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RESUMO  

 

BERTASSO, Iala Milene. Avaliação do metabolismo hepático em ratos Wistar adultos de 

ambos os sexos em modelos de programação no período da lactação: papel da exposição 

materna à nicotina, do desmame precoce e da restrição proteica materna. 2021. 131f. Tese 

(Doutorado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021. 

 

Estudos experimentais mostram que a restrição proteica, o desmame precoce e a 

exposição materna à nicotina durante a lactação são fatores que promovem alterações 

endócrino-metabólicas na prole adulta do sexo masculino, predispondo-os à prejuízos da função 

hepática. Em nosso grupo de pesquisa, observamos que ratos Wistar induzidos ao sobrepeso e 

obesidade na vida adulta, pelos modelos experimentais de desmame precoce e exposição 

materna à nicotina, apresentam comprometimento da função hepática, com a presença de 

microesteatose e alterações do balanço redox. Por outro lado, filhotes programados para o baixo 

peso por meio da dieta materna restrita em proteínas apresentam massa e arquitetura hepática 

inalteradas. Devido às alterações metabólicas anteriormente descritas, é possível que as vias de 

manutenção da homeostase glicêmica e lipídica no fígado estejam funcionando de modo 

alterado para suprir as necessidades do organismo. Assim, na tentativa de investigar as vias 

moleculares envolvidas nos fenótipos hepáticos caracterizados nestes três modelos de 

programação exclusivamente causados por imprinting na lactação, nesta Tese analisamos as 

principais enzimas e fatores transcricionais relacionados as vias do metabolismo glicêmico e 

lipídico do fígado (gliconeogênese, lipogênese, β-oxidação e montagem de VLDL), além da 

histologia e resposta deste órgão a administração intraperitoneal de substrato gliconeogênico. 

A prole fêmea adulta foi estudada pela primeira vez pelo nosso grupo, tendo em vista a 

possibilidade de respostas distintas associadas ao gênero. Modelo de programação pela 

exposição à nicotina: Dois dias após o parto, foram implantadas minibombas nas ratas lactantes, 

formando os grupos Nicotina (6 mg/kg/dia por 14 dias) e Controle (solução salina por 14 dias). 

Os machos apresentaram alterações no metabolismo de triglicerídeos, sendo com acúmulo 

preferencialmente intra-hepático e independente de sobrepeso e resistência à insulina. De modo 

oposto, o acúmulo de lipídios nas fêmeas ocorreu preferencialmente no plasma e a arquitetura 

do hepatócito foi preservada, com alterações principalmente no metabolismo de colesterol. 

Modelo de programação pelo desmame precoce: As ratas lactantes foram separadas em: 1) 

grupo DP não farmacológico: envolvidas com uma bandagem adesiva nos 3 últimos dias de 

lactação; 2) DP farmacológico: receberam bromocriptina (1mg/kg PC/dia) nos 3 últimos dias 

da lactação; e 3) Controle: cujos filhotes foram desmamados aos 21 dias. Apenas os machos do 

DP não farmacológico apresentaram alterações na citoarquitetura do fígado associadas às 

diferenças na expressão proteica da Ácido Graxo Sintase (FAS) e Estearoil-CoA Desaturase 1 

(SCD-1). As fêmeas, independente do tipo de desmame, não desenvolveram esteatose hepática, 

embora tenham maior conteúdo da enzima relacionada a exportação de triglicerídeos hepáticos, 

o que pode influenciar no melhor perfil lipídico observado. Modelo de programação pela dieta 

hipoprotéica: Durante a lactação, as ratas lactantes receberam dieta padrão (23% de proteína) 

ou dieta hipoproteica (8% de proteínas). A dieta hipoproteica materna na lactação não programa 

o acúmulo de lipídios hepáticos na prole adulta, embora várias vias de reparo da homeostase 

tenham sido alteradas em machos e fêmeas, possivelmente comprometendo a manutenção da 

função hepática.  

 

Palavras-chave: Lactação. Desmame precoce. Nicotina. Restrição protéica. Programação 

metabólica. Esteatose hepática. 



 

 

ABSTRACT 

 

BERTASSO, Iala Milene. Evaluation of liver metabolism in adult Wistar rats of both 

sexes in programming models during lactation: role of maternal exposure to nicotine, early 

weaning and maternal protein restriction. 2021. 131p. Tese (Doutorado em Biociências) - 

Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2021. 

 

Experimental studies show that protein restriction, early weaning and maternal exposure 

to nicotine during lactation are factors that promote endocrine-metabolic alterations in adult 

male offspring, increasing the risk for liver dysfunction. In our research group, we observed 

that Wistar rats programmed to overweight and obesity in adulthood, by experimental models 

of early weaning and maternal exposure to nicotine, have impaired liver function, with the 

presence of microvesicular steatosis and redox imbalance. On the other hand, offspring 

programmed for low weight by maternal protein restriction have unchanged liver mass and 

architecture. However, due to metabolic changes previously described, it is possible that the 

maintenance pathways of glycemic and lipid homeostasis in the liver are functioning in an 

altered way in order to supply the body's needs. Thus, to investigate the molecular pathways 

involved in liver phenotypes in these three programming models exclusively caused by 

imprinting during lactation, in this Thesis we analyze the main enzymes and transcription 

factors related to the pathways of liver glycemic and lipid metabolism (gluconeogenesis, 

lipogenesis, β-oxidation and VLDL assembly), histology as well as the liver response to 

intraperitoneal administration of gluconeogenic substrate. The adult female offspring was 

studied for the first time by our group, considering the possibility of distinct responses 

associated with gender. Programming model by nicotine exposure: Two days after birth, 

minipumps were implanted in lactating rats, which were divided into Nicotine group (6 

mg/kg/day for 14 days) and Control group (saline solution for 14 days). Males showed 

alterations in triglyceride metabolism, preferentially with intrahepatic accumulation,  

independently of overweight and insulin resistance. Conversely, the accumulation of lipids in 

females occurred preferentially in the plasma and the hepatocyte architecture was preserved, 

with alterations mainly in the cholesterol metabolism. Programming model by early weaning: 

Lactating rats were divided into: 1) non-pharmacological EW group: wrapped with an adhesive 

bandage in the last 3 days of lactation; 2) Pharmacological EW: received bromocriptine 

(1mg/kg BW/day) in the last 3 days of lactation; and 3) Control: whose pups were weaned at 

21 days. Only males from the non-pharmacological EW showed alterations in the liver 

cytoarchitecture associated with differences in the Fatty Acid Sintase (FAS) and Stearoil-CoA 

Desaturase-1 (SCD-1) protein expression. Females, regardless of the type of weaning, did not 

develop liver steatosis, although they have a higher content of the enzyme related to the export 

of hepatic triglycerides, which may influence the best lipid profile observed. Programming 

model by low-protein diet: Throughout lactation period, lactating dams received a standard diet 

(23% protein) or a low-protein diet (8% protein). Maternal protein restriction during lactation 

does not program the accumulation of hepatic lipids in the adult offspring, although several 

repair pathways for homeostasis have been altered in males and females, possibly 

compromising the maintenance of liver function. 

 

Keywords:  Lactation. Early weaning. Nicotine. Protein restriction. Metabolic programming. 

Hepatic steatosis.  
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INTRODUÇÃO  

 

 

Origens Desenvolvimentistas da Saúde e da Doença (DOHaD)  

 

 

Atualmente quase dois bilhões de adultos no mundo estão acima do peso, e mais da 

metade são obesos, enquanto quase um terço das crianças apresentam baixo crescimento e 

desenvolvimento (HOFFMAN et al., 2021). Esse fenômeno onde o excesso de peso coexiste 

com baixo peso e deficiências nutricionais, vem sendo chamado de "duplo fardo da desnutrição" 

(POPKIN; CORVALAN; GRUMMER-STRAWN, 2020), uma vez que pesquisas têm 

demonstrado que ambos os fenótipos podem ter causas similares (VICTORA et al., 2021). A 

hipótese mais aceita é a de que insultos em momentos críticos do desenvolvimento poderiam 

programar o indivíduo para o desenvolvimento de doenças crônicas na vida adulta, conhecida 

por Origens Desenvolvimentistas da Saúde e da Doença (em inglês: Developmental Origins of 

Health and Disease – DOHaD).  

O conceito DOHaD aborda a inter-relação entre fatores maternos, ambientais, de 

crescimento e desenvolvimento fetal/infantil atuantes no início da vida e a predisposição do 

indivíduo ao desenvolvimento de doenças em longo prazo (ALMEIDA et al., 2019). Os 

períodos da concepção à gravidez, lactação à adolescência constituem as principais janelas de 

tempo susceptíveis a eventos capazes de moldar o metabolismo de um indivíduo ao longo da 

vida, por mecanismos ainda não totalmente compreendidos, mas ligados a modulação 

epigenética da expressão de diversos genes (SUZUKI, 2017). Os estudos nesta área iniciaram-

se com as observações de Ravelli e colaboradores (1976), retomadas por Barker e Osmond 

(1986), mostrando a associação epidemiológica entre o baixo peso ao nascer e maior risco de 

doenças cardiovasculares na vida adulta. Levando em consideração o estado nutricional e sua 

forte relação com o desenvolvimento, Hales e Barker propuseram a teoria do “fenótipo 

econômico” sugerindo que o desenvolvimento do feto é sensível ao ambiente nutricional 

(HALES; BARKER, 1992). Essa programação fetal tem inicialmente caráter adaptativo e 

protetor, de modo que em situações de ambiente gestacional adverso, o feto pode responder 

com alterações em seu metabolismo e estrutura, as quais irão possibilitar sua sobrevivência 

(ROGERS, 2019).  

