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RESUMO

A restricdo nutricional durante os periodos de gestagdo e lactacdo, pode provocar adaptaces
fisiolégicas no feto (programacdo fetal), estando relacionada com riscos de doencas
cardiovasculares e metabdlicas, além de alteragdes musculares nos adultos. O
comprometimento muscular pode trazer consequéncias futuras na vida do individuo, dada a sua
relevancia na geracédo de forca e locomogéo, bem como na longevidade e qualidade de vida em
idosos, fase em que ocorre aperda de massa muscular (sarcopenia). O objetivo deste trabalho
foi analisar aspectos celulares e moleculares, através de técnicas morfologicas e moleculares,
dos musculos Séleo (SOL) e Extensor Longo dos Dedos (EDL) de ratos jovens e senis (21 e
540 dias) provenientes de maes alimentadas com uma dieta de baixo contetdo protéico (6%)
durante a gestacdo e lactacdo. Foram utilizados Ratos Sprague Dawley aos 21 e 540 dias,
provenientes de dois grupos de genitoras submetidas a diferentes dietas (hipoproteica: 6% e
padrdo: 17% de proteina) durante toda a gestacéo e lactacdo. Amostras dos musculos SOL e
EDL foram coletadas para as analises morfologica, imunofluoerescéncia e moleculares. Nossos
resultados demonstraram que 0s animais do grupos restritos apresentaram menor peso em
ambos os periodos comparado aos animais dos grupos controles. O musculo SOL apresentou
diminuicdo da area de secgdo transversal (AST) das fibras musculares aos 21 e 540 dias,
enquanto o musculo EDL apresentou diminuicdo da AST apenas aos 21 dias; nenhuma
alteracdo na frequéncia dos tipos de fibras musculares foi observada nos musculos e nos
periodos analisados. Aos 21 dias ndo foram observadas diferencas na expressdo génica dos
marcadores avaliados nos musculos SOL e EDL. Aos 540 dias, no musculo SOL, houve
aumento na expressao do gene IGF-1, enquanto no musculo EDL, o0 MRF MyoG, apresentou
expressdo génica diminuida. As vias alteradas na senilidade decorrentes da restricdo proteica
perinatal apontadas pelas analises dos transcriptoma envolvem a proliferacdo e diferenciacao
celular durante a embriogénese, o metabolismo de lipideo, integridade da matriz extracelular,
citoesqueleto e juncdo neuromuscular. A restricdo proteica durante a gestacdo e lactacdo
interfere na manutencdo do peso corporal durante a fase juvenil e na senilidade e promove
hipotrofia muscular aos 21 nos musculos SOL e EDL, obsevada também aos 540 dias no
musculo SOL. Os dados do transcriptoma sugerem uma adaptacdo (protecdo) dos muasculos
SOL e EDL a condicéo de restricdo proteica perinatal durante a senilidade.

Palavras-chave: Restri¢do proteica; Envelhecimento; Mdsculo esquelético.



ABSTRACT

Nutritional restriction during gestation and lactation can cause physiological adaptations in the
fetus (fetal programming), being related to risks of cardiovascular and metabolic diseases, as
well as muscular changes in adults. Muscle impairment may cause future consequences in the
individual's life, given the relevance of this tissue in the generation of strength and locomotion,
as well as, the longevity and quality of life in the elderly where muscle loss occurs (sarcopenia).
The objective of this work is to analyze cellular and molecular aspects of SOL and EDL muscles
of young and senile rats (21 days and 540 days) from mothers fed with a diet of low protein
content (6%) during gestation and lactation. Sprague-Dawley rats were used at 21 and 540 days
from two groups of mothers submitted to different diets (hypoproteic: 6% and standard: 17%
protein) throughout gestation and lactation. Samples of SOL and EDL muscles were collected
for morphological, immunofluorescence and molecular analyzes. Our results showed that the
animals in the restricted groups had lower weight in both periods compared to the animals of
the control groups. The SOL muscle showed a decrease in the cross-sectional area (CSA) of the
muscle fibers at 21 and 540 days, whereas the EDL muscle presented a decrease of CSA only
at 21 days; no change in the frequency of muscle fiber types was observed in the muscles and
in the periods analyzed. At 21 days no differences were observed in the gene expression of the
markers evaluated in the SOL and EDL muscles. At 540 days, in the SOL muscle, there was an
increase in IGF-1 gene expression, while in the EDL muscle, the MyoG MRF showed decreased
gene expression. The altered senile pathways due to perinatal protein restriction indicated by
the transcriptome analysis involve cell proliferation and differentiation during embryogenesis,
lipid metabolism, extracellular matrix integrity, cytoskeleton and neuromuscular junction.
Protein restriction during gestation and lactation interferes with maintaining body weight during
the juvenile phase and senility, promotes muscular hypotrophy at 21 in the SOL and EDL
muscles, also seen at 540 days in the SOL muscle. The transcriptome data suggest an adaptation
(protection) of the SOL and EDL muscles to the condition of perinatal protein restriction during
senility.

Key words: Protein restriction; Aging; Skeletal muscle.
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1. INTRODUCAO

1.1. Programacéo Fetal

A desnutricdo é uma condicao patolégica de desequilibrio nutricional devido a ingestdo
insuficiente de nutrientes e/ou calorias, podendo ser aguda quando determinada pelo baixo peso,
ou crbnica devido a longos periodos de exposi¢do a um ambiente com poucos nutrientes, como
0 periodo intrauterino (BEAUCHAMP; HARPER, 2016; PERTILLE et al., 2016). No ano de
2016, 815 milhdes de pessoas foram afetadas pela desnutricdo, correspondendo a 11% da
populacdo global, segundo o relatério da FAO (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2017).

Juntamente com outros fatores ambientais (utilizagdo de alcool e drogas, doencas e
alteracdes hormonais relacionadas ao estresse), a desnutricdo cronica materna em periodos de
gestacdo e lactacdo € uma das causas para a programacao fetal, na qual occorrem alteracdes no
desenvolvimento da prole em resposta as variacdes ambientais maternas nos estagios
intrauterinos, que levam as possiveis consequéncias na sua vida adulta (FOWDEN;
GIUSSANI; FORHEAD, 2006; GICQUEL; EL-OSTA; LE BOUC, 2008). Tais alteragdes
podem resultar no baixo crescimento fetal e baixo peso ao nascimento, além da possibilidade
de desenvolvimento de diversas doencas na vida adulta, como doencgas metabdlicas e doencas
cardiovasculares (Figura 1) (OZANNE; HALES, 1999; BATTISTA et al., 2002; CHEEMA et
al., 2005; ZOHDI et al., 2013).

Causas Mie
Ambiental > ( -

B - Estresse Dieta

Al finde s Doenca Horménios, Macro e micronutrientes

temperatura, abuso de
o Pré- eclamp51a diabetes, ANS

substincias, alcool, e
nicotina, drogas. restrig:ao actéria, virus

matema

\% Y

N Tamanho daplacenta. fluxo e fungio < | Placenta
v

tho

>1 0, fetal e suprimento de substrato ’ <} ————

Y —_

Programacio e}

Horménios fetais ] <

%

> [(Grescimento e deseavalvimento fetal |
Programacio intrauterina J <

{‘7

[ Doengas cardiovasculares 1

Y [ Doengas metabdlicas 1‘ v

Consequencias Adulto

Figura 1. Esquema representativo da causa-efeito da Programacéo Fetal. (Adaptado de (FOWDEN;
GIUSSANI; FORHEAD, 2006).
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Os periodos de gestacdo e lactagdo sdo estados fisiolgicos de alto custo energético, pois
além da manutencéo corpdrea materna, a ingestdo alimentar deveria cobrir os requisitos extras
do embrido/feto e da produgdo de leite (BEAUCHAMP; HARPER, 2016). Durante a
programacdo fetal, a caréncia na oferta de nutrientes no periodo intrauterino promove uma
adaptacao fisiologica do feto (GICQUEL; EL-OSTA; LE BOUC, 2008). Neste sentido, para a
sobrevivéncia da prole, a energia oferecida é direcionada para o crescimento de érgaos-chaves
como o cérebro e o coracao, em detrimento de outros érgdos, como o0 musculo esquelético
(SYMEON et al., 2015). O comprometimento muscular pode trazer consequéncias futuras na
vida do individuo, dada a sua relevancia na geracdo de forca e locomocao e na longevidade e
qualidade de vida em idosos. Como é um tecido de armazenamento de proteinas e glicogénio,
esse fato o torna um grande reservatorio energético (SYMEON et al., 2015; SHARPLES;
STEWART; SEABORNE, 2016; WU; SATOMI; WALSH, 2017).

As adaptagOes durante a vida fetal, para assegurar a sobrevivéncia do individuo, séo
dependentes do suprimento de nutrientes intrauterinos, na expectativa de os individuos
nascerem em um ambiente semelhante, favoravel ao seu desenvolvimento; quando ha uma
incompatibilidade nutricional entre os ambientes fetal e pds-natal, estas adaptagdes podem
proporcionar ao individuo riscos de doencas na vida adulta envolvendo doencas metabdlicas e
cardiovasculares (FOWDEN; GIUSSANI; FORHEAD, 2006; GICQUEL; EL-OSTA; LE
BOUC, 2008). Estudos demonstram que a desnutricdo intrauterina provoca alteracbes em
diversos sistemas, como cardiaco e reprodutor, altera o metabolismo energético gerando
disturbios metabdlicos, como obesidade e diabetes, além de alteragdes na musculatura
esquelética (OZANNE; HALES, 1999; BATTISTA et al., 2002; BAYOL et al., 2004;
CHEEMA et al., 2005; VAAG et al.,2012; CABECO et al., 2012; ZOHDI et al., 2013; ELLIS
et al., 2014; LOPEZ-LOPEZ et al., 2015; BEAUCHAMP; HARPER, 2016; SANTOS et al.,
2018).

1.2 Musculo Estriado Esquelético

O musculo estriado esquelético € o tecido mais abundante do corpo dos mamiferos,
constituindo aproximadamente 50% do peso corporal total, a principal funcdo deste tecido é
possibilitar a locomogdo e 0os movimentos do corpo, assegurar a atividade postural e também,
servir como principal local de armazenamento de proteinas e glicogénio, além de auxiliar na
respiracdo (SHARPLES; STEWART; SEABORNE, 2016; WU; SATOMI; WALSH, 2017).

As células musculares sdo denominadas de fibras musculares, apresentam diferentes
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caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas e funcionais, permitindo que o tecido muscular seja
altamente plastico, com alta capacidade de modulacdo em resposta a diversos estimulos, como
estresse, exercicio fisico, imobilizacéo, envelhecimento, desnervagdo e nutricdo (LARSSON;
ANSVED, 1995; PSILANDER; DAMSGAARD; PILEGAARD, 2003; DOW et al., 2004,
JACKMAN; KANDARIAN, 2004; MAGAUDDA et al., 2004).

As fibras musculares sdo alongadas, cilindricas, estriadas e multinucleadas, e os nicleos
localizam-se na regido periférica, abaixo da membrana plasmatica ou sarcolema. Envolvendo
as fibras musculares, encontra-se a Matriz Extracelular (MEC), constituida pelo endomisio
(envolvendo cada fibra muscular), perimisio (envolvendo fasciculos de fibras musculares) e
epimisio (envolvendo o todo o musculo), importante para a manutencao da integridade e suporte
estrutural, nutricional e funcional do masculo (Figura 2) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
Unidades organizadas denominadas sarcomeros, dao o aspecto estriado para a fibra muscular,
sendo responsaveis pela contracdo muscular. Os sarcOmeros sdo constituidos por proteinas
estruturais e contrateis, destacando-se as proteinas contrateis miosina (também chamado de
filamento grosso formado por moléculas de miosina da classe 1) e actina (filamento fino
associado as proteinas reguladoras troponina e tropomiosina) (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008).

A

Figura 2. Corte transversal do musculo estriado esquelético. Fibras musculares (Fm), Nucleos
periféricos (N), Endomisio (seta), Perimisio (cabeca de seta). Hematoxilina e Eosina. Imagem obtida do
material analisado neste trabalho.
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A miosina é formada por quatro cadeias leves (MyLC) e duas cadeias pesadas (MyHC)
enroladas em a-hélice. A MyHC apresenta uma porcao globular que contém um sitio de ligacéo
com a actina e uma regido de ligagdo com a molécula de ATP, responsavel pela atividade
ATPase e liberacdo da energia necessaria para a contracdo muscular (HUXLEY, 19609;
LOWEY etal.,, 1969; ELLIOTT; OFFER, 1978) . Com base na velocidade com que a molécula
de ATP é hidrolizada pela enzima ATPase da porcdo globular da cadeia pesada da miosina
(MyHC), as fibras musculares podem apresentar contracdo lenta ou rapida (SCHIAFFINO;
REGGIANI, 1994, 2011; SCHIAFFINO et al., 2013).

As fibras musculares podem ser classificadas como fibras puras, que apresentam apenas
uma isoforma da MyHC, podendo expressar a isoforma de MyHCdo tipo | (Fibras tipo 1) ou
expressar uma das trés isoformas de MyHC do tipo Il (Fibras do tipo 1A, 11X e 1I1B). As fibras
hibridas expressam mais de uma isoforma da MyHC, sendo classificadas como IC, 1IC, IAX e
I1XB. Assim, as fibras podem ser distribuidas quanto a presenca das isoformas de MyHC: | «
ICo 1IC & 1A & IHTAX & 1IX <> 1IXB <> 1IB (STARON et al., 1999; PETTE; STARON,
2000; WU; SATOMI; WALSH, 2017).

