para andlise dos Danos Oxidativos e Neurotoxicidade do Musculo Extensor Longo dos
Dedos (Figura 62A), o primeiro componente foi denominado de Danos Oxidativos (constituido
pela LPO e NP-SH; Autovalor = 2,17; Variabilidade = 72,49%) e o segundo componente
denominado de Neurotoxicidade (constituido pela atividade da ChE; Autovalor = 0,59;
Variabilidade = 19,58%). Foi observada diferenca entre os grupos no componente Danos
Oxidativos (F227 = 39,647; p < 0,0001; Figura 62B), sendo que as proles SPL apresentaram
maiores cargas fatoriais quando comparadas as CTLE. Contudo, ndo houve diferenca entre os

grupos no componente Neurotoxicidade (F2,27 = 0,68085; p =0, 51467; Figura 62C).
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Figura 62 - Danos Oxidativos e Neurotoxicidade do Musculo Extensor Longo dos Dedos
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Legenda: A: Diagrama de ordenacdo da analise de componentes principais das variaveis referentes aos Danos
Oxidativos ¢ Neurotoxicidade do Musculo Extensor Longo dos Dedos (LPO, NP-SH e atividade da ChE); B:
Cargas fatoriais da dimens@o Danos Oxidativos (LPO e NP-SH); C: Cargas fatoriais da dimensdo Neurotoxicidade
(Atividade da ChE) da prole de ratas Wistar. CTLE: prole de ratas controle; SPL3: prole de ratas suplementadas
com Omega 3 na dose de 4 g/kg; SPL6: prole de ratas suplementadas com dmega 6 na dose de 4 g/kg. Letras
diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos, significancia adotada de 95%.

3.2.7 Analises de Caminhos

As cargas fatoriais (CF) dos dois primeiros componentes de cada uma das PCAs foram
utilizadas para a Analise de Caminhos, buscando avaliar a consisténcia e facilitar a interpretagao
das relacoes lineares casuais entre os modelos. O melhor ajuste, ou seja, modelo que atende os
pressupostos estatisticos possui melhor consisténcia e relagdes lineares mais definidas. Os
pressupostos adotados foram o Indice de Ajuste Comparativo (CFI) baseado em distribuigao de
¥* ndo central e avalia a complexidade do indice; a Raiz Quadrada Média do Erro de
Aproximagao (RMSEA) ou discrepancia por grau de liberdade e avalia a o erro de aproximacgao
da populacdo amostral do indice; Raiz Quadrada Média Residual (SRMR) que representa o
valor residual médio derivado do ajuste da matriz de variancia e covaridncia do modelo
hipotético para a matriz de variancia e covaridncia dos dados amostrais. Os efeitos foram
considerados como positivos quando possuiram relagdes diretamente proporcionais € negativos

quando possuiram relagdes inversamente proporcionais.
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Os modelos Gestacao (CFI = 0,902; RMSEA = 0,104; SRMR = 0,123),
Desenvolvimento (CFI = 0,816; RMSEA = 0,277, SRMR = 0,154), Caracteristicas
Mesenquimais (CFI = 0,885; RMSEA = 0,213; SRMR = 0,129) e Fibras Glicoliticas (CFI =
1,000; RMSEA = 0,000; SRMR = 0,084), apresentaram valores satisfatorios. Os modelos
Caracteristicas Musculares (CFI=0,676; RMSEA = 0,604; SRMR = 0,204) e Fibras Oxidativas
(CF1=0,703; RMSEA =0,268; SRMR = 0,141) ndo apresentaram valores dos parametros com
padrao satisfatorio, sendo necessarios ajustes como retirada de variaveis colineares ou aumento
do n amostral. Contudo, independentemente de tal fato, os modelos desenvolvidos foram
passiveis de sustentacdo tedrica por parte da literatura especifica, explicando adequadamente a

relag@o entre os processos.