As alterações derivadas dessas condições são denominadas modificações epigenéticas 

(CHRISTOFOROU et al., 2020). Esse conceito foi introduzido por Waddington em 1939, e 
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mais tarde, foi relacionado a alterações na expressão gênica hereditária, nesse caso não há 

alterações na sequência do DNA, mantendo-se a identidade celular e integridade do genoma 

(WADDINGTON, 1939; ZHANG; LU; CHANG, 2020), mas que podem ser parcialmente 

transmitidas aos descendentes (BAROUKI et al., 2018; SCHAEFER; NADEAU, 2015). Os três 

mecanismos epigenéticos envolvidos no controle da transcrição gênica são metilação do DNA, 

acetilação/desacetilação das histonas e regulação por microRNAs, pequenas moléculas de RNA 

não codificantes de proteínas (GOYAL; LIMESAND; GOYAL, 2019). Quanto ao ultimo 

mecanismo, cabe destacar que mais de 2.000 miRNAs são expressos no corpo humano 

regulando pelo menos 1/3 de todos os genes (MISHRA; TANDON; BYRAREDDY, 2020; 

FRIEDLÄNDER et al., 2014). Portanto, o metabolismo de um indivíduo apresenta grande 

capacidade de se adequar a diversos fatores ambientais, gerando ampla variabilidade genética 

e capacidade de sobrevivência (SCHEINER, 1993). 

Todavia, em longo prazo, a programação metabólica, hormonal e/ou morfológica pode 

aumentar a predisposição ao desenvolvimento de doenças que podem repercutir na vida adulta, 

em especial quando o individuo é exposto a um ambiente adverso (BARKER, 2007). Estudos 

têm mostrado que, embora os insultos durante a vida fetal programem um fenótipo "econômico" 

para promover adaptações de curto prazo para a sobrevivência, um segundo insulto ocorrendo 

após o nascimento poderia amplificar a programação precoce contribuindo assim para o 

desenvolvimento ou gravidade das disfunções metabólicas (GLUCKMAN et al. 2008, 

PADMANABHAN; CARDOSO; PUTTABYATAPPA, 2016). 

Atualmente sabe-se que o mesmo insulto pode programar diferentes fenótipos na vida 

adulta de acordo com a janela de programação. Por exemplo, em ratos, a restrição de proteínas 

durante a infância e adolescência programa a prole para obesidade e disfunções 

cardiometabólicas na vida adulta, enquanto que a mesma restrição apenas durante a lactação 

programa a prole para um fenótipo magro (AGNOUX et al., 2014; MALTA et al., 2016; 

PASSOS; RAMOS; MOURA, 2000). Sendo assim, apesar do número crescente de estudos, os 

mecanismos de programação e seus impactos nas diferentes janelas não são totalmente 

conhecidos. 

É de senso comum a importância da lactação para o desenvolvimento do indivíduo, 

tendo em vista que qualquer alteração na composição do leite materno, o nosso primeiro 

alimento após o nascimento, pode comprometer seriamente a saúde do recém-nascido,  afetando 

células e órgãos periféricos (PICÓ et al., 2021). Em roedores, protocolos de adoção cruzada 

têm mostrado que o leite materno de mães obesas programa para obesidade na ninhada de mães 
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magras, em oposição, o leite materno de mães magras pode prevenir a obesidade na ninhada 

programada pela influência materna obesa (AGNOUX et al., 2014).  

Além da condição nutricional e metabólica materna, sabe-se que a exposição à poluentes 

ambientais e drogas durante o desenvolvimento, que são capazes de interagir com receptores 

endócrinos (disruptores ou interferentes endócrinos), pode promover alterações morfo-

funcionais na prole em longo prazo (ASHLEY-MARTIN et al., 2015). Dentre os diversos 

disruptores endócrinos ambientais, a exposição dos descendentes ao tabagismo materno assume 

carater preocupante, uma vez que estes podem ser expostos tanto à fumaça do cigarro (fumante 

passivo) como à nicotina transferida pelo leite materno (NEWBOLD, 2010). Estudos 

epidemiológicos tem reportado que fumar durante a gestação e/ou lactação pode ser um fator 

de risco para o desenvolvimento de obesidade e hipertensão em crianças e adolescentes (VON 

KRIES et al., 2002; WIDEROE et al., 2003). 

 

 

Repercussões do tabagismo materno sobre o metabolismo dos descendentes 

 

 

A fumaça do tabaco contém aproximadamente 7.000 compostos químicos, dentre os 

quais, 70 são comprovadamente cancerígenos (WHO, 2019). Os custos globais associados ao 

consumo de tabaco somam 1,4 trilhões de dólares e mais de 7 milhões de vidas por ano (WHO, 

2019), somente no Brasil, 443 pessoas morrem a cada dia (INCA, 2020). A nicotina é o 

principal alcalóide do tabaco e atua como agonista dos receptores nicotínicos colinérgicos 

(nAChRs), sendo responsável pela dependência ao cigarro (WATKINS et al., 2000; 

TALHOUT et al., 2011). A nicotina também é um importante contaminante ambiental capaz 

de se propagar para o solo e atmosfera (SELMAR et al., 2018), tendo sido encontrado inclusive 

em garrafas de água mineral (ALONSO et al., 2012) e no cabelo de grávidas (LI et al., 2017). 

Apesar das evidências sobre os efeitos nocivos do fumo no indivíduo em idade adulta 

ou em estágios iniciais do desenvolvimento, 9-20% das mães continuam fumando durante a 

gestação e, o retorno ao tabagismo ocorre em 50–80% dos casos dentro de seis meses após o 

parto (HAMMOUD et al., 2005; EINARSON; RIORDAN, 2009; WARREN et al., 2014; 

MEERNIK; GOLDSTEIN, 2015). O aleitamento associado ao tabagismo aumenta a absorção 

de nicotina pelo bebê em comparação a exposição exclusiva pela fumaça, uma vez que a meia-

vida da nicotina é maior no leite do que no soro; além de reduzir o seu tempo de eliminação, 

que é 3-4 vezes mais lento em bebês do que em adultos (LUCK; NAU, 1985; DAHLSTRÖM 
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et al., 1990; SCHULTE-HOBEIN et al., 1992; DEMPSEY et al., 2000, BENOWITZ; 

HUKKANEN; JACOB, 2009). É importante ressaltar que o uso prolongado de terapia de 

reposição de nicotina e cigarros eletrônicos também são associados ao aumento dos níveis de 

nicotina no leite materno (WICKSTRÖM, 2007). 

A exposição à nicotina por meio do tabagismo materno está associada à inúmeras 

consequências fetais e após o nascimento, incluindo parto prematuro, baixo peso ao nascer, 

síndrome da morte súbita infantil, distúrbios do desenvolvimento neurológico, transtorno de 

déficit de atenção e hiperatividade, inibição do desenvolvimento/função pulmonar e, propensão 

ao desenvolvimento de diabetes (BANDERALI et al., 2015; KNOPIK et al., 2016; SUZUKI et 

al., 2016; HUANG et al., 2018; MARCEAU et al., 2018; BUCK et al., 2019; HE et al., 2020).  

Neste contexto, nosso laboratório desenvolveu um modelo experimental no qual ratas 

lactantes são expostas à nicotina do 2o  ao 16o  dia de lactação, em uma concentração similar à 

uma fumante pesada, através da implantação de minibombas osmóticas (OLIVEIRA et al., 

2009). Verificamos que ao final do período de exposição, o soro e leite das ratas lactantes 

continham quantidade considerável de cotinina, evidenciando a exposição indireta da prole à 

nicotina (OLIVEIRA et al., 2010). Aos 180 dias de idade (figura 1), a prole macho apresenta 

elevado peso corporal e adiposidade central, hiperleptinemia, normoglicemia sustentada por 

hiperinsulinemia característica do quadro de resistência insulínica (OLIVEIRA et al., 2009; 

OLIVEIRA et al., 2010; SANTOS-SILVA et al., 2010). 