Outra forma de diferenciar os tipos de fibras musculares é em relacdo a suas
caracteristicas metabolicas, podendo ser oxidativas e/ou glicoliticas. As fibras oxidativas
apresentam grande quantidade de mitocondrias, produzem ATP em abundancia, sendo
utilizadas para a realizacdo de atividades continuas e geralmente apresentam contracéo lenta.
Essas fibras musculares apresentam diametro pequeno, e pouco glicogénio quando comparada
as fibras de metabolismo glicolitico. Além disso, 0 masculo com predominancia desse tipo de
fibra apresenta maior nimero de capilares sanguineos, maior suprimento de oxigénio e
metabolitos, rapida remocdo dos produtos do metabolismo e significativa producdo de
antioxidantes endogenos (DUBOWITZ; PEARSE, 1960; WOLFSON et al., 1995; PETTE;
STARON, 2000; D’ANTONA et al., 2006; SCHIAFFINO et al., 2013; WOLFE, 2006).

As fibras de metabolismo glicolitico sdo geralmente fibras de contracdo rapida,
apresentam didmetro maior, poucas mitocéndrias, sendo a irrigagdo sanguinea e o suprimento
de oxigénio menores quando comparado a fibra oxidativa. Essas fibras predominam em
musculos que sdo recrutados em atividade de explosdo, porém sua atividade ndo é duradoura,
pois ndo apresentam apoio metab6lico como as fibras oxidativas, fazendo com que elas entrem
em fadiga mais facilmente, sendo dependentes de processos rapidos e glicoliticos para gerar
ATP (SILLAU; BANCHERO, 1978; CACCIA; HARRIS; JOHNSTON, 1985; STARON et
al., 1999; SANGER; STOIBER, 2001; SCHIAFFINO et al., 2013;).

Os musculos dos mamiferos séo constituidos por uma populacdo heterogénea de fibras
18



puras e hibridas, que apresentam metabolismo oxidativo e/ou glicolitico, com predominancia
de um tipo especifico, na dependéncia do fenotipo funcional. Por exemplo, 0 musculo Séleo
(SOL) apresenta caracteristicas metabolicas oxidativas, e predominio de fibras puras do tipo I,
de contracdo lenta, requerido em movimentos de sustentacdo, enquando o muasculo Extensor
Longo dos Dedos (EDL) tem natureza metabdlica glicolitica, sendo de contracdo réapida, e
predominio de fibras do tipo puras do tipo Il, sendo recrutado em atividades mais especificas,
como luta, fuga e corrida (Figura 3) (JOHNSTON, 1985; STARON et al., 1999).

Figura 3. Corte transversal do musculo SOL (A) e EDL (B). Fibras do Tipo | (rosa), Fibras do tipo 1A
(verde), Fibras do tipo 11X (preto) e Fibras do tipo 1B (vermelho). Imunofluorescéncia. Imagem obtida
do material analisado para este trabalho.

Durante o desenvolvimento embrionario, células somiticas do mesoderma sob a a¢éo de
glicoproteinas secretadas pela notocorda e tubo neural, se diferenciam em células precursoras
miogéncias (CPM), comprometidas com a formacdo das fibras musculares (GOULDING,;
LUMSDEN; PAQUETTE, 1994; WILLIAMS; ORDAHL, 1994; CHARGE; RUDNICKI,
2004). As CPM passam a expressar Pax3 e Pax7, se diferenciam em mioblastos, fundem-se e
foram os miotubos que vao se diferenciar em fibras musculares maduras (OLGUIN et al., 2007).
Entre os fatores que controlam a miogénese muscular, destacam-se os Fatores Reguladores
Miogénicos (MRFs), fatores transcricionais envolvidos com os processos de proliferacdo e
diferenciacdo dos mioblastos. A MyoD e Myf5 sdo MRFs responsaveis pela proliferacdo dos
mioblastos, sendo conhecidos como fatores primarios, enquanto a MyoG e 0 MRF4 sdo MRFs
comprometidos com a diferenciagcdo e formacdo dos miotubos; sdo denominados de fatores
secundéarios da miogénese (Figura 4) (MEGENEY; RUDNICKI, 1995; CHARGE;

RUDNICKI, 2004, ZAMMIT; PARTRIDGE; YABLONKA-REUVENI, 2006; OLGUIN et
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al., 2007).

Mioblastosem Mioblastosem

Ceélulas precursoras proliferagdo diferenciagio Miotubos
miogénicas (CPM)

Figura 4. Esquema representativo da miogénese, destacando as principais fases de atuagdo do Pax3,
Pax7 e dos MRFs. (Adaptado de DUMONT et al., 2015).

Embora os MRFs sdo expressos durante a miogénese, também apresentam um papel
importante durante a manutencao, crescimento e reparo muscular (MEGENEY; RUDNICKI,
1995; MOLKENTIN et al., 1996; SABOURIN; RUDNICKI, 2000; SINGH; DILWORTH,
2013). A MyoG e a MyoD também estdo envolvidas na manutencdo do fenotipo de contracao
(répido ou lento) da fibra muscular adulta, sendo a MyoG expressa em niveis superiores aos da
MyoD em mdasculos lentos, enquanto que o oposto € verdadeiro para muasculos rapidos
(HUGHES et al., 1993; VOYTIK et al., 1993). Além do seu papel na diferenciacdo na
miogénese, a MyoD também regula a sintese de proteinas da MEC como laminina, colageno 1V
e fibronectina, controlando também a expressao de integrinas que facilitam a associacdo de
mioblastos coma MEC (VOYTIK et al., 1993).

A manutencdo do fendtipo e a homeostase muscular sdo mantidos através do equilibrio
entre as vias de sintese e degradacao proteica, também conhecidas como vias do anabolismo e
catabolismo muscular. O catabolismo leva a degradacdo das miofibrilas e outras proteinas
musculares, com perda e/ou reducdo da forca muscular, podendo ocorrer pela ativacdo de dois
principais sistemas: o sistema autofagico — lisossomal e o sistema ubiquitina — proteossoma
(UPS) (BODINE et al., 2001; SACHECK et al., 2007; SANDRI, 2010; SCHIAFFINO et al.,
2013). O sistema UPS ¢é responsavel pela degradacdo da maioria das proteinas musculares, e
nele estdo inseridos os atrogenes musculo especifico MAFBx (Muscle Atrophy F-box),
responsavel por catalisar a degradacdo de proteinas que promovem a sintese proteica, e Murfl
(Muscle RING Finger 1), catalisador da ubiquitinacdo e degradacédo do aparelho miofibrilar do
citoesqueleto (BONALDO; SANDRI, 2013; LOPEZ-LOPEZ et al.,, 2015). As vias do

anabolismo promovem o crescimento muscular através da sintese proteica, e como
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representante desta via, destaca-se o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1), que
atua na modulacédo da taxa de sintese e degradacgdo proteica muscular, estimulando a hipertrofia
no masculo (MURGIA et al., 2000; BODINE et al., 2001; SARTORELLI; FULCO, 2004). O
IGF-1 promove a ativagdo da P13K, fosforilando a AKT tornando-a ativa para fosforilar o mTOR
e, subsequentemente, a p70S6K que atua como potente estimulador da sintese protéica (Figura
5) (GLASS, 2003; STITT et al., 2004).

O balango entre essas vias permite que o tecido muscular mantenha sua
morfologia e funcdo para melhor condicdo de vida do individuo, porém vérios fatores
podem estimular ou inibir determinada via, como o envelhecimento e a restricdo
proteica (MCKINNELL; RUDNICK, 2004).
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Figura 5. Esquema das principais vias envolvendo genes que controlam o tamanho das fibras
musculares (sintese e degradacdo proteica). Com destaque para 0s genes mencionados no texto.
(Adaptado de BONALDO; SANDRI, 2013).

1.3. Envelhecimento na Musculatura Estriada Esquelética

A populacéo idosa (individuos com 60 anos ou mais) vem crescendo nos ultimos anos,
aumentando 16% entre os anos de 2012 e 2016 (IBGE, 2017).
Durante o envelhecimento ocorre um processo fisioldgico denominado sarcopenia,

resultando na diminuicdo de 25% da massa muscular em individuos com mais de 75 anos,
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adicionado a isso e a reducgéo da forgca muscular, a diminuicdo da independéncia e da capacidade
funcional dos idosos aumenta o risco de quedas e fraturas, o que faz com que a sarcopenia seja
considerada um importante preditor de mortalidade, estando associada com baixa qualidade de
vida dos individuos (JANSSEN; HEYMSFIELD; ROSS, 2002; SHORT et al., 2004;
JANSSEN, 2006; SAKUMA; YAMAGUCHI, 2012; WU; SATOMI; WALSH, 2017).
Individuos idosos nem sempre sdo ativos fisicamente, 0 que aumenta a susceptibilidade a atrofia
muscular (diminuicdo da massa muscular) devido ao desuso (BROOKS; FAULKNER, 1994;
FAVIER; BENOIT; FREYSSENET, 2008). Estudos demonstram que em idosos, 30% da massa
muscular é reduzida ap6s duas semanas de imobinizagdo, e que eles diminuem em trés vezes
suas habilidades funcionais, como ficar em pé e andar (JANSSEN; HEYMSFIELD; ROSS,
2002; CARLSON et al., 2009).

Além da atrofia acentuada, outras alteracbes na fisiologia decorrentes do
envelhecimento sdo descritas, como a diminui¢do da capacidade regenerativa, aumento na
fadiga muscular causada pela diminuicdo da capacidade oxidativa e o acumulo de lipideos
(JOHANNSEN et al., 2012; LAYEC; HASELER; RICHARDSON, 2013; DOMINGUES-
FARIA et al., 2016). Essas alteracfes podem ser atenuadas com a pratica de habitos de vida
saudavel, como a pratica de exercicios fisicos e uma alimentacdo adequada, sendo que o
historico de salde e habitos de vida em geral, como consumo de drogas, alcool e cigarro,
também sdo importantes para contribuir para a melhora ou piora das alteracfes observadas no
envelhecimento (KIM et al., 2005; LEANDRO et al., 2012; PILEGGI et al., 2016).

1.4. Programacao Fetal e o Musculo Estriado Esquelético

Dado que as caracteristicas morfoldgicas e funcionais das fibras musculares séo
determinadas durante a embriogénese, fatores maternos como a restricdo proteica na gestacao
e lactacdo, podem comprometer a formacdo muscular, com consequéncias na vida adulta
(HUGHES et al., 1993; ZHU et al., 2006; MALLINSON et al., 2007; BAAR, 2010). Segundo
Fowden; Giussani e Forhead, (2006), a restricdo de proteinas durante a gestacdo altera o fluxo
de transporte de aminoacidos na placenta, e essa reducdo associada a baixa disponibilidade de
aminodacidos acessiveis para o feto promovem alteragdes funcionais e estruturais que podem
permanecer até a vida adulta.

No tecido muscular, as alteracOes resultantes da programacéo fetal proevenientes da

restricdo nutricional materna, incluem altera¢cbes moleculares, nas vias miogénicas e nas vias
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de sintese e degradacdo proteica, e morfologicas, como a diminui¢cdo no peso muscular, no
tamanho e na frequéncia dos tipos de fibras musculares (BAYOL et al., 2004; ZHU et al., 2004;
MALLINSON et al, 2007; TOSCANO; MANHAES-DE-CASTRO; CANON, 2008;
CABECO et al., 2012; RUIZ-ROSADO et al., 2013; CONFORTIM et al., 2015; RAJA et al.,
2016; ZOU et al., 2017).

Toscano, Manhdes-de-Castro e Canon, (2008) demonstraram que a restricdo proteica
(7,8%) durante todo o periodo gestacional, promoveu a reducao no peso absoluto dos musculos
SOL e EDL na prole aos 25 e 95 dias de idade; observaram tambem o aumento das fibras tipo
I1A no musculo SOL e, aumento das fibras tipo 11B e diminui¢do das tipo 1A no masculo EDL.
Ruiz-Rosado et al., (2013), utilizando uma privacdo cronica alimentar (50% a menos de
ingestdo alimentar do grupo controle) durante toda a gestacdo e lactagdo, observaram um
aumento na frequéncia das fibras do tipo 1lA e I1X, e diminuicdo das fibras 1B no musculo
EDL, de ratos aos 15 a 54 dias. Mallinson et al., (2007), observaram que a restri¢co protéica
(9%) durante diferentes fases gestacionais levam a alteracfes distintas no masculo SOL. Os
autores observaram um aumento da proporc¢éo de fibras do tipo | em resposta a restricdo protéica
nas fases inicias da gestacdo; reducdo na proporcao das do tipo Il, na fase intermediaria da
gestacdo; e nenhuma alteracdo na proporcdo de fibras foi observada quando a restricdo foi
imposta durante todo o periodo gestacional. Por outro lado, Bayol et al., (2004), ndo observaram
alteracdes na frequéncia dos tipos de fibras musculares decorrentes da restricdo proteica
gestacional (40 e 50% da dieta dos grupos controles), avaliando os musculos semitendinoso e
gastrocnémio aos 21 dias.

Zhu et al., (2004), demonstraram um efeito maior na diminuicdo da sintese do que no
aumento da degradacéo proteica muscular em fetos bovinos, cujas maes soferam uma restri¢do
caldrica de 50% nos dias gestacionais 28 até 78. Os autores mostraram uma regulacéo negativa
da sinalizacdo da expressdo de genes relacioados a sintese proteica (mTOR), enquanto nenhuma
diferenca foi observada nas proteinas de degradacdo (ubiquitinacdo). Cabeco et al., (2012),
utilizando o protocolo de restricdo proteica (6%) durante toda a gestacdo, ndo observaram
alteracdes nos genes miogénicos (MyoD e MyoG) nos musculos SOL e EDL de ratos aos 30 e
112 dias. Raja, et al., (2016), utilizaram cultura celular primaria de cordeiros recém-nascidos,
proveinentes de genitoras submetidas a restricdo calorica (60% a menos que 0s controles)
durante toda a gestacdo. Os autores observaram em 24h de cultura, um aumento da expresséo
dos MRFs MyoD e MyoG, porém sem alteraces no Myf5 e MRF4. Zou et al., (2017),

observaram que porcos aos 55 e 90 dias gestacionais, provenintes de maes restritas (13% a
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menos de energia com relagdo ao controle) apresentavam um padrdo de expressdo diferencial
nos MRFs. A expressao génica dos MRFs MyoG e MRF4 se encontravam diminuidos em ambos
os periodos gestacionais analisados, enquando os MRFs MyoD e Myf5 apresentavam esta
alteracdo apenas aos 90 dias.

