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RESUMO 

LANNES, Wilian Rodrigues. Obesidade materna aumenta a lipogênese e doença hepática 

gordurosa não alcoólica nos descendentes até a geração F2 de camundongos. 49 f, 2015. 

Dissertação (Mestrado em Ciências, Biologia Humana e Experimental) – Instituto de 

Biologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 2015. 

A obesidade maternal induzida por dieta hiperlipídica programa a prole a suscetíveis 

doenças na vida adulta e pode passar para gerações subsequentes. O presente estudo 

avaliou o efeito da dieta materna sobre a estrutura hepática na prole adulta de 

camundongos, focando na primeira (F1) e segunda  (F2) gerações. Fêmeas C57BL/6 (F0) 

foram alimentadas com dieta controle (SC) ou dieta hiperlipídica (HF) no período de 8 

semanas antes do acasalamento, durante a gestação e a lactação para dar origem a primeira 

geração (SC-F1 e HF-F1). Aos 3 meses, as fêmeas F1 foram acasaladas e formaram a 

Segunda geração (SC-F2 e HF-F2). A partir do desmame todas a proles receberam apenas 

dieta controle. O fígado foi dissecado, pesado, foram realizados cortes de 5 µm de 

espessura e corados com hematoxilina e eosina. O tecido hepático congelado foi 

utilizado para analisar o triglicerídeo hepático e expressão proteica por Western bloting. O 

grupo HF-F1 apresentou maior massa corporal (MC) aos 90 dias quando comparado ao 

grupo SC-F1 (P=0.001), no entanto a prole HF-F2 não apresentou diferença significativa 

quando comparado ao grupo  SC-F2.Quanto ao metabolismo de carboidratos, a prole 

HF-F1 mostrou-se intolerante à glicose comparada ao grupo SC-F1, no entanto esse 

resultado não foi observado na prole HF-F2. No entanto, a prole HF-F1 (P=0.009) e HF-

F2 apresentaram hiperinsulinemia (P=0.03). Em relação, a esteatose hepática esta foi 

maior na prole HF-F1 em torno de 18% mais gotículas lipídicas depositadas no fígado, do 

que na prole SC-F1 (P<0.0001), enquanto a prole HF-F2 apresentou aumento de 13% neste 

parâmetro quando comparado a prole SC-F2 (P<0.0001). Em relação à expressão de 

proteínas, a prole HF-F1 apresentou expressão significativamente maior do PPAR-gama e 

SREBP-1c, ambos fatores de transcrição lipogênicos, em comparação a prole SC-F1 

(P=0.01). A prole HF-F2 mostrou apenas expressão significativamente maior do PPAR-

gama quando comparado a SC-F2 (P=0.04). De modo interessante, a obesidade materna 

foi prejudicial para as vias lipogênicas e beta-oxidação através da regulação positiva do 

PPAR-gama e regulação negativa do PPAR-alfa. Por outro lado, a segunda geração 

demonstrou lipogênese elevada, por conta de um desequilíbrio do PPAR, favorecendo o 

acúmulo hepático de triglicerídeos com prejuízo no metabolismo  da  prole, mesmo não 

sendo exposta diretamente à dieta hiperlipídica. 

Palavras-chave: Dieta hiperlipídica. Intergeracional. Programação metabólica. 



ABSTRACT 

LANNES, Wilian Rodrigues. Maternal obesity increases lipogenesis and nonalcoholic 

fatty liver disease in the offspring until the F2 generation. 4 9  f , 2015 Dissertação 

(Mestrado em Ciências, Biologia Humana e Experimental) – Instituto de Biologia, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 2015. 

 Diet-induced maternal obesity may program susceptibility in offspring to chronic 

diseases and affect subsequent generations. The present study evaluated the effects of 

maternal obesity upon liver structure in early adult life, focusing on the F1 and F2 

generations. C57BL/6 female mice (F0) were fed standard chow (SC) or HF diet (8 weeks) 

prior to mating and during the gestation and lactation to provide the F1 generation (F1-SC 

and F1-HF). At 3 months old, F1 females were mated to produce the F2 generation (F2-SC 

and F2-HF). The liver was dissected, weighed and sliced into several fragments at 5 µm 

thickness and stained with hematoxylin and eosin. Frozen liver tissue was used to analyze 

western blot and triacylglycerol. Data were analyzed by unpaired Student’s t-test.  The HF-