Durante os últimos dois anos, nos dedicamos a estudar o fenótipo das fêmeas neste 

modelo experimental. Observamos redução da termogênse (PEIXOTO et al., 2020), estresse 

oxidativo na tireóide (MIRANDA; de MOURA; LISBOA, 2020) e hiperglicemia 

(RODRIGUES et al., 2021) e comprometimento da homeostase glicêmica e sinalização 

periférica à insulina (PIETROBON et al., 2021) além de alterações na expressão de miRNAs 

relacionados à regulação do metabolismo hepático nesta prole (PEIXOTO et al., 2021). As 

fêmeas programadas pela nicotina apresentam alguns parâmetros diferentes dos machos (figura 

2). 
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Figura 1 - Principais características da prole macho adulta oriunda de mães expostas à nicotina 

na lactação 

 
 
Legenda: α-MSH: Hormônio estimulante de alfa-melanócitos; β3-AR: Receptor adrenérgico beta 3; AKTp: 

Proteína quinase B fosforilada; AMPK: Proteína quinase ativada por AMP; AMPKp: Proteína quinase 

ativada por AMP fosforilada; AR: Receptor de androgênio; CART: Fator de transcrição cocaína-

anfetamina dependente; D1: Desiodase tipo 1; D2: Desiodase tipo 2; FAS: Ácido graxo sintase; 

GFAP: Proteína ácida fibrilar glial; GLUT4: Transportador de glicose do tipo 4; GPx: Glutationa 

peroxidase; IBA-1: Molécula adaptadora de ligação a cálcio ionizada 1; IL-10: Interleucina 10; IR: 

Receptor de insulina; miR: micro RNA; NIS: Co-trasnportador sódio-iodeto; NPY: Neuropeptídeo Y; 

OGTT: Teste oral de tolerância à glicose; PDX1: Fator de transcrição homeobox pancreático e 

duodenal 1; POMC: Pró-opiomelanocortina; PPARγ: Receptores ativados por proliferador de 

peroxissoma gama; RNAm: RNA mensageiro; SCD1: Estearoil-CoA desaturase-1; SNS: Sistema 

nervoso simpático; SOD: Superóxido dismutase; T3: Triiodotironina; T4: Tiroxina; TAB: Tecido 

adiposo branco; TAM: Tecido adiposo marrom; TPO: Tireoperoxidase; TRβ: Receptor de hormônio 

tireoidiano beta; TRH: Hormônio liberador de tireotrofina; TSH: Tireotrofina; UCP-1: Proteína 

desacopladora 1; H2O2: Peróxido de hidrogênio. 

Fonte: Disponíveis em: Oliveira et al., (2009, 2010); Younes-Rapozo et al., (2013, 2015); Lisboa et al., (2015); 

Conceição et al., (2015); Peixoto et al., (2020, 2021); Miranda et al., (2020); Pietrobon et al., (2021) e 

Rodrigues et al., (2021).  
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Figura 2 - Principais características da prole fêmea adulta oriunda de mães expostas à nicotina 

na lactação 

 
Legenda: 4HNE: 4-hidroxinonenal; α2-AR: Receptor adrenérgico do tipo α2; AKTp: Proteína quinase B 

fosforilada; AR: Receptor de androgênio; D1: Desiodase tipo 1; ER-α: Receptor de estrogênio alfa; 

GLUT2: Transportador de glicose do tipo 2; GLUT4: Transportador de glicose do tipo 4; GPx: 

Glutationa peroxidase; IRβ: Subunidade beta do receptor de insulina; IRS1: Substrato do receptor de 

insulina 1; miR: micro RNA; OGTT: Teste oral de tolerância à glicose; PDX1: Fator de transcrição 

homeobox pancreático e duodenal 1; RNAm: RNA mensageiro; SCD1: Estearoil-CoA desaturase-1; 

SNS: Sistema nervoso simpático; SOD: Superóxido dismutase; T3: Triiodotironina; T4: Tiroxina; 

TAB: Tecido adiposo branco; TAM: Tecido adiposo marrom; TPO: Tireoperoxidase; TSHr: 

Receptor de tireotrofina. 

Fonte: Disponíveis em: Peixoto et al., (2020, 2021); Miranda et al., (2020); Pietrobon et al., (2021) e Rodrigues et 

al., (2021).  

 

 

Efeitos da restrição ao leite materno ao final da lactação   

 

 

Interessantemente, impactos metabólicos muito parecidos são observados em 

descendentes adultos provenientes de duas condições opostas no início da vida. Por exemplo, 

tanto a oferta excessiva como a escassez de nutrientes durante a gestação podem causar 

sobrepeso, acúmulo de gordura abdominal, alterações na homeostase glicêmica e lipídica e 

maior incidência de comorbidades associadas, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doenças 

cardiovasculares na vida adulta (ABENHAIM et al.,  2007; SEGOVIA et al., 2014). 

A desnutrição infantil pode ser resultante da privação do aleitamento materno, 

impedindo que a criança receba os nutrientes necessários para seu crescimento e 



21 

 

desenvolvimento. O aleitamento exclusivo é definido pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como o consumo exclusivo de leite materno, durante os seis primeiros meses de vida, 

sem consumo de qualquer outro tipo de alimento, suco ou até mesmo água (WHO, 2001). 

Assim, a introdução de qualquer tipo de alimento na dieta de uma criança antes dos 6 meses de 

vida é considerado desmame precoce (CANDEIAS et al., 1983). Apesar dos inúmeros 

benefícios relacionados ao aleitamento exclusivo durante os seis primeiros meses de vida, este 

ocorre em apenas 45,7% da população brasileira (MS, 2020). Essa “epidemia de desmame 

precoce” está associada com a redução da performance intelectual, assim como alterações no 

perfil lipídico, infecções intestinais e respiratórias, alergias, desenvolvimento cardiovascular, 

DM2, sobrepeso e obesidade ao longo da vida (HORTA et al., 2007; EIDELMAN, 2012; YIN 

et al., 2012; WHO, 2013; HORTA et al., 2015; LEWANDOWSKI et al., 2016; VICTORA et 

al., 2016; HORTA et al., 2018). 

Neste contexto, nosso laboratório desenvolveu dois modelos animais de desmame 

precoce, com o objetivo principal de estudar os mecanismos envolvidos na interrupção do 

aleitamento materno antes do recomendado pela OMS. Nos dois modelos, os filhotes não ficam 

separados da mãe e o que os diferencia é a forma de cessar a oferta de leite nos três últimos dias 

de lactação. Ressaltamos que um dia da vida do rato equivale a cerca de 9 dias da vida humana 

(QUINN, 2005). Assim, o desmame precoce de 3 dias equivalem a aproximadamente um mês 

de vida do bebê humano, ou seja, o nosso modelo experimental simula a amamentação 

exclusiva por apenas cinco meses e não seis, como o recomendado pela OMS. 

O primeiro modelo, está relacionado ao tratamento materno com bromocriptina, 

agonista dopaminérgico tipo 2 (inibidor de prolactina), que induz hipoprolactinemia com 

consequente redução da produção de leite (BONOMO et al., 2005). Neste modelo 

farmacológico de indução do desmame precoce pelo uso de bromocriptina (modelo BRO), as 

ratas lactantes recebem 1 mg de bromocriptina administrada intraperitonealmente em 2 

doses/dia durante os três últimos dias prévios ao desmame padrão em roedores (BONOMO et 

al., 2005). Observamos que aos 21 dias de vida (idade padrão para o desmame de ratos), os 

filhotes machos são hiperleptinêmicos e apresentam menor peso corporal e adiposidade 

(BONOMO et al., 2005). Quando adultos, esses animais possuem sobrepeso acompanhado de 

hiperleptinemia, dislipidemia, além de resistência à insulina caracterizada pela hiperglicemia, 

normoinsulinemia e hipoadiponectinemia (MOURA et al., 2009; PEIXOTO-SILVA et al., 

2014; figura 3).  

O segundo modelo de desmame precoce é não-farmacológico (modelo DP), sendo 

realizado pelo uso de uma barreira física. As ratas lactantes são enfaixadas com uma atadura 
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para impedir o acesso dos filhotes aos mamilos nos últimos três dias de lactação, impedindo a 

sucção pelos filhotes (LIMA et al., 2011). Aos 21 dias de vida, os filhotes machos possuem 

baixo peso e gordura, são hipoleptinêmicos, hipoglicêmicos e hipoinsulinêmicos (LIMA et al., 

2011). Na vida adulta, a prole macho desenvolve sobrepeso, apresentando aumento da 

adiposidade visceral, hiperfagia, hiperleptinemia, hipertrigliceridemia, hiperglicemia, 

normoinsulinemia e hipoadiponectinemia, o que pode estar relacionado ao desenvolvimento de 

resistência à insulina (LIMA et al., 2011; LIMA et al., 2013; LIMA et al., 2014; NOBRE et al., 

2016; figura 5). 