Embora existam estudos demonstrando os efeitos da programacéo fetal na musculatura
esquelética, decorrente da restricdo nutricional materna, muitas divergéncias sdo observadas,
provavelmente, devido a ampla disponibilidade de protocolos para essa condicdo. As
variedades de protocolos envolvendo programacéo fetal, incluem o tipo e grau de restricdo
(podendo ser cal6rica ou proteica, leve ou severa), os periodos de exposicdo (podendo ser
durante os periodos iniciais, tardios, ou ainda durante toda a gestacdo, envolvendo ou ndo a
lactacdo), e o periodo de analise da prole (podendo ser em embrides, jovens, adultos ou senis)
(CABECO et al., 2012; RAJA et al., 2016; TARRY-ADKINS et al., 2016; CASTRO et al.,
2017; CONFORTIM et al., 2017; DE BRITO ALVES et al., 2017; ZOU et al., 2017). Apds o
tratamento nutricional materno intrauterino, a prole pode receber uma alimentacdo adequada
ou seguir com a restricdo; além de protocolos envolvendo dietas hipercal6ricas tanto nas
genitoras quando na prole. Devido aos diferentes protocolos disponiveis, ocasionando
resultados e alteragdes musculares muito distintas, a utilizagdo de uma analise global, através
do transcriptoma, permite uma melhor visualizacdo das possiveis alteracdes moleculares,
envolvendo as vias de sinalizacdo que controlam o feno6tipo muscular na prole de maes

submetidas a desnutricdo proteica no periodo perinatal.

1.5. Andlise Global

Ferramentas computacionais tem sido amplamente utilizadas para analises dos niveis de
expressdo de transcritos, permitido a obtencdo de informacdes globais em relacdo ao perfil
transcricional do tecido estudado, possibilitando a interpretacdo de elementos do genoma para
melhor compreensdo dos mecanismos de doencas ou alteracdes moleculares em um estagio de
desenvolvimento ou condicédo fisiologica especifica. Estas técnicas auxiliam na identificacdo
de genes que se encontram diferencialmente expressos e possibilitam avaliar modificacbes pos
transcricionais (OSHLACK; ROBINSON; YOUNG, 2010; YANG; KIM, 2015).

Bibliotecas virtuais sdo criadas, contendo informagdes génicas e, com a aplicacéo de
técnicas de bioinformética essas informagdes sdo utilizadas para auxiliar na deteccdo de
possiveis novos alvos génicos. Assim, para melhor caracterizar as alteragdes do muasculo

esquelético no envelhecimento, em ratos submetidos a restricdo proteica perinatal, a analise do
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transcriptoma possibilitaria estabelecer uma possivel relagdo entre a desnutricdo intrauterina,
0 musculo estriado esquelético e o envelhecimento, auxiliando no melhor entendimento das
adaptacOes musculares que ocorrem nesta condicao.

A hipdtese deste trabalho é que a restricdo proteica (6% de proteina) nos periodos de
gestacdo e lactacdo promovem alteracGes morfoldgicas e moleculares no musculo esquelético

de ratos jovens e senis.

2. JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de analises morfoldgicas, moleculares, bem como o a andlise global
(transcriptoma), utilizando ferramentas de bioinformatica, possibilitara o melhor entendimento
das alteragdes musculares que ocorrem na prole de genitoras submetidas a restricdo proteica

durante a gestacéo e lactagéo, nas fases juvenil e na senilidade.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Analisar aspectos celulares e moleculares dos musculos Soleo (SOL) com
predominancia de fibras de contracdo lenta, com metabolismo oxidativo e caracterizado como
postural, e Extensor Longo dos Dedos (EDL) com predominancia de fibras de contracao rapida,
metabolismo glicolitico e caracterizado como locomotor, de ratos Sprague Dawley jovens e
senis (21 e 540 dias) provenientes de mées alimentadas com uma dieta de baixo contetdo

proteico (6%), durante a gestacdo e lactacao.

3.2. Objetivos Especificos

Analisar os seguintes parametros, nos masculos SOL e EDL.:

-A area de seccdo tranversal (AST) das fibras musculares em cortes histologicos
submetidos a coloracdo Hematoxilina e Eosina (HE), aos 21 e 540 dias;

-A frequéncia dos tipos de fibras musculares puras (I, IA, 11X e 1IB) por
Imunofluorescéncia, aos 21 e 540 dias;

-A expressdo de genes catabolicos (Murfl e MAFBX), genes miogénicos (MyoD e
MyoG), do gene anabolico (IGF-1), e do fator de crescimento muscular (Mostatina) por Reacéo
em Cadeia da Polimerase em tempo real ap6s Transcricdo Reversa (RT - gPCR), aos 21 e 540

dias;
25



4.1.

-A andlise global dos mMRNAs (genes diferencialmente expressos), pelo Transcriptoma,
aos 540 dias.

-Validar por Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real ap6s Transcricdo Reversa
(RT - gPCR) genes selecionados apds a analise do transcriptoma, envolvidos com a proliferagdo
e diferenciacdo celular durante a embriogénese (Noct, Myc e KIf10), gene relacionado ao
metabolismo de lipideos (Aqp7), genes estruturais relacionados com a matriz extracelular
(Chad, Fmod e Thbs4), gene relacionado com citoesqueleto (Hspb7) e o gene envolvido com

juncdo neuromuscular (Rapsn).

METODOLOGIA

Foram utilizados ratos machos e fémeas (linhagem Sprague Dawley), no qual apés a
constatacao da prenhez, as genitoras foram divididas em dois grupos iniciais, 0 grupo controle
(racdo padrdo - normoproteica com 17% de proteina) e o grupo restrito (racdo hipoproteica -
6% de proteina), durante toda a gestacdo (21 dias) e lactacdo (21 dias). Apos o periodo de
lactacdo, aos 21 dias pos-natal, a prole macho foi dividida em dois grupos experimentais, no
qual o primeiro grupo recebeu a morte humanitaria aos 21 dias. O restante da prole, recebeu
racdo padrdo até o final do experimento, totalizando 540 dias. Em ambos os periodos amostras

do masculo SOL e EDL foram coletadas para analises morfolégicas e moleculares.

Animais e Grupos experimentais

Foram utilizados ratos Sprague Dawley pesando de 250 a 300 g, machos (n=10) e
fémeas (n=30) na idade reprodutiva (aproximadamente 3 meses) fornecidas pelo Centro de
Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP. Os animais e suas proles
foram mantidos no Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento de Morfologia do
Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu, em caixas de polietileno, sendo um animal por
caixa, com substrato de maravalha autoclavada, em condi¢des controladas de temperatura
mantida entre 22 e 25°C, umidade relativa proxima de 55%, luminosidade e fotoperiodo de 12
horas (periodo de luz 07:00-19:00h), sendo fornecida agua filtrada e racdo ad libitum. A limpeza
das caixas foi realizada duas vezes por semana e 0s dejetos foram descartados em sacos brancos
de residuos infectantes e destinados ao posto de coleta para incineragdo. Apds o periodo de

adaptacdo, os ratos foram distribuidos de maneira aleatdria para reproducéo. O experimento foi
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conduzido de acordo com o Arrive Guideline (KILKENNY et al., 2010), procedimentos
experimentais seguiram os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissio de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Biociéncias de Botucatu (CEUA- 573).

Apobs acasalamento e constatacdo da prenhés, 30 ratas foram colocadas em gaiolas
individuais para compor dois grupos experimentiais: Grupo Genitora Controle (n=15)
composto por genitoras alimentadas com racao normoproteica (padrdo - 17% de proteina) para
ratos durante toda a gestacéo e lactagdo, sendo essa racao fornecida para roedores atendendo as
exigéncias nutricionais, e Grupo Genitora Restrito (n=15) composto por genitoras alimentadas
com racgdo hipoproteica (6% de proteina) durante toda a gestacdo e a lactacdo. A racdo padrdo
para ratos foi fornecida pelo Instituto de Biociéncias de Botucatu/ UNESP e a racdo
hipoproteica foi obtida da empresa PragSolugdes (Tabela 1). A quantidade de proteina presente
na racdo hipoproteica foi estabelecida a partir da sua utilizagdo em outros trabalhos que
analisaram a programacdo fetal proveniente da restricdo proteica materna (CABECO et al.,
2012; RINALDI et al., 2013; CASTRO et al., 2017; SANTOS et al., 2018). Foram utilizados
para a fase experimental 120 filhotes machos. Imediatamente ap0s o0 nascimento foi
padronizado o nimero de animais para 8 filhotes por rata, na propor¢éo entre machos e fémeas

de 1:1 sempre que possivel, de forma que ndo ocorressem alteracfes no cuidado da méde com a

prole.

Tabela 1 — Componentes da racdo hipoproteica obtida da empresa PragSolucdes
Normoproteica  Hipoproteica (6% de
Ingredientes (17% de proteina) proteina) g/kg
g/kg

Caseina (84% de proteina) 202 71,5

Amido 397 480

Dextrina 130,5 159

Sacarose 100 121

L-cistina 3 1

Fibra pH 101 ou pH 102 (microcelulose) 50 50

Oleo de soja 70 70

Mistura de sais AIN93G** 35 35

Mistura de vitaminas AIN93G** 10 10

Cloridrato de Colina ou Bitartarato de Colina 2,5 2,5

** para conhecer composicdo detalhada do mix de sais e vitaminas, consultar Reeves, Nielsen and Fahey,
1993. A Dieta é elaborada pela empresa PragSolucgdes (PragSolucdes, Jau, SP, Brasil)

Apos o desmame (21 dias) os primeiros grupos experimentais foram coletados (gupo
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controle proveniente de mées alimentadas com ragdo padrdo durante a gestagédo e lactacdo;
grupo restrito proveninete de maes alimentadas com racdo hipoproteica durante a gestagéo e
lactacdo), o restante dos animais foi alimentado com racdo padrdo e agua filtrada ad libitum, e

divididos em dois subgrupos até 540 dias (Figura 6).

.
Y

Gestagido e Lactagido 277

Dieta Pad 17% P A

ieta Padrao - 0 proteina A, } .
M Ar } > , >
EOTE— =
21 540 djas

Figura 6. Esquema representativo do delineamento experimental utilizado.

= Grupo experimental Controle (n=8 por periodo experimental — 21 e 540 dias): filhotes
provenientes das mées alimentadas com racdo padréo (17% de proteina) para ratos durante toda
a gestacao e lactacéo;

= Grupo experimental Restrito (n=8 por periodo experimental — 21 e 540 dias): filhotes
provenientes das mées alimentadas com racao hipoproteica (6% de proteina) durante toda a

gestacdo e a lactacao.

4.2. Dados Anatomicos

Durante todo o periodo do experimento foram monitorados o peso corporal dos animais.
Ao final do experimento os animais foram pesados e a morte humanitaria realizada, os musculos

SOL e EDL foram coletados e submetidos a analises morfoldgicas e moleculares.
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4.3. Andlises Morfoldgicas

Amostras do musculos SOL e EDL foram fixadas a um bloco de cortica, cobertos com
uma fina camada de Tissue Tek Composto OCT (Sakura Finetek) e, em seguida, rapidamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C, até as andlises subsequentes.

Para a mensuracdo da area de sec¢do transversal (AST), cortes histologicos (10um)
foram obtidos em um criostato a —20°C e submetidos a coloragdo de Hematoxilina-Eosina para
analise da morfologia. Utilizando-se um Sistema de Andlise de Imagens (Leica Qwin) foram
feitas fotos no aumento de 20x de 4 campos aleatdrios por animal/masculo para a mensuracao
de aproximadamente 400 fibras, e a analise da AST foi realizada através do software Image J.

Para identificacdo da frequéncia dos tipos de fibras musculares, os masculos congelados
foram seccionados (7 um), e logo ap6s a realizacao dos cortes, foram submetidos a técnica de
Imunofluorescéncia. Para imunomarcacao dos tipos de fibras musculares as amostras foram
hidratadas com PBS e incubadas com os anticorpos primarios especificos (Miosinas do Tipo I:
BA.D5 1gG2b (1:100); Tipo 1lA: SC.71 lgGl (sobrenadante); Tipo 1IB: BF.F3 IgM
(sobrenadante) (Developmenal Studies Hybridoma Bank) por 90 minutos a temperatura
ambiente, seguido de incubacdo com os anticorpos secundarios especificos (Goat anti-ms
IgG2b, Alexa Fluor 647 (Cy5-rosa) conjugated 2 nd AB (1:250) (Invitrogen, A21242); Goat
anti-ms 1gG1, Alexa Fluor 488 (verde) conjugated 2 nd AB (1:500) (Invitrogen, A21121); Goat
anti-ms IgM, Alexa Fluor 555 (vermelho) conjugated 2nd AB (1:250) (Invitrogen, A-21426))
por 60 minutos a temperatura ambiente; as fibras do Tipo 11X foram contabilizadas como as
que ndo foram coradas, se apresentando de forma preta. Entre as incuba¢Ges com o0s anticorpos
primaros e secundarios, os cortes foram lavados com PBS, posteriormente fixados em metanol
e montados com meio de montagem Vectashield fluorescente (H-1000 - Vector Laboratories).
As imagens foram capturadas com um Microscopio Confocal TCS SP5 (Leica Microsystems,
UK), pertencente ao Centro de Microscopia Eletronica do IBB, e analisadas através do software

Image J.

4.4. Bibliotecas de sequenciamento

Amostras de musculos SOL e EDL dos grupos controle e restrito dos animais com 540
dias (n=3 por grupo/musculo), foram extraidas para a obtencdo do RNA total.
Para a extragdo de RNA total, fragmentos dos muasculos SOL e EDL previamente

congelados em nitrogénio liquido foram processados utilizando o protocolo do TRIzol, descrito
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abaixo, seguindo as especificacdes do fabricante. O RNA purificado foi ressuspendido em Agua
Ultrapura e armazenado a -80 °C. A qualidade da extracdo e quantificacdo do RNA foram
verificadas através do espectrofotdmetro NanoVue Plus (GE HealthCare, EUA), e a integridade
(RNA Integrity Number, RIN) foi obtida através da analise dos RNAs ribossomais baseadas em
microfluidos, utilizando-se o sistema 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA) (FLEIGE; PFAFFL,
2006). As amostras utilizadas para o sequenciamento apresentaram RIN igual ou superior a 8.
Todo o processo de preparacdo de bibliotecas e sequenciamento foi realizado via LCSciences,
em Houston TX, e as amostras foram enviadas de acordo com as especificacdes do laboratério.