F1 group had higher body mass (BM) at 90 days when compared with SC-F1 (P=0.001), 

whereas the HF-F2 offspring showed no significant difference in BM when compared to 

SC-F2 offspring. HF-F1 had glucose intolerance when compared to SC-F1 group. This 

result was not observed in the F2 offspring. Nevertheless, HF-F1 offspring (P=0.009) 

and the HF-F2 showed hyperinsulinemia (P=0.03). Regarding the hepatic steatosis, the HF-

F1 offspring presented 18% more lipid droplets than SC-F1 offspring (P<0.0001), while the 

HF-F2 showed a 13% increase in this parameter when compared to SC-F2 offspring 

(P<0.0001). The HF-F1 offspring showed increased expression of PPAR-gamma and 

SREBP1- c, lipogenic transcription factors, when compared to SC-F1 offspring (P=0.01). 

The HF-F2 offspring showed only increased PPAR-gamma expression when compared to 

SC-F2 offspring (P=0.04). Interestingly, maternal obesity impairs both lipogenesis and 

beta-oxidation pathways through upregulation of PPAR- gamma and downregulation of 

PPAR-alpha. Conversely, the second-generation offspring presented with only enhanced 

lipogenesis, but it causes disrupted PPAR balance, favoring hepatic lipid accumulation and 

impaired metabolism in these animals that were not directly exposed to the HF intake. 

Keywords: Fat diet . Intergenerational . Metabolic programming. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A nutrição materna é importante e, quando inadequada, pode estar envolvida no 

desenvolvimento de doenças crônicas no adulto. Alteração na nutrição materna, incluindo 

desnutrição e superalimentação, pode levar a distúrbios metabólicos na descendência, o que 

corresponde à “programação” de doenças crônicas na vida adulta (Aaltonen et al., 2011; 

Alfaradhi e Ozanne, 2011). 

Nos últimos anos o número de evidências é crescente envolvendo a superalimentação 

materna nos períodos pré-gestacional, gestação e lactação com a alteração de vias metabólicas 

na prole (Alfaradhi et al., 2014; Ornellas et al., 2015). A obesidade materna favorece o 

aparecimento precoce de obesidade e suas comorbidades na prole, mesmo quando há uma 

nutrição adequada na vida pós- desmame (Gregorio et al., 2010). 

Existe uma situação preocupante de transmissão cíclica, transgeracional, da obesidade 

devido ao aumento do número de mulheres com sobrepeso/obesidade em idade fértil 

(Alfaradhi et al., 2014). O desenvolvimento da obesidade frequentemente resulta no 

aparecimento de outras complicações metabólicas, incluindo a resistência à insulina e 

doenças cardiovasculares que, em conjunto, corresponde a síndrome metabólica (Aballay et 

al., 2013). 

Há evidências substanciais, em seres humanos e em modelos experimentais, 

demonstrando que a modulação da dieta materna, seja através da restrição energética (Frantz 

et al., 2011), ou através da ingestão de dieta com alto teor de gordura predispõe à obesidade e 

síndrome metabólica na descendência de primeira geração (F1) (Guo e Jen, 1995). Estudos 

recentes indicam que animais F1 podem transmitir fenótipos semelhantes à segunda geração 

(F2) e até mesmo para a terceira geração (F3) (Benyshek et al., 2006; Pinheiro et al., 2008). 

A superalimentação ou excesso de nutrientes durante o desenvolvimento sugere que a 

obesidade materna predispõe a prole à obesidade e disfunção metabólica na idade adulta 

(Catalano, 2003; Oken e Gillman, 2003), causando a esteatose hepática ou “doença 

hepática gordurosa não alcoólica” (DHGNA), considerada a doença hepática mais comum no 

ocidente, com prevalência aproximada de 30% na população dos Estados Unidos (Lazo e 

Clark, 2008). 

A esteatose hepática também está associada com a resistência à insulina, que é central 

para a sua patogênese (Marchesini et al., 2001). A hiperinsulinemia parece mediar esse desvio 

metabólico, pois é capaz de transpor a placenta. Assim, o fígado, que é órgão central do 
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metabolismo, torna-se alvo para acúmulo de lipídeos durante a vida intrauterina (Cerf, 2007; 

Yessoufou e Moutairou, 2011). 