A partir de 2020, publicamos o fenótipo das fêmeas programadas pelo desmame 

precoce. Fêmeas BRO adultas são normofágicas e normoleptinêmicas, apresentam maior ganho 

de peso corporal, acúmulo de gordura visceral e massa adiposa associada a hipertrofia dos 

adipócitos retroperitoneais, além de redução de estradiol sérico (PIETROBON; BERTASSO et 

al., 2020). Fêmeas BRO também apresentam hipercorticosteronemia (MIRANDA et al., 2020), 

redução da atividade do sistema nervoso simpático no tecido adiposo marrom (TAM), 

relacionado a redução da expressão de marcadores de termogênese neste tecido, além de 

redução do conteúdo de catecolaminas na adrenal (PEIXOTO et al., 2020b) e de secreção de 

insulina (PIETROBON et al., 2020). As fêmeas DP são hiperfágicas, hiperleptinêmicas, 

apresentam acúmulo de gordura visceral associada a hipertrofia dos adipócitos retroperitoneais 

(PIETROBON; BERTASSO et al., 2020), além de redução da secreção de insulina 

(PIETROBON et al., 2020) e do conteúdo de catecolaminas na adrenal, e da expressão de 

marcadores de termogênese no TAM (PEIXOTO et al., 2020b). As principais características da 

prole fêmea destes dois modelos de programação metabólica pelo desmame precoce estão 

dispostas nas figuras 4 e 6, respectivamente.  
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Figura 3 - Principais características dos machos adultos que foram desmamados precocemente 

pela administração materna de bromocriptina (BRO) 

 
Legenda: AMPK: Proteína quinase ativada por AMP; AMPKp: Proteína quinase ativada por AMP fosforilada; C/EBP-β: 

Proteína de ligação ao intensificador beta; GCK: Glicoquinase; GLUT2: Transportador de glicose do tipo 2; 

GPx: Glutationa peroxidase; GR-α: Receptor de glicocorticóide alfa; HDL: Lipoproteína de alta densidade; 

LDL: Lipoproteína de baixa densidade; MDA: Malondialdeído; NPY: Neuropeptídeo Y; PGC1α: Co-ativador-

1 do receptor ativado por proliferador do peroxissoma alfa; SOD: Superóxido dismutase; SNS: Sistema nervoso 

simpático; TAB: Tecido adiposo branco; TAM: Tecido adiposo marrom; TH: Tirosina hidroxilase; TSH: 

Tireotrofina; T3: Triiodotironina; T4: Tiroxina.  

Fonte: Disponíveis em: Bonomo et al., (2007, 2008); Moura et al., (2009); Passos et al., (2011); Albuquerque-Maia et al., 

(2014); Fraga et al., (2014); Peixoto-silva et al., (2014); Younes-Rapozo et al., (2015)b; Pietrobon e Bertasso et al., 

(2020); Miranda et al., (2020); Peixoto et al., (2020) e Pietrobon et al., (2020).  

 

Figura 4 - Principais características das fêmeas adultas que foram desmamados precocemente 

pela administração materna de bromocriptina (BRO) 

 
Legenda: FAS: Ácido graxo sintase; PPARγ: Receptores ativados por proliferador de peroxissoma gama; SNS: 

Sistema nervoso simpático; TAB: Tecido adiposo branco; TAM: Tecido adiposo marrom; VISC: 

TAB visceral; 11βHSD1: 11β-hidroxiesteróide desidrogenase tipo 1. 

Fonte: Disponíveis em: Pietrobon e Bertasso et al., (2020); Miranda et al., (2020); Peixoto et al., (2020) e Pietrobon 

et al., (2020).  
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Figura 5 - Principais características dos machos adultos que foram desmamados precocemente 

no modelo não farmacológico (DP) 

 

 
Legenda: β3-AR: Receptor adrenérgico beta 3; CART: Fator de transcrição cocaína-anfetamina dependente; 

C/EBP-β: Proteína de ligação ao intensificador beta; GCK: Glicoquinase; GPx: Glutationa 

peroxidase; GRα: Receptor de glicocorticóide alfa; HDL: Lipoproteína de alta densidade; IL-6: 

Interleucina 6; IL-10: Interleucina 10; LDL: Lipoproteína de baixa densidade; MCP-1: Proteína-1 

quimioatrativa de monócitos; MDA: Malondialdeído; NPY: Neuropeptídeo Y; ObR: Receptor de 

leptina; PPARγ: Receptores ativados por proliferador de peroxissoma; SNS: Sistema nervoso 

simpático; SOD: Superóxido dismutase; SOCS3: Supressor da sinalização de citocinas 3; TAB: 

Tecido adiposo branco; TAM: Tecido adiposo marrom; TH: Tirosina hidroxilase; TNF-α: Fator de 

necrose tumoral α; TSH: Tireotrofina; VDR: Receptor de vitamina D; VISC: TAB visceral. 

Fonte: Disponíveis em: Lima et al., (2011, 2013); Younes-Rapozo et al., (2012); Franco et al., (2013); 

Albuquerque-Maia et al., (2014); Nobre et al., (2016); Pietrobon e Bertasso et al., (2020); Miranda et al., 

(2020); Peixoto et al., (2020) e Pietrobon et al., (2020).  
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Figura 6 - Principais características das fêmeas adultas que foram desmamados precocemente 

no modelo não farmacológico (DP) 

 
Legenda: 11βHSD1: 11β-hidroxiesteróide desidrogenase tipo 1; SUB: TAB subcutâneo; TAB: Tecido adiposo 

branco; TAM: Tecido adiposo marrom. 

Fonte: Pietrobon e Bertasso et al., (2020); Miranda et al., (2020); Peixoto et al., (2020) e Pietrobon et al., (2020).  

 

 

Efeitos da dieta materna restrita em proteínas sobre o metabolismo dos descendentes 

 

 

O direito à alimentação adequada e saudável é garantido pela Constituição Federal e 

reafirmado pelo Estatuto da Criança e do Adolescente (ECA, Lei nº 8.069, de 13 de julho de 

1990; BRASIL, 2019). Na história brasileira, a trajetória intelectual de Josué de Castro se 

confunde com os marcos norteadores da Política de Segurança Alimentar. Sua trilogia de livros: 

Geografia da Fome (1946), Geopolítica da Fome (1951) e o Livro Negro da Fome (1960) 

trouxe essa temática para a agenda política do país (SILVA; NUNES, 2017). Entretanto, o 

direito básico a alimentação ainda não é garantido, plenamente. O atual aumento da insegurança 

alimentar está associado a práticas de alimentação infantil subótima, relacionadas ao 

fornecimento insuficiente de leite por mulheres em estado de  insegurança alimentar e agravado 

pela pandemia de COVID-19 (GAIN, 2020; ROBERTON et al., 2020; UNICEF, OMS, PMA 

e FAO, 2020; WHO, 2020; ROSEBOOM et al., 2021). Por exemplo, no Ceará, um dos estados 

mais pobres do Brasil, durante a pandemia houve aumento de 15,5% de mães sob insegurança 

alimentar (julho a agosto de 2020), principalmente relacionado à redução do emprego formal 

(ROCHA et al., 2021). Neste contexto, em populações de baixa renda, a substituição de 
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proteínas por carboidratos é uma prática antiga e comum; adicionar carboidratos à mamadeira, 

na tentativa de fortalecê-la, reduz o teor de proteínas do leite (TEODÓSIO et al., 1990). 

O baixo peso materno e as deficiências de micronutrientes específicos durante a 

gestação podem resultar em atraso no crescimento intrauterino, baixo peso ao nascer, distúrbios 

metabólicos, dislipidemias e risco de arterosclerose (RAVELLI, et al., 1998; SZOSTAK-

WEGIEREK, 2014). Nesse contexto, diferentes modelos animais experimentais empregam a 

restrição de determinados nutrientes, oxigênio e hormônios na tentativa de se compreender os 

efeitos deletérios da programação metabólica sobre o desenvolvimento dos descendentes 

(SEDAGHAT; ZAHEDIASL; GHASEMI, 2015). 

Entre as diversas formas de desnutrição estudadas ao longo dos anos, a restrição protéica 

(RP) tem atenção especial devido ao fato das proteínas serem um dos nutrientes mais 

importantes, contendo aminoácidos essenciais para a síntese de proteínas estruturais, enzimas, 

neuropeptídios e neurotransmissores (VALADARES et al., 2010). A gestação é a etapa do 

desenvolvimento mais estudada na literatura, no entanto, como o desenvolvimento de alguns 

órgãos não está completo ao nascimento na maioria dos mamíferos, o período de aleitamento 

também constitui um período importante para a maturação de muitos sistemas fisiológicos, em 

aspecto histológico e funcional (PLAGEMANN et al., 1992). Assim, nos propusemos estudar 

o impacto da oferta  de uma dieta RP exclusivamente durante a lactação de ratos Wistar sobre 

o metabolismo de sua prole. 

O nosso laboratório estuda os efeitos da RP na mãe lactante e na prole até a idade adulta, 

dia 180 pós-natal (PN180). O modelo utilizado é de restrição através da dieta, composta por 

ração contendo 8% de proteína em relação à ração padrão (23%) (PASSOS; RAMOS; 

MOURA, 2000). As ratas lactantes apresentam hipofagia, redução do peso corporal e da 

produção de leite (PASSOS; RAMOS; MOURA, 2000), hiperleptinemia e hipoprolactinemia 

(LISBOA et al., 2006) no desmame da prole. 

