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RESUMO 
O estado nutricional no início da vida está envolvido no fenótipo metabólico da prole. 

Dados anteriores de nosso laboratório demonstraram que o consumo de dieta 

hiperlipídica durante acasalamento, gestação e lactação (59 dias) induziu distúrbios 

característicos da síndrome metabólica em progenitoras da geração zero (G0), que 

foram transmitidos aos seus descendentes da primeira (F1) e segunda geração (F2), 

apesar de terem sido alimentados com dieta controle por 13 semanas pós-desmame. No 

entanto, os mecanismos que levam à desregulação metabólica na prole ainda não estão 

claros. Dessa forma, o presente estudo avaliou o efeito do consumo materno de dieta 

hiperlipídica na expressão de genes envolvidos no metabolismo hepático de glicose, 

lipídeos e colesterol da G0 e F2, a fim de determinar se os distúrbios metabólicos da F2 

foram desencadeados pela desregulação de vias metabólicas hepáticas da G0, que 

persistiu até a F2. Para isso, ratos foram acasalados com ratas, ambos da linhagem 

Fischer com 90 dias de idade, não consanguíneos, para geração da prole F1. Machos e 

fêmeas da prole F1 com 90 dias de idade, não consanguíneos, foram acasalados para 

geração da prole F2. As progenitoras foram alimentadas com dieta hiperlipídica (grupo 

G0-DH) ou controle (grupo G0-DC) durante o acasalamento, gestação e lactação (59 

dias). As proles F1 e F2 receberam dieta controle após desmame até completar 90 dias 

de idade. A prole F2 foi dividida em dois grupos de acordo com alimentação da G0: 

prole F2 de progenitoras G0-DC (grupo F2-DC) e prole F2 de progenitoras G0-DH 

(grupo F2-DH). Nossos resultados revelaram que a dieta hiperlipídica materna induziu 

aumento da glicemia de jejum, dos níveis séricos de triglicérides e insulina, do HOMA-

IR, da massa relativa do fígado, do conteúdo de triglicérides hepático e da peroxidação 

lipídica nos grupos G0-DH e F2-DH. As progenitoras G0-DH apresentaram ainda 

esteatose microvesicular intensa, aumento do conteúdo de colesterol hepático e da 

atividade da SOD. Também foi observado que a prole F2-DH apresentou esteatose 

microvesicular discreta e aumento dos níveis séricos das enzimas ALT e AST e do 

colesterol total e da AUC do TTOG. A análise da expressão de genes envolvidos no 

metabolismo hepático de glicose revelou que a dieta hiperlipídica materna induziu 

redução dos níveis de mRNA de Insr, Irs1 e Akt2 e aumento dos níveis de mRNA de 

Fbp1 nos grupos G0-DH e F2-DH. Além disso, as progenitoras G0-DH apresentaram 

aumento da expressão gênica de Gp. Em relação ao metabolismo de lipídeos, foi 

observado que as progenitoras G0-DH apresentaram aumento dos níveis de mRNA de 

Srebp1c e níveis similares de mRNA de Hadh. No entanto, foi visto que a prole F2-DH 

apresentou níveis similares de mRNA de Srebp1c e aumento dos níveis de mRNA de 

Hadh. Em relação à expressão de genes envolvidos no metabolismo hepático de 

colesterol, foi observado que as progenitoras G0-DH apresentaram aumento da 

expressão de mRNA de Hmgcr e Ldlr. Em contrapartida, foi observado que a prole F2-

DH apresentou redução dos níveis de mRNA de Hmgcr e níveis similares de mRNA de 

Ldlr. A análise da expressão gênica de sirtuínas mostrou que os grupos G0-DH e F2-DH 

apresentaram redução dos níveis de mRNA de Sirt1, Sirt2, Sirt3 e Sirt7. Além disso, a 

prole F2-DH apresentou redução dos níveis de mRNA de Sirt5 e Sirt6. Nossos achados 

sugerem que o consumo de dieta hiperlipídica durante o acasalamento, a gestação e a 

amamentação induziu desregulação no metabolismo hepático da G0, que levou a 

distúrbios metabólicos que persistiram até a F2, indicando que a dieta hiperlipídica 

materna atuou como um desregulador metabólico hepático transgeracional na F2. 

Nossos dados reforçam a importância da nutrição materna para a saúde da segunda 

geração de descendentes. 

Palavras Chave: dieta hiperlipídica materna; prole F2; desregulação metabólica 

hepática; transgeracional. 



ABSTRACT 
Early nutritional status is involved in the offspring metabolic phenotype. Previous data 

from our laboratory showed that consumption of hyperlipidic diet during mating, 

gestation and lactation (59 days) induced disorders characteristic of the metabolic 

syndrome in progenitors of zero generation (G0), which were transmitted to their 

descendants of the first (F1) and second generation (F2), although they were fed a 

control diet for 13 weeks after weaning. However, the mechanisms that lead to 

metabolic dysregulation in the offspring are still unclear. Thus, the present study 

evaluated the effect of maternal consumption of hyperlipidic diet on the expression of 

genes involved in the hepatic metabolism of glucose, lipids and cholesterol of G0 and 

F2, in order to determine if the metabolic disorders of F2 were triggered by deregulation 

of pathways hepatic metabolism of G0, which persisted up to F2. For this, rats were 

mated with rats, both of the Fischer lineage with 90 days of age, non-consanguineous, 

for F1 offspring generation. Males and females of F1 offspring, 90 days old, non-

consanguineous, were mated to F2 offspring generation. The progenitors were fed 

hyperlipid diet (G0-DH group) or control (G0-DC group) during mating, gestation and 

lactation (59 days). The F1 and F2 offspring received control diet after weaning until 90 

days of age. F2 offspring were divided into two groups according to G0 feeding: F2 

offspring of G0-DC progenitors (F2-DC group) and F2 offspring of G0-DH progenitors 

(F2-DH group). Our results revealed that the maternal hyperlipidic diet induced an 

increase in fasting glycemia, triglyceride and insulin serum levels, HOMA-IR, liver 

relative mass, liver triglyceride content and lipid peroxidation in G0-DH and F2-DH 

groups. G0-DH progenitors also showed intense microvesicular steatosis, increased 

hepatic cholesterol content and SOD activity. It was also observed that the F2-DH 

offspring showed discrete microvesicular steatosis and increased serum levels of ALT 

and AST and total cholesterol and AUC of the TTOG. Analysis of the expression of 

genes involved in glucose hepatic metabolism revealed that maternal hyperlipidic diet 

reduced Insr, Irs1 and Akt2 mRNA levels and increased Fbp1 mRNA levels in the G0-

DH and F2-DH groups. Furthermore, the G0-DH progenitors showed increased Gp gene 

expression. Regarding lipid metabolism, it was observed that the G0-DH progenitors 

showed increased levels of Srebp1c mRNA and similar levels of Hadh mRNA. 

However, it was seen that F2-DH offspring showed similar levels of Srebp1c mRNA 

and increased levels of Hadh mRNA. Regarding the expression of genes involved in the 

hepatic metabolism of cholesterol, it was observed that the G0-DH progenitors showed 

increased mRNA expression of Hmgcr and Ldlr. In contrast, it was observed that the 

F2-DH offspring presented reduction in Hmgcr mRNA levels and similar levels of Ldlr 

mRNA. Analysis of the sirtuin gene expression showed that the G0-DH and F2-DH 

groups showed reduction of the mRNA levels of Sirt1, Sirt2, Sirt3 and Sirt7. 

Furthermore, the F2-DH offspring presented reduction of the mRNA levels of Sirt5 and 

Sirt6. Our findings suggest that consumption of hyperlipidic diet during mating, 

gestation, and lactation induced dysregulation in the hepatic metabolism of G0, which 

led to metabolic disorders that persisted up to F2, indicating that the maternal 

hyperlipidic diet acted as a transgenerational hepatic metabolic disregulator in F2. Our 

data reinforce the importance of maternal nutrition for the health of the second 

generation of descendants.  

Keywords: maternal hyperlipidic diet; F2 offspring; hepatic metabolic dysregulation; 

transgenerational. 
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F1-DC: prole F1 de progenitoras G0 alimentadas com dieta controle;  

F1-DH: prole F1 de progenitoras G0 alimentadas com dieta hiperlipídica;  

F2: segunda geração de descendentes; 

F2-DC: prole F2 de progenitoras G0 alimentadas com dieta controle;  

F2-DH: prole F2 de progenitoras G0 alimentadas com dieta hiperlipídica;  

FADH2: flavina adenina dinucleotídeo;  

FAS: ácido graxo sintase;  

Fbp1: frutose-1,6-bisfosfatase; 

FoxO1: forkhead box protein O1; 

G0: geração zero;  



G0-DC: progenitoras G0 alimentadas com dieta controle durante o acasalamento, 

gestação e lactação;  

G0-DH: progenitoras G0 alimentadas com dieta hiperlipídica durante o acasalamento, 

gestação e lactação;  

G1: genitoras da primeira geração;  

G1-DC: genitores e genitoras de progenitoras G0 alimentadas com dieta controle;  

G1-DH: genitores e genitoras de progenitoras G0 alimentadas com dieta hiperlipídica; 

G6Pase: glicose-6-fosfatase; 

Gapdh: gene gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase;  

GLUT2: transportador de glicose 2; 

GP: glicogênio fosforilase; 

GSK-3: glicogênio sintase quinase 3; 

H2O2: peróxido de hidrogênio;  

HADH: 3-hidroxiacil-CoA desidrogenase;  

HCl: ácido clorídrico; 

HMGCR: 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase;  

HOMA-IR: modelo de avaliação da homeostase da resistência à insulina;  

HOMA-β: modelo de avaliação da homeostase da capacidade funcional das células β;  

Hprt1: gene hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase;  

INSR: receptor de insulina;  

IRS-1: substrato do receptor de insulina 1; 

IRS-2: substrato do receptor de insulina 2; 

LCAD: acil CoA desidrogenase de cadeia longa;  

LDL: lipoproteína de baixa densidade;  

LDLr: receptor da lipoproteína de baixa densidade;  

mTORC1: complexo 1 da proteína alvo de rapamicina em mamíferos;  

MTT: brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio; 

NaCl: cloreto de sódio;  

NAD
+
: nicotinamida adenina dinucleotídeo;  

NAFLD: doença hepática gordurosa não alcoólica;  

NASH: esteato-hepatite não alcoólica;  

ncRNAs: RNAs não codificantes;  

O2
•-
: ânion superóxido;  

PDK1: piruvato quinase dependente de PIP3;  



PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinase; 

PGC1α: coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma; 

PI3K: fosfatidilinositol-3-quinase; 

PIP3: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato;  

PKA: proteína quinase A; 

PP1: proteína fosfatase 1; 

PPAR: receptor ativado por proliferadores de peroxissoma;  

PPARα: receptor alfa ativado por proliferadores de peroxissoma; 

Ppia: gene peptidilprolil isomerase A;  

qRT-PCR: reação em cadeia da polimerase em tempo real;  

Rn18s: gene RNA ribossomal 18S; 

RNA: ácido ribonucleico; 

ROS: espécies reativas de oxigênio;  

Rplp2: gene fosfoproteína ribossomal P2 da subunidade 60S;  

SCAP: proteína ativadora da clivagem da SREBP;  

SDS: dodecil sulfato de sódio;  

SIRT: sirtuína; 

SOD: superóxido dismutase;  

SOD2: superóxido dismutase 2;  

SREBP: proteínas de ligação aos elementos reguladores de esterol;  

SREBP-1c: proteína-1c de ligação ao elemento regulador de esterol; 

SREBP-2: proteína-2 de ligação ao elemento regulador de esterol; 

TBA: ácido tiobarbitúrico;  

TBARS: ácido tiobarbitúrico;  

TCA: ácido tricloroacético;  

TSC: complexo tuberose esclerose; 

TTOG: teste de tolerância oral à glicose; 

UFOP: Universidade Federal de Ouro Preto;  

VLDL: lipoproteína de muito baixa densidade.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Visão geral do metabolismo hepático 

O fígado é um órgão metabólico importante na regulação da homeostase 

energética corporal, sendo que a disfunção hepática está associada a desequilíbrios 

metabólicos sistêmicos e vice-versa (Rui, 2014; Vacca et al., 2015). A função 

metabólica do fígado é regulada pela insulina, glucagon e outros hormônios metabólicos 

(Rui, 2014). No estado pós-prandial, a diminuição dos níveis de glucagon e o aumento 

dos níveis de insulina sinalizam para o fígado aumentar o catabolismo da glicose 

(glicólise), parar a produção de glicose e armazenar o excesso de nutrientes na forma de 

glicogênio (glicogênese) e lipídeos (lipogênese de novo) (Lin e Accili, 2011).  Sob 

condições de jejum, a diminuição dos níveis de insulina e o aumento dos níveis de 

glucagon inibem a glicólise e promovem a produção de glicose hepática, primeiro a 

partir da degradação dos estoques de glicogênio (glicogenólise) e depois a partir de 

precursores gliconeogênicos (gliconeogênese) (Ramnanan et al., 2011). 

O fígado produz glicose principalmente por meio da glicogenólise durante o 

jejum de curto prazo. Durante o jejum prolongado, o glicogênio hepático é depletado, e 

os hepatócitos sintetizam a glicose através da gliconeogênese hepática ou síntese de 

glicose de novo a partir de precursores não-carboidratos (Rui, 2014). Essa via inicia-se a 

partir da conversão de piruvato em oxaloacetato pela piruvato carboxilase na 

mitocôndria e termina a partir da conversão de glicose-6-fosfato em glicose pela 

glicose-6-fosfatase (G6Pase) depois de múltiplas reações bioquímicas no citosol (Pilkis 

et al., 1988; Pilkis e Claus, 1991). Os substratos gliconeogênicos são gerados no fígado 

ou transportados para o fígado a partir de tecidos extra-hepáticos por meio da circulação 

(Rui, 2014). Entre os substratos para a gliconeogênese estão os aminoácidos, que podem 

ser convertidos em piruvato ou intermediários do ciclo de Krebs; lactato, que pode ser 

convertido em piruvato pela lactato desidrogenase; e glicerol (a partir da lipólise do 

tecido adiposo branco), que pode ser convertido em diidroxiacetona fosfato, um 

intermediário gliconeogênico (processo de dois passos que é catalisado pela glicerol 

quinase e glicerol-3-fosfato desidrogenase). As principais enzimas reguladoras da 

gliconeogênese são: a G6Pase, a frutose-1,6-bisfosfatase (Fbpase1 ou Fbp1), a piruvato 

carboxilase e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) (Han et al., 2016). A Fbp1 

catalisa a hidrólise da frutose-1,6-bifosfato em frutose-6-fosfato e fosfato inorgânico, 

penúltima etapa da gliconeogênese (Lin e Accili, 2011). É uma enzima limitante da 
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velocidade da via gliconeogênica, sendo responsável pelo controle do metabolismo 

energético e homeostase da glicose (Benkovic e Demaine, 1982). 

A ativação crônica da gliconeogênese é induzida através de fatores de 

transcrição gliconeogênicos, incluindo a proteína de ligação ao elemento de resposta ao 

AMPc (CREB) e forkhead box protein O1 (FoxO1) (Oh et al., 2013). CREB é ativado 

pela fosforilação mediada pela proteína quinase A (PKA) e induz a expressão de 

PEPCK (citoplasmática), G6Pase e coativador-1 alfa do receptor ativado por 

proliferador de peroxissoma (PGC-lα) (Herzig et al., 2001). A proteína FoxO1 é um 

alvo a jusante da via de sinalização da insulina/proteína quinase B (AKT), e a sua 

atividade é regulada pela localização subcelular dependente de fosforilação. Após a 

fosforilação mediada pela AKT em seus resíduos de serina e treonina, a FoxO1 move-se 

para o citosol, onde é degradada pela via dependente de ubiquitina/proteassoma (Biggs 

et al., 1999; Nakae et al., 1999). A FoxO1 hepática regula a gliconeogênese por meio da 

regulação transcricional de genes chave da via, como PEPCK e G6Pase, e é considerada 

um importante alvo regulatório para a supressão da gliconeogênese hepática mediada 

pela insulina (Haeusler et al., 2010).  

No estado alimentado, a glicose entra nos hepatócitos via transportador de 

glicose 2 (GLUT2) e é fosforilada pela glicoquinase para produzir glicose-6-fosfato. A 

glicose-6-fosfato é usada para sintetizar o glicogênio pela glicogênio sintase 

(glicogênese) (Agius, 2008). No estado de jejum, o glicogênio é hidrolisado pela 

glicogênio fosforilase (GP) para produzir glicose (glicogenólise). A glicose-6-fosfato é 

um inibidor alostérico da GP e um ativador alostérico da glicogênio sintase, 

aumentando os níveis de glicogênio hepático (Agius, 2008). Tanto a atividade da 

glicogênio sintase como da GP é regulada por modificações pós-traducionais. A 

fosforilação da glicogênio sintase pela glicogênio sintase quinase 3 (GSK-3), inibe sua 

atividade, enquanto, a fosforilação da GP ativa sua atividade (Rui, 2014).  

A glicogênio sintase é uma enzima chave da síntese de glicogênio que catalisa a 

transferência do resíduo de glicose da UDP-glicose para a extremidade não redutora de 

uma cadeia de glicogênio pré-existente, para produzir uma nova ligação glicosídica α1 

→4, facilitando o alongamento das cadeias de glicogênio (Han et al., 2016). A GP é 

uma das principais enzimas envolvidas na glicogenólise que catalisa a remoção de um 

resíduo de glicose da extremidade não redutora de uma cadeia de glicogênio, levando a 

produção de glicose-1-fosfato (Agius, 2015). A glicose-1-fosfato pode ser convertida 

em glicose-6-fosfato pela fosfoglicomutase, e a glicose-6-fosfato pode ser incorporada 
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na glicólise ou convertida em glicose pela G6Pase, dependendo do estado energético do 

organismo (Han et al., 2016). 

 A fosforilação e ativação da GP é realizada por um mecanismo dependente de 

epinefrina e glucagon no fígado. No estado de jejum, a ligação dos hormônios aos seus 

receptores acoplados à proteína G na superfície celular (receptor beta-adrenérgico ou 

receptor de glucagon) ativa a adenilato ciclase para produzir adenosina monofosfato 

cíclico (AMPc), levando a ativação da PKA. A PKA é então responsável pela 

fosforilação e ativação da fosforilase quinase, que por sua vez fosforila e ativa a GP 

para catalisar a degradação do glicogênio. No estado alimentado, o aumento dos níveis 

de insulina inibe a glicogenólise via ativação da proteína fosfatase 1 (PP1), que 

desfosforila e inativa a GP. A insulina promove a glicogênese via ativação da PP1, que 

desfosforila e ativa a glicogênio sintase, e via ativação da AKT, que fosforila e inativa a 

GSK-3, resultando na ativação da glicogênio sintase (Han et al., 2016). 