Avaliando as alteragdes da gestagdo (Figura 63A), ¢ possivel notar efeitos negativos
sobre a prole (CF =-1,20; p = 0,036) e sobre as caracteristicas do leite (CF =-0,77; p=0,013).
De forma antagoOnica, as alteracdes do leite materno exercem efeitos positivos sobre o
desenvolvimento (CF =2,51; p = 0,001). Da analise do papel do desenvolvimento da prole, no
cenario experimental estabelecido (Figura 63B), ¢ possivel notar efeitos da alteragdo de
desenvolvimento sobre o perfil bioquimico plasmaticos (CF = 4,44; p = 0,001) e as
caracteristicas mesenquimais (CF =4,10; p < 0,001), enquanto que esta mesma variavel exerce
efeito negativo sobre as caracteristicas musculares (CF = -5,71; p < 0,001). Da mesma forma,
as alteracdes plasmaticas exercem efeitos positivos sobre as caracteristicas mesenquimais (CF
=2,70; p <0,001), enquanto influencia negativamente sobre as caracteristicas musculares (CF
=-3,79; p < 0,001). E possivel identificar também que caracteristicas mesenquimais (CF = -

3,37; p <0,001), reforcam os efeitos negativos sobre o musculo.

Avaliando o efeito das caracteristicas mesenquimais (Figura 63C) ¢ possivel observar
efeito positivo dessas alteragcdes sobre o metabolismo hepatico (CF = 1,97; p = 0,02) e sobre os
danos oxidativos do tecido adiposo (CF = 2,84; p = 0,001). Da mesma forma, as alteragdes
metabolicas do figado exercem efeitos positivos sobre a geracdo de danos oxidativos nos
tecidos adiposos (CF = 2,09; p = 0,02). Tratando-se dos efeitos das caracteristicas musculares
(Fig. 45D) ¢ possivel notar efeito positivo dessas alteragdes sobre as fibras musculares (CF =
5,12; p = 0,001). Contudo, sobre a distribuicao capilar e nuclear (CF = -4,47; p < 0,001) as
caracteristicas mesenquimais tiveram efeito negativo, efeito que também ¢ reforgado pela

alteragdo das fibras musculares (CF =-4,97; p <0,001).
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Ao avaliar as caracteristicas metabodlicas do musculo so6leo (Figura 63E) € possivel notar
efeito positivo da alteragdo das fibras sobre o metabolismo do musculo (CF =2,05; p=0,011),
contudo, essas mesmas caracteristicas influenciam de forma negativa o sistema antioxidante
(CF = -1,96; p = 0,05) e o acimulo de danos oxidativos (CF = -2,74; p = 0,001). De forma
similar, as alteracdes do metabolismo energético promovem efeitos negativos sobre o sistema
antioxidante (CF = -1,02; p = 0,008) e sobre o acimulo de danos (CF = -1,33; p = 0,02). Por
fim, as alteracdes sofridas pelo sistema antioxidante sdo responsaveis por afetar positivamente

o acumulo de danos oxidativos no musculo s6leo (CF = 0,70; p = 0,027).

Ao se avaliar as caracteristicas metabolicas do musculo extensor longo dos dedos
(Figura 63F) ¢ possivel notar efeito positivo da alteracdo das fibras sobre o metabolismo do
musculo (CF = 2,84; p = 0,002), contudo, ocorrem influéncias negativas sobre o sistema
antioxidante (CF =-2,20; p = 0,003) e sobre o acumulo de danos oxidativos (CF = -2,97; p =
0,001). De forma similar, as alteragdes do metabolismo energético promovem efeitos negativos
sobre o acimulo de danos (CF = -1,62; p = 0,001) e as alteragdes sofridas pelo sistema
antioxidante sdo responsaveis por afetar positivamente o acimulo de danos oxidativos no

musculo soéleo (CF =0,78; p = 0,028).