Durante a lactação, os filhotes machos apresentam redução de peso corporal e, mesmo 

após o desmame, quando passam a receber dieta padrão, o peso corporal reduzido é mantido 

(PASSOS; RAMOS; MOURA, 2000). O conteúdo de proteínas totais, albumina e globulina é 

reduzido no soro dos filhotes ao desmame (FAGUNDES et al., 2007). Esses animais também 

apresentam aumento de adiponectina sérica e glicogênio hepático (FAGUNDES et al., 2009) e 

hiperleptinemia, o que já era esperado uma vez que as mães RP nesta fase também apresentam 

hiperleptinemia, sugerindo que este hormônio pode ser transferido para a prole através do leite 

(LISBOA et al., 2006). Quando adulta, a prole macho torna-se normoleptinêmica e 

normofágica. A administração aguda e sistêmica de leptina neste modelo não promoveu 
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redução da ingestão alimentar, sugerindo um quadro de resistência hipotalâmica a este 

hormônio (PASSOS et al., 2004). Além disso, foi observada hipoglicemia, hipoinsulinemia e 

redução do colesterol sérico nestes animais (FAGUNDES et al., 2007; FAGUNDES et al., 

2009). As principais características deste modelo estão descritas na figura 7. 

 

 

Figura 7 - Principais características dos animais adultos do sexo masculino cujas mães se 

alimentaram de dieta RP durante a lactação 

 
Legenda: HDL: Lipoproteína de alta densidade; LDL: Lipoproteína de baixa densidade; TAB: Tecido adiposo 

branco; TSH: Tireotrofina; T3: Triiodotironina; T4: Tiroxina; VLDL: Lipoproteína de muito baixa 

densidade. 

Fonte: Passos et al., (2000, 2004); Teixeira et al., (2002); Dutra et al., (2003); Vicente et al., (2004); Moura et al., 

(2007); Fagundes et al., (2007, 2009); Lisboa et al., (2008, 2012); Corrêa et al., (2011).  

 

 

Metabolismo hepático e doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) 

 

 

Em estado pós-prandial, os metabólitos provenientes da digestão são transportados até 

o fígado, por meio do sistema porta hepático. A glicose é transportada por um processo de 

difusão facilitada para o interior do hepatócito, principalmente pelo transportador de glicose 

tipo 2 (GLUT2), que não é sensível à insulina e possui elevado Km para a glicose, operando, 

portanto, abaixo dos níveis de saturação mesmo sob altas concentrações de glicose. No 

citoplasma do hepatócito, a glicose é então fosforilada à glicose-6-fosfato por ação da enzima 

glicoquinase (GCK), que se diferencia das demais hexoquinases por possuir alto Km para 
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glicose e não ser inibida pelo seu produto. Essa característica torna a GCK adequada para atuar 

em concentrações relativamente altas de glicose existentes na célula hepática, mas também para 

direcionar o fluxo dos carbonos da glicose para a via glicolítica e para a síntese de glicogênio. 

A GCK é sensível à insulina, acelerando a fosforilação da glicose. Esta ação associada a 

ativação da glicogênio sintetase e a inibição simultânea da glicogênio fosforilase, estimula a 

síntese e armazenamento de glicogênio (RUI, 2014). 

Quando a capacidade de armazenamento de glicogênio hepático é saturada, o excesso 

de glicose é redirecionado para síntese de ácidos graxos (AG), processo denominado de 

lipogênese de novo hepática (RUI, 2014). Neste momento, a glicose entra no fluxo glicolítico 

gerando gliceraldeído-3-fosfato (G3P), fosfoenolpiruvato e piruvato, por meio da enzima 

piruvato quinase (YAMASHITA et al., 2001). A oxidação do piruvato produzido gera acetil-

CoA, o qual é conduzido à mitocôndria para se integrar ao ciclo do ácido tricarboxílico (TCA). 

A elevada concentração de ATP e fosfato de dinucleotídeo de nicotinamida e adenina 

(NADPH), decorrente do estado alimentado, inibe a progressão do citrato no TCA, induzindo 

ao acúmulo mitocondrial deste metabólito. Ocorre então o transporte de citrato ao citoplasma 

do hepatócito, sendo convertido à acetil-CoA (YAMASHITA et al., 2001). A enzima acetil-

CoA carboxilase (ACC) catalisa a transformação de acetil-CoA à malonil-CoA, o qual é 

transformado em ácido palmítico por adições repetidas de grupos acetil pelo complexo 

enzimático ácido graxo sintase (FAS). O ácido palmítico pode ser desaturado pela enzima 

estearoil-CoA desaturase-1 (SCD-1), formando AG monoinsaturados. A enzima glicerol-3-

fosfato aciltransferase catalisa a esterificação do G3P com o AG monoinsaturado recém-

sintetizado, gerando ácido lisofosfatídico (LPA). O LPA é substrato para a enzima acilglicerol 

fosfato aciltransferase catalisar a formação de ácido fosfatídico (PA). O PA é processado à 

diacilglicerol (DAG) pela enzima lipina, seguido pela formação de triglicerídeos (TG) por ação 

da enzima acil-CoA:diacilglicerol aciltransferase (DGAT) (BECHMANN et al., 2012; 

KAWANO; COHEN, 2013). 

Tanto os TG hepáticos provenientes da lipogênese de novo quanto os oriundos da dieta 

são transportados à periferia pelas lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL). A síntese 

desta lipoproteína tem início no retículo endoplasmático do hepatócito através da proteína de 

transferência de triglicerídeos microssomal (MTTP). Essa proteína realiza a transferência de 

fosfolipídeos, TG e colesterol (COL) para a apolipoproteína B (apoB) dando origem a molécula 

de pré-VLDL. Posteriormente, essa molécula se une a MTTP, formando a VLDL madura, a 

qual é secretada pelo fígado (MCGARRY; FOSTER, 1980; TOMKIN; OWENS, 2015). 
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No estado de jejum, o fígado atua no controle da homeostase glicêmica sintetizando 

glicose a partir de aminoácidos, lactato e glicerol. Este processo denominado gliconeogênese, 

consiste na reversão da via glicolítica. A etapa desta via catalisada pela piruvato quinase é 

contornada, produzindo fosfoenol-piruvato a partir de piruvato, pela ação da enzima piruvato 

carboxilase e fosfoenolpiruvato-carboxiquinase (PEPCK) (HATTING et al., 2018). A etapa 

catalisada pela fosfofrutoquinase é revertida pela frutose-1,6-difosfatase, que culminam na 

formação de glicose-6-fosfato, que pode ser direcionada para a síntese de glicogênio ou glicose, 

por ação da enzima glicose-6-fosfatase (G6Pase) (JITRAPAKDEE et al., 2012). A insulina 

exerce importante papel regulatório sobre a síntese hepática de glicose, justamente por inibir 

gliconeogênese e glicogenólise (ROPELLE et al., 2009). 

No jejum, os TG armazenados no tecido adiposo necessitam ser mobilizados para 

fornecimento energético. O TG dos adipócitos é hidrolisado, liberando ácidos graxos livres 

(AGL) e glicerol. No sangue, os AGL são transportados pela albumina até os tecidos, entre eles 

o fígado (TANG et al., 2017). No hepatócito, os ácidos graxos de cadeia longa (AGCL) são 

oxidados via β-oxidação para manutenção das quantidades de ATP necessária, o que pode 

ocorrer na mitocôndria ou no peroxissomo (MURTHY; PANDE, 1994; LIMA et al., 2005). Na 

β-oxidação mitocondrial, os AGL sofrem esterificação com a coenzima A na membrana 

mitocondrial externa, formando tio-ésteres Acil-CoA graxos. Estes interagem com a enzima 

carnitina palmitoil transferase 1α (CPT-1α), localizada na membrana externa da mitocôndria e 

responsável por sua conversão em ésteres graxos do tipo Acil-carnitina, que são então 

conduzidos através da membrana interna até a matriz mitocondrial, onde o grupo Acil-CoA 

graxo interage com a carnitina palmitoil transferase 2 (CPT-2), formando novamente acilCoA 

(KERNER; HOPPEL, 2000). Em seguida, o produto da CPT-2 passa por ciclos de β-oxidação, 

onde NADH e FADH também são formados, os quais transferem seus elétrons para a cadeia 

respiratória, que culminam com a geração de ATP (PESSAYRE et al., 2001). 

Durante o jejum e em condições que simulam o estado de baixa energia, as funções dos  

PGC-1α (Co-ativador-1 do receptor ativado por proliferador do peroxissoma alfa) são 

reguladas, coativando fatores de transcrição e receptores nucleares promotores da biogênese 

mitocondrial, fosforilação oxidativa e β-oxidação de AG, visando neutralizar o estresse 

metabólico induzido pela escassez de alimentos (PICCININ; VILLANI; MOSCHETTA, 2019). 