O material foi entdo submetido ao sequenciamento com base na plataforma next-
generation Illumina - HiSeq. Os dados resultantes foram disponibilizados por meio de um link
FTP, e transferidos ao Laboratorio de Biologia do Musculo Estriado — LBME.

4.5. Analises de bioinformatica

As analises dos dados obtidos por meio dos sequenciamentos foram realizadas com base
em uma estrutura computacional de alto desempenho localizada no LBME que consiste em uma
estacdo de processamento de dados baseada em um total de 64 gigabytes de memoria e 24
nucleos de processamento. Em termos de software, 0 ambiente de processamento de dados se
deu através do sistema operacional GNU/Linux, com base na distribuicdo Linux Mint 18.3
(disponivel em http://www.linuxmint.com).

Os dados foram primeiramente analisados quanto a qualidade de leitura do
sequenciamento por meio do software FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) versdo 0.10.1. Apds a analise de
qualidade, os dados passaram por um processo de filtragem de qualidade e remocdo de
adaptadores por meio do software Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). Apos
a filtragem e remocdo dos adaptadores, as bibliotecas foram entdo alinhadas contra o genoma
de referéncia de Rattus novergicus por meio do software Hisat2 (LI; DEWEY, 2011). O
software feature Counts (LIAO; SMYTH; SHI, 2014) foi empregado no sentido de extrair 0s
nameros de reads alinhados contra cada gene anotado, possibilitando a analise de expressdo
diferencial por meio do pacote R/Bioconductor DESeq2 (ANDERS; HUBER, 2010) que resulta
em valores de log2 Fold Change e valor p ajustado para cada gene detectado. Os genes foram
considerados diferencialmente expressos quando log2 Fold Change > 1 e valor p ajustado <
0.05.
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4.6. Avaliacdo quantitativa da expressao génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase

em Tempo Real apds Transcri¢cdo Reversa (RT-gPCR)

Os experimentos de RT-qgPCR foram realizados seguindo as orientacbes do
MIQE:Minimum information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiment
(BUSTIN et al., 2009).

4.6.1. Extracéo de RNA com TRIzol (Life Technologies Coporation,Carlsbad, CA, EUA)

Para a extracdo de RNA total, fragmentos dos musculos SOL e EDL dos animais aos 21
e 540 dias, previamente congelados em nitrogénio liquido, foram homogeneizados com
homogeneizador de tecidos (IKA UltraTurrax/T-25) em 1 ml de TRIzol/50-100 mg de tecido,
conforme as especificacbes do fabricante. O RNA purificado foi ressuspendido em Agua
Ultrapura e armazenado a -80 °C. A quantificagdodo RNA foi verificado através do
espectrofotdbmetro NanoVue Plus (GE HealthCare, EUA). A qualidade do RNA foi obtida pelo
namero da integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN), a partir da analise dos RNAs
ribossomais baseadas em microfluidos, utilizando-se o sistema 2100 Bioanalyzer (Agilent,
EUA) (FLEIGE; PFAFFL, 2006). Apos esta etapa, foi realizado o tratamento do RNA com
Dnase, conforme as instru¢6es do protocolo Dnase I-Amplification Grade (Life Technologies
Coporation, Carlsbad, CA, EUA).

4.6.2. Reacdo de Transcricdo Reversa (RT)

A reacdo de transcricdo reversa (RT) foi realizada utilizando-se o High Capacity cDNA
archive kit (Life Technologies Coporation, Carlsbad, CA, EUA), conforme especificacdo do
fabricante. Foram utilizados 1 pug de RNA total obtido do musculo esquelético para a realizacao

da técnica.

4.6.3. Reacdo em cadeia da polimerase em Tempo Real (RT-qPCR)

A PCR em Tempo Real foi realizada com o PowerSYBR®Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) utilizando-se 2 pL do produto da RT (equivalente
a 40 ng de RNA total), 12,5 pL de Power SYBR®Green Mix (2,5X), primers “sense” e “anti-

sense” (nas concentragdes oOtimas previamente testadas) e agua-Ultrapura suficiente para um
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volume final de 25 pL de solucdo. Os primers para genes analisados

relacionados a vias de catabolismo (Murfl e MAFBXx), anabolismo (MyoD e MyoG) e
cresimento muscular (IGF-1 e Miostatina) foram desenhados através do software Primer
Express® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), a partir de sequéncias publicadas no
GenBank (www.pubmed.com), enquanto os primers dos genes selecionados a partir dos dados
do RNASeq foram desenhados com base no genoma Rattus novergicus disponivel na rede, e
sintetizados pela Exxtend Solu¢dos em Oligos (Tabela 2 e 3). As reacdes para cada gene foram
realizadas em duplicatas, no Sistema Quant Studio (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
As condigcdes de termociclagem da reagdo de qPCR foram padronizadas de acordo com as
instrugcdes do fabricante do equipamento. A quantificacdo relativa da expressdo génica foi
realizada pelo método do Ct comparativo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) utilizando o Data
Assist 2.0 (Life Technologies).

Tabela 2 — Genes com primers desenhados a partir de sequéncias publicadas ho GenBank

Genes N° Acesso
PPIA NM_017101.1
MAFBx NM_133521.1
Murfl NM_080903.1
MyoD NM_176079.1
MyoG NM_017115.2
IGF-1 NM_001082477.1
Miostatina NM_019151.1

N° Acesso: numero de acesso as sequéncias publicadas no GenBank
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Tabela 3 - Genes com primers desenhados a partir do genoma Rattus novergicus

Identificacio Primers Sequéncia Primers
Apq7 F 5> GTTTGCGTTCTTGGGGTGTC 3’
Agp7 R 5> ACGGGATGGGTTGATTGCAT 3°
Chad F 5’TTCCGCTGGAGAGACTACTGA 3’
Chad R 5 CGGGGTGGCTATAGGGAGT 3’
Fmod F 5 TGGATGGGAACGAGATCAAGC 3’
Fmod R 5 CAAGGCGAAGCCCCTCAGAT 3’
Hspb7 F 5> TCGCCATGACCCCTGACAAT 3°
Hspb7 R 5> GGGCCTAAGAGTGTGTGGAG 3°
KIf10 F 5> CAGCAAGGGTTACTCCCCAG 3°
KIf10 R 5> CACATCCTGGGTGGCTACAG 3’
Myc F 5> AGCCACCTAACTTTTCACCCT 3°
Myc R 5> GCTGTCAAGAATGAGTGTGCC 3’
Noct F 5> TCCGAGTGTGTGCTGTCATC 3°
Noct R 5> GCTACTCATGCCCCTAACGG 3°
Raspsn F 5> TGGGTCCAACACCATGAAGG 3°
Raspsn R 5> AAAGACCGTGGTTGGCTAGG 3°
Thbs F 5> GCAGGTGTGCACTGATGTTG 3°
Thbs R 5> TTCAGAACACACGCTCCGTT 3°

4.7. Analise Estatistica

Para a analise dos resultados que obtiveram a distribuicdo normal, foi empregado o Teste
T de Student. Para os dados que ndo obtiveram a distribui¢cdo normal, o teste Mann- Whitney
foi usado para a comparacdo entre grupos experimentais. Os valores sdo expressos em média +

EP (erro padréo) e o nivel de significancia considerado foi de 5% (p < 0,05).
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5. CAPITULOI
5.1. Dados anatémicos da prole

Os animais do grupos restritos apresentaram baixo peso aos 21 e aos 540 dias
comparado aos animais dos grupos controles (Figura 7 A e B). Devido ao pequeno tamanho dos
animais do grupo restrito aos 21 dias, ndo foi possivel obter o dado de gordura total neste
periodo. Aos 540 dias os animais dos grupos estudados ndo apresentaram diferencas no peso

da gordura total (Figura 8)

21 dias 540 dias
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540 dias 21 dias

Figura 7. Animais dos grupos controle e restrito aos 21 e 540 dias (A). Peso corporal (g) dos aniamis
dos grupos controle e restrito aos 21 e 540 dias (B). Valores expressos em media + EP, diferenga
significativa para p <0,05. Teste T.
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Figura 8. Gordura corporal total dos animais dos grupos controle e restrito aos 540 dias. Valores
expressos em média + EP, diferenca significativa para p <0,05. Teste T.

5.2. Analises morfoldgicas

Os musculos SOL e EDL apresentaram morfologia normal. As fibras do masculo SOL
dos animais do grupo restrito aos 21 dias, apresentaram tamanho menor, formato mais
arredondado comparado com 0s animais do grupo controle, e em ambos os grupos o0s nucleos
estavam localizados na periferia das fibras (Figuras 9A e B). Nao houve diferencas
morfologicas nas fibras musculares entre os grupos experimentais aos 540 dias, onde as fibras
apresentaram formato poligonal, multinucleadas com nucleos periféricos (Figuras 11A e B e
12A e B). No musculo EDL, o padrdo morfoldgico das fibras foi semelhante aos 21 dias e 540
dias (Figura 10A e B e 12A e B). Os musculos SOL e EDL apresentaram diminuicdo da AST
das fibras, no grupo restrito com 21 dias (Figuras 9C e 10C). Aos 540 dias apenas o musculo
SOL do grupo restrito apresentou diminui¢do da AST comparado ao grupo controle (Figuras
11C e 12C).
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Figura 9. Corte transversal do musculo SOL dos grupos controle (A) e restrito (B) dos animais aos 21
dias. Hematoxilina e Eosina. Fibras musculares (Fm), Nucleos periféricos circulados (N), Endomisio
(seta), Perimisio (cabeca de seta). Area de Secgdo Transversal (AST) (um?) das fibras musculares do
musculo SOL dos animais dos grupos controle e restrito aos 21 (C). Valores expressos em média + EP,
diferenca significativa para * p <0,05. Teste T.
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Figura 10. Corte transversal do musculo EDL dos grupos controle (A) e restrito (B) dos animais aos 21
dias. Hematoxilina e Eosina. Fibras musculares (Fm), Nucleos periféricos circulados (N), Endomisio
(seta), Perimisio (cabeca de seta). (C) Area de Secgdo Transversal (AST) (um2) das fibras musculares
do masculo EDL dos animais dos grupos controle e restrito aos 21. Valores expressos em média + EP,
diferenca significativa para * p <0,05. Teste T.
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Figura 11. Corte transversal do masculo SOL dos grupos controle (A) e restrito (B) dos animais aos
540 dias. Hematoxilina e Eosina. Fibras musculares (Fm), Nucleos periféricos circulados (N),
Endomisio (seta), Perimisio (cabeca de seta). Area de Seccdo Transversal (AST) (um?) das fibras
musculares do musculo SOL dos animais dos grupos controle e restrito aos 540 dias (C). Valores
expressos em média + EP, diferenca significativa para * p <0,05. Teste T.
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Figura 12. Corte transversal do musculo EDL dos grupos controle (A) e restrito (B) dos animais aos
540 dias. Hematoxilina e Eosina. Fibras musculares (Fm), Nucleos periféricos circulados (N),
Endomisio (seta), Perimisio (cabeca de seta). Area de Seccdo Transversal (AST) (um?) das fibras
musculares do musculo EDL dos animais dos grupos controle e restrito aos 540 (C). Valores expressos
em média £ EP, diferenca significativa para * p <0,05. Teste T.

A reacdo imunofluorescéncia mostrou que nao houve diferenca na frequéncia tipos de
fibras puras (I, 1A, 1IB e 11X) dos masculos SOL (Figuras 13 e 15) e EDL (Figuras 14 e 16)

aos de 21 e 540 dias.
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Figura 13. Corte transversal do musculo SOL dos animais dos grupos controle (A) e restrito (B) dos
animais aos 21 dias. Fibras do Tipo I (rosa) e Fibras do tipo 1A (verde). Imunofluorescéncia. Frequéncia
(%) dos tipos de fibras musculares (C) puras no musculo SOL dos animais dos grupos controle e restrito
aos 21 dias . Diferenca significativa para * p <0,05. Teste Mann-Whitney.
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Figura 14. Corte transversal do musculo EDL dos animais dos grupos controle (A) e restrito (B) dos
animais aos 21 dias. Fibras do Tipo | (rosa), Fibras do tipo I1A (verde), Fibras do tipo 11X (preto) e
Fibras do tipo 1B (vermelho). Imunofluorescéncia. Frequéncia (%) dos tipos de fibras musculares (C)
puras no musculo EDL dos animais dos grupos controle e restrito aos 21 dias. Diferenca significativa
para * p <0,05. Teste Mann-Whitney.
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Figura 15. Corte transversal do musculo SOL dos animais dos grupos controle (A) e restrito (B) dos
animais aos 21 dias. Fibras do Tipo | (rosa), Fibras do tipo I1A (verde). Imunofluorescéncia. Frequéncia
(%) dos tipos de fibras musculares (C) no misculo SOL dos animais dos grupos controle e restrito aos
540 dias. Diferenca significativa para * p <0,05. Teste Mann-Whitney.
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Figura 16. Corte transversal do musculo EDL dos animais dos grupos controle (A) e restrito (B) dos
animais aos 540 dias. Fibras do Tipo | (rosa), Fibras do tipo IlA (verde), Fibras do tipo 11X (preto) e
Fibras do tipo 1B (vermelho). Imunofluorescéncia. Frequéncia (%) dos tipos de fibras musculares (C)
puras no masculo EDL dos animais dos grupos controle e restrito aos 540 dias. Diferenca significativa
para * p <0,05. Teste Mann-Whitney.