Visto que tal andlise relata apenas as relagdes lineares entre as variaveis aqui estudadas,
discutiremos a seguir os processos metabolicos inerentes a administragdo excessiva de dmega

3 e dmega 6 durante o periodo gestacional sobre a prole.
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Legenda: A: Gestacdo, modelo composto pelas PCAs Parametros Corporais da Gestagdo, Parametros
Corporais ao Desmame, Parametros Séricos Plasmaticos, Parametros Séricos do Leite e Parametros de
Desenvolvimento da Prole. B: Desenvolvimento, modelo composto pelas PCAs Parametros de
Desenvolvimento da Prole, Parametros Corporais, Parametros Séricos Plasmaticos, Caracteristicas
Mesenquimais e Caracteristicas Musculares. C: Caracteristicas Mesenquimais, modelo composto pelas
PCAs Caracteristicas Mesenquimais, Atividade Bioquimica Hepatica e Danos Oxidativos Hepaticos e
Adiposos. D: Caracteristicas Musculares, modelo composto pelas PCAs Caracteristicas Musculares,
Caracterizag@o do Tipo de Fibras e Distribui¢ao Capilar e Nuclear. E e F modelos compostos pelas PCAs
Caracteristicas Musculares, Metabolismo Energético, Sistema Antioxidante e Danos Oxidativos e
Neurotoxicidade dos respectivos musculos soleo e extensor longo dos dedos. Linhas pontilhadas em azul
simbolizam carga fatorial positiva, linhas pontilhadas em vermelho simbolizam carga fatorial negativa,
linhas pontilhadas em preto simbolizam o agrupamento artificial dos modelos. * p < 0,05; ** p <0,01; ***
p < 0,001, significancia adotada de 95%.
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5.0 DISCUSSAO

A analise dos resultados compilados no presente estudo permitiu identificar que os
efeitos da utilizacdo de AGPIS da familia ®-3 podem se apresentar de forma antagdnica
dependendo da concentracdo de AGPIs empregada. Apesar dos diversos beneficios
promovidos pelo consumo de AGPIs da familia -3 descritos na literatura, quando as
ingestoes se dao em excesso os efeitos podem ser bastante distintos. O emprego destes
AGPI durante a fase de desenvolvimento tem sido relacionado como causa de altera¢des
no padrao de desenvolvimento, modificacdes estruturais no tecido muscular, alteracdes
metabolicas e antioxidantes tao relevantes quanto aquelas encontradas quando da ingestao
de AGPIs w-6. Dentre os principais efeitos negativos encontrados estdo o sobrepeso,
estabelecimento de dislipidemia, alteragdo do padrdo metabdlico hepatico e muscular,
hiperativa¢do do sistema antioxidante e acimulo de dano oxidativo na prole, além da
reducdo na capacidade oxidativa do musculo esquelético. Na literatura, varios autores tem
relacionado o estabelecimento de condi¢des patologicas a partir de mudancas no perfil
nutricional de populacdes e modelos animais. Essas mudangas sao descritas comumente
em modelos submetidos ao excesso de acidos graxos saturados (ESTADELLA et al.,
2013; MEEX; BLAAK; VAN LOON, 2019) ou em condi¢des onde ha significativa
alteracdo da razao m-6: -3 (SHRESTHA et al., 2020b; SIMOPOULOS, 2002, 2016;
SIMOPOULOS; DINICOLANTONIO, 2016), portanto torna-se importante entender os
efeitos deletérios desses excessos de AGPIs durante o desenvolvimento, especialmente

em decorréncia do constante estimulo para o consumo de AGPI » -3 durante a gestagao.