A função do PGC-1α é principalmente estimulada pela Sirtuina-1 (SIRT-1), que regula o 

metabolismo energético celular através da desacetilação de fatores de transcrição e cofatores 

do metabolismo energético de acordo com o estado nutricional, de modo que a redução de 

SIRT-1 é associada a obesidade e o aumento a perda de peso (KOSGEI et al., 2020). 
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As proteínas de ligação do elemento regulador de esterol (SREBP) são fatores de 

transcrição que regulam a expressão de genes envolvidos na síntese de COL (SREBP-2), AG 

(SREBP-1c) ou ambos (SREBP-1b). Estudos mostram que a insulina ativa a SREBP-1c que, 

por sua vez, estimula a transcrição dos genes lipogênicos (ACC, FAS e SCD-1) e por 

consequência, a lipogênese hepática (FORETZ et al., 1999; AZZOUT-MARNICHE et al., 

2000). Outro fator de transcrição, a proteína de ligação do elemento responsivo à carboidratos 

(ChREBP) induzido pela glicose, independente da insulina, estimula a expressão de genes 

glicolíticos, tais como a piruvato quinase hepática (LPK), a glicose-6-fosfatase (G6Pase), a 

glicoquinase (GCK) e genes lipogênicos (DENTIN et al., 2004; ISHII et al., 2004). O receptor 

X do fígado (LXR), ativa a transcrição direta dos genes lipogênicos via ChREBP, e 

indiretamente através da SREBP-1c (CHA; REPA, 2007). Outro membro da família de 

receptores X é o farnesoid X receptor (FXR), importante regulador na homeostase glicêmica e 

lipídica no fígado (FORMAN et al., 1995; LU et al., 2000; ZHANG; KAST-WOELBERN; 

EDWARDS, 2003). Sua ativação realiza a redução de TG por diversos mecanismos, sendo os 

principais: redução da expressão de SREBP-1c e LXR, com consequente redução da lipogênese 

e indução da β-oxidação através do aumento da expressão do receptor ativado pelo 

proliferadores de peroxissomo-α (PPAR-α) (MODICA; GADALETA; MOSCHETTA, 2010; 

TEODORO; ROLO; PALMEIRA, 2011), o principal regulador da β-oxidação dos AGCL nas 

mitocôndrias e nos peroxissomos (HUANG et al., 2012). 

Situações adversas como a privação de nutrientes, variações no nível de cálcio, estresse 

oxidativo e inibição da glicosilação podem levar ao acúmulo de proteínas mal enoveladas no 

lúmen do retículo endoplasmático (RE). Este acúmulo pode causar estresse que, por sua vez, 

pode ativar vias de transdução de sinal intracelulares na tentativa de manter a homeostase 

celular, conhecida como Unfolded Protein Response (UPR) (SONG; MALHI, 2019). As 

principais proteínas sensoras de estresse do RE que estão envolvidas na indução da UPR são: 

IRE1 (Inositol-requiring enzyme 1), PERK (PKR-like ER kinase) e ATF6 (activating 

transcription factor 6). No estado basal, estas três proteínas estão inativadas pela associação 

com a chaperona BiP mas, durante o estresse de RE, BiP dissocia-se de seus ligantes para 

auxiliar no dobramento de proteínas, o que permite a ativação de IRE1, PERK e ATF6 

(GHEMRAWI; BATTAGLIA-HSU; ARNOLD, 2018). A IRE1 sofre autofosforilação e induz 

splicing de XBP1 (X Box Protein 1), que estimula genes que codificam a maquinaria de 

dobramento de proteínas, genes ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) e 

vias de síntese de lipídios. A PERK fosforila eIF2α (fator de iniciação da tradução eucariótica 

2α) que suprime a tradução de mRNA levando à atenuação da síntese de proteínas. O ATF4 é 
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traduzido seletivamente e estimula vários alvos transcricionais, incluindo CHOP (C/EBP-

Homologous Protein). O ATF6α clivado, denominado ATF6N, estimula a transcrição dos genes 

alvo UPR. De modo geral, a ativação dessas proteínas aumenta a expressão de chaperonas, para 

evitar a agregação e facilitar o correto dobramento das proteínas; em paralelo, inibe a tradução 

de novas proteínas e aumenta a degradação das proteínas mal enoveladas por meio da 

degradação associada ao RE. No entanto, quando o estresse se torna mais severo ou persistente, 

a UPR não consegue reestabelecer a homeostase da célula e pode ativar mecanismos de morte 

celular, principalmente por apoptose (MOHAN, S.; BROWN, L.; AYYAPPAN, 2019).  

Outra via importante para a manutenção da homeostase lipídica do fígado é a 

macroautofagia, capaz de reciclar organelas e substratos reduzindo o estresse celular (CZAJA, 

2016). Essa via pode ser ativada pelo estresse de retículo e oxidativo (MAIERS; MALHI, 2019) 

e envolve o recrutamento de uma cascata enzimática que forma um fagossomo responsável por 

sequestrar a estrutura a ser degradada. Os componentes celulares alvos para a degradação 

autofágica são reconhecidos e transportados para a degradação por meio de proteínas 

adaptadoras responsáveis pela conexão entre essas duas etapas (GALLUZZI; GREEN, 2019). 

A primeira proteína com função adaptadora identificada foi a proteína p62 (SQSTM1), que 

apresenta um domínio UBA (domínio de ligação com proteínas ubiquitinadas) que se liga aos 

alvos de degradação e o domínio LIR (domínio de ligação à LC3), responsável por entregar os 

alvos à degradação, desempenhando um papel importante para o fluxo autofágico (LEE et al. 

2020). Por fim, a degradação autofágica finaliza quando o autofagossomo se funde aos 

lisossomos e as enzimas lisossomais proporcionam o ambiente de degradação e reciclagem do 

conteúdo entregue (NAKATOGAWA, 2020). 

Alterações nos processos descritos acima, que levam ao desequilíbrio na captação e 

eliminação de TG nos hepatócitos, podem levar ao acúmulo de TG no citoplasma e, 

consequentemente, ao desenvolvimento da doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) 

(ÂNGULO, 2002; MCCULLOUGH, 2006; ZÁMBÓ et al., 2013; BERLANGA et al., 2014). 

A DHGNA ou NAFLD, do inglês Nonalcoholic Fatty Liver Disease é caracterizada pela 

deposição de lipídeos nos hepatócitos cujo quadro patológico se assemelha ao da lesão hepática 

induzida pelo álcool, porém ocorre em indivíduos sem histórico de consumo abusivo da droga 

(DIEHL et al., 1999; ÂNGULO, 2002; MARCHESINI et al., 2003).  

A DHGNA inclui um espectro de doenças hepáticas crônicas variando de simples 

esteatose hepática, onde o indivíduo apresenta apenas acúmulo de lipídeos, até esteato-hepatite 

não alcoólica (ENGIN, 2017; SCHUPPAN; SURABATTULA; WANG, 2018). Nesse caso, 

além do acúmulo de lipídeos, ocorre a presença de inflamação e degeneração hepatocelular, 
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que pode estar acompanhada do aparecimento de fibrose e até mesmo evoluir para a cirrose 

hepática e carcinoma hepatocelular (CHALASANI et al., 2012; WILLEBRORDS et al., 2015). 

Essa doença permaneceu pouco conhecida até a década de 1980, mas atualmente está entre as 

doenças hepáticas crônicas mais comuns, ocupando a primeira posição em países ocidentais 

(TOLMAN; DALPIAZ, 2007). A sua prevalência mundial tem aumentado, abrangendo de 6 a 

35% da população em geral de diferentes países (VERNON; BARANOVA; YOUNOSSI, 

2011). Assim espera-se que a DHGNA se torne a principal causa de doença hepática terminal, 

transplante de fígado e carcinoma hepatocelular da próxima década (CALZADILLA BERLOT; 

ADAMS, 2016).  

O mecanismo molecular subjacente à progressão da DHGNA não é completamente 

compreendido, sua patogênese tem sido interpretada pela hipótese de “duplo-hit”. O “primeiro 

hit” inclui o acúmulo de lipídeos no fígado, seguido pelo “segundo hit”, onde mediadores pró-

inflamatórios induzem a inflamação, lesão hepatocelular e fibrose (DAY; JAMES, 1998). 

A característica do “primeiro hit” da DHGNA é o acúmulo de TG no citoplasma dos 

hepatócitos em decorrência do desequilíbrio entre a entrada e a saída de lipídeos. Ocorre o 

aumento na absorção hepática de AGL derivados da circulação, devido ao aumento da lipólise 

do tecido adiposo e/ou a partir da dieta em forma de quilomicron. Ocorre também o aumento 

na concentração de glicose e insulina em resposta à ingestão de carboidratos, que promovem a 

lipogênese de novo. Esses eventos são acompanhados pela diminuição da oxidação 

mitocondrial de AGL e diminuição na secreção hepática de TG na forma de VLDL. Ou seja, 

em pacientes com DHGNA o aumento na captação de AG e lipogênese de novo, não são 

compensados pela oxidação de AGL e produção de VLDL (ANSTEE; GOLDIN, 2006; 

BERLANGA et al., 2014). 