A resistência à insulina desempenha papel central na gênese da esteatose hepática, 

uma vez que a insulina estimula a lipólise no tecido adiposo branco, aumentando assim a 

entrada de ácidos graxos livres no fígado e prejudicando a beta-oxidação hepática (Koteish e 

Diehl, 2001; Angulo, 2007; Aguila et al., 2010). 

Os PPARs (peroxisome proliferator-activated receptors - receptores ativados por 

proliferador de peroxissoma) são fatores responsáveis pela transcrição de genes envolvidos 

com a beta-oxidação e lipogênese no fígado. Já está descrito que uma dieta materna 

hiperlipídica desencadeia um desequilíbrio nos PPARs na prole na primeira geração, 

favorecendo a expressão elevada de PPAR-gama (fator de lipogênese) concomitante à 

diminuição da expressão de PPAR-alfa, que é essencial para a beta-oxidação mitocondrial 

(Magliano et al., 2013). 

Danos hepáticos têm sido descritos tanto em camundongos recém-nascidos, quanto 

em camundongos adultos de primeira geração (Alfaradhi et al., 2014). Entretanto, pouca 

atenção é dada a um possível efeito intergeracional causado pela dieta materna hiperlipídica 

que altera a estrutura e função hepática. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1 Obesidade materna 

 

 

Diante do crescente aumento da obesidade, e consequentemente obesidade materna e 

diabetes gestacional, estudos recentes têm-se centrado sobre os potenciais efeitos negativos da 

superalimentação fetal. Estes revelaram uma relação entre a obesidade materna e o início da 

síndrome metabólica na prole. Muitos estudos epidemiológicos têm mostrado uma associação 

entre IMC materno e diabetes gestacional com adiposidade da prole (Shankar et al., 2008; 

Locke et al., 2015). 

Uma possível explicação para a maior incidência de sobrepeso e obesidade nos 

filhos expostos ao diabetes materno e obesidade é que estas mulheres transmitem um maior 

número de genes de susceptibilidade aos seus descendentes em comparação com mulheres de 

peso normal. O ganho de peso materno e aumento do IMC entre as gestações também é 

descrito capaz de aumentar o risco do excesso de peso na prole em comparação a prole de 

mães que não engordaram durante a gestação (Adamo et al., 2013; Cachelin, 2013). 

Além disso, foi observado em filhos de mulheres obesas que nasceram após a 

cirurgia bariátrica uma redução no risco de obesidade e outros efeitos adversos na prole em 

comparação com os irmãos que nasceram antes da cirurgia da mãe (Kral et al., 2006). Estes 

dados mostram um risco desproporcional na prole da mesma mãe sob diferentes condições no 

útero e reforça o conceito de que as condições ambientais, tanto em adição e independente de 

susceptibilidades genéticas, são capazes de criar fisiologicamente a programação durante o 

desenvolvimento (Kral et al., 2006; Alfaradhi e Ozanne, 2011). 

Estes resultados são relevantes, pois as taxas de sobrepeso e obesidade em 

mulheres em idade fértil continuam a aumentar em todo o mundo. Nos EUA, a prevalência 

de mulheres obesas com idades entre 20-39 anos triplicou entre 1960 e 2000 (Alfaradhi e 

Ozanne, 2011). Isso apresenta um quadro preocupante de transmissão transgeracional 

cíclica da obesidade. Outros estudos mostraram queo peso ao nascer e a macrossomia tem 

uma maior associação com os níveis maternos de triglicerídeos do que com a intolerância à 

glicose materna (Di Cianni et al., 2005), sugerindo que componentes da dieta podem 

influenciar o desenvolvimento do feto durante a gravidez. A importância do elevado teor 

de gordura na dieta podendo alterar a prole também foi estabelecida em primatas não 
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humanos. O consumo de dieta hiperlipídica materna (35% de gordura) durante a gravidez 

levou a aumentos significativos nos níveis de ácidos graxos livres no feto, o que pode levar 

à resistência à insulina (McCurdy et al., 2009). 

Além disso, a gordura dietética presente na dieta hiperlipídica desempenha um papel 

per se em influenciar o fenótipo da prole independentemente da resistência à insulina através 

da influência do peso corporal da prole e o conteúdo de triglicérides no fígado. No 

entanto, a combinação de dieta hiperlipídica e resistência à insulina na mãe tem efeitos 

adicionais sobre a adiposidade no início da vida da prole (Carmody et al., 2011). 