Os efeitos anabólicos da insulina no metabolismo hepático são mediados pela 

via fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/AKT (Santoleri e Titchenell, 2019). Quando a 

insulina se liga ao seu receptor (INSR), este sofre autofosforilação em múltiplos 

resíduos de tirosina. Isto culmina com a ativação da função quinase do receptor, o qual 

propaga este sinal, fosforilando consequentemente seus substratos [substratos do 

receptor de insulina 1 (IRS-1) e 2 (IRS-2)] em seus resíduos de tirosina. O IRS-1 e IRS-

2 fosforilados recrutam e ativam a PI3K gerando fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 

(PIP3) (Gual et al., 2005; Hubbard, 2013). O PIP3 promove o recrutamento da piruvato 

quinase dependente de PIP3 (PDK1) e AKT, levando a subsequente fosforilação de 

AKT pela PDK1 no resíduo de treonina (Thr308) (Taniguchi et al., 2006). A AKT 

ativa, fosforila múltiplas vias a jusante para controlar vias metabólicas no fígado, como 

a síntese de glicogênio, a gliconeogênese, a glicólise e a síntese de lipídeos (Gross et al., 

2009; Huang e Manning, 2009). A AKT fosforila e inativa a GSK-3 e FoxO1 para inibir 

a glicogenólise e a expressão de genes gliconeogênicos, respectivamente (Lin e Accili, 

2011). A AKT também promove a síntese de proteínas por ativar o complexo 1 da 

proteína alvo de rapamicina em mamíferos (mTORC1) via fosforilação e inibição do 

complexo tuberose esclerose (TSC). Ao ativar a mTORC1 e inibir o FoxO1, a AKT 

promove a síntese de lipídeos por ativar o programa de genes lipogênicos via proteína-

1c de ligação ao elemento regulador de esterol (SREBP-1c) (Titchenell et al., 2017) 

(figura 01).  
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Figura 01: Regulação do metabolismo hepático de glicose e lipídeos via sinalização dependente de 

insulina. No estado alimentado, o fígado regula o metabolismo hepático de glicose e lipídeos em resposta 

ao aumento das concentrações de insulina. A ligação da insulina ao seu receptor resulta em 

autofosforilação e subsequente recrutamento e fosforilação de seus substratos (substratos do receptor de 

insulina - IRSs). IRSs recrutam e ativam fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), que fosforila 

fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) gerando fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3). PIP3, então, 

ativa a piruvato de hidrogenase quinase 1 (PDK1), que fosforila e ativa a proteína quinase B (AKT) no 

resíduo de treonina (Thr308). A ativação da AKT sinaliza via fosforilação para controlar vários processos 

metabólicos no fígado, incluindo síntese de glicogênio, gliconeogênese, glicólise e síntese de lipídeos. 

P=fosforilação. Adaptado de Titchenell e colaboradores (2017) (Titchenell et al., 2017). 

 

A β-oxidação mitocondrial de ácidos graxos desempenha um importante papel 

na manutenção da homeostase energética durante o jejum pelo fornecimento de energia 

na forma de adenosina trifosfato (ATP) e corpos cetônicos (β-hidroxibutirato, 

acetoacetato e acetona), que são exportados para os tecidos extra-hepáticos pela 

circulação (Lopaschuk et al., 2010; Rui, 2014). Quando os níveis de glicose e 

glicogênio são baixos, os triglicérides do tecido adiposo são hidrolisados e os ácidos 

graxos livres são mobilizados na corrente sanguínea para outros tecidos, incluindo o 

fígado (Lopaschuk et al., 2010; Knottnerus et al., 2018). Os ácidos graxos livres entram 

na célula por meio de sistemas de transporte de ácidos graxos (Rui, 2014). O primeiro 

passo da β-oxidação é a ativação de ácidos graxos produzindo acil-CoA de cadeia longa 

catalisada pela acil-CoA sintetase de cadeia longa (Yan et al., 2015). A translocação de 

acil-CoA de cadeia longa para a mitocôndria é mediada pela carnitina 

palmitoiltransferase 1 (CPT-1), que é o passo limitante para a entrada de ácidos graxos 

nas mitocôndrias (Rui, 2014).  
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O acil-CoA de cadeia longa mitocondrial é subsequentemente degradado por 

quatro etapas enzimáticas [acil-CoA desidrogenase, 2-enoil-CoA hidratase, 3-

hidroxiacil-CoA desidrogenase (HADH) e 3-cetoacil-CoA tiolase] (Schreurs et al., 

2010), que resultam no encurtamento do ácido graxo em dois carbonos por ciclo. A 

HADH realiza a penúltima etapa na via de oxidação e catalisa a oxidação de L-3-

hidroxacil-CoAs de comprimentos de cadeia variável em 3-cetoacil-CoAs. Nesta 

reação, nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD
+
) é o aceptor de elétrons e NADH é o 

produto de redução (He et al., 1989; Vredendaal et al., 1996). As reações da β-oxidação 

geram NADH, flavina adenina dinucleotídeo (FADH2) e acetil coenzima A (acetil CoA) 

em cada ciclo, até o último ciclo, quando duas moléculas de acetil-CoA são produzidas 

a partir do catabolismo de um ácido graxo de quatro carbonos. Os produtos da β-

oxidação são direcionados para o ciclo de Krebs (acetil CoA) e para a cadeia 

respiratória (NADH e FADH2), sendo utilizados para a produção de energia na célula 

(Carracedo et al., 2013; Knottnerus et al., 2018). O acetil-CoA pode também ser 

direcionado para via de síntese de corpos cetônicos no fígado (Knottnerus et al., 2018).  

A β-oxidação mitocondrial é regulada pelas enzimas CPT-1 e acetil-CoA 

carboxilase (ACC) através do intermediário malonil-CoA (Mcgarry et al., 1977; Rui, 

2014). No estado alimentado, quando a síntese de ácidos graxos é alta, altos níveis de 

malonil-CoA impedem a oxidação de ácidos graxos recém-sintetizados pela inibição da 

CPT-1. No estado de jejum, quando os níveis de acetil-CoA são reduzidos ou quando a 

atividade da ACC é diminuída, baixos níveis de malonil-CoA promovem a β-oxidação 

pela ativação da CPT-1(Ronnett et al., 2005). 

O fígado sob condições de excesso de carboidratos, além de utilizar a glicose 

como principal fonte de energia, também converte a glicose em ácidos graxos 

(lipogênese de novo). Os ácidos graxos podem ser incorporados em triglicérides para 

armazenamento de energia no tecido adiposo (Rui, 2014). Inicialmente, a glicose é 

hidrolisada em piruvato pela glicólise. O piruvato é transportado para a mitocôndria e 

metabolizado até a formação de citrato, que é exportado para o citoplasma (Rui, 2014).  

O primeiro passo da lipogênese de novo é a conversão de citrato em acetil-CoA pela 

ATP-citrato liase. O acetil-CoA é convertido em malonil-CoA pela ACC. A ácido graxo 

sintase (FAS) é a enzima limitante da velocidade da via que promove a conversão de 

malonil-CoA em palmitato. Após uma série de reações, o palmitato é posteriormente 

convertido em ácidos graxos de cadeia longa (Ameer et al., 2014). A lipogênese de 

novo é regulada a nível transcricional principalmente pelos fatores de transcrição: 
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SREBP-1c e proteína de ligação ao elemento de resposta ao carboidrato (ChREBP). 

Esses fatores de transcrição são ativados pela insulina e glicose, respectivamente, e 

promovem a expressão de enzimas chave para a lipogênese de novo (ATP citrato liase, 

ACC, FAS) (Denechaud et al., 2008; Postic e Girard, 2008). Os membros da família de 

proteínas de ligação aos elementos reguladores de esterol (SREBP -1a, -1c e -2) são os 

principais reguladores do metabolismo de lipídeos (Horton et al., 2002). O SREBP-1c e 

a proteína-2 de ligação ao elemento regulador de esterol (SREBP-2) são 

abundantemente expressos no fígado (Horton et al., 2002). O SREBP1-c ativa genes 

que controlam a síntese de ácidos graxos e triglicérides, enquanto o SREBP-2 ativa 

genes que controlam a biossíntese do colesterol (Horton et al., 2002). 

 O fígado exerce um importante papel na regulação da homeostase do colesterol, 

controlando tanto a captação de colesterol quanto a síntese de novo. A síntese de 

colesterol endógeno está sob o controle da via da proteína ativadora da clivagem da 

SREBP (SCAP)|SREBP-2|3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMGCR) 

(Horton et al., 2002; Eberlé et al., 2004). O SREBP-2 estimula a expressão da enzima 

HMGCR e do receptor da lipoproteína de baixa densidade (LDLr) quando os níveis de 

colesterol intracelular estão baixos (Goharkhay et al., 2008). A HMGCR é a enzima 

limitante da velocidade de síntese de colesterol que catalisa a conversão de 3-hidroxi-3-

metilglutaril-CoA em mevalonato (Corcos e Le Jossic-Corcos, 2013). O LDLr é 

responsável pela ligação e internalização da lipoproteína de baixa densidade (LDL) e 

pela regulação do nível de LDL no plasma (Hu et al., 2008). 

1.2. Desregulação do metabolismo hepático 

O metabolismo energético hepático é regulado pela insulina, glucagon e outros 

hormônios metabólicos que agem de forma coordenada, aditiva e/ou antagonista para 

controlar a gliconeogênese, a β-oxidação e a lipogênese no fígado. A desregulação do 

metabolismo energético do fígado é um dos principais contribuintes para a resistência à 

insulina, doença hepática gordurosa não alcoólica (NAFLD) e diabetes mellitus tipo 2 

(Rui, 2014). 

No estado patológico, como obesidade e diabetes tipo 2, a insulina falha em 

regular adequadamente o metabolismo hepático, levando a elevada produção de glicose, 

apesar da elevada síntese lipídica, uma condição referida como resistência à insulina 

hepática (Brown e Goldstein, 2008). Indivíduos resistentes à insulina apresentam 

aumento da lipogênese de novo e reesterificação, apesar da incapacidade da insulina de 
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suprimir a produção hepática de glicose. Em adição, indivíduos resistentes à insulina 

apresentam aumento da exportação e diminuição da hidrólise de triglicérides, que leva 

ao aumento dos níveis de lipídeos plasmáticos (Petersen et al., 2007; Lambert et al., 

2014). Assim, durante a progressão da resistência à insulina, os efeitos no metabolismo 

de lipídeos induzidos pela insulina são mantidos, mas o controle da produção de glicose 

hepática pela insulina é defeituoso, levando à hiperglicemia e hipertrigliceridemia 

(Brown e Goldstein, 2008). Como consequência, a resistência à insulina hepática está 

implicada no desenvolvimento da NAFLD (Bugianesi et al., 2005; Fabbrini et al., 

2010), um distúrbio que pode levar à disfunção hepática (James e Day, 1998).  

A NAFLD é considerada uma manifestação hepática da síndrome metabólica 

(Ashraf e Altaf, 2018), e é uma das causas mais comuns de doença hepática crônica no 

mundo (Chao et al., 2019). Por definição, a NAFLD é uma condição clinicopatológica 

caracterizada pelo acúmulo intracelular de lipídeos na ausência de consumo excessivo 

de álcool (Ashraf e Sheikh, 2015). O primeiro estágio da doença é a esteatose hepática, 

que é caracterizada pela deposição de triglicérides como gotículas lipídicas no 

citoplasma de hepatócitos, e definida pelo acúmulo de mais de 5% de gordura no fígado 

(Szczepaniak et al., 2005). A esteatose hepática pode progredir para esteato-hepatite não 

alcoólica (NASH), que se distingue do primeiro estágio da doença pela presença de 

lesão hepatocelular (balonamento de hepatócitos e morte celular), infiltrado inflamatório 

e/ou deposição de colágeno (fibrose). A NASH, por sua vez, pode evoluir para cirrose 

(Argo et al., 2009), que é caracterizada por hepatócitos encarcerados por tecido 

cicatricial composto principalmente de colágeno tipo 1. A cirrose pode evoluir para 

carcinoma hepatocelular (Starley et al., 2010) (figura 02).  
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Figura 02: Progressão em forma de esquema da doença hepática gordurosa não alcoólica (NAFLD). (A) 

A NAFLD engloba um amplo espectro de distúrbios hepáticos, variando de simples esteatose a forma 

mais grave, esteato-hepatite não alcoólica (NASH), que pode evoluir para cirrose ou carcinoma 

hepatocelular. (B) Secções histológicas ilustrando fígado normal, esteatose, NASH e cirrose. PT=tríade 

portal (artéria hepática, veia porta e ducto biliar) e CV=veia central (Cohen et al., 2011).  

 

A patogênese da NAFLD é baseada na "teoria dos múltiplos hits". De acordo 

com essa teoria, a resistência à insulina é considerada como o "primeiro hit" que 

desencadeia a doença e leva ao aumento dos níveis hepáticos de ácidos graxos livres, 

resultando em esteatose. O acúmulo de gordura no fígado ocorre quando o influxo de 

lipídeos para o fígado excede a eliminação de lipídeos hepáticos (por oxidação de 

ácidos graxos e secreção de triglicérides como partículas de lipoproteínas) (Stefan et al., 

2008), e se origina do aumento da lipólise como resultado da resistência à insulina no 

tecido adiposo, e do aumento da lipogênese de novo devido à hiperinsulinemia. “O 

primeiro hit” torna o fígado mais sensível aos “múltiplos hits”, como estresse oxidativo, 
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peroxidação lipídica, disfunção mitocondrial, inflamação, fibrose, necrose e/ou 

apoptose, que desencadeiam a progressão para os estágios mais avançados da doença 

(Arab et al., 2018; Bessone et al., 2019).  

O elevado consumo de dieta rica em gordura e o sedentarismo são fatores 

determinantes no desenvolvimento da NAFLD (Sahini e Borlak, 2014; Huang, Y. et al., 

2017; Stefan et al., 2019). Além disso, é muito comum em humanos, o consumo de 

dieta rica em gordura apenas durante a gestação e a amamentação (Zheng et al., 2014), 

o que pode ser prejudicial para o desenvolvimento de suas descendências (Huang, Y. et 

al., 2017).  

1.3. Efeitos transgeracionais da dieta hiperlipídica materna 

A gestação e o início da vida pós-natal são períodos de tempo críticos que 

podem afetar o crescimento e o desenvolvimento da prole, e a nutrição materna e pós-

natal tem sido descrita como um fator determinante para a saúde da prole (Skogen e 

Overland, 2012; Wallack e Thornburg, 2016). A hipótese das Origens do 

Desenvolvimento da Saúde e Doença (DOHaD), referida como programação fetal,  

propõe que as exposições adversas in utero ou durante o início da vida, incluindo a má 

nutrição, podem programar o desenvolvimento de vários tecidos e determinar respostas 

fisiológicas permanentes, que levam ao desenvolvimento de doenças metabólicas na 

vida adulta (Lecoutre et al., 2018).  

David Barker foi o primeiro a fornecer evidências para essa teoria com base em 

seus estudos epidemiológicos em crianças britânicas nascidas na década de 1920. Este 

pesquisador identificou associações entre taxas de isquemia cardíaca e mortalidade 

devido à doença coronariana na vida adulta de filhos com baixo peso ao nascer e 

expostos à desnutrição durante a gestação (Barker et al., 1993; Barker, 1997; 2007). 

Além desses estudos, a fome holandesa de 1944-1945 forneceu mais evidências 

apoiando a teoria DOHaD. Resumidamente, a Holanda sofreu embargo ao fornecimento 

de alimentos durante a Segunda Guerra Mundial. E, após a guerra, a disponibilidade de 

alimentos voltou ao normal (Ravelli et al., 1976). Estes estudos descobriram que as 

crianças nascidas durante a fome apresentaram restrição do crescimento fetal, 

intolerância à glicose, obesidade, dislipidemia e risco elevado de desenvolver diabetes 

tipo 2 e doença arterial coronariana em relação às crianças nascidas após a fome 

(Ravelli et al., 1976; Van Abeelen et al., 2012). 
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Estudos mais recentes também apoiam a teoria DOHaD. Foi demonstrado em 

humanos (Modi et al., 2011; Brumbaugh e Friedman, 2014), primatas não humanos 

(Mccurdy et al., 2009; Puppala et al., 2018) e roedores (Pereira et al., 2015; Seet et al., 

2015; Wankhade et al., 2017), que o consumo de dieta hiperlipídica materna durante o 

desenvolvimento fetal afeta a saúde em longo prazo da primeira geração de 

descendentes (F1) e predispõe a F1 ao desenvolvimento de NAFLD. De forma 

complementar, foi demonstrado em modelos animais de ratos que a dieta hiperlipídica 

materna durante a gestação e lactação resulta em obesidade, intolerância à glicose, 

dislipidemia e NAFLD no início da vida da prole F1, indicando que a dieta hiperlipídica 

materna tornou-se um fator de risco para anormalidades metabólicas na F1 (Dos Santos 

Perez et al., 2015; Ohta et al., 2017). Além disso, um recente estudo (Huang, Y. H. et 

al., 2017) demonstrou que a exposição à dieta hiperlipídica durante a pré-gestação, a 

gestação e a lactação induziu aumento da massa corporal e intolerância à glicose em 

ratas da geração zero (G0), que foram transmitidos aos seus descendentes da segunda 

geração (F2), apesar da exposição à dieta hiperlipídica ter sido somente in utero e no 

aleitamento materno da F1, sugerindo que a dieta hiperlipídica materna pode resultar em 

anormalidades transgeracionais que persistem por várias gerações (Huang, Y. H. et al., 

2017).  

Conforme revisado por Kereliuk e colaboradores (2017) (Kereliuk et al., 2017), 

muitos estudos têm sido realizados a fim de desvendar os mecanismos envolvidos entre 

a má nutrição materna (pré e pós-natal) e o desenvolvimento de doenças metabólicas na 

vida das próximas gerações de descendentes. Evidências indicam que a nutrição 

materna induz alterações na programação da expressão gênica de principais vias 

metabólicas na prole (Ashino et al., 2012; Zheng et al., 2014; Kim e Kwon, 2016; 

Huang, Y. et al., 2017; Lomas-Soria et al., 2018). Lomas-soria e colaboradores (2018) 

(Lomas-Soria et al., 2018) demonstraram que a obesidade materna induzida pelo 

consumo de dieta hipercalórica desde o desmame até o início da idade adulta e durante a 

gestação e lactação alterou o programa da expressão de genes envolvidos no 

metabolismo hepático de glicose e lipídeos, incluindo as vias de sinalização da insulina, 

glicólise, gliconeogênese e do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma 

(PPAR), levando a disfunção metabólica, resistência à insulina hepática e NAFLD na 

prole adulta F1 de ratos, apesar de ter sido alimentada com dieta controle após o 

desmame. 
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De forma complementar, Zheng e colaboradores (2014) e Huang e colaboradores 

(2017) (Zheng et al., 2014; Huang, Y. et al., 2017) relataram que a dieta hiperlipídica 

durante a pré-gestação e/ou gestação e lactação alterou o programa da expressão de 

genes envolvidos nas vias de síntese de ácidos graxos, β-oxidação de ácidos graxos e de 

sinalização do receptor alfa ativado por proliferadores de peroxissoma (PPARα), 

levando a obesidade, intolerância à glicose, hipercolesterolemia e esteatose hepática na 

prole F1 recém-desmamada. Ashino e colaboradores (2012) (Ashino et al., 2012) 

demonstraram que a dieta hiperlipídica durante a pré-gestação, gestação e lactação 

desregulou o metabolismo hepático de glicose e lipídeos, levando a resistência 

molecular à insulina, deposição ectópica de lipídeos no fígado e aumento da massa 

corporal na prole adulta F1, independente da dieta controle pós-natal. Kim e Kwon 

(2016) (Kim e Kwon, 2016) mostraram que o consumo materno de dieta hiperlipídica 

antes da gestação e durante a gestação e lactação alterou o programa da expressão de 

genes envolvidos no metabolismo hepático de colesterol, induzindo disfunção 

metabólica, incluindo estresse oxidativo no início da vida da prole F1. Esses dados da 

literatura, em conjunto, indicam que o consumo materno de dieta hiperlipídica antes e 

durante a gestação e a lactação pode desregular o metabolismo hepático de glicose, 

lipídeos e colesterol, levando a disfunção metabólica hepática e ao desenvolvimento de 

doenças metabólicas na prole F1. Esses estudos reforçam a importância da nutrição 

materna durante períodos críticos de desenvolvimento. 