O “segundo hit” é geralmente atribuído ao estresse oxidativo, que causa peroxidação 

lipídica na membrana do hepatócito, e também a produção de citocinas que são, em parte, 

responsáveis pela progressão de esteatose hepática até esteato-hepatite não alcoólica e cirrose. 

Toxinas bacterianas, hiperprodução de citocinas, especialmente, o fator de necrose tumoral-α, 

alteração dos estoques de ATP e da atividade da enzima citocromo P450 Cyp2E1 parecem ser 

gatilhos importantes para a progressão da doença e fibrogênese (DAY; JAMES, 1998; 

ÂNGULO, 2002; SASS; CHANG; CHOPRA, 2005).  

A disfunção hepática é um achado comum em diversos modelos de programação 

metabólica, possivelmente em decorrencia das alterações metabólicas apresentadas pelo 

modelo experimental, mas também por mecanismos adaptativos que podem ocorrer no fígado 

em resposta ao insulto perinatal (WESOLOWSKY et al., 2017). Durante o desenvolvimento 
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fetal e ao longo dos primeiros dias de vida, o fígado é muito vulnerável às alterações fisiológicas 

materna, além de ser um órgão essencial no metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas 

(DHILLON; STEADMAN, 2012). Os modelos experimentais alvos desta Tese apresentam 

disfunções metabólicas sugestivas de alterações hepáticas que ainda não foram completamente 

elucidadas. 

A literatura relata vários efeitos da restrição protéica durante a gestação e a lactação 

sobre o fígado; esses incluem alterações no conteúdo de TG e alterações na atividade de 

enzimas do metabolismo de ácidos graxos, produção e uso de energia (NICOLÁS-TOLEDO et 

al., 2018; MENDEZ-GARCIA et al., 2019; SIMÕES-ALVES et al., 2019; OKE; SOHI; 

HARDY, 2020). Entretanto, nosso grupo observou que a oferta de dieta contendo 8% de 

proteinas às mães, exclusivamente durante a lactação, não promove alterações no peso ou 

morfologia do fígado dos filhotes adultos (CORRÊA et al., 2011). Todavia, devido às alterações 

metabólicas observadas nestes animais programados, acreditamos que as vias hepáticas de 

manutenção da homeostase glicêmica e lipídica podem estar funcionando de modo alterado 

para suprir as necessidades do organismo. Dessa forma, nos propusemos estudar mais 

detalhadamente, a função hepática de machos adultos e, de modo inédito, das fêmeas. 

Também temos reportado a relação existente entre o desmame precoce e alterações 

hepáticas. Tanto o modelo de desmame precoce farmacológico (BRO) quanto o não 

farmacológico (DP) promovem aumento de triglicerídeos hepáticos, entretanto, o modelo DP 

promove aumento de estresse oxidativo e, consequente, microsteatose (FRANCO et al., 2013), 

enquanto o modelo BRO promove o aumento da atividade das enzimas antioxidantes, mantendo 

preservada a arquitetura do hepatócito (PEIXOTO-SILVA et al., 2014). Portanto, apesar da 

disfunção metabólica detectada no modelo BRO, a bromocriptina pode prevenir danos 

hepáticos durante a vida, possivelmente por melhorar o status redox da prole macho (BONOMO 

et al., 2007; MOURA et al., 2009; LIMA et al., 2011; NOBRE et al., 2012). 

O estresse oxidativo, causado pela administração aguda de nicotina pode ser observado 

em diferentes tecidos como cardíaco (ZHOU et al., 2010), adiposo 3T3L1 (AN et al., 2007), 

aórtico (XIAO et al., 2011), pancreático (BRUIN et al., 2008) e hepático (HALIMA et al., 

2010). De fato, o fígado é um alvo da nicotina, pois seu metabolismo ocorre principalmente 

neste órgão através do citocromo CYP2A6 (BENOWITZ et al., 2009), contribuindo assim para 

a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (KIRBY et al., 2011). A análise dos efeitos 

hepáticos tardios da exposição materna crônica à nicotina exclusivamente durante a 

amamentação mostrou que os ratos machos apresentam aumento do conteúdo de triglicerídeos 
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hepáticos, estresse oxidativo e microesteatose na vida adulta (CONCEIÇÃO et al., 2015). Neste 

modelo, o fenótipo das fêmeas permanecia desconhecido até a conclusão deste trabalho.    

Assim, considerando as evidências de alterações hepáticas nestes três modelos de 

programação metabólica exclusivamente causados por imprinting na lactação, nesta Tese nos 

propusemos investigar a morfologia hepática e fatores chaves de vias de sinalização envolvidas 

no controle da homeostase hepática e controle do metabolismo glicêmico e lipídico 

(gliconeogênese, lipogênese, β-oxidação e montagem de VLDL), cujas adaptações poderiam 

justificar uma suscetibilidade ao desenvolvimento de esteatose hepática. A prole fêmea adulta 

foi estudada pela primeira vez pelo nosso grupo, tendo em vista a possibilidade de respostas 

distintas associadas ao gênero. 
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1 OBJETIVOS  

 

 

1.1 Objetivo geral 

 

 

Investigar os principais mecanismos relacionados ao desenvolvimento ou não da 

esteatose hepática em ratos Wistar em modelos de programação metabólica para sobrepeso 

(exposição materna à nicotina, desmame precoce) e baixo peso (restrição proteica materna), 

cujo insulto ocorreu durante o período de  lactação.  

 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

Estudar os efeitos da exposição materna à nicotina (120 e 180 dias de vida), desmame 

precoce farmacológico e não farmacológico (180 dias de vida) e dieta materna pobre em 

proteínas (180 dias de vida) nas proles de ambos os sexos sobre: 

a) Resposta hepática à administração intraperitoneal de piruvato; 

b) Perfil lipídico plasmático e hepático; 

c) Morfologia hepática; 

d) Expressão protéica de enzimas e fatores transcricionais envolvidos nos 

principais mecanismos relacionados ao metabolismo de lipídeos e glicose, e 

manutenção da homeostase celular no fígado.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS, RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Esse trabalho está organizado sob a forma de 3 manuscritos, sendo dois publicados e um a 

ser submetido. 

 

 

2.1 Modelo experimental I: Exposição materna à nicotina na lactação 

 

Os itens “Material e Métodos”, “Resultados” e “Discussão” referentes a este modelo de 

programação estão descritos no artigo abaixo: 

 

2.1.1 Artigo 1 - Programming of hepatic lipid metabolism in a rat model of postnatal nicotine 

exposure e sex-related differences 

 

 

Iala Milene Bertasso a, Carla Bruna Pietrobon a, Bruna Pereira Lopes a, Thamara Cherem 

Peixoto a, Patrícia Novaes Soares a, Elaine Oliveira a, Alex Christian Manhães b, Maria Lucia 

Bonfleur c, Sandra Lucinei Balbo c, Suellen Silva Cabral d, George Eduardo Gabriel Kluck d, 

Georgia Correa Atella d, Egberto Gaspar de Moura a, Patrícia Cristina Lisboa a 

 

Accept: Environmental Pollution (2020) 

DOI: 10.1016/j.envpol.2019.113781 

Impact factor: 6.792 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

 

 

 

 

 



39 

 

 

 

 

 

 



40 

 

 

 

 



41 

 

 

 

 



42 

 

 

 

 



43 

 

 

 

 

 

 



44 

 

 

 

 

 

 



45 

 

 

 

 

 

 



46 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 

 

2.2 Modelo experimental II: Desmame precoce farmacológico e desmame precoce não 

farmacológico  

 

 

Os itens “Material e Métodos”, “Resultados” e “Discussão” referentes a este modelo de 

programação estão descritos no artigo abaixo: 

 

2.2.1 Artigo 2 - Hepatic lipid metabolism in adult rats using early weaning models: sex-related 

differences 

 

Iala Milene Bertasso1, Carla Bruna Pietrobon1, Beatriz Souza da Silva1, Rosiane Aparecida 

Miranda1, Maria Lucia Bonfleur2, Sandra Lucinei Balbo2, Alex Christian Manhães3, Elaine 

Oliveira1, Egberto Gaspar de Moura1, Patricia Cristina Lisboa1 

 

Accept: Journal of Developmental Origins of Health and Disease (2020) 

DOI: 10.1017/S2040174420000495 

Impact factor: 2.456 
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2.3 Modelo experimental III: Exposição materna à dieta hipoprotéica na lactação 

 

 

Os itens “Material e Métodos”, “Resultados” e “Discussão” referentes a este modelo de 

programação estão descritos no artigo abaixo: 

 

2.3.1 Artigo 3 - Low protein diet during lactation programs hepatic metabolism in adult male 

and female rats 

 

I.M. Bertasso1, E.G. de Moura1, C.B. Pietrobon1, S.S. Cabral2; G.E.G. Kluck2, G.C. Atella2, 

P.C. Lisboa1 

 

Submitted: Journal of Nutritional Biochemistry 

Impact factor: 4,878 
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Figure 3 
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Figure 4 
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3 RESUMO DOS RESULTADOS 

 

Figura 8 - Principais resultados obtidos nos três modelos experimentais 

 

 
Legenda: AR: Receptor de androgênio; BRO: Bromocriptina; CPT-1α: Carnitina palmitoil-transferase-1alfa; 

DP: Desmame precoce; ER-α: Receptor de estrogênio alfa; FAS: Ácido graxo sintase; HDL: 

Lipoproteína de alta densidade; MTTP: Proteína de transferência de triglicerídeos microssomal; 

UPR: Unfolded Protein Response. 