5.3. Analise do transcriptoma

Foram utilizadas 3 amostras dos musculos SOL e EDL, de cada grupo (controle e
restrito), dos animais aos 540 dias para a realizacdo do RNASeq. Tendo em vista que uma
amostra do grupo controle de ambos os musculos foi considerada como outlier, apenas duas
amostras de cada grupo controle e de cada musculo foi considerada para o restante das analises.
Os dados do transcriptoma mostraram o padrdo de comportamento de expressdo conforme

ilustrado pela Analise de Componentes Principais (PCA) (Figura 17).
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Figura 17. PCA contendo a clusterizacdo das amostras dos musculos SOL e EDL dos animais dos
grupos controle (em azul e vermelho) e restrito (em lilas e verde) aos 540 dias. Todas as amostras
sequenciadas (A). Amostras consideradas para as analies de bioinformatica (B).

Apos a filtragem dos dados e alinhamento com o genoma do organismo Rattus
norvegicus, disponivel na rede, pelos programas Hisat2 e featureCounts respectivamente,
obtivemos um total de 24648 genes. Genes contendo uma média de read-counts menor que 80
foram descartados, e estabelecemos 10g2FC> 1 ¢ padj < 0,05 como parametros para a obtengao
dos genes diferencialmente expressos (GDE). Utilizando o pacote R/Bioconductor DESeq?2 foi
obtida uma lista com 101 GDE para o musculo SOL, sendo 46 genes up- regulados, 45 down-
regulados (Suplementar 1 e 2), e 10 genes ndo descritos ainda (9 up- regulados e 1 down-
regulados), e 53 GDE para o musculo EDL, sendo 20 genes up-regulados 30 genes down-
regulados (Suplementar 3 e 4), 3 genes ainda ndo descritos pela literatura (2 up-regulados e 1
down-regulados).

Devido aos poucos genes resultantes das analises estatisticas aplicadas ao
Transcriptoma, ndo foi possivel, com o auxilio de ferramentas disponiveis na rede
(GeneOntology, Keeg, Bingo, Cytoscape e GeneMania) a obtencdo de agrupamentos em
processos bioldgicos, funcionais e metabdlicos, ou redes de intera¢fes. Portando, para o estudo
mais detalhados dos GDE, utilizamos duas plataformas disponiveis na rede: GenAge

(http://genomics.senescence.info/genes/) e Geo2R (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).
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O GenAge é um banco de dados utilizado como referéncia de genes associados ao
envelhecimento. Nele é possivel acessar listas contendo genes relacionados a longevidade e/ou
envelhecimento em organismos modelo como leveduras, vermes, moscas, camundongos e
genes homdlogos em humanos. O Geo2R possibilita a verificagdo de dados obtidos em
tratamentos, periodos e modelos distintos, para possivel comparacdo e estabelecimento de
relacdes entre os diversos estudos ja realizados em varios segmentos. Para 0 nosso estudo foram
utilizados os genes dos organismos modelo Mus musculus (camundongo) e Homo sapiens
(humano) obtidos pelo GenAge. Com o auxilio do Geo2R, selecionamos o artigo Conserved
and species-specific molecular denominators in mammalian skeletal muscle aging— (cédigo de
acesso GSE87107) (Mercken et al., 2017), que lista GDE conservados em organismos modelo
envelhecidos, dentre eles, o Rattus norvegicus, em diferentes idades (17 e 30 meses). Desta
forma obtivemos uma lista contendo genes relacionados a desnutricdo proteica perinatal e o
envelhecimento, presentes nos musculos SOL e EDL (Tabela 4). A partir dessa lista,
selecionamos dois genes up-regulados e cinco genes down-regulados para validacdo, com o
mesmo padrédo de expressdo (up ou down-regulados) entre os musculos SOL e EDL (Tabela 5).

Com o auxilio da plataforma GeneCards (www.genecards.org), um banco de dados
contendo informagdes de genes humanos, os GDE selecionados foram inicialmente
identificados e sua homologia com o modelo utilizado neste trabalho (Rattus norvegicus)
confimada pelo PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Na sequéncia, os genes foram

classificados nas possiveis funcdes.
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Tabela 4 - Lista final de GDE nos musculos SOL e EDL

Genes Nomenclatura Nivel de Expressao Funcéo
MYC Proto-
Oncogene, Desregulacao
BHLH Up-regulado transcricional do cancer
MIfL Transcription
Factor
Chad Chondroadherin Up-regulado Estrutural
Fmod Fibromodulin Up-regulado Estrutural
Ankrdl An kyrin Repeat ~ Down-regulado lamagéo - TNFa
Domain 1
Apolipoprotein L Down-regulado Inflamatoria
Apoldi Domain Containing
1
Agp7 Aquaporin 7 Down-regulado Metabolismo
Hspb7  Heat Shock Protein  Down-regulado Estrutural
Family B (Small)
Member 7
Lrrc30 Leucine Rich Down-regulado Sem informacGes
Repeat Containing no GeneCards
30
KIf10 ruppel Like Down-regulado Biogénese
Factor 10
Noct Nocturnin Down-regulado Biogénese
Plala Phospholipase Al Down-regulado Metabolismo
Member A
MYC Proto-
Oncogene, BHLH =
Myc Transcription Down-regulado Biogénese
Factor
_ It Inducible Kinase =~ Down-regulado Ritmos
Sikl 1 Circadianos
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Tabela 5 - Genes selecionados para validacdo diferencialmente

Vias de Sinalizacio Genes

Noct
Biogénese T

KIf10

Noct

Metabolismo Agp7

Estrutural I Chad

De acordo com as funcdes especificas ja descritas (GeneCards, PubMed e literatura),
0S genes em comum nos musculos SOL e EDL selecionados para validacdo sdo genes
envolvidos com a proliferacédo e diferenciagdo durante a embriogénese — Noct, Myc e KIf10
(dowm-regulados), gene relacionado ao metabolismo de lipideos — Aqp7 (down-regulado),
genes estruturais relacionados com a MEC — Chad e Fmod (up-regulados) e o gene relacionado
com citoesqueleto — Hspb7 (down-regulado). Além disso selecionamos GDE que se
apresentaram up-regulados, como Rapsn, envolvido com juncdo neuromuscular, somente no

musculo SOL e Thbs4 envolvido com a MEC, somente no musculo EDL.
5.4. Analises moleculares

5.4.1. Animais com 21 dias

N&o foram observadas diferencas na expressdo génica nos musculos SOL e EDL nos
animais restritos aos 21 dias, nos marcadores de catabolismo (Murfl e MAFBX), nos genes
miogénicos (MyoD e MyoG), no gene anabdlico (IGF-1) e no fator de crescimento muscular
(Miostatina) (Figuras18 e 19).

Através da analise do Transcriptoma nos animais de 540 dias, genes envolvidos com a
proliferacdo e diferenciagdo durante a embriogénese — Noct, Myc e KIf10, com o metabolismo

de lipideos —Aqp7, genes estruturais relacionados com a MEC — Chad, Fmod e Thbs4, com49



citoesqueleto — Hspb7, e a juncdo neuromuscular — Raps, foram selecionados para validagdo da

expressdo génica.
Nos musculos SOL e EDL, observamos aumento na expressdo do gene Agp7 nos

animais do grupo restrito (Figura 20 e 21).
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Figura 18. Niveis de Expressdo dos genes relacionados do catabolismo (Murfl e MAFBX), genes
miogénicos (MyoD e MyoG), do fator de crescimento muscular Miostatina e do gene anabdlico (IGF-
1), no musculo SOL dos animais dos grupos controle e restrito aos 21 dias. Valores expressos em média
+ EP, diferenca significativa para p <0,05. Teste Mann-Whitney.
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Figura 19. Niveis de Expressdo dos genes relacionados do catabolismo (Murfl e MAFBX), genes
miogénicos (MyoD e MyoG), do fator de crescimento muscular Miostatina e do gene anabdlico (IGF-
1), no musculo EDL dos animais dos grupos controle e restrito aos 21 dias. Valores expressos em média
* EP, diferenca significativa para p <0,05. Teste Mann-Whitney.
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Figura 20. Niveis de Expressdo dos genes genes envolvidos com a proliferacdo e diferenciacdo durante
a embriogénese (Noct, Myc e KIf10), a matriz extracelular (Chad, Fmod e Thhs4), o citoesqueleto
(Hspb7), o metabolismo de lipideos (Aqp7), e juncdo neuromuscular (Raps), no musculo SOL dos
animais dos grupos controle e restrito aos 21 dias. Valores expressos em média + EP, diferenca
significativa para p <0,05. Teste Mann-Whitney.

EDL - 21 dias
4 I Controle
[] Restrito
®
g 3 T
=
£
o 27
=
i I BN & N
Noct KIf10 Chad Fmod Hspb7 Aqp7 Thbs4

Figura 21. Niveis de Express&o dos genes genes envolvidos com a proliferacdo e diferencia¢do durante
a embriogénese (Noct, Myc e KIf10), a matriz extracelular (Chad, Fmod e Thbs4), o citoesqueleto
(Hspb7), o metabolismo de lipideos (Agp7), no masculo EDL dos animais dos grupos controle e restrito
aos 21 dias. Valores expressos em média = EP, diferenga significativa para p <0,05. Teste Mann-

Whitney.

5.4.2. Animais com 540 dias

Aos 540 dias, observamos aumento na expressao do gene IGF-1 nos animais do grupo
restrito somente no muasculo SOL (Figura 22). No muasculo EDL, apenas 0 MRF MyoG

apresentou expressao génica diminuida nos animais do grupo restrito (Figura 23).
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A expressdo dos genes validados seguiram 0 mesmo padréo de expressdo (up/down —

regulados) indicado pela analise do transcriptoma.

No musculo SOL, observamos aumento na expressao dos genes Chad, Fmod e Raps, e
diminuicdo na expressdo do gene Hspb7 nos animaisdo grupo restrito (Figura 24). No musculo
EDL, apenas a Chad apresentou aumento na expressao génica nos animais do grupo restrito

(Figura 25).
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Figura 22. Niveis deExpressdao dos genes relacionados do catabolismo (Murfl e MAFBX), genes
miogénicos (MyoD e MyoG), do fator de crescimento muscular Miostatina e do gene anabdlico (IGF-
1), no musculo SOL dos animais dos grupos controle e restrito aos 540 dias. Valores expressos em média
+ EP, diferenca significativa para p <0,05. Teste Mann-Whitney.

EDL - 540 dias

1.5 I Controle
T [] Restrito
&
§ 1.0 - T
= T *
= + .
= 0.5
€5
0.0-
Murfl Mafbx MyoD MyoG Miostatina IGF-1

Figura 23. Niveis de Expressdo dos genes relacionados do catabolismo (Murfl e MAFBX), genes
miogénicos (MyoD e MyoG), do fator de crescimento muscular Miostatina e do gene anabdlico (IGF-
1), no masculo EDL dos animais dos grupos controle e restrito aos 540 dias. Valores expressos em
média * EP, diferenca significativa para p <0,05. Teste Mann-Whitney.
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Figura 24. Niveis de Expressdo dos genes genes envolvidos com a proliferacdo e diferenciacdo durante
a embriogénese (Noct, Myc e KIf10), a matriz extracelular (Chad e Fmod), o citoesqueleto (Hspb7), o
metabolismo de lipideos (Agp7), e juncdo neuromuscular (Raps), no misculo SOL dos animais dos
grupos controle e restrito aos 540 dias. Valores expressos em média + EP, diferenga significativa para p

<0,05. Teste Mann-Whitney.
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Figura 25. Niveis de Expressdo dos genes envolvidos com a proliferagdo e diferenciagdo durante a
embriogénese (Noct, Myc e KIf10), a matriz extracelular (Chad, Fmod e Thbs4), o citoesqueleto (Hspb7),
0 metabolismo de lipideos (Agp7), no masculo EDL dos animais dos grupos controle e restrito aos 540
dias. Valores expressos em média + EP, diferenca significativa para p <0,05. Teste Mann-Whitney.
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5.4.3. Resumo dos Resultados

Dados
SOL | SOL | EDL | EDL T
| sao | o1 | zao | Justificativas
dias | dias | dias dias

Peso Corporal

Baxio peso corporal ndo
recuperado

AST

Hipotrofia muscular

Tipo e Fibras %

Murfl e Genes
MAFBX Catabolismo
MyoD e Genes MyoG ﬂ Manutencao do fenotipo
MyoG Miogénicos glicolitico
Amenizar a perda de
IGF-1e Genes IGF-lI massa muscular com
Miostatina Crescimento sintese proteica basal e
regulacdo dos atrogenes
Noct, Myc e Genes ﬂ ﬂ Hipotrofia muscular
KIf10 Biogénese
Protecdo muscular das
Gene alteracdes resultantes da
Aqp7 Metabolismo I ﬂ I ﬂ restricdo proteica
Lipideos perinaral (obesidade,
resisténcia a insulina e
diabetes tipo I1)
Fmod e Chad Genes da MEC ‘I ‘I Manutencao a
integridade dos
componetes da MEC
Hspb7 Gene do ﬂ ﬂ Alterac6e nas fibras
Citoesqueleto musculares, alterando a
integridade do sarcomero
Rapsn e Genes Aparentemente SOL sem
Tbhs7 Especificos Rapsnt

danos na JNM e EDL
com o sarcolema mais

integro
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6. CAPITULO II

Os primeiros estudos sobre programacdo fetal avaliaram a relacdo do baixo peso ao
nascimento, de individuos que apresentavam determinadas doencas na vida adulta (BARKER;
OSMOND; LAW, 1989; BEAUCHAMP; HARPER, 2016). Barker, Osmond e Law, (1989),
correlacionaram a morte por doencgas coronarianas de individuos que nasceram entre 1911 e
1930, com 0 baixo peso ao nascimento, observando que as taxas de mortalidade aumentavam
conforme o peso dos recém nascidos diminuia (4,310Kg até 2,500Kg). O baixo crescimento
fetal durante o periodo intrauterino pode estar associado com o desenvolvimento de doencas
como obesidade, diabetes do tipo Il, doencas cardiovasculares, bem como alteracfes
musculares (OZANNE; HALES, 1999; BATTISTA et al,, 2002; BAYOL et al., 2004;
CHEEMA et al., 2005; ZHU et al., 2006; ZOHDI et al., 2013; SHARPLES; STEWART,;
SEABORNE, 2016). Esse processo pode ocorrer devido a baixa ingestdo alimentar materna,
pela ingestdo insuficiente da quantidade de alimentos, de micro/macronutrientes essenciais, ou
ainda uma restricao calérica (BEAUCHAMP; HARPER, 2016).