Até o momento, não há estudos na literatura que avaliaram o impacto da dieta 

hiperlipídica materna somente durante o acasalamento, gestação e lactação na prole F2. 

No entanto, estudo prévio de nosso laboratório (Barbosa, 2018) mostrou que 

progenitoras alimentadas com dieta hiperlipídica durante o acasalamento, gestação e 

lactação (G0-DH) apresentaram distúrbios característicos da síndrome metabólica, 

incluindo hiperglicemia de jejum, dislipidemia, aumento do índice de adiposidade e da 

pressão arterial, que foram transmitidos aos seus descendentes F1 e F2, apesar de terem 

sido alimentados com dieta controle desde o desmame até completarem 90 dias de 

idade. Além disso, as proles F1 e F2 também apresentaram aumento da ingesta da dieta, 

de água e calórica e dos níveis séricos de leptina, indicando que a dieta hiperlipídica 

materna da G0 induz anormalidades metabólicas transgeracionais que persistem até a 

idade adulta da F2, apesar da exposição à dieta hiperlipídica ter sido somente in utero e 

durante o aleitamento materno da F1. 
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1.4. Mecanismos moleculares envolvidos na transmissão transgeracional em 

resposta a dieta hiperlipídica materna 

Até hoje, pouco se sabe sobre os mecanismos celulares e moleculares envolvidos 

na transmissão transgeracional de distúrbios metabólicos em resposta a exposição 

adversa durante períodos críticos do desenvolvimento. Evidências emergentes destacam 

o papel dos mecanismos epigenéticos na mediação desse fenômeno, que pode exibir 

transmissão transgeracional mesmo na ausência de exposição nas gerações futuras 

(Waterland, 2005; Zeisel, 2009; Kereliuk et al., 2017; Lecoutre et al., 2018). 

A epigenética é definida como um fenômeno hereditário que afeta a expressão 

gênica sem alterar a sequência do ácido desoxirribonucleico (DNA) (Campión et al., 

2010; Christensen e Marsit, 2011). Os mecanismos epigenéticos regulam a expressão 

gênica e a sua desregulação resulta em várias doenças, incluindo câncer, distúrbios 

neurológicos e síndrome metabólica (Christensen et al., 2009; Christensen e Marsit, 

2011). Esses mecanismos incluem: metilação do DNA (predominantemente no carbono 

5 da citosina); modificações de histonas (metilação, acetilação, fosforilação, 

ubiquitinação e sumoilação); remodelamento da cromatina e mecanismos baseados no 

ácido ribonucleico (RNA) que incluem RNAs não codificantes (ncRNAs) (Kim et al., 

2009).  

Originalmente identificadas como histona deacetilases de classe III (Kurylowicz, 

2016), as sirtuínas são desacetilases dependentes de NAD
+
 que regulam proteínas 

histonas em resíduos específicos de lisina, promovendo modificação pós-traducional, 

que resulta em silenciamento de cromatina e repressão transcricional (Haigis e Sinclair, 

2010; Guarente, 2011). As proteínas não histonas também são alvos para desacetilação 

levando a modulação de suas atividades (Haigis e Sinclair, 2010; Guarente, 2011). A 

dependência das sirtuínas aos níveis celulares de NAD
+
 liga a atividade da sirtuína ao 

metabolismo energético (Hershberger et al., 2017). Quando os nutrientes são 

abundantes, o metabolismo celular depende principalmente da glicólise para produzir 

energia, levando a geração de ATP e conversão de NAD
+ 

em NADH. Baixos níveis de 

NAD
+
 e altos níveis de NADH resultam na inativação da atividade enzimática de 

sirtuína (Chalkiadaki e Guarente, 2012).  

Na reação de desacetilação, a enzima sirtuína hidrolisa NAD
+ 

em nicotinamida e 

ADP-ribose, em seguida, transfere o grupo acetil do substrato de proteína para o grupo 

2’-OH do anel de ribose na molécula de ADP-ribose (Kelly, 2010) . Os produtos finais 
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desta reação são nicotinamida, 2’-O-acetil-ADP-ribose e uma proteína desacetilada 

(figura 03).   

 

 

Figura 03: Reação de desacetilação pela sirtuína (no caso SIRT1).  SIRT1 utiliza NAD
+
 como um co-

substrato para clivar grupos acetil de proteínas alvo (Schug e Li, 2011).  

 

As sirtuínas regulam uma ampla variedade de processos celulares, como 

metabolismo, homeostase mitocondrial, estresse oxidativo, inflamação, autofagia e 

apoptose (Guarente, 2011). As sirtuínas também desempenham importantes papéis no 

envelhecimento e doenças relacionadas ao envelhecimento, como obesidade, diabetes 

tipo 2, doença cardiovascular, câncer e doenças neurodegenerativas (Herskovits e 

Guarente, 2013; Morris, 2013). Em mamíferos, foram identificados sete genes Sirt que 

codificam sete enzimas sirtuínas (SIRT-1-7) distintas que se diferenciam quanto à 

estrutura, localização celular e função. SIRT1, SIRT6 e SIRT7 estão 

predominantemente localizadas no núcleo, enquanto a SIRT2 está localizada no 

citoplasma. SIRT3, SIRT4 e SIRT5 estão localizadas nas mitocôndrias (Morigi et al., 

2018).  

A SIRT1 é a sirtuína mais amplamente estudada, referida como “Master 

Metabolic Regulator” devido a sua capacidade de modular vários fatores de transcrição 

envolvidos na homeostase energética (Schug e Li, 2011). Por exemplo, o PGC-1α, um 

coativador do PPARα (fator de transcrição chave para a β-oxidação de ácidos graxos), é 
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um substrato da SIRT1, e a desacetilação pela SIRT1 leva à sua ativação, e a 

subsequente indução da β-oxidação hepática (You et al., 2015; Ding et al., 2017). A 

deleção hepática de SIRT1 em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica 

resulta em acúmulo hepático de lipídeos e no desenvolvimento de esteatose hepática 

(Purushotham et al., 2009). Por outro lado, camundongos transgênicos que 

superexpressam a SIRT1 são protegidos da esteatose hepática induzida pela dieta 

hiperlipídica (Pfluger et al., 2008; Li et al., 2014). Além disso, a SIRT1 desacetila e 

inibe a atividade do SREBP-1c no fígado (Ponugoti et al., 2010). Portanto, a SIRT1 

hepática promove a oxidação de ácidos graxos e inibe a síntese de ácidos graxos.  

A SIRT2 exerce papel na homeostase metabólica pela desacetilação da PEPCK, 

que previne sua degradação dependente de ubiquitilação (Jiang et al., 2011). A SIRT3, 

principal desacetilase mitocondrial, tem como alvos: acil CoA desidrogenase de cadeia 

longa (LCAD), 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA sintase 2, isocitrato desidrogenase 2 e 

glutamato desidrogenase, que funcionam em conjunto para promover a produção de 

energia na célula. Além disso, a SIRT3 protege a célula de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) ativando a superóxido dismutase 2 (SOD2) (Houtkooper et al., 2012). A SIRT4 e 

SIRT5 desempenham atividades opostas a SIRT1 e SIRT3. A SIRT4 reprime o PPARα 

para inibir a β-oxidação de ácidos graxos, e também reprime a malonil-CoA 

descarboxilase 1 para promover a síntese lipídica (Laurent et al., 2013). A depleção de 

SIRT4 previne a esteatose hepática induzida pela dieta hiperlipídica (Nasrin et al., 

2010). A SIRT5 reprime a atividade da HADH resultando em inibição da β-oxidação de 

ácidos graxos (Park et al., 2013). 

Foi demonstrado que a SIRT6 regula negativamente a fosforilação da AKT 

através da inibição do INSR, IRS-1 e IRS-2, o que consequentemente leva à inibição da 

sinalização da AKT dependente de insulina, indicando que a SIRT6 está envolvida na 

resistência à insulina (Xiao et al., 2010). A atividade enzimática da SIRT7 e o seu papel 

funcional no metabolismo são pouco elucidados até o momento. No entanto, prévio 

estudo da literatura relata que a deleção hepática de SIRT7 em camundongos previne o 

desenvolvimento de NAFLD induzida por dieta hiperlipídica, indicando que a SIRT7 

também controla o metabolismo de lipídeos (Yoshizawa et al., 2014). Em resumo, 

enquanto algumas sirtuínas promovem a β-oxidação (SIRT1 e SIRT3), outros membros 

da família de sirtuínas estimulam a lipogênese e inibem a β-oxidação (SIRT4, SIRT5 e 

SIRT7).  Nesse sentido, as sirtuínas representam alvos potenciais para o tratamento de 
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doenças metabólicas, como obesidade e NAFLD devido ao papel que desempenham nas 

vias metabólicas (Kurylowicz, 2016).  

Estudos também demostraram o envolvimento das sirtuínas na transmissão 

transgeracional de distúrbios metabólicos em resposta a má nutrição durante períodos 

críticos do desenvolvimento (Borengasser et al., 2011; Bruce et al., 2016). Bruce e 

colaboradores (2016) (Bruce et al., 2016) descreveram que o consumo de dieta 

hiperlipídica materna alterou o programa hepático da expressão gênica de SIRT1 e 

SIRT3 e de genes envolvidos no metabolismo lipídico, resultando em NASH no início 

da vida da prole F1. De forma similar, Borengasser e colaboradores (2011) 

(Borengasser et al., 2011) relataram que a obesidade materna induzida por dieta 

hipercalórica alterou o programa hepático da expressão gênica e proteica de SIRT3 e da 

expressão proteica do seu alvo LCAD, envolvido na β-oxidação, levando ao 

desenvolvimento de NAFLD no início da vida da prole F1. Até o momento não há 

relatos na literatura sobre o efeito da dieta hiperlipídica materna na expressão hepática 

das sete sirtuínas na prole F2. Em adição, ainda não é compreendido, se a dieta 

hiperlipídica materna pode modular o metabolismo hepático de glicose, lipídeos e 

colesterol na vida adulta da prole F2.  

Dessa forma, baseado nos achados da literatura, que a dieta hiperlipídica 

materna induziu disfunção metabólica hepática na prole F1, no estudo prévio de nosso 

laboratório, que a dieta hiperlipídica materna induziu distúrbios metabólicos na G0 que 

foram transmitidos à F2, bem como no papel desempenhado pelas sirtuínas na regulação 

do metabolismo energético, a nossa hipótese é que o consumo de dieta hiperlipídica 

somente durante o acasalamento, a gestação e a lactação desregula o metabolismo 

hepático da G0, induzindo distúrbios metabólicos que persistem até a vida adulta da F2. 

Nós também hipotetizamos que as sirtuínas estão envolvidas nos mecanismos 

transgeracionais que levam à desregulação metabólica hepática na prole F2. Nossos 

achados fornecerão importantes informações sobre os efeitos da má nutrição materna no 

metabolismo hepático da prole F2. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Estudos transgeracionais em humanos são limitados em sua capacidade de 

avaliar a contribuição da dieta materna ao fenótipo da prole, devido à dificuldade em 

separar os efeitos da exposição pré-natal de influências ambientais ao longo das 

gerações. Portanto, modelos experimentais de roedores com condições dietéticas e 

ambientais cuidadosamente controladas são úteis para examinar como a nutrição 

materna durante períodos críticos de desenvolvimento influencia o surgimento de 

fenótipos, como obesidade, resistência à insulina, doença cardiovascular e NAFLD na 

prole. Além disso, o longo período de tempo entre a exposição adversa in utero e o 

desenvolvimento de distúrbios metabólicos nas gerações futuras tem incentivado o 

desenvolvimento de vários modelos animais.  

No entanto, a maioria dos estudos tem utilizado modelo de alimentação em 

longo prazo, onde, a dieta hiperlipídica materna é fornecida semanas antes da gestação 

até a idade adulta da prole F1 e/ou F2. Como consequência, a má nutrição antes dos 

períodos críticos de desenvolvimento e durante a vida da prole F1 pode interferir nos 

distúrbios metabólicos da prole. Neste sentido, foi desenvolvido em nosso laboratório 

um novo protocolo animal, no qual a exposição à dieta hiperlipídica materna limitou-se 

aos períodos de acasalamento, gestação e lactação (59 dias) das progenitoras G0. Ambas 

as proles F1 e F2 receberam dieta controle após o desmame até completarem 90 dias de 

idade. Dessa forma, os distúrbios metabólicos na prole F2-DH podem ser atribuídos ao 

efeito da dieta hiperlipídica materna da G0. Através do nosso protocolo animal, foi 

demonstrado que a dieta hiperlipídica materna da G0 induziu distúrbios característicos 

da síndrome metabólica nas proles F1 e F2, independente da nutrição pós-natal.  

Entretanto, como a dieta hiperlipídica materna da G0 desencadeou o desenvolvimento 

de distúrbios metabólicos na prole adulta F2 ainda precisa ser esclarecido. Nossos 

achados podem fornecer evidências para uma dieta materna saudável, a fim de reduzir o 

risco de doenças metabólicas na vida da prole. 

A dieta hiperlipídica utilizada no presente estudo foi escolhida por ter sido a 

intervenção nutricional mais eficaz na indução da síndrome metabólica em ratos, 

conforme descrito por estudo prévio de nosso laboratório (De Castro et al., 2013). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar se a dieta hiperlipídica materna da G0 desregula o metabolismo hepático 

da prole F2. 

3.2. Objetivos específicos 

Avaliar em progenitoras G0 e nas proles F2, se a dieta hiperlipídica materna: 

1) Induz intolerância à glicose, resistência à insulina, deslipidemia, esteatose 

hepática não alcoólica e estresse oxidativo; 

2) Altera a expressão de genes (Insr, Irs1 e Akt2) da via de sinalização da 

insulina hepática; 

3) Altera a expressão de genes envolvidos no metabolismo hepático de glicose 

(Fbp1 e Gp), lipídeos (Srebp1c e Hadh) e colesterol (Hmgcr e Ldlr); 

4) Altera a expressão de sirtuínas (Sirt-1-7) envolvidas na regulação do 

metabolismo hepático de glicose e lipídeos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Animais 

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as Diretrizes de Ética 

em Cuidados de Animais Experimentais. O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), sob o protocolo nº 

2016/49 (anexo I). Ratos (290g ± 10; n= 20) e ratas (220g ± 10; n=20) Fisher, com 90 

dias de idade, foram obtidos do Centro de Ciência Animal (CCA) da UFOP para o 

acasalamento e a geração das proles F1 e F2. No presente estudo foi utilizada somente a 

prole F2 de machos com 90 dias de idade. Todos os animais foram alojados em gaiolas 

individuais sob condições de luz (ciclo claro-escuro 12h – 12h) e temperatura (24,0 ± 

2,0 °C) controladas, com água e dietas fornecidas ad libitum. As progenitoras G0 e a 

prole F2 foram mantidas na sala de experimentação do CCA-UFOP por um período de 

152 dias e 90 dias, respectivamente.  

4.2. Dietas 

As progenitoras G0 com 90 dias de idade foram alimentadas durante 

acasalamento (10 dias), gestação (28 dias) e lactação (21 dias), total de 59 dias, com a 

dieta controle (Nuvilab CR1, Colombo, Brasil) ou com a dieta hiperlipídica (De Castro 

et al., 2013). Já, as genitoras da primeira geração (G1) com 90 dias de idade foram 

alimentadas durante acasalamento (10 dias), gestação (28 dias) e lactação (21 dias), total 

de 59 dias, somente com a dieta controle. As proles F1 e F2 também foram alimentadas 

somente com a dieta controle por um período de 90 dias. A dieta controle Nuvilab (DC) 

era composta de 45,5% de carboidratos, 22,0% de proteínas e 4,0% de lipídeos, 

apresentando um total de 3,06 kcal por 1 grama de dieta. A dieta hiperlipídica (DH) era 

constituída por 39,53% de lipídeos (37% de banha de porco), 20,68% de carboidratos e 

20,26% de proteínas, apresentando um total de 5,19 kcal por 1 grama de dieta. A dieta 

controle foi proveniente do CCA-UFOP e a dieta hiperlipídica foi adquirida de 

Domeneghetti & Corrêa Ltda (Jaú, São Paulo, Brasil). A composição nutricional das 

dietas está descrito na tabela I abaixo: 
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Tabela I − Composição nutricional (g/Kg) e conteúdo energético da dieta controle 

(DC) e hiperlipídica (DH). 

Dieta Controle (DC) Dieta Hiperlipídica (DH) 

Composição (g/kg) Composição (g/kg) 

Umidade 125,0 Frutose 33,0 

Proteínas 220,0 Caseína 180,5 

Carboidratos 455,0 Leite condensado 316,0 

Lipídeos 40,0 Banha de porco 370,0 

Mix mineral 90,0 Fibra (celulose) 50,0 

Fibra bruta 70,0 Mix de minerais 35,0 

  Mix de vitaminas 10,0 

  DL-Metionina 3,0 

  Cloridrato de colina 2,5 

Macronutrientes (% por peso) Macronutrientes (% por peso) 

Carboidratos 45,5 Carboidratos 20,68 

Proteínas 22,0 Proteínas 20,26 

Lipídeos 4,0 Lipídeos 39,53 

Macronutrientes (% kcal) Macronutrientes (% kcal) 

Carboidratos 59,48 Carboidratos 15,92 

Proteínas 28,76 Proteínas 15,60 

Lipídeos 11,76 Lipídeos 68,48 

Kcal/g 3,06 Kcal/g 5,19 

A porcentagem de Kcal foi calculada com base nas calorias fornecidas por cada 

macronutriente (4 kcal/1g de carboidrato, 4 Kcal/1g de proteína e 9 Kcal/1g de 

lipídeo) em relação ao total calórico (100g de dieta). 
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4.3. Protocolo Experimental  

Antes do acasalamento, fêmeas e machos, recém-desmamados, foram separados 

por sexo em gaiolas coletivas (4 a 5 animais por gaiola) e receberam dieta controle e 

água ad libitum. Para o acasalamento da G0, uma fêmea e um macho, com 90 dias de 

idade, virgens, não consanguíneos, foram aleatoriamente alojados em gaiola plástica e 

alimentados com dieta controle ou hiperlipídica ad libitum por 10 dias. Após este 

tempo, os machos foram retirados das gaiolas e as fêmeas (progenitoras G0) 

continuaram sendo alimentadas com dieta controle (grupo G0-DC) ou hiperlipídica 

(grupo G0-DH) durante a gestação (28 dias) e a lactação (21 dias) por um período total 

de 59 dias. 

As proles F1 foram divididas em dois grupos de acordo com alimentação 

materna: prole F1 de progenitoras G0 alimentadas com dieta controle (grupo F1-DC) e 

prole F1 de progenitoras G0 alimentadas com dieta hiperlipídica (grupo F1-DH). No 

primeiro dia após o nascimento, as ninhadas de ambos os grupos (F1-DC e F1-DH) 

foram ajustadas para oito filhotes por genitora a fim de garantir um crescimento 

homogêneo. Após 21 dias de amamentação, os filhotes foram separados por sexo em 

gaiolas coletivas (4 a 5 animais por gaiola) e alimentados somente com dieta controle 

por mais 69 dias. Após este período, uma parte da prole F1 de machos e fêmeas foi 

eutanasiada e a outra parte foi utilizada para acasalamento e geração da prole F2. 