A suplementacao em excesso com AGPIs o -3 e o -6 ndo foi capaz de promover
aumento no ganho de peso e consumo alimentar durante a gestacdo, mas alterou de
maneira pujante a composicao corporal das fémeas. O aumento dos depdsitos adiposos
nas progenitoras SPL pode estar relacionado com o inicio de um quadro de obesidade,
sendo portanto um fator que contribui fortemente para as alteragdes encontradas nas
proles (BARBOUR; HERNANDEZ, 2018a; DU et al., 2010; SHRESTHA et al., 2020a).
A alteragao do equilibrio lipidico durante a gestagao compreende fator importante para o
estabelecimento de obesidade na prole, reducdo do desenvolvimento muscular e aumento
da predisposicao a resisténcia a insulina (BARBOUR; HERNANDEZ, 2018a; PRATS-
PUIG et al., 2020; TUMOVA; ANDEL; TRNKA, 2016).
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O excesso desses substratos metabolicos lipidicos € responsavel por causar distirbios
no transporte placentario, promovendo aumento do processo inflamatorio, redugdo da
sintese de proteinas mitocondriais e prejudicando a capacidade oxidativa placentéria e do
feto (EASTON; REGNAULT, 2020). Essa associagdo de eventos ¢ responsavel por
promover o aumento da expressdao e translocagdo de transportadores lipidicos para a
membrana fetoplacentdria, promovendo portanto aumento da captacao dessas moléculas
para os fetos em desenvolvimento (BARBOUR; HERNANDEZ, 2018a; MCCURDY et
al., 2009; WESOLOWSKI et al., 2018). Este cendrio provoca o aumento da mortalidade
dos neonatos e do nimero de natimortos, em decorréncia do efeito lipotdxico estabelecido
pelo excesso da transferéncia lipidica através da placenta. Esse quadro pode também estar
associado a ma formagdes e/ou alteracdes funcionais hepaticas e renais estabelecidas
durante a exposi¢cdo embriondria a estes macronutrientes (BARBOUR; HERNANDEZ,
2018b; CHURCH et al., 2010; HERRERA; DESOYE, 2016).

Nossos achados no entanto, demonstram que, apesar da exposicao a altas doses de
AGPIs, as progenitoras SPL3 apresentaram resultados plasmaticos similares aos descritos
na literatura, reduzindo as concentracdes de colesterol total e de triacilglicerdis totais
(BURDGE; CALDER, 2015). A reducao das concentragdes de triacilglicerdis pode estar
relacionada com o aumento da transferéncia dessas moléculas para o feto durante a
gestacdo e apds o parto pela destinagdo das fontes lipidicas para a producdo de leite
(RAMIREZ; LLOBERA; HERRERA, 1983; SHRESTHA et al., 2020a). O aumento das
concentragoes lipidica e proteica encontrada no leite das progenitoras SPL teve um papel
importante no estabelecimento das alteragcdes de desenvolvimento pds-natal da prole. A
caracteristica hiperlipidica do leite materno, atua diretamente sobre a diferenciacdo dos
tecidos fetais, levando ao aumento da deposi¢ao de tecido adiposo e reducao do
desenvolvimento muscular dos filhotes (GOMES et al., 2018; MCCURDY et al., 2016;
SHRESTHA et al., 2020b).

Além da alteracao estrutural, o aumento da disponibilidade de nutrientes durante a
gestagdo e o aleitamento promovem modifica¢des no perfil lipidico plasmatico da prole,
principalmente aumentando os niveis de colesterol e triacilgliceréis (BARBOUR;
HERNANDEZ, 2018a; BUTRUILLE et al., 2019; HUE-BEAUVALIS et al., 2017; PENG
et al., 2019). A manutencdo desses padrdes at¢ a fase adulta reforca o efeito de

reprogramagdo metabodlica sobre a prole. O aumento dos depdsitos adiposos e
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manutengdo das dislipidemias plasmaticas estdo diretamente relacionados e exercem
efeito negativo sobre o tecido muscular, da mesma forma que interferem no processo de
desenvolvimento, , (DU et al., 2010; LIPINA; HUNDAL, 2017; MCCURDY et al., 2016;
PRATS-PUIG et al., 2020; TONG et al., 2009).

A literatura tem demonstrado que em maes obesas o aumento nas concentracdes
plasmaticas de triacilglicerdis estd diretamente relacionado ao aumento do tecido adiposo
materno e fetal. Além disso, esta relacionado a alteragdes no padrao de expressdo génica
de diversas proteinas musculares, podendo ser afetados tanto genes estruturais, funcionais
e metabodlicos, reforcando que excesso lipidico provoca efeito negativo do para o correto
desenvolvimento e fun¢do muscular (PRATS-PUIG et al., 2020). Uma forma de
comprovar a associagdo das dislipidemias e mobiliza¢do plasmatica de lipidios com o
aumento dos depdsitos adiposos, ¢ dado pelo aumento da atividade da colinesterase no
tecido adiposo retroperitoneal. E relatado na literatura que o aumento das colinesterases
esta associado a facilitagdo de processos inflamatorios, secrecdo de citocinas € aumento

da circulagao de triacilglicerdis (CHEN et al., 2016; FATHI HAMOUDA et al., 2019).