No nosso estudo, observamos que 0s animais que sofreram uma restricdo proteica
perinatal apresentaram menor peso ao desmame (21 dias), quando comparados aos animais
controles, assim como na senilidade (540 dias), enquanto a gordura corporal total dos animais
senis ndo apresentou alteracdes. Santos et al., (2018), utilizando o mesmo modelo experimental
deste estudo (restricdo materna proteica — 6% durante a gestacéo e a lactacdo) para analisar 0s
efeitos da restricdo proteica sob a préstata, observaram que apds 40 dias de nascidos 0s animais
do grupo restrito apresentavam um ganho rapido de peso, persistindo até 360 dias; porém aos
540 dias o peso corporal dos animais restritos durante toda a gestacdo e lactacdo, se
encontravam baixos novamente. No entanto, Confortim et al., (2015), observaram que aos 365
dias, ratos provenientes de maes também alimentadas com uma dieta hipoproteica (6%) durante
toda a gestacdo e lactacdo, diminuiram em 19% o peso corporal. Os dados desses estudos
demonstram que a restricdo proteica durante as fases inicias de desenvolvimento do animal
pode interferir na manutencdo do peso corporal durante as diferentes fases de desenvolvimento;
embora um crescimento acelerado possa ser constatado apds a normalizacdo da disponibilidade
de proteinas na juventude, observa-se que houve diminuicdo do peso corporal durante a
senilidade, como observado no nosso estudo.

Nossos dados demonstram também que, a restricdo proteica no periodo perinatal
resultou no atraso no desenvolvimento muscular (hipotrofia muscular), conforme observado
pela menor AST das fibras nos musculos SOL e EDL aos 21 dias, nos animais do grupo restrito.
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Segundo alguns autores, a restricdo proteica no perinatal pode ocasionar o redirecionamento da
energia obtida pela nutricdo, escassa em proteinas, priorizando o desenvolvimento de 6rgaos-
chaves (cérebro e coracdo); como aproximadamente 85% do volume da fibra muscular é
composto por proteinas, componente reduzido na dieta, isso pode ter influenciado o atraso no
desenvolvimento e crescimento muscular nos estagios iniciais (HOPPELER, 1986; RUIZ-
ROSADO et al., 2013; SYMEON et al., 2015; SHARPLES; STEWART; SEABORNE, 2016).

A disponibilizacdo de nutrientes (racdo com 17% de proteina) ap6s o desmame (21 dias),
durante todo o periodo do experimento (540 dias), possibilitou a recuperacdo da AST das fibras
musculares no musculo EDL, enquanto no musculo SOL, a recuperagdo da AST das fibras
musculares ndo foi evidenciada. Como o musculo EDL, que apresenta metabolismo glicolitico
e contracdo rapida, é utilizado na realizacdo de movimentos bruscos e de exploséo
(JOHNSTON, 1985; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011; SCHIAFFINO et al., 2013), €
possivel que durante a senilidade este musculo seja pouco exigido, fato que pode ter favorecido
a recuperacdo da AST. J&, o musculo SOL, que possui metabolismo oxidativo e contracéo lenta,
é um musculo postural (JOHNSTON, 1985; SCHIAFFINO; REGGIANI, 2011; SCHIAFFINO
et al., 2013), sendo mais exigido e, possivelmente esse fato pode ter comprometido a
recuperacdo da AST muscular nos animais submetidos a restricdo proteica materna durante a
gestacdo e lactacdo. Cabeco et al., (2012), também observaram que, animais com 30 e 112 dias,
provenientes de mées submetidas a restricdo proteica (6%) durante a gestacdo, apresentaram
uma menor AST no musculo SOL em ambas as idades, sugerindo que a restricdo proteica
materna durante este periodo promoveu um atraso no desenvolvimento desse musculo
(hipotrofia), mesmo com a realimentacdo adequada imposta ap6s o nascimento. Confortim et
al., (2015), também encontraram uma reducdo na AST das fibras do mdsculo SOL nos animais
senis (365 dias), submetidos a restricdo proteica materna (6%) durante a gestacdo e lactacdo.
Esses resultados corroboram o0s nossos resultados obtidos nos animais senis (540 dias) e sdo um
indicativo que a restricdo proteica no periodo perinatal acentua o processo de sarcopenia.

No nosso estudo, a frequéncia dos tipos de fibras dos musculos SOL e EDL ndo
apresentou alteracdo no grupo restrito em comparacdo ao grupo controle nos periodos
analisados (21 e 540 dias). As pesquisas tém demonstrado discrepancias em relacdo aos
resultados referentes a modulacdo dos tipos de fibras em animais submetidos a restricao
proteica perinatal. Confortim et al., (2015), utilizando o mesmo modelo utilizado no nosso
experimento, também ndo observaram alteracdo na frequéncia dos tipos de fibras no musculo
SOL da prole do grupo restrito, aos 365 dias. Ruiz-Rosado et al., (2013), observaram um

aumento na frequéncia das fibras do tipo I1A e 11X, juntamente com a diminui¢&o das fibras 11B
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no masculo EDL de ratos com 15 a 54 dias, submetidos a uma privacdo crénica alimentar (50%
a menos de ingestdo alimentar durante toda a gestacdo e lactacdo). Cabeco et al., (2012),
encontraram um aumento na frequéncia de fibras do tipo 1B e uma diminuicdo das fibras tipo
I e HA+11X no masculo EDL, na prole de 30 dias quando as genitoras foram submetidas a uma
restricdo proteica (6%) durante a gestacao.

As divergéncias encontradas na literatura, relacionadas as mudangas na frequéncia dos
tipos de fibras, podem ser decorrentes do uso de diferentes protocolos envolvendo programacao
fetal, do tipo e grau da dieta utilizada (podendo ser restricdo — caldrica ou proteica, dieta high
fat; leve ou severa), do periodo e tempo de exposicao (podendo ser durante os periodos iniciais,
tardios, ou durante toda a gestacdo, envolvendo ou ndo o periodo da lactacdo), do tempo de
utilizacdo da dieta normoproteica e também da fase de desenvolvimento/crescimento do animal
(ZHU, et al., 2004; MALLINSON et al., 2007; CABECO, et al., 2012; RUIZ-ROSADO et al.,
2013; CONFORTIM, et al., 2015; PILEGGI; et al., 2016). Outros fatores relacionados com a
programacdo fetal também podem causar discrepancias nos resultados, como alteracfes na
funcéo placentéaria e trocas endocrinas, o que pode ser influénciavel pelo nimero e posicéo de
filhotes de cada gestacdo, possivelmente alterando a taxa de animais que sdo programados
durante a gestacdo (VAISERMAN, 2015; RINALDI, et al., 2018).

No presente estudo, especulamos que 0s animais senis, 0s quais ap0s 0 desmame
receberam racdo com 17% de proteina, tenham se adaptado a condicdo de restri¢cdo proteica
perinatal, tendo em vista que, de forma geral, os musculos mantiveram seu fendtipo, embora o
peso dos animais do grupo restrito tenha sido menor comparado ao grupo controle, nos periodos
analisados. Porém, o masculo SOL, utilizado para a realizacdo de movimentos de sustentacéo
(JOHNSTON, 1985), foi o mais acometido pela restricdo proteica materna perinatal,
demonstrando diminui¢do na AST das fibras. J4, 0 musculo EDL, que possui metabolismo
glicolitico e é mais suscetivel a fadiga, sendo recrutado nas atividades mais bruscas
(JOHNSTON, 1985), possivelmente foi mais poupado durante a condi¢do estudada.

A diminuicdo da AST das fibras no muisculo SOL no grupo restrito, aos 21 e 540 dias é
um indicativo do retardo no desenvolvimento muscular nos estagios iniciais e/ou do aumento
do catabolismo muscular. O processo de desenvolvimento e crescimento muscular envolve
fatores que controlam a proliferacdo e a diferenciacdo das células precursoras miogénicas
(células satelites), como os fatores reguladores miogéncios (MRFs), além do balan¢o entre as
taxas de sintese e degradacdo proteica (MEGENEY; RUDNICKI, 1995; MURGIA et al.,
2000; BODINE et al., 2001; SARTORELLI; FULCO, 2004). O processo de degradagéo

proteica (catabolismo muscular), pode ocorrer pela ativacdo de dois principais sistemas: o
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sistema autofagico — lisossomal e o sistema ubiquitina — proteossoma (UPS) (BODINE et al.,
2001; SACHECK et al., 2007; SANDRI, 2010; SCHIAFFINO et al., 2013). A ativacdo do
sistema UPS é dependente da ubiquitina — ligase E3, destacando-se 0 Murfl (Muscle Ring
Finger protein-1) e o MAFbx (Muscle Atrophy F-box ou atrogin) (COHEN; NATHAN;
GOLDBERG, 2015). Outro importante regulador da massa muscular é o fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1), que atua na modulacdo da taxa de sintese e degradacdo
proteica muscular, estimula a hipertrofia no masculo, influencia a composi¢cdo dos tipos de
fibras, além de estar envolvido com o aumento da producdo de forca (MURGIA et al., 2000;
BODINE et al., 2001; SARTORELLI; FULCO, 2004).

No nosso estudo, embora 0s animais do grupo restrito tenham apresentado uma
hipotrofia muscular com 21 dias em ambos os musculos estudados (SOL e EDL), nédo
observamos alteragGes na expressdo dos genes miogénicos (MRFs) (MyoD e MyoG), do gene
anabolico (IGF-1), dos genes catabolicos (Murfl e MAFBX) e do fator de crescimento
Miostatina. Semelhante ao nossos resultados, Cabeco et al., (2012) também ndo observaram
alteracdes nos MRFs MyoD e MyoG nos musculos SOL e EDL de ratos jovens (30 dias) e
adultos (112 dias) submetidos a restricdo proteica (6%) durante a gestacdo. No presente
experimento, € possivel que, embora os musculos SOL e EDL tenham mostrado menor AST no
grupo restrito aos 21 dias, essa condi¢do ndo esteja diretamente relacionada com alteracdes nos
genes avaliados. A condicdo hipotréfica dos musculos pode ser decorrente de alteracdes de
genes de outras vias de sinalizacdo que controlam o fenotipo da fibra muscular e genes da matriz
extracelular.

Na senilidade (540 dias), observamos diminuicdo na expressao génica da MyoG no
musculo EDL e o aumento na expressao do IGF-1 no masculo SOL. Além da miogénese, 0s
MRFs MyoD e MyoG estdo envolvidos com a manutencdo do fendtipo rapido e lento dos
musculos, respectivamente (HUGHES et al., 1993; SEWARD et al., 2001; SHARPLES et al.,
2015). De fato, Hughes et al., (1999), demonstraram que a superexpressao da MyoG esta
relacionada com alteracGes no metabolismo das fibras do mdsculo EDL, tornando-as mais
oxidativas. Seward et al., (2001), mostraram que a falta de expressdo da MyoD altera 0s niveis
proteicos do MHC no tecido muscular, sendo necessaria para a expressao do MHC 1IB. No
envelhecimento, ocorre uma mudanga no metabolismo das fibras musculares, com tendéncia
de aumento das fibras oxidativas comparadas as glicoliticas (CACCIA; HARRIS; JOHNSON,
1979). Caccia et al., 1979, realizaram analises descritivas da morfologia e fisiologia dos
musculos SOL e EDL utilizando ratos jovens, adultos e senis. Os autores observaram um

aumento na proporcao das fibras oxidativas lentas e reducdo nas fibras glicoliticas rapidas no
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musculo EDL dos animais senis quando comparados aos animais juvenis e adultos. No nosso
caso, a diminuigdo na expressdo da MyoG pode indicar um mecanismo de manutencdo do
fendtipo metabdlico glicolitico do masculo EDL, tendo em vista que, durante o envelhecimento
é comumente observado uma tendéncia de modulacdo no metabolismo muscular, de glicolitico
para oxidativo (CACCIA; HARRIS; JOHNSON, 1979; CABECO et al., 2012;).

O aumento na expressao do IGF-1 no masculo SOL dos animais do grupo restrito senil
sugere uma possivel tentativa de atenuar a perda de massa muscular observada pela AST
diminuida nesse grupo. De Paula et al., (2017), analisando juvenis de pacus (Piaractus
mesopotamicus) submetidos a um periodo de jejum (por 10 dias) e realimentacdo (60 horas)
observaram que durante o periodo de jejum, quando ocorreu aumento do catabolismo, houve
também aumento na expressao do IGF-1, no tecido muscular. Segundo os autores, 0 aumento
na expressdao dos genes relacionados ao anabolismo durante a condi¢do catabdlica,
possivelmente foi uma adaptacédo fisiologica em reposta ao catabolismo, na qual aminoacidos
provenientes da degradacdo muscular podem ser importantes para a manutencdo da sintese
proteica basal no musculo dos animais. Assim, acreditamos que, na condicao estudada, embora
0 musculo SOL, na senilidade, ndo tenha demonstrado aumento na expressdao dos genes
catabodlicos (Murfl e MAFBX), 0 aumento na expressdo do IGF-1 sugere um incremento na
atividade de sintese de proteinas, possivelmente relacionadas com a manutencdo da fungéo e
atividade desse masculo.

Ferramentas computacionais como suporte para analises bioldgicas tém sido
amplamente utilizadas com a finalidade de avaliar dados mais abrangentes (BINNECK, 2004).
Essas analises possibilitam a melhor compreensao das alteracGes moleculares resultantes de
determinado tratamento, patologias ou condicdo fisioldgica especifica (OSHLACK;
ROBINSON; YOUNG, 2010; YANG; KIM, 2015; DENG et al., 2017).