  O acasalamento foi realizado alojando uma fêmea com um macho, ambos da 

geração F1, não consanguíneos, com 90 dias de idade, em gaiola individual por 10 dias. 

Os genitores e genitoras G1 continuaram recebendo a dieta controle e foram divididos 

em dois grupos de acordo com alimentação materna: machos e fêmeas de progenitoras 

G0 alimentadas com dieta controle (grupo G1-DC) e machos e fêmeas de progenitoras 

G0 alimentadas com dieta hiperlipídica (grupo G1-DH). Após o período de 

acasalamento, os machos foram retirados e as fêmeas foram mantidas em gaiolas 

individuais e permaneceram recebendo a dieta controle durante a gestação (28 dias) e a 

lactação (21 dias) por um período total de 59 dias.  

No primeiro dia após o nascimento, as ninhadas foram ajustadas para oito 

filhotes por mãe a fim de garantir um crescimento homogêneo. Após o desmame, os 

filhotes foram separados por sexo em gaiolas coletivas (4 a 5 animais por gaiola) e 

divididos em dois grupos de acordo com alimentação materna da G0: prole F2 de 

progenitoras G0 alimentadas com dieta controle (grupo F2-DC) e prole F2 de 
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progenitoras G0 alimentadas com dieta hiperlipídica (grupo F2-DH). As proles F2 

receberam dieta controle até completarem 90 dias de idade. Ao término do protocolo 

experimental de cada geração (G0, F1 e F2), os animais foram eutanasiados e amostras 

de: sangue, rins, fígado, coração, pâncreas, suprarrenais e depósitos de gordura 

(inguinal, retroperitoneal, epididimal e marrom) foram coletados para subsequentes 

análises. O delineamento experimental é esquematicamente representado a seguir 

(figura 04):  
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Figura 04: Delineamento experimental utilizado para obtenção das progenitoras G0 e das proles F1 e F2. A dieta hiperlipídica foi oferecida somente as progenitoras 

G0 durante o acasalamento, a gestação e a lactação. Ambas as proles F1 e F2 receberam dieta controle após o desmame até completarem 90 dias de idade. 
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O protocolo experimental explicitado anteriormente foi realizado por (Barbosa, 

2018). No presente estudo, foram utilizadas amostras de sangue e do tecido hepático dos 

quatro grupos experimentais: 

1. G0-DC: progenitoras G0 alimentadas com dieta controle durante 

acasalamento (10 dias), gestação (28 dias) e amamentação (21 dias), por um 

período total de 59 dias; n= 4.  

2. G0-DH: progenitoras G0 alimentadas com dieta hiperlipídica durante 

acasalamento (10 dias), gestação (28 dias) e amamentação (21 dias), por um 

período total de 59 dias; n= 4 a 5. 

3. F2-DC: prole de machos F2 de progenitoras G0 alimentadas com dieta 

controle durante acasalamento (10 dias), gestação (28 dias) e amamentação 

(21 dias), por um período total de 59 dias; n= 4 a 8.  

4. F2-DH: prole de machos F2 de progenitoras G0 alimentadas com dieta 

hiperlipídica durante acasalamento (10 dias), gestação (28 dias) e 

amamentação (21 dias), por um período total de 59 dias; n= 4 a 8.  

 

4.4. Descrição dos Procedimentos Experimentais 

4.4.1. Avaliação da Massa Relativa do Fígado 

Ao final do protocolo experimental, as progenitoras G0 e as proles F2 foram 

pesadas, eutanasiadas e seus fígados coletados, dissecados, pesados, congelados em 

nitrogênio líquido e armazenados a -80°C para posteriores análises. A massa relativa do 

fígado foi utilizada para avaliar hepatomegalia e foi calculada pela fórmula: [massa 

absoluta do fígado (g) / 100g de massa corporal do rato (g)]. Pequenos fragmentos de 

fígado (cerca de 2 mm) foram coletados em cassetes histológicos e armazenados em 

solução de formol tamponado a 4% para posterior processamento e confecções de 

lâminas histológicas. 
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4.4.2. Análises Bioquímicas 

Amostras de sangue (2 a 3 mL) de progenitoras G0 e proles F2 foram coletadas 

após jejum noturno e ao término de ambas as gerações. Após a coleta, as amostras 

foram centrifugadas (4000 rpm; 4ºC; 6 minutos) para a separação do plasma (sangue 

coletado com heparina) para dosagens de glicose de jejum, insulina, colesterol total, 

triglicérides e das transaminases alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST). O plasma foi aliquotado, guardado a –80ºC e utilizado 

posteriormente para a realização das análises bioquímicas, que foram feitas 

manualmente a partir de kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa – MG, Brasil) de acordo 

com as instruções fornecidas pelo fabricante. 

4.4.3. Dosagem da Insulina por ELISA 

Os níveis de insulina foram determinados pelo método de imunoensaio do tipo 

Elisa sanduíche a partir do Rat/Mouse Insulin Elisa Kit (Millipore − EUA), conforme 

recomendações do fabricante. O princípio desta dosagem se baseia na captura da 

insulina presente no soro por anticorpos monoclonais de insulina de rato. A 

concentração de insulina foi determinada a partir dos valores de absorbância obtidos em 

leitor de microplacas (Epoch, Biotek, EUA) no comprimento de onda de 450 nm e foi 

calculada através da equação obtida pela curva padrão de função logarítmica 

representada pelo gráfico das concentrações dos padrões de insulina. As análises foram 

realizadas pelo software SoftMax PRO e os dados foram expressos em mU/L. 

4.4.4. Cálculo HOMA IR e HOMA β 

No presente estudo, o modelo de avaliação da homeostase da resistência à 

insulina (HOMA-IR) e o modelo de avaliação da homeostase da capacidade funcional 

das células β (HOMA-β), ambos variáveis que estimam a resistência à insulina, foram 

calculados a partir das seguintes fórmulas: [HOMA-IR = (IJ x GJ) / 22,5] e [HOMA-β = 

(20 x IJ) / (GJ – 3,5)]; onde: IJ = insulinemia de jejum em mU/L e GJ = glicemia de 

jejum em mmol/L (Matthews et al., 1985).  

4.4.5. Glicemia de Jejum e Teste de Tolerância Oral à Glicose  

72 horas antes das eutanásias de cada geração estudada, foi realizado o teste de 

tolerância oral à glicose (TTOG) a partir da coleta de gotas de sangue da veia caudal do 

animal. Os grupos (G0-DC n=4; G0-DH n=4; F2-DC n=6 e F2-DH n=7) foram 
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submetidos ao jejum noturno de 8 horas. No dia seguinte, foi administrado aos animais 

acordados, via gavagem, uma solução de glicose 40%, na dosagem de 2g de glicose / kg 

de massa corporal do rato. As gotas de sangue foram retiradas da cauda dos animais 

antes e nos tempos 10, 20, 30 e 90 minutos após administração oral da solução de 

glicose, de acordo com Song e colaboradores (2004) (Song et al., 2004). Os valores de 

glicose foram obtidos a partir da colocação da gota de sangue da cauda dos animais em 

fitas do glicosímetro do tipo Accu-chek active. Os dados foram analisados como a área 

sob a curva (AUC). 

4.4.6. Análises Histopatológicas 

Para análise histopatológica, fragmentos de fígado foram fixados em solução de 

formol tamponado a 4%. Após a fixação, os fragmentos foram desidratados em 

concentrações crescentes de álcool etílico (70% a 100%), diafanizados em xilol, 

embebidos e incluídos em parafina, conforme métodos histológicos de rotina. Cortes 

histológicos de 5 μm de espessura foram obtidos por microtomia e então corados com 

hematoxilina e eosina. Por microscopia ótica, as lâminas histológicas foram 

visualizadas pela objetiva de 40x e 30 imagens aleatórias (campos) por lâmina (por 

animal) foram digitalizadas através da microcâmera Leica DFC340FX acoplada ao 

microscópio Leica DM5000B. Os procedimentos descritos acima foram realizados no 

Laboratório Multiusuários do Núcleo de Pesquisas em Ciências Biológicas da UFOP.  

A presença de esteatose foi avaliada qualitativamente como descrito por (Brunt 

et al., 1999). Foram digitalizadas 30 imagens aleatórias de cada lâmina histológica. As 

fotomicrografias foram então divididas em 10 quadrantes, e a esteatose foi quantificada 

como presente (valor 1) ou ausente (valor 0) em cada quadrante. Os resultados foram 

apresentados como score de 0-3 com base na mediana das fotomicrografias analisadas: 

score 0 = ausente (mediana no valor: 0); score 1 = discreto (mediana no valor: 1, 2 e 3); 

score 2 = moderado (mediana no valor: 4, 5, e 6) e score 3 = intenso (mediana no valor: 

7, 8, 9 e 10).  

4.4.7. Extração e Quantificação de Lipídeos Hepáticos  

A extração de lipídeos hepáticos foi feita a partir de solução de clorofórmio-

metanol (2:1), segundo protocolo adaptado de (Folch et al., 1957). Cerca de 100 mg de 

fígado foram homogeneizados em 1900 µL de clorofórmio-metanol (2:1) com o auxílio 

de um politron (Homogeneizador Ultra 80). Após homogeneização vigorosa por 3 
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minutos em vórtex, o homogenato foi transferido para tubo de ensaio cônico, seguido 

pela adição de 400 µL de metanol. Todas as amostras ficaram em repouso com leves 

agitações por 30 a 60 minutos. Após centrifugação a 3000 rpm por 10 minutos, o 

sobrenadante foi transferido para outro tubo cônico (pesado previamente) e foi 

adicionado 800 µL de clorofórmio e 640 µL de solução de cloreto de sódio (NaCl) a 

0,73%, seguido de homogeneização vigorosa por 1 minuto em vórtex. Após 

centrifugação a 3000 rpm por 10 minutos e completa separação de fases, o sobrenadante 

foi cuidadosamente descartado e a parede interna do tubo lavada com 600 µL de 

solução de Folch (3% de clorofórmio, 48% de metanol, 47% de água destilada e 2% de 

NaCl a 0,29%). Todos os tubos foram delicadamente lavados por três vezes e deixados 

em estufa semiaberta a 40º C até completa evaporação do solvente. Após a pesagem dos 

tubos com resíduos secos, o conteúdo lipídico presente no fundo dos tubos foi 

ressuspendido em 500 µL de isopropanol e armazenado a -80 °C para posteriores 

dosagens de colesterol total e triglicerídeos hepáticos. 

  A quantidade de lipídeos extraídos foi calculada em porcentagem conforme a 

fórmula: lipídeos (%) = [massa final do tubo (g) - massa inicial do tubo (g)] x 100 / 

massa do tecido (g). O teor de colesterol total e triglicerídeos hepáticos foi quantificado 

manualmente por meio de kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa – MG, Brasil) de 

acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante. 

4.4.8. Determinação da Defesa Antioxidante e de Biomarcadores de Estresse 

Oxidativo no Fígado 

4.4.8.1. ATIVIDADE DA SUPERÓXIDO DISMUTASE (SOD)  

A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi mensurada pelo ensaio 

colorimétrico descrito por (Madesh e Balasubramanian, 1998). Este ensaio determina a 

atividade da SOD tecidual de forma indireta através da capacidade dessa enzima em 

converter o ânion superóxido (O2
•-
), produto gerado pela auto-oxidação de pirogalol, a 

peróxido de hidrogênio (H2O2), e consequentemente em inibir a geração de formazan 

através da inibição da reação de redução dependente de O2
•-
 do MTT (brometo de 3-

[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio) a formazan (medido por 

espectrofotometria em 570 nm e correlacionado inversamente com a atividade da SOD 

tecidual).   

Para a realização da dosagem, cerca de 100 mg de tecido foram homogeneizados 

em 1000 µL de tampão fosfato pH 7,5 (0,1M) com o auxílio de um politron 
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(Homogeneizador Ultra 80) em eppendorfs de 2 mL. Após centrifugação a 12000 rpm 

por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e transferido para eppendorfs de 1,5 

mL. Em seguida, foi realizada a diluição da amostra 20x (1,5 μl de amostra mais 28,5 μl 

de tampão fosfato). Em placa de 96 poços, foram adicionados 30 μl da amostra diluída 

20x, mais 99 μl de tampão fosfato, 6 μl de  MTT (1,25 mM)  e 15 μl de pirogalol (1000 

µM). Para o branco, foram adicionados 144 μl de tampão e 6 μl de  MTT (1,25 mM). 

Para o padrão, foram adicionados 129 μl de tampão, 6 μl de  MTT (1,25 mM) e 15 μl de 

pirogalol (1000 µM). Posteriormente, a placa foi incubada em estufa a 37 °C por 5 

minutos, seguido pela adição de 150 μl de dimetilsulfóxido (DMSO) para parar a 

reação. Os valores de absorbância foram determinados em leitor de microplacas (Epoch, 

Biotek, EUA) no comprimento de onda de 570 nm. Uma unidade de SOD foi definida 

como a quantidade de enzima necessária para inibir 50% da formação do formazan. A 

atividade da SOD foi expressa em unidades de enzima por mg de proteínas (U/mg de 

proteína) e foi calculada pela seguinte fórmula: atividade SOD (U/mg de proteína) = 

(absorbância da amostra – absorbância do branco) / (absorbância padrão - absorbância 

branco) * o fator de diluição / concentração de proteínas. 

A concentração de proteínas totais foi determinada pelo método de Bradford 

(Bradford, 1976). O ensaio foi realizado em placa de ELISA de 96 poços, em um 

volume final de 200 µL para cada poço da placa. Nos poços referentes às amostras, 

foram adicionados 10 µL de amostra diluída 50x mais 190 µL de Reagente de Bradford 

(1:4) (Dye Reagent Concentrate − Bio-Rad Protein Assay). Foram utilizadas cinco 

concentrações diferentes de solução padrão para a construção da curva padrão. As 

soluções-padrão foram preparadas a partir de uma solução padrão estoque de 1 mg/mL 

de albumina de soro bovino (BSA). Nos poços referentes à curva padrão, foram 

adicionados 10 µL de cada solução padrão mais 190 µL de Reagente de Bradford. Nos 

poços referentes ao branco, foram adicionados 10 µL de água Milli-Q mais 190µL de 

Reagente de Bradford. Em seguida, a placa foi incubada por 30 minutos a temperatura 

ambiente. Os valores de absorbância foram determinados em leitor de microplacas 

(Epoch – Biotek − EUA) no comprimento de onda de 595 nm. Posteriormente, foi 

realizada a regressão linear das concentrações dos padrões (eixo Y) versus as 

absorbâncias dos padrões (eixo X). A concentração proteica de cada amostra foi 

calculada através da equação da reta (y = ax + b) obtida pela curva padrão e foi expressa 

em mg/mL. 



46 
 

4.4.8.2. PROTEÍNA CARBONILADA  

O conteúdo de proteína carbonilada foi determinado de acordo com o método 

proposto por (Levine et al., 1990). O ensaio consiste na reação de 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) com grupos carbonila e a subsequente geração do 

derivado hidrazona, que pode ser analisado espectrofotometricamente, conforme 

descrito por (Levine et al., 1994). 

Cerca de 200 mg de tecido foram homogeneizados em 1000 µL de tampão 

fosfato pH 6,7 (50 mM) com o auxílio de um politron (Homogeneizador Ultra 80) em 

eppendorfs de 2 mL. Após centrifugação a 10000 xg por 10 minutos a 4 °C, 400 µL de 

sobrenadante foram transferidos para dois tubos previamente nomeados de A (amostra) 

e C (controle). Para a precipitação de proteínas, foram adicionados 400 µl de ácido 

tricloroacético (TCA) a 10% em cada tubo. Após homogeneização em vórtex e 

centrifugação a 5000 xg por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e 500 µl 

de DNPH (solução 0,1% em HCl 2M) foram adicionados ao tubo A e 500 µl de ácido 

clorídrico (HCl) (2 M) ao tubo C. Ambos foram mantidos no escuro à temperatura 

ambiente por 30 minutos, e a cada 15 minutos foram homogeneizados no vórtex. Após 

o período de 30 minutos, foram adicionados 500 µl de TCA a 10% em cada tubo, 

seguido de agitação no vórtex e centrifugação a 5000 xg por 10 minutos a 4 °C. Em 

seguida, descartou-se o sobrenadante dos tubos A e C e o precipitado de ambos os tubos 

foi lavado com 1 mL de solução de etanol/ acetato de etila (1:1), seguido de agitação no 

vórtex e centrifugação a 5000 xg por 10 minutos a 4 °C. Este procedimento de lavagem 

foi repetido por mais uma vez. Logo após, foi adicionado 1 mL de dodecil sulfato de 

sódio (SDS) a 6% em ambos os tubos, seguido de agitação no vórtex e centrifugação a 

1000 xg por 10 minutos a 4 °C. Após o sobrenadante ter sido cuidadosamente 

transferido para uma cubeta, os valores de absorbância foram quantificados em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 370 nm. Como branco foi utilizada a 

solução de SDS. 

Para o cálculo da concentração de proteína carbonilada foi utilizado à equação 

de Lambert Berr: A = b. c. ε, onde A é a subtração da absorbância do tubo A pela 

absorbância do tubo C, b é o caminho óptico, c é a concentração em nmol/mL e ε é o 

coeficiente de extinção molar que corresponde a 22000 M
-1

cm
-1

. O conteúdo de proteína 

carbonilada foi expresso em relação à concentração de proteínas totais, que foi 
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determinada pelo kit comercial de BCA (QuantiPro™ BCA Assay Kit − Sigma-Aldrich) 

de acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante. 

4.4.8.3. SUBSTÂNCIAS REATIVAS AO ÁCIDO TIOBARBITÚRICO (TBARS)  

Os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foram 

determinados pelo ensaio descrito por (Buege e Aust, 1978). Este método baseia-se na 

capacidade do ácido tiobarbitúrico (TBA) em se ligar a lipídeos oxidados. 

Para a construção da curva padrão de 1,1,3,3-tetrametoxipropano foi preparada 

uma solução estoque de 500 mol/L de 1,1,3,3-tetrametoxipropano (Aldrich Chemistry). 

Esta solução foi diluída em série para a obtenção de soluções-padrão com diferentes 

concentrações finais (50 mol/L; 25 mol/L; 12,5 mol/L; 6,25 mol/L; 3,125 mol/L; 1,562 

mol/L; 0,781 mol/L e 0,39 mol/L). Foi utilizado 250 µL de cada solução-padrão. Para 

análise das amostras, cerca de 100 mg de tecido foram homogeneizados em 1000 µL de 

tampão Tris-HCl pH 7,4 (20 mM) com o auxílio de um politron (Homogeneizador Ultra 

80) em eppendorfs de 2 mL. Após centrifugação a 10000 rpm por 10 minutos a 4 °C, 

250 µL de  sobrenadante foram transferidos para eppendorfs de 1,5 mL e foram 

adicionados 125 l de TCA (28% p/v em HCl 0,25 N), 125 μL de TBA (1% em ácido 

acético 0,25 M) e 62,5 μL de butilhidroxitolueno (BHT) (5 mM em etanol) em cada 

eppendorf, incluindo os da curva padrão. Após agitação em vórtex, todas as amostras 

foram incubadas por 15 minutos a 95 °C e 5 minutos no gelo, seguido de centrifugação 

a 13000 rpm por 10 minutos a 4 ºC. Em seguida, 200 µL do sobrenadante foram 

transferidos para placa de 96 poços e os valores de absorbância foram determinados em 

leitor de microplacas (Epoch, Biotek, EUA) no comprimento de onda de 535 nm. Foi 

utilizada água destilada como branco.  