Devido a esse quadro inflamatorio e dislipidémico, ocorrem alteracdes metabdlicas
hepaticas importantes nesses animais (PAYOLLA et al., 2016). Nossos achados
permitem observar que nas proles SPL ocorreram modificacdes do metabolismo
energético hepatico, sendo que cada AGPI foi capaz de induzir alteragcdes metabolicas
diferentes. Os animais SPL3 apresentaram reduc¢ao da atividade da PK, que leva a reducao
dos niveis de piruvato celular. Associada a essa reducdo e o aumento do lactato
plasmatico, ocorre a redu¢do da atividade da LDH, o que provoca elevagcdo no consumo
de piruvato e producao de lactato, podendo estar relacionado com um aumento das vias
oxidativas. De forma contraria nas proles SPL6, mesmo com a redu¢do da PK e aumento
do lactato plasmatico, houve ativacdo da LDH. Esse aumento da atividade da LDH pode
ser justificado pelo desequilibrio da razdio NADH / NAD" em animais SPL6, devido a
reciclagem de NP-SH identificada nesses animais. O importante papel da atividade oposta
da LDH no equilibrio da razio NADH / NAD" tem sido descrito na literatura como uma
forma de minimizagdo dos danos oxidativos e otimizacdo da atividade das enzimas do
sistema antioxidante (KAPLAN; GOODFRIEND, 1964; MORGENSTERN et al., 1965;
WEBER, 1963; WROBLEWSKI; GREGORY, 1961).



115

As alteragdes metabolicas promovidas pelo excesso de lipidios sdo uma fonte
importante de geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) em excesso e,
consequentemente, respondem pelo acumulo de danos celulares (DLUDLA et al., 2019;
MATSUDA; SHIMOMURA, 2013; SVEGLIATI-BARONI et al., 2019). A
hiperativagdo do sistema antioxidante hepatico encontrado no presente estudo, ¢ o
primeiro mecanismo celular ativado para compensar o aumento da geracdo de EROS.
Embora haja efeitos semelhantes nas proles SPL, como a hiperativacao da GPx e reducao
da concentragdo de NP-SH, os animais SPL6 apresentaram maior atividade CAT,
reforcando o efeito pro-oxidativo desse AGPI (RENAUD et al., 2014; SVEGLIATI-
BARONI ef al., 2019). No entanto, o aumento da atividade da GST reforga a existéncia
de sobrecarga e a redugdo da eficiéncia do sistema antioxidante, uma vez que o excesso
de AGPIs foi suficiente para a geracdo de danos a membrana em ambas as proles
(CICHOZ-LACH; MICHALAK, 2014; HABIG; PABST; JAKOBY, 1976; LEUTNER;
ECKERT; MULLER, 2001).

Mesmo frente a hiperativagdo do sistema antioxidante, a resposta nao foi suficiente
para o consumo de todas as EROS geradas pelo desequilibrio metabolico, promovendo
assim acumulo de danos oxidativos nos tecidos corporais (DE ANDRADE et al., 2021;
MASSCHELIN et al., 2020; SVEGLIATI-BARONI et al., 2019). No presente estudo, foi
possivel observar em ambos os grupos suplementados, os AGPIs promoveram aumento
de danos lipidicos (LPO) nos depositos adiposos retroperitoneal e mesentérico, além do
aumento da atividade da atividade da ALP hepatica (DOMINGUEZ-PEREZ et al., 2016).
Ainda,as proles SPL6 apresentaram maior acimulo de peroxidacgdo lipidica hepatica
refor¢ando o efeito pro-oxidante do excesso de m-6 (WIKTOROWSKA-OWCZAREK;
BEREZINSKA; NOWAK, 2015).