 

 

1.2 Programação metabólica 

 

 

A origem fetal das doenças que aparecem no adulto é conhecida como “Teoria de 

Barker” segundo a qual, a nutrição deficiente durante a gestação e infância precoce dará origem 

a uma adaptação metabólica e/ou estrutural permanente que aumenta o risco de 

desenvolvimento de doenças na vida adulta (Barker, 1990, 1995, 2007). 

Essa teoria deu origem ao conceito de programação metabólica, definida como a 

resposta a um desafio específico durante uma janela de tempo crítico do desenvolvimento 

com efeitos na saúde que persistem ao longo da vida (Bautista et al., 2015). Esta teoria vai 

emprega o conceito de plasticidade do desenvolvimento, ou seja, a capacidade de um 

organismo adaptar a estrutura e função em resposta a exposições diferentes durante o 

desenvolvimento. Essa adaptação é possível apenas durante um período crítico do 

desenvolvimento, que para a maioria dos órgãos e sistemas, corresponde a vida intrauterina 

(Gluckman e Hanson, 2004). Há cada vez mais evidências de que mecanismos  epigenéticos 

estão envolvidos nos processos de plasticidade do desenvolvimento e, consequentemente com 

a programação metabólica (Cutfield et al., 2007). 

Estudos em humanos (Roseboom et al., 2000) e em modelos animais (Gregorio et al., 

2010; Graus-Nunes et al., 2015) têm relatado que o ambiente nutricional adverso fetal e 

neonatal pode induzir obesidade e comorbidades na prole, podendo alcançar a segunda 

geração (Zambrano, 2009; Bringhenti et al., 2015; Graus- Nunes et al., 2015). 

No desenvolvimento de mamíferos a disponibilidade de nutrientes é transferida ao 

embrião/feto através da placenta, e para o lactente durante o aleitamento. Assim, a 

programação é induzida por respostas adaptativas que o feto ou recém-nascido têm à 
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estímulos da mãe. Respostas fetais ou perinatais podem incluir mudanças no metabolismo, 

produção hormonal e sensibilidade dos tecidos aos hormônios que, por sua vez, pode afetar 

o desenvolvimento de vários órgãos, levando a alterações persistentes na homeostase 

metabólica (Gluckman e Hanson, 2004). 

A nutrição desempenha um papel fundamental no desenvolvimento dos indivíduos, 

dessa forma, há evidências crescentes de que a obesidade materna é um fator de risco para a 

obesidade nos filhos. Tem sido relatado que 24% dos filhos de mães obesas são obesos aos 

4 anos de idade, em comparação a 9% das crianças nascidas de mães com peso normal 

(Whitaker, 2004). Além disso, uma estreita relação entre ganho de peso materno durante a 

gestação e obesidade na infância tem sido relatada (Zambrano, 2009). Tem sido demonstrado 

que camundongos fêmea, alimentados com dieta hiperlipídica desde antes do acasalamento 

até o período de lactação, apresentaram aumento de peso e a sua prole desenvolve 

hiperfagia, adiposidade elevada, atividade locomotora reduzida, hipertensão arterial, 

resistência à insulina, demonstrando que a dieta materna induz o desenvolvimento da 

programação metabólica na prole (Samuelsson et al., 2008). 

O período pós-natal precoce também é um período que pode influenciar o 

desenvolvimento da prole. O período pós-natal é um período de desenvolvimento, e 

crescimento rápido e nele agem fatores associados ao aumento do risco de obesidade. 

Estudos prévios têm implicado que o rápido crescimento pós-natal da prole que foi gerada 

em um ambiente de desnutrição materna cursa com a obesidade no início na idade adulta 

(Chen et al., 2010). O ganho de peso durante a  infância  está  associado  com  a  adiposidade,  

pressão  arterial,  os  níveis de triglicerídeos e outros fatores de risco metabólico independentes 

do peso ao nascer (Ekelund et al., 2007). 

 

 

1.3 Esteatose hepática e programação metabólica 

 

 

O fígado desempenha um papel central no metabolismo global, regulando uma 

variedade de reações bioquímicas. Já comentamos que a DHGNA é considerada a doença 

hepática mais comum no hemisfério ocidental (prevalente em cerca de 30% na população 

dos Estados Unidos) (Abd El-Kader e El-Den Ashmawy, 2015). O espectro da DHGNA se 

inicia com esteatose e pode evoluir até cirrose hepática e câncer (Karagozian et al., 2014). 