Fonte: A autora, 2021.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Com o avanço científico, atualmente admite-se que as doenças crônicas não-

transmissíveis que preocupam o cenário mundial, compartilham de origens comuns. Insultos 

(nutricionais, ambientais e psicossociais) em períodos de maior susceptibilidade a alterações 

são capazes de adaptar o organismo do indivíduo para a sobrevivência a curto prazo, entretanto, 

a longo prazo essa programação pode torná-lo propenso para o desenvolvimento de doenças. 

Nesse contexto, o período gestacional foi de imediato o mais investigado, principalmente por 

seu papel organogênico. Entretanto, a lactação tem sido cada vez mais estudada devido a 

continuidade do desenvolvimento de órgãos, como o fígado, e a importância da comunicação 

mãe-filho via leite. O ambiente fetal adverso e o período pós-natal inicial estão relacionados a 

maior suscetibilidade ao desenvolvimento e progressão da DHGNA. Contudo, muitas questões 

ainda permanecem não respondidas acerca da lactação como janela de programação. Nesse 

sentido, nos dedicamos a estudar neste trabalho, a influência da exposição à fatores ambientais 

(exposição materna à nicotina) e alteração de fatores nutricionais através da redução da oferta 

do leite (desmame precoce) ou alteração em sua composição (dieta materna restrita em 

proteínas) sobre o metabolismo lipídico hepático de ratos adultos machos e fêmeas.  

Mesmo com a tentativa árdua da OMS em divulgar as consequências do tabagismo, o 

cigarro é a droga mais comum entre gestantes, sendo que a maioria interrompe este hábito mas 

retorna durante os primeiros seis meses pós-parto, expondo o neonato a fumaça e a nicotina via 

leite materno. Neste primeiro modelo animal experimental, evidenciamos os efeitos tardios da 

exposição precoce à nicotina durante a lactação sobre o metabolismo lipídico do fígado. Os 

machos foram programados para o desenvolvimento de alterações no metabolismo de 

triglicerídeos, sendo o acúmulo preferencialmente intra-hepático e independente de sobrepeso 

e resistência à insulina. De modo oposto, o acúmulo de lipídios nas fêmeas ocorreu 

preferencialmente no plasma e a arquitetura do hepatócito foi preservada, com alterações 

principalmente no metabolismo de colesterol.  

A amamentação exclusiva nos primeiros meses de vida é considerada a intervenção mais 

potente contra a morbidade e mortalidade infantil e uma meta de saúde pública global. Apesar 

dos diversos benefícios relacionados ao aleitamento materno nos primeiros seis meses de vida, 

o mundo passa por uma “epidemia de desmame”, que está associada à redução do desempenho 

intelectual, bem como a alterações no perfil lipídico, desenvolvimento cardiovascular, pressão 

arterial, DM2, sobrepeso e obesidade ao longo da vida. Neste contexto, no segundo modelo 
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animal desta Tese, abordamos a importância do aleitamento materno exclusivo durante os 6 

primeiros meses de vida, mimetizando o desmame precoce farmacológico e não-farmacológico. 

Tomados em conjunto, nossos resultados demonstram que as alterações na 

citoarquitetura do fígado apenas em machos desmamados precocemente do modelo não-

farmacológico são associadas às diferenças na expressão da FAS e SCD-1. Interessantemente, 

independente ao tipo de desmame, as fêmeas não desenvolvem esteatose hepática, embora 

apresentem aumento de MTTP, o que pode influenciar no melhor perfil lipídico observado. É 

possível que as fêmeas tenham desenvolvido um mecanismo adaptativo para lidar melhor com 

os insultos durante a lactação do que os machos, pois esses mecanismos estariam relacionados 

à necessidade de reprodução satisfatória. Nesse sentido, o MTTP poderia ser uma enzima chave 

na proteção do fígado contra a esteatose e suas graves consequências. 

Em contrapartida, a alteração de apenas um dos macronutrientes programa os 

descendentes para um fenótipo oposto. Em nosso terceiro modelo experimental, a dieta materna 

hipoprotéica exclusivamente durante a lactação programa machos e fêmeas para o baixo peso 

associado à redução da adiposidade e normofagia, sem o desenvolvimento de esteatose, 

sugerindo hiperativação da lipólise e consequente aumento da disponibilidade de lipídeos para 

o fígado. Aparentemente, o fígado está preparado para aumentar a síntese de lipídeos, mas a 

maquinaria enzimática não reflete o aumento da funcionalidade, uma vez que o aumento das 

enzimas-chave da gliconeogênese e da síntese de triglicerídeos não parece elevar os respectivos 

produtos. Curiosamente, o aumento da β-oxidação, captação de LDL e redução da 

disponibilidade de TG sugerem maior adaptação das fêmeas em relação ao metabolismo 

lipídico, o que pode ser um mecanismo adaptativo para redução do conteúdo lipídico intra e 

extra-hepático. A restrição de proteínas da dieta materna também programa a resposta ao 

retículo endoplasmático e/ou estresse mitocondrial, e o efeito de redução das vias de reparo da 

homeostase do retículo parece ser mais intenso em fêmeas. O fenótipo das fêmeas PR pode 

estar relacionado ao efeito combinado da redução do ER-α e aumento do AR, porém mais 

estudos são necessários. Uma das principais lições aprendidas com esse modelo de 

programação é que um indivíduo abaixo do peso possui um fígado aparentemente saudável 

(sem acúmulo de gordura), mas que pode ocultar vias metabólicas desreguladas com potencial 

esteatótico. Portanto, deve-se evitar a prática de adição de produtos farináceos para engrossar 

o leite da mamadeira, o que resulta na diluição das proteínas, bem como estimular a ingestão 

adequada de proteínas pelas mães durante a amamentação e, o cumprimento do direito à 

alimentação adequada e saudável garantido pela Constituição Federal e reafirmado pelo 
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Estatuto da Criança e do Adolescente (ECA, Lei nº 8.069, de 13 de julho de 1990) por parte do 

poder público. 

Os modelos de indução ao sobrepeso abordados neste trabalho (nicotina e desmame) 

mostraram que machos armazenam os lipídeos no fígado de modo preferencial comparado às 

fêmeas, mas o que inicialmente é visto como algo bom pode não ser, já que fêmeas NIC 

(PIETROBON et al., 2021) e DP/BRO (dados ainda não publicados) desenvolvem esteatose 

pancreática. Em relação ao modelo de baixo peso (dieta materna RP), animais de ambos os 

sexos não desenvolvem esteatose, mas apresentam diversas alterações camufladas pelo 

consumo exclusivo de dieta padrão. Sendo assim, o rápido ganho de peso após o desmame está 

associado ao desenvolvimento de sobrepeso e suas implicações a longo prazo, entretanto, o 

baixo peso observado nesses animais também não é sinônimo de boa saúde. Podemos inferir 

que a exposição a um novo insulto ao longo da vida, como dietas desequilibradas, pode romper 

o sincronismo mantido pelo fígado e, evoluir para o estado de injúria hepática. 

Em seres humanos com DHGNA, há o mesmo padrão de dimorfismo sexual que 

verificamos neste trabalho, esta doença é mais prevalente entre homens em idade reprodutiva e 

em mulheres após a menopausa, por influência dos esteróides sexuais. As intervenções para 

doenças crônicas, como a DHGNA, geralmente são iniciadas mais tarde na vida, quando a 

resposta aos tratamentos pode ser subótima. O período neonatal é uma janela crítica de 

plasticidade do desenvolvimento, quando pequenas mudanças podem ter um grande impacto na 

predisposição às doenças, destacando este período como alvo para intervenções. Podemos 

concluir que para a interrupção do ciclo vicioso ao qual estamos inseridos, o estímulo ao 

aleitamento exclusivo, combate ao tabagismo e a garantia de segurança alimentar à população 

deve cursar com políticas públicas eficazes para a prevenção de doenças e não apenas contenção 

de danos.   
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ANEXO A – Aprovação do Comitê de Ética do Modelo Experimental I 
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ANEXO B – Aprovação do Comitê de Ética do Modelo Experimental II 
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ANEXO C – Aprovação do Comitê de Ética do Modelo Experimental III 
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ANEXO D - Comprovantes de publicação de artigos científico como primeira autora e em 

coautoria durante o período do doutorado 
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