Durante o desenvolvimento, a diferenciagdo de células mesenquimais se vale da
mesma via de sinalizacdo intracelular para originar adipdcitos ou células musculares.
Devido a caracteristica competitiva da adipogénese e da miogénese (DU SERT et al.,
2020; TONG et al., 2009), o aumento dos depdsitos adiposos pode estar diretamente
relacionado com a redug¢do do tamanho muscular encontrado nas proles SPL. Outra
possibilidade para justificar o aumento identificado no peso dos musculos dos animais
SPL, pode residir no fato que determinados genes relacionados a diferenciagdo de

adipocitos também se relacionam ao aumento de sintese de matriz extracelular muscular
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e ao aumento da deposicao lipidica intramuscular (CORNACHIONE et al., 2013; TANG;
LANE, 2012; YAN et al., 2013). Os genes relacionados com a adipogénese também
influenciam na diferenciacao de fibras glicoliticas, o que também pode estar relacionado
com o aumento do peso muscular nos animais SPL (KITAMURA et al., 2007;
SCHIAFFINO et al., 2013; SHAHJAHAN, 2015; VON MALTZAHN et al., 2012).

Além das alteragdes de tamanho, peso e composicao das fibras musculares, os
animais SPL apresentaram alteracdo no padrdo de distribuicdo nuclear e capilarizagao.
De forma contraria ao que tem sido descrito em quadros de obesidade e de aumento de
fibras glicoliticas, os animais apresentaram aumento do niumero de capilares e aumento
do niimero e tamanho dos ntcleos (BRUN et al., 2017, KANEGUCHI et al., 2014;
RATTIGAN et al., 2007; ROSS et al., 2018). No entanto, o aumento do nimero de
nucleos periféricos e centrais e por consequéncia a redu¢cdo do dominio mionuclear, é
uma das principais caracteristicas morfoloégicas associadas ao dano muscular (CUTLER
et al, 2018; SCHIAFFINO et al., 2013; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011;
WOSCZYNA; RANDO, 2018). Da mesma forma, o aumento da capilarizagdo esta
associado ao processo inicial de regeneragdo muscular, sendo fundamental para a ativacao
das células satélites e recrutamento de células inflamatérias (BRUN et al, 2017,
HAVIXBECK et al., 2016; JOANISSE et al., 2016; RIGAMONTI et al., 2014). Sendo
assim, pode-se associar o acimulo de lipidios intramusculares a essas caracteristicas dos

animais SPL (PARK; SEO, 2020; TUMOVA; ANDEL; TRNKA, 2016).

Analisando a resposta bioquimica dos musculos s6leo e extensor longo dos dedos,
foi possivel identificar diferenca no metabolismo energético, sistema antioxidante e no
acumulo de danos oxidativos relacionada com a caracteristica de fibra de cada musculo.
Musculos com predominancia de fibras oxidativas, como o sdleo (ARMSTRONG, 1984;
EDDINGER; MOSS; CASSENS, 1985), possuem maior resisténcia aos efeitos lipotoxico
do actimulo de goticulas lipidicas intracelulares (PARK; SEO, 2020), quando comparados
a musculos com predominancia de fibras glicoliticas, como o extensor longo dos dedos
(ARMSTRONG, 1984; EDDINGER; MOSS; CASSENS, 1985). Além disso, houve
reducdo na atividade das enzimas de metabolismo de carboidratos em ambos os musculos,

refor¢ando o efeito lipotdxico sugerido sobre a atividade metabdlica muscular.

O actimulo de lipidios intracelulares ¢ um fator importante na geracdo de

diaciglicerol e ceramidas, que atuam diretamente sobre a atividade mitocondrial e
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interferem no equilibrio metabolico da fibra muscular (LAI ef al., 2020; MCCURDY et
al.,2016; TUMOVA; ANDEL; TRNKA, 2016). O aumento da disponibilidade lipidica e
de metabolitos lipidicos intermediarios, estimula a B-oxidagdo e reduz os niveis da
glicolise (BOSMA, 2016). Inicialmente, o consumo lipidico promove reducdo na
atividade das enzimas do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (TCA), principalmente da citrato
sintase, promovendo acimulo de acetil-CoA (MCCURDY et al., 2016). Dessa forma,
ocorre a inativagdo sequencial das demais enzimas do metabolismo de carboidratos,

promovendo acimulo de glicose e glicogénio muscular (JANA et al., 2019).