DHGNA é definida como o acúmulo excessivo de gordura no fígado superior a 10% do 
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órgão, conforme determinado a partir da porcentagem de hepatócitos contendo gotículas de 

gorduras visualizados por microscopia de luz (Aguila et al., 2010). Atualmente a DHGNA 

é a manifestação hepática da síndrome metabólica, tendo a resistência à insulina como o 

principal mecanismo patogênico (Bugianesi et al., 2005). É morbidade importante, que 

resiste mesmo nos indivíduos obesos que emagrecem (Barbosa-da-Silva et al., 2012; 

Barbosa-da-Silva et al., 2013). 

A deposição de lipídios hepáticos é atribuída a desregulação da homeostase 

lipídica, que pode resultar do aumento da liberação de ácidos graxos a partir do tecido 

adiposo, aumento da síntese de ácidos graxos por meio da lipogênese de novo que reduz a 

oxidação mitocondrial, ou uma combinação destes fatores (Marchesini et al., 2001). 

Recentemente, vem sendo demonstrado que a ingestão de gordura na dieta materna contribui 

para o desenvolvimento da DHGNA na prole adulta, através do metabolismo mitocondrial 

hepático e da regulação da lipogênese hepática (Oben et al., 2010; Alfaradhi et al., 2014; 

Bringhenti et al., 2015). Estes são achados potencialmente significativos. O período de 

lactação pode exercer um efeito metabólico sobre o desenvolvimento da DHGNA e outras 

condições (de aumento de peso, marcadores bioquímicos) implicados no desenvolvimento do 

síndrome metabólica (Oben et al., 2010). 

Na obesidade materna, a unidade fetoplacentária se desenvolve sob condições de 

excesso de nutrientes e um ambiente com inflamação. A literatura demonstra que o consumo 

de dieta hiperlipídica durante a gravidez reduz o fluxo sanguíneo uterino, exacerba a 

inflamação da placenta e aumenta o risco de morte fetal (Frias et al., 2011). No útero a dieta 

hiperlipídica altera o desenvolvimento metabólico normal dos órgãos no feto. 

Especificamente, fetos no terceiro trimestre de mães alimentadas com dieta hiperlipídica 

apresentam esteatose, aumento do estresse oxidativo hepático e apoptose celular (McCurdy et 

al., 2009). Na grande maioria dos casos, a DHGNA infantil e adulta se desenvolve na 

presença da resistência à insulina e consequentemente síndrome metabólica. Os dados em 

humanos demonstraram que a redução da sensibilidade à insulina em todo o corpo está 

presente ao nascimento em filhos de mães obesas e com resistência à insulina (Catalano et 

al., 2009). Sugere-se que a esteatose hepática fetal tenha o fenótipo em grande parte explicado 

pelo aumento da transferência de energia transplacentária (McCurdy et al., 2009). 

Alguns estudos concluem que o acúmulo de gordura hepática no início da vida não é 

simplesmente uma manifestação precoce da DHGNA, mas um evento fisiopatológico 

independente que, em seguida, potencializa a doença hepática pós- natal. Favorável a esta 

ideia, estudos demonstraram que a exposição a dieta hiperlipídica in utero parece piorar o 
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fenótipo da DHGNA na prole de camundongos adultos exposta a um estilo ocidental de dieta 

hiperlipídica até o desmame. Nesses animais, expostos a dieta hiperlipídica materna, mesmo 

sendo submetidos a dieta controle após o desmame a DHGNA não foi revertida completamente 

(Bruce et al., 2009). 

A persistência da esteatose hepática na vida pós-natal pode resultar de alterações em 

algum dos seguintes processos hepáticos: lipogênese de novo, oxidação dos ácidos graxos, ou 

exportação de lipoproteínas. A proteína de ligação do elemento de regulação do esterol 1c 

(SREBP-1c), é um fator de transcrição regulado pela insulina, que é o principal controlador 

da lipogênese hepática de novo. O SREBP- 1c é regulado positivamente no fígado da prole de 

camundongos adultos e jovens previamente expostos a dieta hiperlipídica materna (Bruce et 

al., 2009; Gregorio et al., 2010). Estudos demonstraram uma redução da oxidação de ácidos 

graxos em camundongos adultos que foram expostos a dieta hiperlipídica materna. Quando a 

prole foi exposta a dieta hiperlipídica pós-desmame, os   camundongos adultos foram 

incapazes de aumentar a β-oxidação mitocondrial, com consequente redução na oxidação dos 

ácidos graxos e consequente depósito observado como esteatose hepática (Bruce et al., 2009). 