Após a leitura da absorbância, foi realizada a regressão linear das concentrações 

dos padrões (eixo Y) versus as absorbâncias dos padrões (eixo X). Os níveis de TBARS 

de cada amostra foram calculados através da equação da reta (y = ax + b) obtida pela 

curva padrão e foram expressos em relação à concentração de proteínas totais 

(mmol/mg de proteína). A concentração de proteínas totais foi determinada pelo kit 

comercial de BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit − Thermo Fisher Scientific) de 

acordo com as instruções fornecidas pelo fabricante. 
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4.4.9. Expressão de mRNAs por Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real 

(qRT-PCR) 

4.4.9.1.  EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL  

A extração de RNA total do fígado foi realizada conforme o protocolo do kit SV 

Total RNA Isolation System (Promega). Cerca de 20 mg de tecido foram 

homogeneizados em 1 mL de trizol® Reagent (Invitrogen) com auxílio de um 

homogeneizador tipo Politron (Homogeneizador Ultra 80) em 3 pulsos de 30 segundos 

com intervalo de 1 minuto no gelo. Após a homogeneização, as amostras foram 

incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, 400 µl de clorofórmio 

(Sigma-Aldrich) foram adicionados em cada amostra e a mistura foi homogeneizada 

vigorosamente por 1 minuto em vórtex, seguido de incubação por 25 minutos a 

temperatura ambiente. Após centrifugação a 12000 xg por 15 minutos a 4ºC, o 

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e homogeneizado com 600 μl de etanol 

95% (Sigma-Aldrich) por inversão do tubo. Logo após, o conteúdo dos tubos foi 

transferido para a coluna de retenção de ácidos nucleicos proveniente do kit. Em 

seguida, o RNA foi purificado conforme instruções do fabricante e quantificado por 

meio de espectrofotometria no aparelho NanoDrop Lite (Thermo Scientific). A relação 

260/280 nm foi avaliada como indicativo da pureza da amostra. As razões acima de 1,8 

foram aceitas como adequadas para quantificação da expressão gênica. O RNA total 

purificado foi mantido a -80ºC até o uso.  

A integridade do RNA total extraído foi avaliada em gel de agarose a 1,2% 

(figura 05). Nos géis foi analisado a intensidade luminosa das bandas do RNA 

ribossomal 28s e 18s e a ausência de arraste (degradação). 
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Figura 05: Gel de agarose a 1,2% representativo da qualidade do RNA total extraído do fígado de 

progenitoras G0 e das proles F2. 

 

4.4.9.2.  SÍNTESE DE DNA COMPLEMENTAR (CDNA)  

A primeira fita do cDNA foi sintetizada a partir de 1 µg de RNA total extraído 

através do kit High Capacity RT-PCR System (Applied Biosystems), seguindo a 

recomendação do fabricante.  Para cada 1 µg de RNA total foram utilizados 2 µL de 

tampão (10x RT Buffer), 2 µL de primers randômicos (10x RT Random Primer), 0,8 µL 

de dNTPs (25x dNTP Mix), 1 µL de transcriptase reversa (MultiScribe Reverse 

Transcriptase) e água livre de RNAse para um volume final de 20 µL. A mistura foi 

incubada em um termociclador (Biocycler, version 3.2) por 10 minutos a 25ºC, seguido 

por 120 minutos a 37ºC, 5 minutos a 85ºC e 4ºC por tempo indeterminado. As amostras 

de cDNA foram dosadas em espectrofotômetro (NanoDrop Lite − Thermo Scientific) e 

armazenadas a -80ºC até o uso.  

4.4.9.3. QUANTIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR QRT-PCR 

Para análise da expressão dos genes em estudo foi utilizada a técnica de qRT-

PCR. As reações foram realizadas pelo kit SYBR
®

 Select Master Mix (Applied 

Biosystems) em placas de 96 poços (MicroAmp® Optical 96 Well Reaction Plate- 

Applied Biosystems) que foram seladas com adesivo óptico (MicroAmp® Optical 

Adhesive Film - Applied Biosystems) ao final do procedimento. Cada reação continha 3 

µL de primers específicos (mix forward e reverse a 2,5 µM cada) (tabela II), 2µL de 

cDNA (50 ng/ µL) e 5 µL de SYBR
®

 Select Master Mix, totalizando um volume final de 

reação de 10 µL. Os ensaios foram realizados em triplicata biológica para cada gene 

analisado utilizando o gene RNA ribossomal 18S (Rn18s) como controle endógeno. A 

quantificação gênica relativa foi determinada no termociclador ABI 7500 Real-Time 
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PCR System (Applied Biosystems) e a aquisição dos dados foi feita através do programa 

7500 System Software (Applied Biosystems). 

 

Tabela II − Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores (primers). 

Gene Sequência Número de acesso 

no GenBank 

Rn18s Forward: GTA AGT GCG GGT CAT AAG 

Reverse: CCA TCC AAT CGG TAG TAG C 

 NR_046237.1 

Insr Forward: CCT TGG ATC GTT CCT CTC AC 

Reverse: GGT CCG TTT GAT GCT CAG AG 

 NM_017071.2 

Irs1 Forward: TGA GAG CGG TGG TGG TAA GC 

Reverse: GGG CTG CTG GTG TTG GAA TC 

NM_012969.1 

Akt2 Forward: GGA GGT CAT GGA GCA TCG GTT C 

Reverse: GTT TGA AGG GTG GCA GGA GC 

XM_008759111.2 

Fbp1 Forward: CCA TCA TAA TAG AGC CCG AGA AGA 

Reverse: CTT TCT CCG AAG CCT CAT TAG C 

NM_012558.3 

Gp Forward: AGC CAA AGT GAA GCA GGA AA 

Reverse: ATC ACA TGC AGG CAG TTC AG 

NM_022268.1 

Hadh Forward: GGC TGC ATG AGC GAG GCG AT 

Reverse: TGG GAT ACC CGG CTC CCA GC 

NM_057186.2 

Hmgcr Forward: GAC CAA CCT TCT ACC TCA GCA AG 

Reverse: ACA ACT CAC CAG CCA TCA CAG T 

NM_013134.2 

Ldlr Forward: CAG CTC TGT GTG AAC CTG GA 

Reverse: TTC TTC AGG TTG GGG ATC AG 

NM_175762.2 

Srebp1c Forward: GGA GCC ATG GAT TGC ACA TT 

Reverse: AGG AAG GCT TCC AGA GAG GA 

XM_213329 

Sirt1 Forward: GGT TGC AGG AAT CCA AAG G 

Reverse: CCA CGA ACA GCT TCA CAA TC 

XM_008772947.2 

Sirt2 Forward: CAC GAT GAG CTG GAT GAA AG 

Reverse: CGG GCT TTA CCA CAT TCT G 

XM_006228676.3 

Sirt3 Forward: GGG TCC TTT GCT CTG AGT CC 

Reverse: TCC ACC AGC CTT TCC ACA C 

XM_008759981.2 

Sirt4 Forward: TTG ATT TCA TCC GCA GTG 

Reverse: CCC AAG TTT CTC CCA GTT 

XR_595327.2 

Sirt5 Forward: AAC GCA AAG CAC ATA GTC AT 

Reverse: AGC AAA GGC CAG AGG AGT 

XM_006253802.2 

Sirt6 Forward: GCC GTC TGG TCA TTG TCA 

Reverse: AGC CTT GGG TGC TAC TGG 

XM_017594720.1 

Sirt7 Forward: AGC ACG GCA GCC TCT ATC 

Reverse: AGG TCG GCA GCA CTC ACA 

XM_006247889.3 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_046237.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=7FKX4H06015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_017071.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7FMCFS7K014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_012969.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7FMME32E014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/XM_008759111.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7FN1MHNP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_012558.3?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7FNBSWXT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_022268.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=7DUDW318015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1046877440?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=53&RID=TV7W7S8C016#_blank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1046843093?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=TV8GWPC2016#_blank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1046841593?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=13&RID=TV8UC96J014#_blank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1046854367?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=TV9EF4WP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1046865710?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TV9M220C014#_blank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1046895315?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=TV9VEYAC016#_blank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1046849688?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=16&RID=TVA1J7S2016#_blank
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Os níveis de expressão relativa dos genes alvos foram calculados a partir do 

ΔCT relacionado ao gene normalizador (Rn18s). Para detectar as alterações na 

expressão gênica nos grupos G0-DH e F2-DH, os valores de ΔCT para cada amostra 

foram normalizados pelo nível médio de ΔCT do grupo dieta controle (grupo 

calibrador) e a alteração na expressão gênica (ΔΔCT) foi calculada. Os valores obtidos 

foram convertidos para uma escala linear (2
-ΔΔCT

) e relatados como expressão 

comparativa em fold change (unidades arbitrárias), que considera a quantidade do gene 

alvo, normalizado para o gene de referência (Rn18s) e em relação ao grupo calibrador.  

4.4.9.4. SELEÇÃO DO CONTROLE ENDÓGENO  

Para a escolha do gene normalizador foi realizada a análise dos dados da 

expressão gênica por qRT-PCR para cinco controles endógenos: hipoxantina-guanina 

fosforibosiltransferase (Hprt1), gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (Gapdh), Rn18s, 

fosfoproteína ribossomal P2 da subunidade 60S (Rplp2) e peptidilprolil isomerase A 

(Ppia). Os resultados foram analisados utilizando o software  NormFinder, que 

classifica o conjunto de genes de acordo com a sua estabilidade em um determinado 

conjunto de amostras, gerando uma medida de estabilidade, onde um valor mais baixo 

implica em uma maior estabilidade na expressão gênica (Andersen et al., 2004). Como 

mostrado na tabela III, o gene Rn18s por ter apresentado menor variação entre as 

amostras de diferentes grupos experimentais foi identificado pelo software  NormFinder 

como o controle ideal para o presente estudo. 

 

Tabela III − Valores de estabilidade dos genes gerados pela análise NormFinder 

Gene Valor de 

estabilidade 

Gene ideal Valor de estabilidade 

do gene ideal 

Hprt1 0,047 Rn18s 0,035 

Gapdh 0,054   

Rn18s 0,035   

Rplp2 0,060   

Ppia 0,043   
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4.4.9.5. CURVA DE EFICIÊNCIA E AMPLIFICAÇÃO DOS PRIMERS 

Para determinar as eficiências da amplificação dos genes Fbp1, Gp, Hadh, 

Hmgcr, Ldlr e Srebp1c foram construídas curvas padrões para cada amplicon a partir de 

um pool de cDNA de seis amostras controles.  

O ensaio foi realizado em triplicata e construído a partir de cinco diluições 

seriadas do cDNA utilizando um fator de diluição de 4x, conforme as seguintes 

concentrações de cDNA: 100 ng/2µL (50 ng/µL) – ponto 1024; 25 ng/2µL (12,5 ng/µL) 

– ponto 256; 6,25 ng/2µL (3,13 ng/µL) – ponto 64; 1,56 ng/2µL (0,78 ng/µL) – ponto 

16; 0,39 ng/2µL (0,195 ng/µL) – ponto 4. Ao término das diluições seriadas, foi 

preparado o mix de cDNA nas cinco diluições com o SYBR
® 

Select Master Mix (Applied 

Biosystems). Para isso, foi calculado a quantidade de reações para cada concentração de 

cDNA da curva (1024, 256, 64, 16 e 4) e para cada primer utilizado. Em seguida, foram 

adicionados em placas de 96 poços: 3µL de primer específico e 7 µL de mix de reação 

(contendo 2µL de cDNA de cada concentração da curva padrão e 5 µL de SYBR
®

 Select 

Master Mix), totalizando um volume de 10 µL de reação em cada poço.  

A curva padrão foi representada por um gráfico de regressão linear semi-log do 

valor de Cq (eixo Y) em comparação ao log da quantidade inicial do ácido nucleico 

(eixo X). O slope da curva padrão foi usado para estimar a eficiência de amplificação. O 

cálculo da estimativa da eficiência (E) foi obtido pela fórmula: E = (10
-1/slope 

– 1) x 100. 

Os primers foram considerados apropriados para avaliar a expressão gênica pelo SYBR
® 

quando apresentaram eficiência de reação acima de 80% e abaixo de 120%. A tabela IV 

mostra os valores de slope e as eficiências dos primers avaliados. 

 

Tabela IV – Valores de slope e eficiências dos primers avaliados 

Gene Slope Eficiência do primer (%) 

Fbp1 -3,41 96 

Gp -3,44 95 

Hadh -3,16 107 

Hmgcr -3,35 99 

Ldlr -3,18 106 

Srebp1c -3,40 97 
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5. ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

As análises estatísticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism 6 for 

Windows, (San Diego, CA, EUA). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste 

Shapiro-Wilk.  A análise de dados paramétricos foi realizada utilizando o teste t não 

pareado e os dados foram apresentados como a média ± erro padrão da média. A análise 

de dados não paramétricos foi realizada pelo teste de Mann-Whitney e os dados foram 

apresentados como a mediana (mínimo valor e máximo valor). O nível de significância 

foi previamente fixado em P<0,05.  
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6. RESULTADOS  

6.1. Parâmetros do Metabolismo de Glicose e Lipídeos de Progenitoras G0 e das 

Proles F2  

Em comparação com as progenitoras G0-DC, as progenitoras G0-DH 

apresentaram aumento da glicemia de jejum (P=0,0159), dos níveis séricos de insulina 

(P=0,0238) e do HOMA-IR (P=0,0159) (tabela V). No entanto, como mostrado na 

tabela V e figura 06, foi observada uma redução do HOMA-β (P=0,0159) e nenhuma 

alteração da AUC do TTOG [712,7 (547,4 mínimo valor - 983,0 máximo valor); n=4; 

G0-DH vs. 621,9 (563,5 mínimo valor - 765,3 máximo valor); n=4; G0-DC; P=0,6571] 

no grupo G0-DH. Em adição, foi visto que o consumo materno de dieta hiperlipídica 

aumentou os níveis de triglicérides (P=0,0317) do grupo G0-DH, quando comparado ao 

grupo G0-DC. No entanto, as concentrações séricas de colesterol total (P=0,7143) 

foram similares em ambos os grupos estudados (tabela V). 

 

Tabela V – Parâmetros bioquímicos e massa relativa (g/ 100g de massa da rata) do fígado de progenitoras 

alimentadas com dieta controle (G0-DC; n=4) ou hiperlipídica (G0-DH; n=5) durante acasalamento, 

gestação e lactação (59 dias). 

Parâmetros bioquímicos G0-DC G0-DH 

Glicemia (mmol/L) 6,40 (5,97 - 6,45) 7,25 (7,12 - 8,34) 
*
 

Insulina (mU/L) 12,84 (12,39 - 13,12) 13,29 (13,12 - 15,31)
 *
 

HOMA-IR 3,66 (3,29 - 3,75) 4,76 (4,21 - 4,93)
 *
 

HOMA-β 89,14 (87,68 - 100,2) 73,35 (54,90 - 83,50)
 *
 

Triglicérides (mmol/L) 0,50 (0,38 - 0,81) 0,96 (0,76 - 1,14) 
*
 

Colesterol (mmol/L) 2,05 (1,52 - 2,36) 2,15 (1,41 - 2,33) 

ALT (UI) 1,31 (0,50 - 2,25) 3,11 (1,52 - 6,85) 

AST (UI) 0,80 (0,57 - 1,05) 1,23 (0,73 - 1,97) 

Fígado (g/100g de massa da rata) 3,95 (3,85 - 4,06) 4,58 (4,04 - 5,39) 
*
 

 n=4 n=5 

Os valores são expressos como mediana (entre parênteses, mínimo valor e máximo valor, 

respectivamente).  As diferenças estatísticas foram determinadas pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 

em relação ao grupo G0-DC.  
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Figura 06: Teste de tolerância oral à glicose (glicemia - mmol/L; painel A) e área sob a curva (AUC; 

painel B) de progenitoras alimentadas com dieta controle (G0-DC; n=4) ou hiperlipídica (G0-DH, n=4) 

durante acasalamento, gestação e lactação (59 dias). Os valores são expressos como mediana (mínimo 

valor e máximo valor). As igualdades estatísticas foram determinadas pelo Teste de Mann Whitney; min = 

minutos. 
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Nossos resultados em relação às proles F2, como indicado na tabela VI e figura 

07, revelaram que o grupo F2-DH, apesar de ter sido alimentado com dieta controle por 

13 semanas após o desmame, apresentou maior glicemia de jejum (P=0,0020), 

concentração de insulina sérica (P=0,0330), HOMA-IR (P=0,0258) e AUC do TTOG 

(555,8 ± 21,80; n=7; F2-DH vs. 484,1 ± 20,94; n=6; F2-DC; P=0,0385) em relação ao 

grupo F2-DC. O HOMA-β foi similar em ambos os grupos estudados (P=0,6356). Foi 

observado também que a prole F2-DH apresentou aumento dos níveis séricos de 

triglicérides (P<0,0001) e colesterol total (P=0,0023) quando comparado à prole F2-DC 

(tabela VI). 

 

Tabela VI – Parâmetros bioquímicos e massa relativa (g/100g de massa do rato) do fígado das proles F2 

de progenitoras alimentadas com dieta controle (F2-DC; n=6-8) ou hiperlipídica (F2-DH; n=6-8) durante 

acasalamento, gestação e lactação (59 dias). 

Parâmetros bioquímicos F2-DC F2-DH 

Glicemia (mmol/L) 6,21 ± 0,34 7,75 ± 0,15 
*
 

Insulina (mU/L) 25,24 ± 1,71 35,50 ± 3,90 
*
 

HOMA-IR 7,09 ± 0,67 11,61 ± 1,65 
*
 

HOMA-β 195,6 ± 24,43 179,4 ± 21,66 

Triglicérides (mmol/L) 0,99 ± 0,03 1,62 ± 0,10 
*
 

Colesterol (mmol/L) 2,03 ± 0,14 2,54 ± 0,04 
*
 

ALT (UI) 3,06 ± 0,35 6,25 ± 1,03 
*
 

AST (UI) 0,66 ± 0,03 1,41 ± 0,24 
*
 

Fígado (g/ 100g de massa do rato) 3,04 ± 0,02 3,57 ± 0,10 
*
 

 n=6-8 n=6-8 

Os valores são expressos como média ± erro padrão da média. As diferenças estatísticas foram 

determinadas pelo Teste t não pareado. 
*
P<0,05 em relação ao grupo F2-DC. 