A reducdo da atividade do metabolismo de carboidratos reduz a transcrigao e
translocagdo de transportadores de glicose sensiveis a insulina (GLUT4), promovendo
com o passar do tempo, resisténcia muscular a insulina (MEEX; BLAAK; VAN LOON,
2019; TUMOVA; ANDEL; TRNKA, 2016). Também relacionado a esse processo, ocorre
reducdo da formagao de mitocondrias, reducao da expressao de proteinas mitocondriais e
reducdo da producdo de energia pela célula (JANA et al., 2019; PARK; SEO, 2020).
Dessa forma, a reducao da atividade das enzimas de metabolismo energético encontradas
nos animais SPL, associadas ao acumulo de lipidios intracelulares, pode sugerir que este
cenario com aporte excessivo de lipidios esteja relacionado ao desencadeamento de um

processo de resisténcia a insulina nesses animais.

No tecido muscular, a redu¢ao da atividade mitocondrial ¢ das enzimas do
metabolismo de carboidratos, sdo fatores importantes para a indugao da plasticidade das
fibras musculares. Devidas essas caracteristicas, ocorre inducdo de adaptacdo
principalmente de fibras oxidativas, o que acaba promovendo aumento de fibras
glicoliticas (ECKARDT; TAUBE; ECKEL, 2011). O processo de alteracao fenotipica das
fibras musculares ¢ iniciado pela sinalizagdo e ativagao de células satélites, que migram
para o interior da fibra alterando sua estrutura e/ou formam novas fibras musculares
(BLAAUW; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2013; HOPPELER, 2016). Devida a
caracteristica metabolica instalada no tecido e no organismo, ocorre a ativacao de genes
promotores de diferenciagao de fibras glicoliticas, como os da familia FOXO (BLAAUW;
SCHIAFFINO; REGGIANI, 2013; KITAMURA et al., 2007; TONG et al., 2009). Essas
alteragdes associadas ao aumento de nucleo e da proporgao de fibras IIB encontradas nas

proles SPL reforcam o efeito lipotdxico sobre o musculo desses animais.
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Além da caracteristica pro-oxidante da B-oxidagcdo e diminuicdo da geracdo de
ATP, as alteragdes mitocondriais exigem maior atividade da cadeia transportadora de
elétrons, promovendo maior geracdo de EROS (JANA et al., 2019; PARK; SEO, 2020;
SHRESTHA et al., 2020b). Da mesma forma que no figado, a hiperativagdo do sistema
antioxidante encontrada nos musculos séleo e extensor longo dos dedos sao formas de a
célula compensar o aumento da geracdo de EROS. Embora haja efeitos semelhantes nos
dois musculos, como a hiperativagdo da GPx e GST, o musculo extensor longo dos dedos
apresentou também redugdo da atividade da G6PDH, refor¢ando sua maior
susceptibilidade ao estresse oxidativo devido ao predominio de fibras glicoliticas

(CARTER; JUSTICE; THOMPSON, 2019).

Outra caracteristica importante encontrada nos animais SPL ¢ o aumento da
concentragdo de NP-SH, sendo que o tiol mais abundante nas células ¢ a glutationa
reduzida (GSH) (GRIFFITH, 1999). O aumento da concentracdo desses NP-SH
normalmente esta associado com a reducdo do seu consumo, no entanto houve aumento
da atividade da GPx e GST em ambos os musculos, frente a ambas as suplementagoes. O
aumento da sintese de NP-SH pode estar relacionado com a caracteristica pro-oxidativa
estabelecida durante o periodo gestacional (DENNERY, 2007), como resposta a
constante perturbacdo do sistema antioxidante (BALDELLI et al, 2019) e com a
alteragdo nutricional das progenitoras e das proles (GOULD; PAZDRO, 2019), podendo
inclusive ser indicativo de dano celular e inducdo de processos inflamatorios e
degenerativos. Mesmo com aumento da concentracdo de NP-SH, com a hiperativacio da
GPx e da GST, houve sobrecarga e reducdo da eficiéncia do sistema antioxidante,
podendo ser um indicativo de que houve excesso de EROS, as quais foram suficiente para
promover o aumento da peroxidagao lipidica em ambos os musculos e proles (CICHOZ-
LACH; MICHALAK, 2014; HABIG; PABST; JAKOBY, 1976; LEUTNER; ECKERT;
MULLER, 2001). Associados as alteragdes metabolicas, o desbalango do sistema
antioxidante e acimulo de danos oxidativos podem ser os principais fatores promotores
das alteracOes estruturais encontradas nos musculos das proles SPL (CARTER;