A expressão hepática de carnitina palmitoil transferase (CPT), uma enzima chave que 

media o transporte de ácidos graxos de cadeia longa para a oxidação na mitocôndria, não 

é aumentada em fígados com esteatose de camundongos adultos que foram expostos a 

superalimentação gestacional (Bayol et al., 2010). Todas essas vias culminam na disfunção 

mitocondrial que resulta na redução da oxidação dos ácidos graxos e esteatose hepática 

(Borengasser et al., 2011). 

Outra proteína que ajuda na compreensão da transmissão intergeracional da 

DHGNA é a Sirtuina-1 (SIRT1), enzima que controla uma ampla gama de genes de 

importância metabólica. A SIRT1 regula a transcrição dos receptores ativados por PPAR-alfa 

e PPAR-gama, que controlam a oxidação e a lipogênese, respectivamente. Os lipídios e 

intermediários lipídicos são os ligantes naturais para o PPAR-alfa, o que resulta em aumento da 

transcrição do PPAR-alfa promovendo a oxidação dos ácidos graxos, no entanto esta 

ativação parece estar prejudicada em indivíduos com esteatose hepática. 
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Figura 1 -  Evolução da doença hepática gordurosa não alcóolica 

 

Legenda: A figura apresenta a evolução da esteatose hepática onde 20% dos casos evolui para esteatohepatite 

que em aproximadamente 15% dos casos evolui para cirrose e por sua vez em alguns casos evolui 

para câncer hepatocelular.  

Fonte: Adaptado de Peter Dietrich (Dietrich e Hellerbrand, 2014). 

 

 

1.4 Mecanismos epigenéticos 

 

 

Recentemente, viu-se que a programação de doenças crônicas por alteração 

nutricional na mãe pode ultrapassar a primeira geração e atingir as gerações 

subsequentes, conhecido como transmissão transgeracional (Zambrano et al., 2005; Frantz et 

al., 2011; Nascimento et al., 2012). A sensibilidade ambiental dos epigenomas é visto como 

um mecanismo adaptativo em que o desenvolvimento do organismo ajusta seus sistemas 

metabólico e homeostático para se adequar ao ambiente extrauterino (Hanson et al., 2011). 

O ambiente de desenvolvimento induz fenótipos alterados através de mecanismos genéticos, 

fisiológicos (especialmente endócrino) e epigenéticos (McLachlan, 2001). Marcas epigenéticas 

podem ser reprogramadas em resposta a estímulos ambientais, tais como mudanças na dieta 

e no ambiente uterino. Estes traços epigenéticos podem se espalhar rapidamente, resultando 

em uma manifestação de um fenótipo ao longo de várias gerações. A transmissão 

transgeracional pode exacerbar o rápido início dos fenótipos, tais como aumento da altura, 

obesidade ou diabetes em populações humanas no último século (James, 2008; Bruce e 

Hanson, 2010). 

Os três principais mecanismos moleculares envolvidos nos processos epigenéticos são 

o DNA, as histonas, que são as proteínas que formam o núcleo em torno do qual o DNA 

envolve e uma forma específica de moléculas de RNA (RNA não codificante). Sendo 

assim, as alterações epigenéticas incluem metilação do DNA, as modificações covalentes das 

histonas e RNAs não-codificantes (Dolinoy e Jirtle, 2008). A associação entre o crescimento 
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fetal e doenças na fase adulta implica, em alterações na expressão de genes que é regulada por 

mecanismos epigenéticos que os ativam ou desativam através da modulação da 

transcrição do DNA. A metilação do DNA origina inativação dos genes enquanto a acetilação 

das histonas promove a transcrição. Nos últimos anos temos visto um aumento na investigação 

sobre mecanismos epigenéticos envolvidos nas doenças. A metilação do DNA é o 

mecanismo mais estudado (Alfaradhi e Ozanne, 2011). 