Mercken et al., (2017), utilizaram a analise do transcriptoma dos musculos gastrocnémio
e vasto lateral em diferentes espécies (camundongos, ratos, macacos e humanos) e diferentes
fases de crescimento (jovens, adultos e idosos), para a obtencdo de genes conservados
envolvidos com a senilidade. Os autores demonstraram que a complexidade das vias de
sinalizacdo envolvidas com a senilidade aumentavam de acordo com a evolucdo das espécies
(camundongos para humanos), sendo as vias do metabolismo energético, diabetes, resposta
imune e sintese proteica, as mais acometidas.

No nosso estudo, a analise do transcriptoma dos musculos SOL e EDL dos animais senis
identificou um namero distinto de genes diferencialmente expressos (GDE) no grupo restrito,

nos dois tipos musculares analisados (101 GDE no SOL e 53 GDE no EDL) sendo que, alguns
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apresentaram o mesmo padrdo de comportamento entre os musculos. No musculo SOL, 46
genes se encontravam up-regulados, 45 down-regulados e 10 genes ainda ndo foram descritos
pela literatura, enquanto no musculo EDL, 20 genes se encontravam up-regulados, 30 genes
down-regulados e 3 genes ainda ndo foram descritos pela literatura. Do total de GDE, 7 genes
estavam presentes em ambos 0s musculos apresentando mesmo padrdo de expressao (up e down
regulados), sendo assim selecionados para validacdo. Esses genes estdo relacionados com a
proliferacdo e diferenciacdo durante a embriogénese (Noct, Myc e KIf10 — down-regulados),
com o metabolismo de lipideos (Aqp7 — down-regulado), estruturacdo da MEC (Chad e Fmod
- up-reguados), e com o citoesqueleto (Hspb7 — down-regulado). Dois GDE - Rapsn e Tbhs7,
up-regulados nos musculos SOL e EDL respectivamente, também foram selecionados para
validagéo. Esse padréo de expressdo dos GDE demonstra a plasticidade muscular envolvida
com a manutencdo do fenotipo muscular em condi¢cbes como a avaliada no presente estudo
(MCKINNELL; RUDNICK, 2004).

Embora a comparagdo da expressdo de genes por RT-gPCR utilizando RNASeq como
base seja possivel e amplamente utilizada, estudos demonstram que a taxa de validagdo néo é
totalmente compativel com o apontado pelo Transcriptoma (EVERAERT., et al, 2016; TENG.,
et al. 2016). Todos os genes validados no nosso estudo, apresentaram 0 mesmo padrdo de
expressdo (up/down-regulado) encontrado no Transcriptoma porém, no musculo SOL, apenas
0s genes relacionados com a estrutura celular - Chad, Fmod e Hspb7, e jun¢do neuromucular —
Raps, apresentaram diferenca estatistica; no muasculo EDL, apenas o gene Chad foi
estatisticamente significativo entre 0s grupos. Ainda que poucas alteragées moleculares tenham
sido observadas durante o envelhecimento, derivadas da restri¢cdo proteica perinatal, 0 nimero
de réplicas utilizadas para a realizacdo do Transcriptoma pode ter influenciado na obtencédo da
lista de genes viaveis para a analise, bem como a escolha dos parametros para a obtencao dos
GDE (log2FC > 1 e padj < 0,05) (LIU; ZHOU; WHITE, 2014).

Entre os GDE na anélise do transcriptoma no muasculo SOL, destacamos o Forkhead
Box O1 (Foxol), que apresentou-se down-regulado, e estd envolvido com o metabolismo
energético, estresse oxidativo, anabolismo e catabolismo muscular, durante a manutencéo do
fendtipo em resposta a fatores hormonais, estressores e nutricionais (OGG et al., 1997; KOPS
et al., 2002; ALLEN; UNTERMAN, 2007; KITAMURA et al., 2007; SANCHEZ; CANDAU;
BERNARDI, 2014). Foxol regula os dois principais sistemas de degradacdo proteica de
maneiras distintas; no sistema autofagico/ lisossomal é responsavel por regular uma protease
lisossdbmica (catepsina L) em condicdes de jejum ou caquexia, enquanto no sistema UPS é

necessario para a transcricdo dos atrogenes MAFBx e Murfl (STITT et al., 2004; SANDRI et
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al., 2004; KAMEI et al., 2004; MAMMUCARI et al., 2007; YAMAZAKI et al., 2010; RAJA
et al., 2016). Sandri et al., (2004), observaram que miotubos tratados com IGF-1 diminuiam a
expressdo de Foxol e MAFBX, e quando a atividade da via IGF-1/PI3K/AKT era inibida ocorria
0 aumento dos niveis de tanscricdo do Foxol e consequente inducdo do MAFBXx. Pela analise
do dados do transcriptoma podemos inferir que a expressdao diminuida do fator de transci¢cdo
Foxol no masculo SOL dos animais senis do grupo restrito esteja relacionado ao aumento dos
niveis de IGF-1, o que acarretou na manutencao da expressdo génica dos atrogenes Murfl e
MAFBYX; isso € indicativo que outras vias podem estar envolvidas com o controle do catabolismo
muscular observado na analise morfolégica do masculo SOL nos animais restritos e senis.

Compondo a homesotase sintese/degradacdo proteica, as vias de anabolismo e
crescimento celular influenciam no metabolismo muscular através do tamanho e numero das
fibras musculares (PARAKATI; DIMARIO, 2013; SCHIAFFINO et al., 2013). Os processos
de proliferagdo e diferenciacdo séo extremamente essenciais nos estagios inicias de
desenvolvimento, bem como em resposta a injurias (SABOURIN; RUDNICKI, 2000;
CHARGE; RUDNICKI, 2004; SCHIAFFINO et al., 2013). Os dados obtidos pelas analises do
transcriptoma nos animais restritos e senis, demonstraram que estas vias também sofreram
alteracdes durante o envelhecimento resultantes da restricdo proteica perinatal, no qual trés
genes relacionados a biogenese (Noct, Myc e KIf10) se encontraram down-regulados nos
musculos SOL e EDL.

A Nocturnina (Noct), também conhecida como Ccrn4l, é uma deadenilaze circadiana
que esta envolvida com a embriogénese e com 0 metabolismo energético em adultos (BAGGS;
GREEN, 2003; GARBARINO-PICO et al., 2007; NISHIKAWA et al., 2013). Nishikawa
et al., (2013), observou que o nocaute da Noct em camundongos gerou um atraso no
desenvolvimento embrionario inicial (fase que antecede o blastocito), enquanto os embrides
gue apresentavam o aumento na expressao deste gene foram severamente prejudicados em seu
desenvolvimento; os autores segerem que a Noct é essencial para o pré- implante normal e o
desenvolvimento de embrides. O pro-oncogéne Myc, também envolvido com a embriogénese,
é um fator de transcricdo que controla a proliferacdo e a diferenciacdo celular, além de
controlar a atividade de miRNAs relacionados a diferenciacdo muscular (DAVIS et al.,
1993; LIN et al., 2009; LUO et al., 2018). Davis et al., (1993), demonstrou que a mutagédo
homozigota deste gene além de letal para os embrides de camundongos com 9,5 dias de
gestacéo, resulta em um retardo no desenvolvimento, promove anormalidades no coragédo e no
tubo neural. O Fator tipo Krippel 10 (KIf10), também relacioando com a biogénese, pertence a

uma familia de fatores transcricionais que através da ligacdo a elementos cis ricos em
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nucleotidios GC em regides de regulagdo transcricional, podem agir como ativadores ou
repressores transcricionais, estando envolvido com a proliferagdo e o suporte da MEC
(DIMARIO, 2018). Parakati e DiMario, (2013), utilizando cultura celular de Drosophila,
observaram que a superexpressdo do KIf10 reduzia a proliferacdo de mioblastos, atraves da
inibic&o do receptor do fator de crescimento FGFL.

Visto que a expresséo exata destes genes envolvidos com a embriogénese sdo essenciais
para 0 desenvolvimento adequado do embrido, a desregulacdo em suas expressdes ndo foram
observadas nos estagios iniciais de desenvolvimento analisados neste trabalho (21 dias), porém
as alteracOes nestas vias, derivadas da restricdo proteica perinatal observadas na senilidade
podem ser reflexo do atraso do crescimento muscular, apontadas pelos dados de hipotrofia
muscular aos 21 dias, possivelmente envolvendo outras vias relacionadas com a biogénese.

O musculo esquelético € um importante reservatorio energético, contendo inumeras
proteinas cuja principal funcdo é transformar energia quimica em energia mecénica para a
geragdo de forca e movimentos (RAMIREZ-OSEGUERA et al., 2013; VECHETTI-JUNIOR
et al., 2016). O transcriptoma mostrou o gene relacionado ao metabolismo energético muscular
Aqp7, down-regulado em ambos os musculos (SOL e EDL).

A aquaporina7 (Agp7), também conhecida como aquagliceroporina, € uma proteina
transmembrana responsavel por formar canais permeéaveis a glicerol, uma molécula importante
para a formacdo de triglicerideos, componente importante para o metabolismo muscular
(BABA; ZHANG; WOLFE, 1995; AGRE, 2006; WAKAYAMA et al., 2014). Wakayama
et al., (2014), observaram um aumento na expressao génica da Agp7, juntamente com o aumento
de goticulas lipidicas no musculo quadriceps de camundongos obesos jovens (3 meses)
proveninentes do nocaute do gene ob. Lebeck; Sgndergaard; Nielsen, (2018), também
observaram um aumento na expressao génica da Aqp7 no musculo esquelético de pacientes
obesos e diabéticos (DT2). Segundo os autores, a alteracdo na expressao da Apq7 altera o padréo
metabolico muscular, gerando acumulo de gordura intramuscular, embora o tecido utilize essa
fonte de energia para sua manutencdo. Nesta mesma linha de raciocinio, Green et al., (2007),
demonstraram que, além de estar envolvida com o0s processos embrionarios, a perda da
Noct em camundongos também esta associada com a dificuldade do ganho de peso e gordura
corporal. Os autores sugerem que a Noct controla vias circadianas especificas relacionadas a
captacdo e/ou utilizacdo de lipidios, pois 0s animais nocautes para este gene demonstraram ser
resistentes a obesidade induzida por dieta.

No nosso estudo, embora a gordura corporal total dos animais senis ndo tenha

apresentado alteracOes, e testes relacionados a concentracdo de gordura intramuscular ndo
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tenham sido realizados, o baixo peso dos animais senis submetidos a restricdo proteica
perinatal, juntamente com a regulacdo negativa do gene relacionado ao metabolismo lipidico
(Agp7) e Noct, em ambos os musculos estudados, sugere uma protecdo dos musculos das
alteracdes resultantes da restricdo proteica perinatal, como diabetes tipo 2, resténcia a insulina
e obesidade (PAINTER; ROSEBOOM; BLEKER, 2005; VAAG et al., 2012; ELLIS et al.,
2014; LOPEZ-LOPEZ et al., 2015; BEAUCHAMP; HARPER, 2016).

Aos 21 dias, a Apq7 encontrava-se superexpressa em ambos os musculos analisados.
Uma das vias de regulacdo dessa aquagliceroporina no tecido muscular, ocorre através da
leptina, hormonio produzido por adipdcitos, que auxilia no metabolismo da glicose e acidos
graxos no tecido muscular (CEDDIA et al., 2011; WAKAYAMA et al., 2014). Jousse et al.
(2011), analisando os efeitos da desnutricdo materna perinatal, em camundos aos 28 dias,
observaram que embora houvesse maior consumo alimentar, a prole proveniente de genitoras
apresentavam menor peso corporal e adiposidade. Os autores associaram esse desequilibrio
entre ingestdo alimentar e gasto energético ao baixo nivel de leptina (MRNA e proteina), devido
a remocéo da metilacdo no promotor do gene da leptina na prole restrita. Possivelmente, os alto
nivel génico da Agp7 nos animais jovens restritos esteja envolvido com regulacdo da leptina,
na tentativa de manter o fluxo de glicerol as necessidades metabdlicas do tecido muscular.

Outro fator importante para a manutencdo da integridade e funcdo muscular é a
inervacdo que ocorre pela jungdo neuromuscular (JNM) (LEGAY; MEI, 2017). A proteina
associada do receptor da sinapse (Rapsn), esta localizada na membrana pés-sinaptica da JNM
ligando-se aos receptores de acetilcolina (AchR), sendo essencial para a sua formacao (WU;
XIONG; MEI, 2010; LEGAY; MEI, 2017). Alguns autores relacionam a Rapsn como uma
proteina de ligacao ao citoesqueleto muscular, auxiliando na agregacao de AchR (ANTOLIK et
al., 2007; DOBBINS et al., 2008). Antolik et al., (2007), demonstraram a interacdo da Rapsn
com uma proteina do citoesqueleto (ACF7), que apresenta ligacdo com a actina e sugerem que
0s AChRs sdo imobilizados na membrana pds-sinaptica mediados por esses componentes.
Mitsui et al., (2000), observaram varias proteinas associadas com os AChRs, incluindo a Rapsn
e proteinas sarcoméricas como actina, miosina, troponina e tropomiosina. Desta forma, a
superexpressdo da Rapsn encontrada no transcriptoma no musculo SOL dos animais restritos e
senis, € um indicativo do seu papel na manutencdo da organizacdo da regido poOs-sinaptica
(ancoracéo e estabilizacdo dos AChRs, e ligagdo as proteinas sarcoméricas), mantendo assim a
transmissdo sinaptica e auxiliando uma atividade muscular eficiente no masculo SOL, ainda
que a forga muscular possa estar comprometida, tendo em vista a diminui¢do da AST observada

na morfologia.
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Outro componente do tecido muscular é a matriz extracelular (MEC) muscular,
composta por colageno I, 11, Il e 1V, proteoglicanos e glicoproteinas como laminina e
fibronectina, importante para a manutencdo da integridade estrutural, nutricional e
mecanotransdugdo muscular (VOYTIK et al., 1993; VELLEMAN, 1999). As andlises do
tanscriptoma revelaram a superexpressao dos genes envolvidos com a manutencdo da MEC
(Fmod e Chad) nos masculos SOL e EDL dos animais restritos e senis.