JUSTICE; THOMPSON, 2019; FERREIRA; REID, 2008; MENG; YU, 2010).

De forma semelhante também a comunicagdo neuromuscular ¢ afetada pelo
excesso de lipidios, onde ocorre redugdo da atividade da ChE nos cenarios onde ocorrem

dietas hiperlipidicas (CARTER; JUSTICE; THOMPSON, 2019; EL KHAYAT EL
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SABBOURI et al., 2020). Devida a baixa capacidade adaptativa de musculos com
predominancia de fibras glicoliticas ao estresse metabolico, oxidativo e lipotdxico, as
alteragdes promovidas por esses desbalancos afetaram expressivamente o musculo
extensor longo dos dedos das proles SPL (LIU et al., 2017; MARTYN; FAGERLUND;
ERIKSSON, 2009; MENG; YU, 2010). No entanto, em jungdes neuromusculares de
musculos com predominancia de fibras oxidativas, como o musculo séleo, o excesso de
lipidios ¢ responsavel pelo efeito neurotoxico que deflagra transicdo metabolica e
estrutural no compartimento pos sinaptico (SCHIAFFINO; SANDRI; MURGIA, 2007;
TINTIGNAC; BRENNER; RUEGG, 2015). A lipotoxicidade induz adaptacdo das
estruturas juncionais, reduzindo as jungdes rapidas e aumentando as jungdes lentas, dessa
forma prejudicando a estrutura comunicativa muscular e sua responsividade (LEE, 2019).
Sendo assim, o aumento da atividade da ChE no musculo soleo das proles SPL pode estar
relacionado com a plasticidade juncional e muscular desencadeada pelo excesso de
lipidios intramusculares (BLAAUW; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2013; SCHIAFFINO;
SANDRI; MURGIA, 2007; TINTIGNAC; BRENNER; RUEGG, 2015).

Portanto, os resultados compilados sugerem que as doses de AGPIs utilizadas
durante o periodo gestacional foram capazes de promover modificagdes na prole,
reforgando a sugestdo de efeito de programagdo metabdlica. E importante observar que
independente dos efeitos benéficos de ®-3 em diferentes condi¢des patologicas, o excesso
destes AGPIs durante o desenvolvimento embrionario promove alteracdes semelhantes
aquelas produzidas pelo excesso de ®-6 e, desta forma, ocasionam alteracdes no
equilibrio lipidico, desenvolvimento mesenquimal e muscular, metabolismo energético e
sistema antioxidante hepatico e muscular, além de promover acimulo de danos oxidativos

e estruturais.
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6.0 CONCLUSAO

A dose excessiva de AGPIs administradas durante a gestacao e lactagdo promoveu
alteracdes similares nas proles de ratas Wistar, sendo que interferiu diretamente no
desenvolvimento mesenquimal e muscular desses animais, além de alterar
significativamente o metabolismo e sistema antioxidante hepatico e muscular, promover
acumulo de danos oxidativos e estruturais. Dessa forma, ¢ importante ressaltar que
independente do efeito benéfico, em excesso o 6mega 3 durante o desenvolvimento
embriondrio ¢ tdo prejudicial quando o excesso do Omega 6, ambos promovendo

alteragcOes metabolicas e estruturais similares as encontradas em quadros de obesidade e

de inicio de resisténcia a insulina.
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