Evidências demonstraram, em estudos humanos e animais, que mecanismos 

epigenéticos são os potenciais mediadores da obesidade. Fatores nutricionais e ambientais 

podem interagir com o genótipo modulando marcações epigenéticas nas células somáticas e 

influenciando assim o fenótipo. Dessa forma, esses padrões de metilação podem ser 

transmitidos através das gerações (Cropley    et al., 2006). A elucidação de processos 

epigenéticos pode permitir a identificação perinatal dos indivíduos com maior risco de 

desenvolver a síndrome metabólica tardia e possibilitar estratégias de intervenção precoce 

para reduzir tais riscos. 

Os genes que regulam a adipogênese, a homeostase da glicose, a inflamação e/ou a 

sinalização de insulina são regulados por mecanismos epigenéticos, incluindo, receptores 

nucleares (PPARs) e enzimas que atuam na gliconeogênese (Desai et al., 2015). Há também 

evidências que as exposições ambientais durante a infância podem induzir alterações 

persistentes no epigenoma da prole, o que pode levar a um aumento do risco de obesidade e 

síndrome metabólica na vida adulta. Nos humanos a programação da obesidade ocorre 

principalmente através de alterações na metilação do DNA, o envolvimento da modificação de 

histonas e alterações na estrutura da cromatina ainda não foram demonstrados (Desai et al., 

2015). Estudos em animais demonstraram que tanto a metilação do DNA e alterações na 

modificação da histona estão associadas com a programação da obesidade materna através da 

superalimentação em modelos de roedores (Campion et al., 2010; Wang et al., 2012). As 

alterações ambientais têm sido detectadas em genes que regulam fatores de crescimento, 

adipogênese, e homeostase da glicose (Tosh et al., 2010). 

Para entender como marcas epigenéticas se tornam hereditárias é importante 

estudar a metilação do DNA, que é altamente dinâmica durante a embriogênese. Entretanto, 

ao contrário da crença popular, a metilação do DNA não se completa completamente durante 

o desenvolvimento inicial ou gametogênese (Trasler, 2009). Dessa forma, algumas regiões 

metiladas sobrevivem e são replicadas cada vez que a célula se divide e o DNA é passado 

associado com histonas. Essas marcações podem, então, ser copiadas cada vez que a célula 

se divide, influenciando a expressão do gene ao longo da vida (Guibert et al., 2012). Assim, 
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modificações epigenéticas fornecem um mecanismo pelo qual as exposições ambientais e 

nutricionais precoces afetam o fenótipo da prole através da modificação da linha germinativa 

(Barres e Zierath, 2011). 

 

Figura 2 - M  odificações epigenéticas passadas a várias gerações subsequentes 

 

Legenda: Exposições ambientais e herança epigenética transgeracional. A herança transgeracional deve 

estender-se a partir da F0 até a geração F3.  

Fonte: Adaptado de Desai e colaboradores (Desai et al., 2015). 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral: 

 

 

O presente estudo tem como objetivo verificar se a obesidade materna no período 

pré-gestacional e perinatal, além de “programar” os animais da primeira geração, persistem 

na segunda geração, enfocando a análise das principais vias metabólicas relacionadas com a 

DHGNA. Deste modo, desejamos induzir a obesidade materna por oferta de dieta 

hiperlipídica e avaliar seus efeitos no fígado da prole das duas gerações seguintes (F1 e F2). 

 

 

2.2  Objetivos específicos: 

 

 

Avaliar os seguintes parâmetros na prole: 

 

a) Massa corporal e metabolismo de carboidratos, 

b) Perfil lipídico (colesterol total, triacilglicerol), 

c) Alterações funcionais e remodelamento estrutural hepático, 

d) Beta-oxidação e lipogênese. 

 
 

  



24 
 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais e dieta 

 

 

Os procedimentos experimentais deste trabalho seguiram as normas estabelecidas no 

guia para a experimentação com animais (Publicação NIH Nº. 85-23, revisado em 1996). O 

protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro (protocolo CEUA/017/2013, no Anexo). 

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram cuidados no biotério do Laboratório de 

Morfometria, Metabolismo e Doença Cardiovascular (LMMC), em estantes ventiladas 

Neogen Allentown, mantidos em condições controladas de temperatura (21±2ºC) e umidade 

(60±10%), com livre acesso à comida e água. O ambiente foi submetido a ciclos de 

12/12horas claro-escuro e de renovação de ar. Fêmeas virgens (F0) com quatro semanas de 

idade foram separadas aleatoriamente em um dos dois grupos nutricionais (n=10): 

 

a) grupo Standard Chow (SC), com 17% da energia proveniente de lipídios; 

 

b) grupo High Fat (HF) com 49% da energia proveniente de lipídios. 