 



57 
 

T e m p o  ( m in )

G
li

c
e

m
ia

 (
m

m
o

l/
L

)

0 1 5 3 0 4 5 6 0 7 5 9 0

0 .0

2 .0

4 .0

6 .0

8 .0

1 0 .0

F 2 -D C

F 2 - D H*

A

A
U

C

F 2 -D C F 2 -D H

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

*

B

 

Figura 07: Teste de tolerância oral à glicose (glicemia - mmol/L; painel A) e área sob a curva (AUC; 

painel B) das proles F2 de progenitoras alimentadas com dieta controle (F2-DC; n=6) ou hiperlipídica 

(F2-DH; n=7) durante acasalamento, gestação e lactação (59 dias). Os valores são expressos como média 

± erro padrão da média. As diferenças estatísticas foram determinadas pelo Teste t não pareado. 
*
P<0,05 

em relação ao grupo F2-DC; min = minutos. 
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6.2. Histologia do Fígado e Parâmetros Bioquímicos Hepáticos de Progenitoras 

G0 e das Proles F2  

Como indicado na tabela V, as progenitoras G0-DH apresentaram aumento da 

massa relativa do fígado (P=0,0397) (hepatomegalia) e similares níveis séricos das 

enzimas ALT (P=0,1111) e AST (P=0,1111) quando comparado às progenitoras G0-

DC.  Já, a prole F2-DH apresentou hepatomegalia (P=0,0004) e aumento dos níveis 

séricos das enzimas ALT (P=0,0127) e AST (P=0,0083) comparado à prole F2-DC 

(tabela VI). 

A histologia do tecido hepático demostrou uma grande quantidade de deposição 

lipídica no fígado do grupo G0-DH, característico de esteatose microvesicular intensa 

(figura 08b). Em contrapartida, foi observado um padrão de deposição lipídica discreta 

no fígado do grupo F2-DH (figura 08d). Os animais dos grupos G0-DC e F2-DC 

apresentaram alterações histológicas discretas, sendo o aspecto do fígado compatível 

com a normalidade.  
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Figura 08: Fotomicrografias de cortes histológicos de fígado de ratas (os) Fisher demonstrando o grau de 

esteatose microvesicular de progenitoras (G0) alimentadas com dieta controle (DC) ou hiperlipídica (DH) 

durante acasalamento, gestação e lactação e das proles F2 alimentadas com DC durante 13 semanas após 

o desmame. G0 submetida à DC com padrão histológico hepático discreto (painel A); G0 submetida à DH 

com esteatose microvesicular intensa (painel B); proles F2 de progenitoras G0 submetidas à DC ou DH 

com esteatose microvesicular discreta (painéis C e D, respectivamente). Setas indicam esteatose 

microvesicular. Hematoxilina-Eosina. Barra = 50µm (G0-DC, n=4; G0-DH, n=5; F2-DC, n=7; F2-DH, 

n=8). 
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A figura 09 representa o grau de esteatose microvesicular hepática obtido pela 

análise semiquantitativa da esteatose microvesicular, através da graduação ausente, 

discreto, moderado e intenso, baseado no método proposto por (Brunt et al., 1999). Em 

relação a esta análise, as progenitoras G0-DH foram classificadas como 80% com 

esteatose microvesicular intensa e 20% com esteatose microvesicular moderada. Já, a 

prole F2-DH foi classificada como 75% com esteatose microvesicular discreta e 25% 

com esteatose microvesicular intensa. Os grupos G0-DC e F2-DC foram classificados 

como 75% e 71% com esteatose microvesicular discreta, respectivamente, e 25% e 29% 

com esteatose microvesicular ausente, respectivamente.  
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Figura 09: Grau de esteatose microvesicular hepática de progenitoras alimentadas com dieta controle 

(G0-DC) ou hiperlipídica (G0-DH) durante acasalamento, gestação e lactação e das proles F2-DC e F2-

DH alimentadas com dieta controle durante 13 semanas após o desmame (G0-DC, n=4; G0-DH, n=5; F2-

DC, n=7; F2-DH, n=8).  

 

A análise dos resultados obtidos pela metodologia de Folch (Folch et al., 1957) 

revelou que o grupo G0-DH apresentou aumento de 49,18% no conteúdo de lipídeos 

hepáticos quando comparado ao grupo G0-DC (tabela VII). Em adição, a prole F2-DH 

apresentou aumento de 23,21% no conteúdo de lipídeos hepáticos em relação à prole 

F2-DC (tabela VII). Com base nos resultados observados e levando em consideração 

que a NAFLD é caracterizada pelo aumento de mais de 5% de gordura no fígado  (Milić 

e Stimac, 2012; Fang et al., 2018; Stefan et al., 2019), nossos dados sugerem a presença 

da NAFLD em progenitoras G0-DH e na prole F2-DH. 
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Tabela VII – Presença ou ausência da NAFLD em progenitoras alimentadas com 

dieta controle (G0-DC) ou hiperlipídica (G0-DH) durante acasalamento, gestação e 

lactação e nas proles F2-DC e F2-DH alimentadas com dieta controle durante 13 

semanas após o desmame. 

 % de lipídeos 

no fígado 

NAFLD 

G0-DC (n=4) 4,25 (3,29 - 4,89) Não (< 5%) 

G0-DH (n=5) 6,34 (6,03 - 7,01)
*
 Sim (>5%) 

F2-DC (n=5) 4,61 ± 0,18 Não (<5%) 

F2-DH (n=6) 5,68 ± 0,26
#
 Sim (>5%) 

A presença ou ausência da NAFLD foi calculada a partir do conteúdo de lipídeos 

hepáticos obtido pela metodologia de Folch e com base na definição da NAFLD 

descrita pelos estudos da literatura (Milić e Stimac, 2012; Fang et al., 2018; Stefan 

et al., 2019). Os valores são expressos como mediana (entre parênteses, mínimo 

valor e máximo valor, respectivamente) ou como média ± erro padrão da média. As 

diferenças estatísticas foram determinadas pelo Teste de Mann Whitney ou pelo 

Teste t não pareado. 
*
P<0,05 em relação ao grupo G0-DC e 

#
P<0,05 em relação ao 

grupo F2-DC. 

 

Como mostrado na figura 10, o consumo materno de dieta hiperlipídica 

aumentou o conteúdo de triglicérides hepático [4,36 (3,93 - 7,22; mínimo e máximo 

valor); P=0,0159; n=5] e colesterol hepático [0,84 (0,82 - 1,03; mínimo e máximo 

valor); 0,0079; n=5] em progenitoras G0-DH, comparado às progenitoras G0-DC [0,95 

(0,85 - 1,09; mínimo e máximo valor) n=4; triglicérides hepático e 0,59 (0,30 - 0,76; 

mínimo e máximo valor) n=4; colesterol hepático − figura 10a e 10b, respectivamente]. 

Além disso, a dieta hiperlipídica materna também resultou em acúmulo significativo de 

triglicérides hepático (1,84 ± 0,25; n=6) na prole F2-DH em comparação com a prole 

F2-DC (1,05 ± 0,07; P= 0,0225; n=5). No entanto, o teor de colesterol hepático foi 

similar entre as proles estudadas (0,64 ± 0,05; n=5; F2-DC e 0,73 ± 0,05; n=6; F2-DH; 

P=0,2514 − figura 11a e 11b, respectivamente). 
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Figura 10: Teor de triglicérides (painel A) e colesterol (painel B) no fígado de progenitoras alimentadas 

com dieta controle (G0-DC; n=4) ou hiperlipídica (G0-DH, n=5) durante acasalamento, gestação e 

lactação (59 dias). Os valores são expressos como mediana (mínimo valor e máximo valor). As diferenças 

estatísticas foram determinadas pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em relação ao grupo G0-DC.  
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Figura 11: Teor de triglicérides (painel A) e colesterol (painel B) no fígado das proles F2 de progenitoras 

alimentadas com dieta controle (F2-DC, n=5) ou hiperlipídica (F2-DH, n=6) durante acasalamento, 

gestação e lactação (59 dias). Os valores são expressos como média ± erro padrão da média. A diferença 

estatística foi determinada pelo Teste t não pareado. 
*
P<0,05 em relação ao grupo F2-DC.  
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6.3. Avaliação da Atividade Antioxidante e do Estresse Oxidativo no Fígado de 

Progenitoras G0 e das Proles F2 

O consumo materno de dieta hiperlipídica resultou em estresse oxidativo no 

fígado tanto das progenitoras G0-DH como da prole F2-DH, como indicado pelo 

aumento da concentração de TBARS [0,98 mmol/mg de proteína (0,93 mínimo valor - 

1,55 máximo valor); n=5; G0-DH vs. 0,53 mmol/mg de proteína (0,34 mínimo valor - 

0,96 máximo valor); n=4; G0-DC; P= 0,0317 e 1,40 ± 0,08 mmol/mg de proteína; n=8; 

F2-DH vs. 1,02 ± 0,06 mmol/mg de proteína; n=7; F2-DC; P=0,0035 − figuras 12c  e 

13c, respectivamente].  

Em adição, como mostrado na figura 12a, foi observado um aumento da 

atividade da SOD somente em progenitoras G0-DH [2,46 U/mg de proteína (1,61 

mínimo valor - 3,57 máximo valor); n=5; P=0,0159] comparado às progenitoras G0-DC 

[1,36 (1,15 mínimo valor - 1,43 máximo valor); n=4]. A atividade da SOD foi similar 

nas proles F2-DC (1,26 ± 0,08 U/mg de proteína; n=7) e F2-DH (1,44 ± 0,07 U/mg de 

proteína; n=7; P= 0,1328 − figura 13a).  

Além disso, no presente estudo, não foi relatado alterações significativas da 

concentração de proteína carbonilada em todos os grupos estudados [1,62 mmol/mg de 

proteína (1,38 mínimo valor - 2,42 máximo valor); n=5; G0-DH; vs. 1,37 mmol/mg de 

proteína (1,08 mínimo valor - 1,76 máximo valor); n=4; G0-DC; P=0,2857 e 0,20 ± 

0,05 mmol/mg de proteína; n=5; F2-DH  vs. 0,26 ± 0,06 mmol/mg de proteína; n=5; F2-

DC; P=0,5110 − figuras 12b e 13b]. 
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Figura 12: Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD, painel A), concentrações de proteína 

carbonilada (painel B) e peroxidação lipídica avaliada pela formação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS, painel C) no fígado de progenitoras alimentadas com dieta controle (G0-DC; 

n=4) ou hiperlipídica (G0-DH, n=5) durante acasalamento, gestação e lactação (59 dias). Os valores são 

expressos como mediana (mínimo valor e máximo valor). As diferenças estatísticas foram determinadas 

pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em relação ao grupo G0-DC.  
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Figura 13: Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD, painel A), concentrações de proteína 

carbonilada (painel B) e peroxidação lipídica avaliada pela formação de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS, painel C) no fígado das proles F2 de progenitoras alimentadas com dieta controle 

(F2-DC; n=5-8) ou hiperlipídica (F2-DH, n=5-8) durante acasalamento, gestação e lactação (59 dias). Os 

valores são expressos como média ± erro padrão da média. A diferença estatística foi determinada pelo 

Teste t não pareado. 
*
P<0,05 em relação ao grupo F2-DC.  
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6.4. Expressão de mRNAs do Metabolismo de Glicose e Lipídeos no Fígado de 

Progenitoras G0 e das Proles F2 por qRT-PCR 

Nossos resultados (figuras 14 e 15) revelaram que o consumo materno de dieta 

hiperlipídica reduziu os níveis de expressão gênica de Insr, Irs1 e Akt2 tanto em 

progenitroras G0-DH [3,510e-005 (3,760e-006 mínimo valor - 0,09 máximo valor); 

n=5; P=0,0159 – Insr; 2,530e-005 (2,530e-005 mínimo valor - 0,03 máximo valor); 

n=5; P=0,0159 – Irs1; 0,003 (5,680e-005 mínimo valor - 0,63 máximo valor); n=5; 

P=0,0159 – Akt2] quanto na prole F2-DH [0,48 (0,30 mínimo valor - 0,70 máximo 

valor); n=4; P=0,0286 – Insr; 0,32 (0,07 mínimo valor - 0,72 máximo valor); n=5; 

P=0,0159 – Irs1; 0,43 (0,29 mínimo valor - 0,69 máximo valor); n=4; P=0,0286 – Akt2] 

em comparação com os seus respectivos calibradores [1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 

máximo valor); n=4 – Insr; 1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – Irs1; 

1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – Akt2 – G0-DC e F2-DC]. 
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Figura 14: Expressão de mRNA de Insr (painel A), Irs1 (painel B) e Akt2 (painel C) (qRT-PCR) no 

fígado de progenitoras alimentadas com dieta controle (G0-DC; n=4) ou hiperlipídica (G0-DH, n=5) 

durante acasalamento, gestação e lactação (59 dias). Os círculos pretos representam valores médios da 

expressão fold change de mRNAs alvos em relação ao grupo calibrador G0-DC (representado pelos 

círculos brancos). As diferenças estatísticas foram determinadas pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em 

comparação com o grupo calibrador G0-DC. 
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Figura 15: Expressão de mRNA de Insr (painel A), Irs1 (painel B) e Akt2 (painel C) (qRT-PCR) no 

fígado das proles F2 de progenitoras alimentadas com dieta controle (F2-DC; n=4) ou hiperlipídica (F2-

DH, n=4-5) durante acasalamento, gestação e lactação (59 dias). Os círculos pretos representam valores 

médios da expressão fold change de mRNAs alvos em relação ao grupo calibrador F2-DC (representado 

pelos círculos brancos). As diferenças estatísticas foram determinadas pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em comparação com o grupo calibrador F2-DC. 
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Já, a análise da expressão de Fbp1 e Gp mostrou que os seus níveis de mRNA 

foram maiores no grupo G0-DH [2,62 (1,77 mínimo valor - 2,90 máximo valor); n=5; 

P=0,0159 – Fbp1; 1,53 (1,44 mínimo valor – 2,00 máximo valor); n=4; P=0,0286 – 

Gp]; comparado ao grupo de referência G0-DC [1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo 

valor); n=4 – Fbp1; 1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – Gp – figura 

16). Em relação às proles F2, foi observado aumento dos níveis de expressão gênica de 

Fbp1 e níveis similares de mRNA de Gp no grupo F2-DH [1,07 (0,97 mínimo valor - 

1,66 máximo valor); n=6; P=0,0476 – Fbp1; 1,14 ± 0,12; n=5; P=0,2195 – Gp], 

comparado ao grupo calibrador F2-DC [1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); 

n=6 – Fbp1; 1,00 ± 0,00; n=6 – Gp – figura 17). 
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Figura 16: Expressão de mRNA de Fbp1 (painel A) e Gp (painel B) (qRT-PCR) no fígado de 

progenitoras alimentadas com dieta controle (G0-DC; n=4) ou hiperlipídica (G0-DH, n=4-5) durante 

acasalamento, gestação e lactação (59 dias). Os círculos pretos representam valores médios da expressão 

fold change de mRNAs alvos em relação ao grupo calibrador G0-DC (representado pelos círculos 

brancos). As diferenças estatísticas foram determinadas pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em 

comparação com o grupo calibrador G0-DC. 
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Figura 17: Expressão de mRNA de Fbp1 (painel A) e Gp (painel B) (qRT-PCR) no fígado das proles F2 

de progenitoras alimentadas com dieta controle (F2-DC; n=6) ou hiperlipídica (F2-DH, n=5-6) durante 

acasalamento, gestação e lactação (59 dias). A barra preta ou círculos pretos representam valores médios 

da expressão fold change de mRNAs alvos em relação ao grupo calibrador F2-DC (representado pela 

barra branca ou círculos brancos). A diferença estatística foi determinada pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em comparação com o grupo calibrador F2-DC. 
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Em relação ao metabolismo de lipídeos, foi visto que o grupo G0-DH apresentou 

aumento dos níveis de expressão gênica de Srebp1c [1,97 (1,62 mínimo valor - 2,28 

máximo valor); n=4; P=0,0286] e níveis similares de mRNA de Hadh [1,41 (0,99 

mínimo valor - 4,39 máximo valor); n=5; P=0,1587] em comparação com o grupo G0-

DC [1,00 (1,00 mínimo valor – 1,00 máximo valor); n=4 – Srebp1c; 1,00 (1,00 mínimo 

valor – 1,00 máximo valor); n=4 – Hadh – figura 18a e 18b, respectivamente]. Em 

contrapartida, foi observado que o grupo F2-DH apresentou níveis similares de mRNA 

de Srebp1c (1,22 ± 0,26; n=6; P=0,4032) e aumento dos níveis de expressão gênica de 

Hadh (4,82 ± 1,45; n=6; P=0,0247) comparado ao grupo F2-DC (1,00 ± 0,00; n=6 – 

Srebp1c; 1,00 ± 0,00; n=6 – Hadh – figura 19a e 19b, respectivamente). 
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Figura 18: Expressão de mRNA de Hadh (painel A) e Srebp1c (painel B) (qRT-PCR) no fígado de 

progenitoras alimentadas com dieta controle (G0-DC; n=4) ou hiperlipídica (G0-DH, n=4-5) durante 

acasalamento, gestação e lactação (59 dias). Os círculos pretos representam valores médios da expressão 

fold change de mRNAs alvos em relação ao grupo calibrador G0-DC (representado pelos círculos 

brancos). A diferença estatística foi determinada pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em comparação 

com o grupo calibrador G0-DC. 
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Figura 19: Expressão de Hadh (painel A) e Srebp1c (painel B) (qRT-PCR) no fígado das proles F2 de 

progenitoras alimentadas com dieta controle (F2-DC; n=6) ou hiperlipídica (F2-DH, n=6) durante 

acasalamento, gestação e lactação (59 dias). As barras pretas representam valores médios da expressão 

fold change de mRNAs alvos em relação ao grupo calibrador F2-DC (representado pelas barras brancas).  

A diferença estatística foi determinada pelo Teste t não pareado. 
*
P<0,05 em comparação com o grupo 

calibrador F2-DC. 
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A análise da expressão de genes relacionados ao metabolismo de colesterol, 

revelou que as progenitoras G0-DH apresentaram aumento da expressão de mRNA de 

Hmgcr [2,69 (2,44 mínimo valor - 14,16 máximo valor); n=5; P=0,0159] e Ldlr [2,77 

(2,31 mínimo valor - 5,07 máximo valor); n=5; P=0,0159] em comparação com as 

progenitoras G0-DC [1,00 (1,00 mínimo valor – 1,00 máximo valor); n=4 – Hmgcr; 

1,00 (1,00 mínimo valor – 1,00 máximo valor); n=4 – Ldlr – figura 20a e 20b, 

respectivamente]. Em contrapartida, foi observado que a prole F2-DH apresentou 

redução dos níveis de mRNA de Hmgcr (0,65 ± 0,10; n=6; P=0,0058) e níveis similares 

de mRNA de Ldlr (0,97 ± 0,13; n=5; P=0,8290) comparado à prole F2-DC (1,00 ± 0,00; 

n=6 – Hmgcr; 1,00 ± 0,00; n=6 – Ldlr – figura 21a e 21b, respectivamente). 
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Figura 20: Expressão de mRNA de Hmgcr (painel A) e Ldlr (painel B) (qRT-PCR) no fígado de 

progenitoras alimentadas com dieta controle (G0-DC; n=4) ou hiperlipídica (G0-DH, n=4-5) durante 

acasalamento, gestação e lactação (59 dias). Os círculos pretos representam valores médios da expressão 

fold change de mRNAs alvos em relação ao grupo calibrador G0-DC (representado pelos círculos 

brancos). As diferenças estatísticas foram determinadas pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em 

comparação com o grupo calibrador G0-DC. 
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Figura 21: Expressão de mRNA de Hmgcr (painel A) e Ldlr (painel B) (qRT-PCR) no fígado das proles 

de progenitoras alimentadas com dieta controle (F2-DC; n=6) ou hiperlipídica (F2-DH, n=5-6) durante 

acasalamento, gestação e lactação (59 dias). As barras pretas representam valores médios da expressão 

fold change de mRNAs alvos em relação ao grupo calibrador F2-DC (representado pelas barras brancas). 