A Fibromodulina (Fmod) pertence a uma familia de glicoproteinas/proteoglicanos da
MEC envolvida na organizacdo estrutural das fibras de colageno nos tecidos conjuntivos, bem
como na regulacdo do crescimento muscular (HILDEBRAND et al., 1994; SVENSSON et al.,
1999; ONNERFJORD; HEATHFIELD; HEINEGARD, 2004; LEE et al., 2016). Svensson et
al., (1999), demonstrou que na auséncia do gene funcional Fmod, camundongos apresentavam
fibras de colageno mais finas e anormais no tendéao, sugerindo um menor suporte mecanico para
este tecido. Lee et al., (2016), observaram que celulas C2C12 superexpressavam a Miostatina
na auséncia de Fmod, e quando presente, a Fmod inibia a Miostatina favorecendo o crescimento
muscular. A Condroaderina (Chad), embora pouco descrita no musculo esquelético, a sua
funcdo e localizacdo na cartilagem é bem definida, sendo encontrada nas regibes de
crescimento, como nas zonas de proliferacdo e hipertréfica, onde interage com o colageno e a
integrina (proteina de membrana celular) mediando a adesdo dos condrocitos (SHEN et al.,
1998; HAGLUND et al., 2011). Hessle et al., 2013, observaram que camundongos nocautes
para Chad embora ndo demonstrassem alteracfes anatémicas, problemas de fertilidade ou de
crescimento, apresentavam um fenotipo distinto, como o alargamento da placa de crescimento
epifisario e alteracdes estruturais e funcionais no tecido 6sseo. Deng et al., (2017), utilizando
banco de dados, verificaram que a expressdo da Chad estava diminuida em tecidos cancerosos
(carcinoma hepatocelular) juntamente com a alteragcdo de genes envolvidos com a adesdo focal
celular, no qual pacientes com maiores niveis de expressdo deste gene apresentavam uma maior
sobrevida, e que, o0 nocaute da Chad in vitro aumenta a atividade proliferativa e de migracédo
das células cancerosas.

No nosso estudo, a superexpressdo dos genes Fmod e Chad no grupo restrito e senil
pode indicar uma possivel reorganizacao dos componentes da MEC muscular em decorréncia
da reducdo da AST. A reducdo da AST das fibras musculares (atrofia) pode estar associada com
0 aumento dos componentes da MEC, principalmente o colageno | e 11, processo denominado
fibrose (GILLIES; LIEBER, 2011; DIMARIO, 2018). Embora os musculos SOL e EDL tenham
apresentado uma diminuicdo na AST aos 21 dias e 0 SOL na senilidade, a expresséo génica do

colageno lal e III ndo demonstraram alteragdes em ambos os musculos estudados (SOL e EDL)
62



nos animais restritos e senis (540 dias), bem como a anélise morfoldgica do Picrossirios (dados
ndo mostrados). Além de estar relacionado com a proliferacdo celular. DiMario, (2018),
observou que camundongos normais e mdx nocautes para KlIf10, apresentavam aumento nos
niveis de expressao de MMP2, proteinases responsaveis pela degradacdo do colageno,
sugerindo que KIf10 também tenha participacdo na manutencao da MEC.

Ainda relacionado com o suporte estrututal do muasculo esquelético, o membro da
familia de proteinas de choque térmico B7 (Hspb7), chaperona muasculo estriado, auxilia na
estabilizacdo do citoesqueleto, mostrou-se down-regulado nas analises do transcriptoma, nos
musculos SOL e EDL (VOS; KANON; KAMPINGA, 2009; JUO et al., 2016). Wu et al.,
(2017), demonstraram que embrides de camundongos nocautes para Hspb7 apresentavam uma
diminuicdo no tamanho total do coracdo, alteracbes morfolégicas nos cardiomiocitos e
desorganizagdo nos sarcémeros, prejudicando sua funcdo contratil. Tambem utilizando
camundongos nocautes, Juo et al., (2016), observaram que adultos (12 e 24 semanas)
apresentavam interrupcdes sarcoméricas, além de desroganizacdo miofibrilar no musculo
diafragma, demonstrando que a deficiéncia deste gene estd associada com alteracfes na
integridade do sarcémero, acarretando a diminui¢cdo da capacidade respiratoria destes animais.

No nosso estudo, a superexpressdo dos genes Fmod e Chad juntamente com a baixa
expressdo do KLF10 observada pelas analises do transcriptoma no grupo restrito e senil, nos
musculos SOL e EDL, é um indicativo que possivelmente um dos mecanismos utilizados para
a manutencdo do fenotipo muscular nesta condicdo, ocorra através da manutencdo da
integridade dos componentes da MEC. E possivel que a diminuicdo da expressdo do Hspb7,
esteja envolvida com as alteracbes do citoesqueleto da fibra muscular, que poderia
comprometer a funcdo muscular.

As analises morfoldgicas demonstraram que o musculo EDL foi menos acometido pelos
estimulos submetidos neste estudo, e embora alguns genes apresentam 0 mesmo
comportamento nos diferentes tipos musculares, o gene estrutural Tbhs7 apresentou
superexpressdo apenas neste musculo. A Trombospondina 4 (Thbs4), pertencente a uma familia
de genes que codificam proteinas da MEC secretadas, € responsaveis por interagir com a
fribonectina, colageno e proteoglicanos (HAUSER et al., 1995; SCHELLINGS et al., 2009;
ADAMS; LAWLER, 2011; LYNCH et al., 2013). Estando envolvido com o reparo muscular
apos lesdo, crescimento e remodelagdo, sendo diretamente relacionado com a estabilidade do
sarcolema através da interagdo com a proteina de membrana integrina (ADAMS; LAWLER,
2011; VANHOUTTE et al., 2016). Vanhoutte et al., (2016), observaram que a Thbs4 aumenta

o fluxo de chaperonas do complexo de distrofina- glicoproteina (CDG) e de ligacéo a integrina,
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possibilitando uma maior integridade da miofibra, e que 0 nocaute para esse gene leva a
alteracOes distroficas espontaneas com o envelhecimento. No musculo EDL dos animais do
grupo restrito e senis, além da integridade da MEC, é possivel que haja uma maior estabilidade

do sarcolema, auxiliando na manuten¢éo do fenotipo muscular.

7. CONCLUSOES

A restrigdo proteica durante a gestacado e lactagéo interferiu na manutencdo do
peso corporal durante a fase juvenil e na senilidade e promoveu atraso no
desenvolvimento muscular nos animais aos 21 dias.

Os dados moleculares sugerem uma adaptacdo dos muasculos SOL e EDL a
condicao de restricao proteica perinatal durante a senilidade, envolvendo componentes
relacionados com a integridade da MEC, favorecendo a manutencdo do fendtipo no
musculo EDL e atenuando a reducéo da AST no musculo SOL.
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9. APENDICES

9.1. Lista de genes up-regulados no muasculo Séleo

Aaedl - AhpC/TSA Antioxidant Enzime Domain Containing 1
Adig-Adipogenin

Afaplll -Actin Filament Associated Protein 1 Like 1
Ccdc28b - Coiled-Coil Domain Containing 28B

Ccdc92 - Coiled-Coil Domain Containing 92

Chad - Chondro adherin Clu -Clusterin

Cnp -2',3'-Cyclic Nucleotide 3' Phosphodiesterase
Cntn2-Contactin 2

Crhr2-Corticotropin Releasing Hormone Receptor 2
Cyp4f6-CytochromeP450 Family 4 Subfamily F Member 3
Dnaaf2-Dynein Axonemal Assembly Factor 2

Ephx1- Epoxide Hydrolase 1

Fam213b-Family With Sequence Similarity 213 Member B
Fmod-Fibromodulin

Gstm7-Glutathione S-Transferase Mu

HIf -HLF, PAR BZIP Transcription Factor

ler3-Immediate Early Response 3

Kcnc4-Potassium Voltage-Gated Channel Subfamily C Member 4
Kl1hl33-Kelch Like Family Member 33

Lsm10-LSM10, U7 Small Nuclear RNA Associated
Lsmem1-Leucine Rich Single-Pass Membrane Protein 1
Mcm4-Minichromosome Maintenance Complex Component 4
Mettl7a-Methyltransferase Like 7A

Mfap4-Microfibril Associated Protein 4

MIf1-Myeloid Leukemia Factor 1

Mmgt2-Membrane Magnesium Transporter2

Mpz -Myelin Protein Zero

Mypop-Myb Related Transcription Factor, Partner Of Profilin
Nagltl -Major Facilitator Superfamily Domain Containing 4B

Neu3-Neuraminidase 3
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Nrep-Neuronal Regeneration Related Protein
Pacrg-Parkin Coregulated

Phyhd1 - Phytanoyl-CoA Dioxygenase Domain Containin 1
Pogk -Pogo Transposable Element Derived With KRAB Domain
Rapsn-Receptor Associated Protein Of The Synapse
Rnf225 -Ring Finger Protein 225

Sh3rf2-SH3 Domain Containing Ring Finger 2
Slc47al-Solute Carrier Family 47 Member 1

Tnnt3 -Troponin T3

Tpd52-Tumor Protein D52

Tpml-Tropomyosin 1

Trim 31 - Tripartite Motif Containing 31
Uckl1-Uridine-Cytidine Kinase 1 Like 1

Xpnpep3-X-Prolyl Aminopeptidase 3

YbeY-YbeY Metalloendoribonuclease

9.2. Lista de genes down-regulados no musculo Soleo

Abch9 - ATP Binding Cassette Subfamily B Member 9
Adamla - ADAM Metallopeptidase Domain 1A
Ahnak?2 - AHNAK Nucleoprotein 2

Akapl - A-Kinase Anchoring Protein 1

Ankrdl - Ankyrin Repeat Domain 1

Apold 1 - Apolipoprotein L Domain Containing 1
Aqp7 - Aquaporin 7

Arhgap24 - Rho GTPase Activating Protein 24

Arntl - Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator Like
Clcn3 - Chloride Voltage-Gated Channel 3

Clcnkb - Chloride Voltage-Gated Channel Kb

Cpd - Carboxypeptidase D

Dgatl - Diacylglycerol O-Acyltransferase 1

Dgke - Diacylglycerol Kinase Epsilon

Erp29 - Endoplasmic Reticulum Protein 29
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Fbox40 - F-Box Protein 40

Fitm2 - Fat Storage Inducing Transmembrane Protein 2
Foxol - Forkhead Box O1

Hccs - Holocytochrome C Synthase

Hspab - Heat Shock Protein Family A (Hsp70) Member 5
Hspb7 - HeatShock Protein Family B (Small) Member 7
Ids - Iduronate 2-Sulfatase

Ifrd1 - Interferon Related Developmental Regulator 1
KIf10 - Kruppel Like Factor 10

Lrrc30 - Leucine Rich Repeat Containing 30

Mtfpl - Mitochondrial Fission Process 1

Myc - MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor
Noct — Nocturnin

Nuak1l - NUAK Family Kinase 1

Ocrl - OCRL, Inositol Polyphosphate-5-Phosphatase
Odc1 - Ornithine Decarboxylase 1

Pankl - Pantothenate Kinase

Plala - Phospholipase A1 Member A

Plin4 - Perilipin 4

Pmepal - Prostate Transmembrane Protein, Androgen Induced 1
Pstpip2 - Proline-Serine-Threonine Phosphatase Interacting Protein 2
Rhbdd1 - Rhomboid Domain Containing 1

Sik1 - Salt Inducible Kinase 1

Slc25a22 - Solute Carrier Family 25 Member 22

Slc41a3 - Solute Carrier Family 41 Member 3

Tbx15 - T-Box 15

Trafdl - TRAF-Type Zinc Finger Domain Containing 1
Usp16 - Ubiquitin Specific Peptidase 16

Zfp770-Zinc Finger Protein 770

9.3. Lista de genes up-regulados no muasculo EDL

Acvr2b-Activin A Receptor Type 2B
Afalpll1-Actin Filament Associated Protein 1 Like 1



Angptl2-Angiopoietin Like 2

Cc2d2a-Coiled-Coil And C2 Domain Containing 2A
Chad-Chondroadherin

Col24al -Collagen Type XXIV Alpha 1 Chain

Fam110d -Family With Sequence Similarity 110 Member D
Fam78a-Family With Sequence Similarity 78 Member A
Fmod-Fibromodulin

Rgs4-Regulator of G Protein Signaling 4

MIf1-Myeloid Leukemia Factor 1

MIxip-MLX Interacting Protein

Pml - Promyelocytic Leukemia

RGD1307461-Similar ao RIKEN cDNA 6430571L13; Similar a Proteina G20
Slco5al-Solute Carrier Organic Anion Transporter Family Member 5A1
Tbcld4-TBC1 Domain Family Member 4

Teadl - TEA Domain Transcription Factor 1

Thbs4-Thrombospondin 4

Tnik-TRAF2 and NCK Interacting Kinase

Wipf3-WAS/WASL Interacting Protein Family Member 3

9.4. Lista de genes down-regulados no musculo EDL

Acot?2 - Acyl-CoA Thioesterase 2

Ankrdl - Ankyrin Repeat Domain 1

Apoldl - Apolipoprotein L Domain Containing 1

Aqp7 - Aquaporin 7

Arc - ActivityRegulated Cytoskeleton Associated Protein
Bcl6b - B Cell CLL/Lymphoma 6B

Btg2 - BTG Anti-Proliferation Factor 2

CInd5 - Claudin 5

Fama43a - Family With Sequence Similarity 43 Member A
Hesl - Hes Family BHLH Transcription Factor 1
Hspb7 - HeatShock Protein Family B (Small) Member 7
Id1 - Inhibitor of DNA Binding 1, HLH Protein
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KIf10 - Kruppel Like Factor 10

Lrrc30 - Leucine Rich Repeat Containing 30

Mybph - Myosin Binding Protein H

Myc - MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor
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