A diferença estatística foi determinada pelo Teste t não pareado. 
*
P<0,05 em comparação com o grupo 

calibrador F2-DC. 
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6.5. Expressão de mRNAs de Sirtuínas no Fígado de Progenitoras G0 e das Proles F2 

por qRT-PCR 

Como indicado na figura 22, progenitoras G0-DH apresentaram redução dos 

níveis de mRNA de Sirt1 [0,0009 (0,0009 mínimo valor - 0,0009 máximo valor); n=5; 

P=0,0079], Sirt2 [1,640e-005 (1,640e-005 mínimo valor - 0,14 máximo valor); n=5; 

P=0,0159], Sirt3 [0,002 (0,0001 mínimo valor - 0,08 máximo valor); n=5; P=0,0159] e 

Sirt7 [0,0005 (0,0005 mínimo valor - 0,03 máximo valor); n=5; P=0,0159] comparado 

às progenitoras G0-DC [1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – Sirt1; 

1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – Sirt2; 1,00 (1,00 mínimo valor - 

1,00 máximo valor); n=4 – Sirt3 e 1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – 

Sirt7].  

Não foram observadas alterações dos níveis de mRNA de Sirt4 [1,00 (1,00 

mínimo valor - 1,00 máximo valor);  n=5 – G0-DH vs. 1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 

máximo valor); n=4 – G0-DC; P> 0,9999], Sirt5 [1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 

máximo valor); n=5 – G0-DH vs. 1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor);  n=4 – 

G0-DC; P> 0,9999] e Sirt6 [1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=5 – G0-

DH vs. 1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor);  n=4 – G0-DC; P> 0,9999] nos 

grupos estudados. 
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Figura 22: Expressão de mRNA de Sirt1 (painel A), Sirt2 (painel B),  Sirt3 (painel C), Sirt4 (painel D), 

Sirt5 (painel E), Sirt6 (painel F) e Sirt7 (painel G) (qRT-PCR) no fígado de progenitoras alimentadas com 

dieta controle (G0-DC; n=4) ou hiperlipídica (G0-DH, n=5) durante acasalamento, gestação e lactação 

(59 dias). Os círculos pretos representam valores médios da expressão fold change de mRNAs alvos em 

relação ao grupo calibrador G0-DC (representado pelos círculos brancos). As diferenças estatísticas foram 

determinadas pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em comparação com o grupo calibrador G0-DC. 
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Em relação às proles F2, como indicado na figura 23, foi observada uma redução 

significativa dos níveis de expressão gênica de Sirt1 [0,28 (0,13 mínimo valor - 0,61 

máximo valor); n=4; P= 0,0286], Sirt2 [0,14 (0,01 mínimo valor - 0,87 máximo valor); 

n=5; P= 0,0159], Sirt3 [0,09 (0,08 mínimo valor - 0,13 máximo valor); n=5; P= 0,0159], 

Sirt5 [0,12 (0,05 mínimo valor - 0,26 máximo valor); n=4; P= 0,0286], Sirt6 [0,009 

(0,009 mínimo valor - 0,33 máximo valor); n=6; P= 0,0095] e Sirt7 [0,22 (0,06 mínimo 

valor - 0,47 máximo valor); n=5; P= 0,0159] no grupo F2-DH, comparado ao grupo F2-

DC [1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – Sirt1; 1,00 (1,00 mínimo 

valor - 1,00 máximo valor); n=4 – Sirt2; 1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); 

n=4 – Sirt3; 1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – Sirt5; 1,00 (1,00 

mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – Sirt6; 1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 

máximo valor); n=4 – Sirt7]. Não houve diferença na expressão gênica de Sirt4 nos 

grupos estudados [1,00 (1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – F2-DH vs. 1,00 

(1,00 mínimo valor - 1,00 máximo valor); n=4 – F2-DC].  
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Figura 23: Expressão de mRNA de Sirt1 (painel A), Sirt2 (painel B),  Sirt3 (painel C), Sirt4 (painel D), 

Sirt5 (painel E), Sirt6 (painel F) e Sirt7 (painel G) (qRT-PCR) no fígado das proles F2 de progenitoras 

alimentadas com dieta controle (F2-DC; n=4) ou hiperlipídica (F2-DH, n=4-6) durante acasalamento, 

gestação e lactação (59 dias). Os círculos pretos representam valores médios da expressão fold change de 

mRNAs alvos em relação ao grupo calibrador F2-DC (representado pelos círculos brancos). As diferenças 

estatísticas foram determinadas pelo Teste de Mann Whitney. 
*
P<0,05 em comparação com o grupo 

calibrador F2-DC. 
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7. DISCUSSÃO 

 Nossos resultados demonstraram que o consumo materno de dieta hiperlipídica 

durante um curto período de tempo (acasalamento, gestação e lactação) induziu 

desregulação no metabolismo hepático que levou a distúrbios metabólicos em 

progenitoras G0-DH. Essa desregulação metabólica hepática foi transmitida aos seus 

descendentes F2-DH, apesar da própria prole F2-DH e de suas genitoras G1-DH terem 

sido alimentadas com dieta controle desde o desmame até completarem 90 dias de 

idade, indicando que a dieta hiperlipídica materna atuou como um desregulador 

metabólico hepático transgeracional na geração F2.  

No presente estudo, a consanguinidade entre os grupos foi evitada a fim de a 

dieta hiperlipídica materna ser exclusivamente o fator desregulador de nossos 

resultados. Outra importante consideração, a se fazer sobre o nosso estudo, trata-se do 

tempo de exposição à dieta hiperlipídica materna: os estudos da literatura sobre o efeito 

da dieta hiperlipídica materna na prole apresentam grande variabilidade nos protocolos 

experimentais referentes às composições dietéticas, duração da submissão da dieta, 

linhagem dos animais, idade e sexo da prole, dificultando a compreensão da importância 

da dieta hiperlipídica submetida às progenitoras na saúde de seus descendentes. Neste 

trabalho, avaliamos o efeito da dieta hiperlipídica materna apenas durante o 

acasalamento, a gestação e a amamentação (59 dias) sobre o metabolismo hepático na 

F2, sendo que a F1 e F2 somente se alimentaram de deita controle desde o desmame até 

completarem 90 dias de idade. Assim, os distúrbios metabólicos na prole F2-DH podem 

ser atribuídos ao efeito da dieta hiperlipídica materna da G0. 

Dados anteriores de nosso laboratório (Barbosa, 2018) mostraram que as 

progenitoras G0-DH apresentaram distúrbios característicos da síndrome metabólica 

que foram transmitidos aos seus descendentes F1 e F2, apesar de terem sido 

alimentados somente com dieta controle após o desmame. No presente estudo, as 

progenitoras G0-DH não desenvolveram intolerância à glicose, no entanto, 

apresentaram hiperglicemia de jejum, hiperinsulinemia, resistência à insulina e 

disfunção das células beta pancreáticas. Em adição, foi observado que a prole F2-DH 

apresentou intolerância à glicose, hiperglicemia de jejum, hiperinsulinemia, resistência à 

insulina e capacidade normal da função das células beta pancreáticas, apesar de ter sido 

alimentada com dieta controle por 13 semanas após o desmame. Essas alterações podem 

ser atribuídas: 1) ao prejuízo na sinalização de insulina hepática induzido pela redução 
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dos níveis de expressão gênica de Insr, Irs1 e Akt2; 2) ao aumento da produção de 

glicose hepática induzido pelo aumento dos níveis de expressão gênica de Fbp1 tanto 

em progenitoras G0-DH quanto na prole F2-DH; e 3) ao aumento da degradação de 

glicogênio hepático induzido pelo aumento dos níveis de expressão gênica de Gp em 

progenitoras G0-DH. Nossos resultados sugerem que a dieta hiperlipídica materna pode 

induzir um efeito transgeracional na resistência à insulina hepática na F2, em parte, por 

desregular o metabolismo de glicose hepático da G0.  

Nossos dados são corroborados pelo estudo que relatou que indivíduos 

resistentes à insulina apresentam taxas aumentadas de produção de glicose hepática 

(Roden et al., 2000). Em adição, estudos da literatura (Rizza, 2010; Lin e Accili, 2011) 

demonstraram que fígados resistentes à insulina falham em suprimir a glicogenólise e a 

gliconeogênese, resultando no aumento da produção da glicose hepática, apesar da 

hiperinsulinemia.  

Nossos achados também são consistentes com prévios estudos de nosso 

laboratório (Zacarias et al., 2017) que descreveram resultados similares utlizando a 

mesma dieta hiperlipídica do presente estudo. De Castro (2015) demonstraram que o 

consumo crônico da dieta hiperlipídica durante 13 semanas após o desmame induziu 

hiperglicemia de jejum, hiperinsulinemia, intolerância à glicose, resistência à insulina e 

prejuízo da sinalização de insulina induzido pela redução dos níveis de mRNA de 

componentes da via de sinalização de insulina no fígado (Irs1 e Akt2), no músculo 

gastrocnênico (Insr, Irs1, Akt2 e Glut4) e no tecido adiposo branco retroperitoneal (Insr, 

Irs1, Irs2 e Glut4) em ratos Fischer. Em adição, Zacarias e colaboradores (2017) 

(Zacarias et al., 2017) também relataram que o consumo crônico da dieta hiperlipídica 

durante 13 semanas após o desmame resultou em hiperglicemia de jejum, 

hiperinsulinemia e resistência a insulina hepática mediada pela redução da expressão de 

mRNA de Irs1 e Akt2 em ratos Fischer sedentários. 

Estudos da literatura (Mccurdy et al., 2009; Ashino et al., 2012; Fante et al., 

2016; Huang, Y. H. et al., 2017) também descreveram resultados similares ao do 

presente estudo. Fante e colaboradores (2016) demonstraram que as genitoras 

alimentadas com dieta hiperlipídica por três semanas antes da gestação e durante a 

gestação e a lactação apresentaram hiperglicemia no décimo segundo dia da gestação e 

no décimo quinto dia da lactação e hiperinsulinemia no décimo oitavo dia da gestação e 

no décimo quinto dia da lactação em comparação às genitoras alimentadas com dieta 

controle. Em adição, a prole adulta F1 apresentou aumento da expressão proteica de 
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PEPCK, redução dos níveis de glicogênio hepático, hiperglicemia de jejum e 

intolerância à glicose, apesar de ter sido alimentada com dieta controle após o desmame 

(Fante et al., 2016). Os resultados desse estudo indicam que a dieta hiperlipídica 

materna resultou em aumento da produção de glicose hepática e aumento da degradação 

de glicogênio hepático, independente da nutrição pós-natal da prole F1, similar ao 

observado na prole F2-DH do presente estudo.  

De forma complentar, Ashino e colaboradores (2012) relataram que o consumo 

de dieta hiperlipídica por uma semana antes do acasalamento e durante a gestação e 

lactação induziu aumento da expressão proteica de PEPCK e redução da fosforilação no 

resíduo de tirosina dos componentes da via de sinalização da insulina (INSR, IRS1 e 

AKT) no fígado da prole adulta F1, apesar de ter sido alimentada com dieta controle 

após o desmame (Ashino et al., 2012). Os resultados desse estudo indicam que a dieta 

hiperlipídica materna resultou em aumento da produção de glicose hepática e resistência 

molecular à insulina hepática, independente da nutrição pós-natal da prole F1, similar ao 

observado na prole F2-DH do presente estudo. Esses estudos juntamente com o nosso 

demonstram a importância da dieta submetida à progenitora no período gestacional em 

influenciar a saúde da prole F2. 

Em adição, McCurdy e colaboradores (2009) utilizando macacas japonesas 

adultas jovens com 5 a 6 anos de idade, alimentadas com dieta hiperlipídica, 

demonstraram que o consumo crônico da dieta hiperlipídica antes da gestação (quatro 

anos) e durante a gestação, induziu aumento da expressão de mRNA das enzimas G6p e 

Fbp1 no fígado fetal com 30 dias de gestação (Mccurdy et al., 2009), indicando que a 

dieta hiperlipídica materna alterou o programa de expressão de genes gliconeogênicos 

no fígado fetal, similar ao observado na prole F2-DH do presente estudo. 

Mais recentemente, Huang e colaboradores (2017) demonstraram que o 

consumo da dieta hiperlipídica durante oito semanas antes do acasalamento mais seis 

semanas nos períodos de acasalamento, gestação e lactação também induziu intolerância 

à glicose em progenitoras G0 e na prole F2 de ratos, apesar de ter sido alimentada com 

dieta controle após o desmame. Além disso, nesse estudo foi observado que a dieta 

hiperlipídica materna induziu aumento dos níveis séricos de glicose de jejum na prole 

F2 com três semanas de idade; e redução dos níveis séricos de insulina, do HOMA-β e 

da taxa de proliferação das células β pancreáticas nas proles F2 com três e doze semanas 

de idade, indicando que a dieta hiperlipídica materna durante a pré-gestação, gestação e 

lactação levou a intolerância à glicose devido ao prejuízo na função e proliferação de 
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células β pancreáticas (Huang, Y. H. et al., 2017). No entanto, no nosso modelo animal, 

observamos que a dieta hiperlipídica materna induziu hiperinsulinemia, intolerância à 

glicose e nenhuma alteração do índice HOMA-β na prole F2-DH. Esta diferença pode 

ser explicada pela variação do tempo de consumo da dieta, uma vez que nesse estudo 

citado a dieta hiperlipídica foi submetida à genitora por 14 semanas, enquanto no 

presente estudo a dieta hiperlipídica foi submetida por apenas 8 semanas. Os dados da 

literatura juntamente com os nossos reforçam a nossa hipótese de que a dieta 

hiperlipídica materna pode atuar como um desregulador transgeracional do metabolismo 

hepático de glicose. 

Estudos da literatura (Roden et al., 2000; Petersen et al., 2007; Lambert et al., 

2014) demonstraram que indivíduos resistentes à insulina exibem aumento da produção 

hepática de glicose juntamente ao aumento da síntese lipídica, indicando que durante a 

progressão da resistência à insulina, a insulina falha em suprimir a produção hepática de 

glicose e, paradoxalmente, estimula a síntese lipídica, levando a NAFLD, hiperglicemia 

e hipertrigliceridemia (Brown e Goldstein, 2008; Santoleri e Titchenell, 2019). De 

forma similar, Semple e colaboradores (2009) relataram que humanos com defeito pós-

receptor seletivo na AKT2 exibiram elevada lipogênese, aumento do conteúdo de 

gordura hepática, hipertrigliceridemia e baixos níveis de colesterol HDL, demonstrando 

que a resistência à insulina hepática pós-receptor é um elemento chave no 

desenvolvimento de dislipidemia metabólica e esteatose hepática (Semple et al., 2009).  

Consistente com esses achados, no presente estudo, foi observado que as 

progenitoras G0-DH apresentaram reduzida expressão gênica de Akt2 no fígado 

juntamente com dislipidemia, hepatomegalia e esteatose microvesicular intensa, 

resultante provavelmente do acúmulo hepático de triglicérides e colesterol. No entanto, 

o grupo G0-DH não exibiu nenhuma alteração significativa nos níveis séricos das 

enzimas ALT e AST. Estendendo nossa observação, a prole F2-DH apresentou 

dislipidemia, hepatomegalia e aumento dos níveis séricos das enzimas ALT e AST, 

indicando comprometimento da função hepática, apesar de ter sido alimentada com 

dieta controle durante 13 semanas após desmame. Em adição, 75% dos ratos F2-DH 

apresentaram um padrão de deposição lipídica discreta e 25% dos animais apresentaram 

esteatose microvesicular intensa, como indicado pela análise histológica. No entanto, a 

análise dos resultados obtidos pela metodologia de Folch revelou que a prole F2-DH 

apresentou acúmulo significativo de triglicérides hepático.  
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A NAFLD é clinicamente definida pelo armazenamento de triglicérides 

excedendo 5% da massa hepática total (Milić e Stimac, 2012; Stefan et al., 2019). 

Nossos resultados demonstraram que as progenitoras G0-DH apresentaram aumento de 

49,18% no conteúdo de lipídeos hepáticos em relação às progenitoras G0-DC. 

Enquanto, a prole F2-DH apresentou aumento de 23,21% no conteúdo de lipídeos 

hepáticos em relação à prole F2-DC. Com base na definição clínica da NAFLD, nossos 

dados sugerem a presença da NAFLD em progenitoras G0-DH e na prole F2-DH. No 

entanto, a fim de confirmar se a dieta hiperlipídica materna induz NAFLD tanto em 

progenitoras G0-DH quanto na prole F2-DH, posteriormente será realizada a técnica de 

oil red.  

Estudo prévio de nosso laboratório (De Castro et al., 2013) relatou que ratos 

Fischer submetidos à mesma dieta hiperlipídica do presente estudo, imediatamente após 

o desmame por um período de 13 semanas, apresentaram aumento da massa do fígado e 

NAFLD, juntamente com altos níveis séricos de ALT e AST, indicando dano hepático e 

deposição ectópica de gordura no fígado. De forma interessante, observamos fenótipo 

similar a este na prole F2-DH, cuja mãe foi exposta a dieta hiperlipídica somente in 

utero e durante o aleitamento materno.  

Nossos dados são corroborados por estudos da literatura (Li et al., 2012; 

Takasaki et al., 2012) que relataram que o consumo materno de dieta hiperlipídica 

durante a G0 promoveu acúmulo lipídico hepático e esteatose hepática na F2. No 

entanto, nestes estudos, ambas as F1 e F2 foram continuamente alimentadas com dieta 

hiperlipídica, dessa forma, o impacto da dieta hiperlipídica materna da G0 na F2 não 

pôde ser distinguido da dieta hiperlipídica das proles F1 e F2. No presente estudo, 

apenas as progenitoras G0-DH foram alimentadas com dieta hiperlipídica, ambas as F1 

e F2 receberam dieta controle após o desmame, indicando o impacto da dieta 

hiperlipídica materna da G0 na F2.  

O acúmulo intracelular de triglicérides hepático reflete o balanço entre o fluxo 

de ácidos graxos livres, lipogênese de novo, oxidação de ácidos graxos e secreção de 

lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) (Postic e Girard, 2008; Stefan et al., 

2008). O aumento do conteúdo de triglicérides hepático em progenitoras G0-DH sugere 

aumento da liberação de produtos de quilomícrons remanescentes e de produtos 

lipolíticos do tecido adiposo que, por sua vez, podem aumentar a reesterificação 

hepática de triglicérides e sua liberação na circulação sob a forma de VLDL. Além 

disso, a esteatose hepática em progenitoras G0-DH pode ser também consequência do 
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aumento da lipogênese de novo combinada com nenhuma alteração significativa da β-

oxidação. Esta hipótese é fundamentada pelo aumento da expressão de mRNA do fator 

de transcrição chave de genes lipogênicos, Srebp1c, e pelos níveis similares de mRNA 

da enzima da β-oxidação, Hadh, observados no grupo G0-DH.  No entanto, a prole F2-

DH exibiu aumento da β-oxidação, indicado pelo aumento da expressão de mRNA da 

enzima Hadh, e nenhuma alteração da lipogênese, indicada pelos níveis similares de 

mRNA de Srebp1c, apesar de ter apresentado acúmulo de triglicérides hepático, 

sugerindo um mecanismo adaptativo e compensatório em resposta ao intenso acúmulo 

de triglicérides hepático de suas progenitoras G0-DH e também uma sobrecarga do 

processo de β-oxidação em resposta ao aumento do fluxo de ácidos graxos livres para o 

fígado mediado pelo quadro de resistência à insulina observado nesse grupo. 

Recente estudo da literatura (Huang, Y. et al., 2017) relatou que o consumo de 

dieta hiperlipídica por oito semanas antes e durante a gestação e lactação, induziu 

intolerância à glicose, hipercolesterolemia, esteatose hepática e aumento da expressão 

de genes lipogênicos (enzima málica e estearoil-coa desaturase) e lipolíticos (PPARα; 

Cpt-1; enoil-CoA hidratase e 3-hidroxiacil CoA desidrogenase) no início da vida da 

prole F1 de ratos, indicando que a dieta hiperlipídica materna além de induzir a 

lipogênese, promove também a lipólise através da β-oxidação, como um mecanismo 

compensatório, levando a distúrbios metabólicos na prole F1. 

No presente estudo, a esteatose microvesicular intensa observada nos grupos G0-

DH e F2-DH pode ter sido induzida não apenas devido ao teor de gordura da dieta 

hiperlipídica, mas também devido ao seu conteúdo de carboidratos simples, como por 

exemplo, sacarose e frutose. A frutose é um açúcar excepcionalmente lipogênico (Ter 

Horst e Serlie, 2017). Foi demonstrado que o consumo crônico de frutose promove 

mecanismos que regulam positivamente o programa de lipogênese hepática, incluindo o 

SREPB-1c (Ter Horst e Serlie, 2017). Mukai e colaboradores (2013) demonstraram que 

a ingestão de baixa dose de frutose (10% na água ad libitum) durante a gestação, 

induziu aumento dos níveis de expressão gênica e proteica de SREBP-1c no fígado de 

ratas Wistar e da prole F1 de fetos com 20 dias de gestação. Nesse estudo, o consumo 

de frutose também induziu no fígado materno: aumento dos níveis de mRNA de FAS 

(gene alvo de SREBP-1c), redução dos níveis de mRNA de acil-CoA oxidase (primeira 

enzima da β-oxidação peroxissomal) e acúmulo de gotículas lipídicas, sugerindo que a 

ingestão de frutose durante a gestação levou ao aumento da lipogênese de novo através 

do aumento da expressão de SREBP-1c e de genes alvo lipogênicos (Mukai et al., 
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2013).  Além disso, estudo relatou elevada lipogênese de novo em humanos com 

NAFLD (Lambert et al., 2014). Estes relatos são consistentes com nossos achados em 

progenitoras G0-DH que apresentaram esteatose microvesicular intensa juntamente com 

elevada expressão de mRNA de Srebp1c. Os dados da literatura juntamente com os 

nossos reforçam a nossa hipótese de que a dieta hiperlipídica materna pode atuar como 

um desregulador transgeracional do metabolismo hepático de lipídeos. 

Estudos da literatura (Van Rooyen et al., 2011; Kerr e Davidson, 2012; Tomita 

et al., 2014) relataram que a NAFLD induzida por hipercolesterolemia é caracterizada 

pelo acúmulo de colesterol hepático, aumento da síntese de colesterol e alterada 

expressão de genes envolvidos no metabolismo de colesterol, o que contribui para a 

progressão da doença. No presente estudo, foi observado que a dieta hiperlipídica 

materna não alterou a concentração sérica de colesterol total, no entanto, aumentou o 

teor de colesterol hepático e os níveis de expressão de mRNA de Hmgcr e Ldlr em 

progenitoras G0-DH, sugerindo que a dieta hiperlipídica materna desregulou o 

metabolismo hepático de colesterol, o que pode ter contribuido para o desenvolvimento 

da NAFLD nesse grupo. Nossos achados são consistentes com o estudo de Kim e Kwon 

(2016). Neste trabalho, foi relatado que genitoras expostas à dieta hiperlipídica durante 

a gestação e lactação apresentaram aumento dos níveis séricos de colesterol, dos níveis 

de triglicérides hepáticos e dos níveis de mRNA de Srebp2 e Ldlr em relação ao grupo 

controle, indicando que a dieta hiperlipídica materna alterou a homeostase do 

metabolismo de colesterol em genitoras (Kim e Kwon, 2016), similar ao observado no 

grupo G0-DH do presente estudo. 

Estudo anterior de nosso laboratório (Barbosa, 2018), utilizando o mesmo 

protocolo do presente estudo, mostrou aumento dos níveis séricos de colesterol total na 

prole F2-DH, mesmo esta tendo sido alimentada com dieta controle após o desmame. 

No presente estudo, foi visto que a prole F2-DH apresentou redução dos níveis de 

mRNA de Hmgcr e níveis similares de colesterol hepático e de mRNA de Ldlr, apesar 

de ter apresentado aumento dos níveis séricos de colesterol total, sugerindo um sistema 

de feedback negativo em resposta a exposição ao ambiente hipercolesterolêmico 

hepático no início da vida da geração F1. Nossos achados são consistentes com o estudo 

de Benatti e colaboradores (2014) que descreveu resultados similares no início da vida 

da prole F1 alimentada com dieta controle após desmame. Os autores demonstraram que 

camundongos de genitoras alimentadas com dieta hiperlipídica apresentaram reduzida 

expressão gênica de Hmgcr em relação ao grupo controle, no entanto, o nível sérico de 
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colesterol foi maior em vez de menor (Benatti et al., 2014). De forma complementar, 

Kim e Kwon (2016) relataram que a prole F1 de genitoras alimentadas com dieta 

hiperlipídica durante a gestação e lactação apresentou aumento dos níveis séricos de 

colesterol, apesar de ter exibido níveis similares de colesterol hepático e de mRNA de 

Srebp2 e Ldlr (Kim e Kwon, 2016). Os resultados da literatura juntamente com os 

nossos reforçam a nossa hipótese de que a dieta hiperlipídica materna pode atuar como 

um desregulador transgeracional do metabolismo hepático de colesterol. 

Estudo prévio da literatura (Luo et al., 2006) relatou que fatores nutricionais 

desempenham um importante papel na programação da suscetibilidade da prole ao 

estresse oxidativo e distúrbios relacionados à gestação. A programação do estresse 

oxidativo durante períodos críticos de desenvolvimento pode atuar diretamente através 

da modulação da expressão gênica ou indiretamente através dos efeitos adversos de 

moléculas oxidadas, como lipídeos e proteínas (Luo et al., 2006). No presente estudo, a 

dieta hiperlipídica materna levou a dano oxidativo hepático evidenciado pela 

peroxidação lipídica, como mostrado pelas altas concentrações de TBARS tanto em 

progenitoras G0-DH quanto na prole F2-DH. Em adição, nossos dados mostraram que o 

grupo G0-DH apresentou aumento da atividade da SOD, sugerindo aumento da defesa 

antioxidante em resposta ao aumento da produção de ROS, como resultado do consumo 

materno de dieta hiperlipídica. Esses dados são consistentes com trabalho anterior de 

nosso laboratório (Zacarias et al., 2017) que demonstrou que a mesma dieta 

hiperlipídica utilizada no presente estudo também aumentou a atividade da SOD e 

induziu dano oxidativo, como indicado pelas altas concentrações de TBARS e proteínas 

carboniladas no fígado de ratos com 90 dias de idade. 

 Nossos dados estão de acordo com os resultados de Kim e Kwon (2016) que 

demonstraram aumento dos níveis séricos e hepáticos de peróxidos lipídicos e redução 

dos níveis de mRNA de enzimas hepáticas envolvidas na capacidade antioxidante 

celular em genitoras alimentadas com dieta hiperlipídica durante a gestação e lactação 

(Kim e Kwon, 2016). Adedeji e colaboradores (2019) também relataram que a dieta 

hiperlipídica materna induziu aumento na concentração de peroxidação lipídica e 

redução da concentração de glutationa reduzida no fígado de progenitoras G0 e na prole 

F2 de ratos alimentados com dieta controle por nove semanas após o desmame. Em 

adição, a prole F2 de progenitoras alimentadas com dieta hiperlipídica também 

apresentou redução da relação glutationa reduzida/glutationa oxidada, indicando que o 

dano oxidativo ocorrido in utero e durante o aleitamento materno da F1 foi transmitido 
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à F2 (Adedeji et al., 2019). No entanto, uma importante consideração a se fazer sobre 

este estudo, trata-se do tempo de exposição à dieta hiperlipídica: a G0 foi alimentada 

com dieta hiperlipídica por nove semanas antes da gestação e lactação, a F1 foi 

continuamente alimentada com dieta hiperlipídica e a F2 foi alimentada com dieta 

hiperlipídica durante a amamentação (total de 217 dias). Neste sentido, o efeito da dieta 

hiperlipídica materna da G0 na F2 não pôde ser distinguido da alimentação da G0 (antes 

da gestação), F1 e F2. No presente estudo, a G0 foi alimentada com dieta hiperlipídica 

apenas durante o acasalamento, a gestação e a lactação (total de 59 dias), a F1 e F2 

receberam dieta controle após o desmame, indicando que o dano oxidativo hepático 

observado na F2 pode ser atribuído ao efeito da dieta hiperlipídica materna da G0. 

O dano oxidativo observado na prole F2-DH deste estudo pode ter sido induzido 

pela sobrecarga do processo de β-oxidação em resposta ao quadro de resistência à 

insulina, que aumenta a liberação de ácidos graxos do tecido adiposo (lipólise) para o 

fígado, como evidenciado pelo aumento dos níveis de mRNA de Hadh. Nossa hipótese 

fundamenta-se no relato de que no estado de resistência à insulina, o aumento de ácidos 

graxos no fígado pode sobrecarregar o processo de β-oxidação, resultando em disfunção 

mitocondrial, estresse oxidativo e superprodução de ROS (Oliveira et al., 2016). 

Baseado nas evidências que a produção excessiva de ROS e alterado balanço 

redox promove o acúmulo de lipídeos hepáticos (Musso et al., 2010; Spahis et al., 

2017) e resistência molecular à insulina (Evans et al., 2005), nossos dados sugerem que 

o estresse oxidativo induzido pela dieta hiperlipídica materna pode ter contribuído para 

a resistência à insulina hepática e acúmulo lipídico observados em progenitoras G0-DH 

e na prole F2-DH. 

A desregulação de sirtuínas é um mediador bem estabelecido para o 

desenvolvimento de doenças metabólicas (Nguyen et al., 2016). Em nosso modelo 

animal, a dieta hiperlipídica materna induziu baixa expressão de mRNA de Sirt1, Sirt2, 

Sirt3 e Sirt7 tanto em progenitoras G0-DH quanto na prole F2-DH. Além disso, na prole 

F2-DH, a dieta hiperlipídica materna também induziu baixa expressão de mRNA de 

Sirt5 e Sirt6. No entanto, a dieta hiperlipídica materna não alterou os níveis de mRNA 

de Sirt4, Sirt5 e Sirt6 no grupo G0-DH e de Sirt4 no grupo F2-DH.  Nossos dados 

sugerem que a dieta hiperlipídica materna durante períodos críticos de desenvolvimento 

pode programar um perfil particular de expressão gênica de sirtuínas (Sirt1, 2, 3 e 7) no 

fígado da G0-DH que persiste até a F2-DH, o que pode estar relacionado aos distúrbios 

metabólicos na vida adulta da F2-DH, sugerindo que a família de sirtuínas pode ser um 
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potencial biomarcador precoce da suscetibilidade às doenças metabólicas. Os resultados 

do presente estudo são consistentes com os achados em relação à prole F1 de 

Borengasser e colaboradores (2011) que também relataram reduzida expressão gênica 

de Sirt2, Sirt3, Sirt6 e Sirt7 no fígado de descendentes machos F1 de genitoras obesas 

alimentadas com dieta hipercalórica antes do acasalamento e durante a gestação 

(Borengasser et al., 2011).  

Nossos dados também são corroborados por outros estudos da literatura 

(Borengasser et al., 2014; Bruce et al., 2016; Nguyen et al., 2019). Borengasser e 

colaboradores (2014) relataram reduzida expressão gênica hepática de Sirt1 e Pparα na 

prole F1 de genitoras obesas alimentadas com dieta hipercalórica antes do acasalamento 

e durante a gestação, indicando que as vias reguladoras do metabolismo hepático de 

lipídeos (SIRT1 e PPARα) foram comprometidas pela obesidade materna (Borengasser 

et al., 2014). Bruce e colaboradores (2016) demonstraram que a prole F1 de genitoras 

alimentadas com dieta hiperlipídica desenvolveu NASH por meio da reduzida expressão 

gênica hepática de Sirt1 e Sirt3 e da elevada expressão de genes envolvidos no 

metabolismo lipídico, como Srebp1c (Bruce et al., 2016). Isso é consistente com nossos 

achados em progenitoras G0-DH que apresentaram NAFLD juntamente com reduzida 

expressão gênica de Sirt1 e Sirt3 e elevada expressão gênica de Srebp1c.  De fato, Sirt1 

pode inibir a expressão de genes envolvidos na síntese lipídica, como Srebp-1c, Acc e 

Fas, atenuando a esteatose hepática (Yamazaki et al., 2009; Ponugoti et al., 2010). 

Nguyen e colaboradores (2019) desenvolveram um modelo animal de 

superexpressão sistêmica de SIRT1 nos descendentes F1 de genitoras alimentadas com 

dieta hiperlipídica por seis semanas antes do acasalamento e durante a gestação e 

lactação. Este modelo foi produzido pelo acasalamento de camundongas C57BL/6 wild-

type com camundongos transgênicos hemizigóticos para gerar descendentes F1 que 

superexpressam SIRT1 sem modificação genotípica materna. Foi demonstrado que a 

superexpressão perinatal de SIRT1 resultou na atenuação de desordens metabólicas na 

prole F1, como resultado do consumo materno de dieta hiperlipídica. Os autores desse 

recente estudo (Nguyen et al., 2019) relataram que a superexpressão perinatal de SIRT1 

preveniu a intolerância à glicose e normalizou os níveis plasmáticos de insulina através 

da reversão da expressão proteica de AKT, mas não de outros componentes da via de 

sinalização da insulina (INSR e GLUT2), indicando que a superexpressão de SIRT1 

regulou a sensibilidade à insulina hepática por meio de um mecanismo dependente de 

AKT. Nguyen e colaboradores (2019) também demonstraram que a superexpressão 
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perinatal de SIRT1 reduziu os níveis de triglicérides no fígado da prole F1 de genitoras 

alimentadas com dieta hiperlipídica por meio da supressão da expressão proteica de 

SREBP-1c, indicando redução da lipotoxicidade via mecanismo inibitório da lipogênese 

de novo. Os autores desse estudo (Nguyen et al., 2019) ainda relataram que a 

superexpressão de SIRT1 na prole F1 aumentou a expressão gênica de enzimas 

antioxidantes hepáticas (glutationa peroxidase e catalase), refletindo aumento da defesa 

antioxidante em resposta ao aumento da produção de ROS, resultante do consumo 

materno de dieta hiperlipídica. Os resultados em conjunto desse estudo sugerem que a 

superexpressão de SIRT1 nos primeiros períodos de desenvolvimento pode reprogramar 

distúrbios metabólicos na prole F1 em resposta a alimentação materna com dieta 

hiperlipídica (Nguyen et al., 2019).  

De forma complementar, Borengasser e colaboradores (2011) relataram que os 

mecanismos que levaram ao desenvolvimento de esteatose hepática em descendentes 

machos F1 de genitoras obesas envolveram: redução da expressão hepática de SIRT3 

(mRNA e proteína), redução da expressão proteica e hiperacetilação da LCAD (enzima 

chave envolvida na β-oxidação que é regulada pela SIRT3), resultando em redução da 

atividade desacetilase de SIRT3 e subsequente diminuição da β-oxidação hepática 

(Borengasser et al., 2011). Além disso, Qiu e colaboradores (2010) relataram que a 

SIRT3 reduziu os níveis celulares de ROS via SOD2. Mecanisticamente, os autores 

demonstraram que a SIRT3 desacetilou a SOD2, o que promoveu a sua atividade 

antioxidante e levou a redução do dano oxidativo, indicando que a SIRT3 desempenha 

um importante papel na regulação da defesa antioxidante celular (Qiu et al., 2010). Os 

dados da literatura juntamente com os nossos reforçam a nossa hipótese de que as 

sirtuínas estão envolvidas nos mecanismos transgeracionais que levam à desregulação 

metabólica hepática na prole F2. 

Até a presente data não há relatos na literatura sobre o efeito da dieta 

hiperlipídica materna na expressão hepática das sete sirtuínas na F2. Neste sentido, o 

presente estudo mostra pela primeira vez que o consumo materno de dieta hiperlipídica 

apenas durante os períodos críticos de desenvolvimento leva à disfunção metabólica 

hepática na vida adulta da F2, em parte, pela desregulação da sinalização de sirtuínas.  

Em resumo, nossos achados sugerem que a dieta hiperlipídica materna 

desregulou o metabolismo hepático, levando a distúrbios metabólicos, como 

hiperglicemia de jejum, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, além de resistência à 

insulina hepática, NAFLD e estresse oxidativo hepático em progenitoras G0-DH. Essas 
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alterações metabólicas foram desencadeadas pelo prejuízo na via de sinalização da 

insulina hepática, pelo aumento da gliconeogênese, glicogenólise, lipogênese de novo, 

síntese de colesterol, do acúmulo de triglicérides e colesterol hepático, da peroxidação 

lipídica e da redução da expressão gênica de sirtuínas (Sirt1, Sirt2, Sirt3 e Sirt7) 

envolvidas na regulação da homeostase metabólica hepática. Interessantemente, essa 

desregulação metabólica da G0 foi transmitida à F2, apesar de ambas as F1 e F2 não 

terem sido alimentadas com a dieta hiperlipídica. No entanto, a prole F2-DH, além dos 

distúrbios metabólicos das progenitoras G0-DH, também apresentou intolerância à 

glicose, hipercolesterolemia e dano hepático. Esta disfunção metabólica envolveu 

aumento da β-oxidação ao invés da lipogênese de novo, redução da síntese de colesterol 

ao invés de aumento e redução da expressão gênica de Sirt5 e Sirt6, além de redução da 

expressão gênica de Sirt1, Sirt2, Sirt3 e Sirt7 como nas progenitoras G0-DH. 

Nossos dados podem ser utilizados como evidências convincentes para a 

prevenção e intervenção de doenças metabólicas desde o início da vida. Uma questão 

que resta a ser respondida é o mecanismo que leva à desregulação metabólica hepática 

na F2 em resposta a exposição à dieta hiperlipídica durante o acasalamento, a gestação e 

a lactação da G0. Mecanismos epigenéticos, como eventos de metilação do promotor do 

gene, podem estar envolvidos nesse processo. Isso precisa ser estudado. 
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8. CONCLUSÃO 

Nossos achados sugerem que o consumo de dieta hiperlipídica durante o 

acasalamento, a gestação e a amamentação induz desregulação metabólica hepática na 

G0 que leva a distúrbios metabólicos que persistem até a F2, indicando que a dieta 

hiperlipídica materna atuou como um desregulador metabólico hepático transgeracional 

na F2. Nossos dados reforçam a importância da nutrição materna para a saúde da 

segunda geração de descendentes. 

 

 

9. PERSPECTIVAS 

Em animais G0-DC, G0-DH, F2-DC e F2-DH: 

1. Quantificar os níveis de lipídeos hepáticos pela técnica oil red; 

2. Identificar o status de metilação de cada sítio CpG da região promotora dos 

genes Akt2; Pepck, Gp, Pparα, Srebp1c, Hmgcr, Sirt1 e Sirt3 pela técnica 

Bissulfito-Sequenciamento.  
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