 

Os animais do grupo SC receberam dieta própria para roedores para a fase de 

gestação/lactação normoproteica (190g proteína/Kg dieta) e normolipídica (70g lipídeos/Kg 

dieta). O grupo HF recebeu dieta contendo alto teor de lipídios (270g lipídeos/Kg dieta), com 

o mesmo percentual energético proveniente das proteínas como o da dieta SC. 

É relevante destacar que o incremento do percentual lipídico da dieta HF foi 

compensado pela redução de hidratos de carbono. O aporte de vitaminas e minerais foi 

semelhante nas duas dietas, seguindo as normas preconizadas para roedores do American 

Institute of Nutrition (AIN-93G) (Reeves et al., 1993). 

As dietas experimentais foram confeccionadas pela empresa Pragsoluções (Jau, SP, 

Brasil) e suas composições nutricionais encontram-se demonstradas na Tabela 1. Diariamente 

as dietas foram ofertadas aos animais e, caso houvesse sobras, elas eram desprezadas a fim de 

evitar oxidação lipídica. A rotina de avaliação do consumo e dos restos das dietas foi mantida 

durante todo o período experimental. 
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Tabela 1 – Composição das dietas experimentais 

 
 

Dietas Experimentais HF SC 

Caseína 230,0 190,0 

Maisena 299,486 539,486 

Sacarose 100,0 100,0 

Óleo de soja 70,0 70,0 

Banha de porco 200,0 - 

Fibra 50,0 50,0 

Mistura de vitaminas 10,0 10,0 

Mistura de minerais 35,0 35,0 

Cistina 3,0 3,0 

Colina 2,5 2,5 

Antioxidante 0,014 0,014 

Total em gramas 1000,0 1000,0 

Energia (Kcal/Kg) 4950,0 3950,0 

Hidratos de carbono (%) 32 64 

Proteínas (%) 19 19 

Lipídios (%) 49 17 
 

 
 

 

Após oito semanas de dieta, e com 12 semanas de idade, as fêmeas F0 foram 

acasaladas com machos da mesma idade que receberam durante toda a vida dieta SC. É 

importante ressaltar que as dietas do período pré-gestacional foram mantidas durante a 

gestação e a lactação nas progenitoras F0. Ao desmame as proles (machos e fêmeas) da F1 e 

F2 passaram a receber dieta SC ao longo de todo experimento. 

Ao nascimento, o gênero dos filhotes foi identificado pelo método da distância 

anogenital (Vandenbergh e Huggett, 1995). Após esse procedimento, a ninhada de cada 

progenitora foi fixada em seis filhotes (três machos e três fêmeas), a fim de padronizar a 

nutrição da prole durante a lactação. Ao desmame (21 dias), os filhotes machos da primeira 

geração (F1), SC e HF, compuseram a prole F1, enquanto as fêmeas SC e HF foram 

aleatoriamente selecionadas, dentro de cada grupo, e assim alimentadas com dieta SC, 

segundo a AIN93G, para gerar a prole da segunda geração (F2). 

Aos três meses de idade, fêmeas F1 foram acasaladas com machos da mesma 
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idade, e alimentados com dieta SC por toda a vida a fim de originar F2. Os mesmos padrões, 

utilizados na separação e obtenção da prole F1, foram realizados com a geração F2. As proles 

de machos (F1 e F2) foram acompanhadas até os três meses de idade, além disso, é importante 

acrescentar, que somente um filhote de cada progenitora foi utilizado para a formação dos 

grupos experimentais e que nunca mais de um filhote da mesma ninhada compôs o mesmo 

grupo. Desta forma, os grupos experimentais estudados seguiram da seguinte forma: 

 Primeira geração: F1-SC e F1-HF 

 Segunda geração: F2-SC e F2-HF 

 

 

Figura 3 - Desenho experimental, ilustrando a formação das proles F1 e F2, a partir da 

matriz F0 

 

Legenda: F0=Progenitoras do estudo que receberam dieta padrão (SC) ou high-fat (HF) a partir de um mês de 

vida até o final da lactação, perfazendo um total de 14 semanas de dietas experimentais. Enquanto as 

proles geradas (F1 e F2) receberam após o desmame apenas dieta padrão para roedores até o terceiro 

mês de vida, quando ocorreu a eutanásia. 

Fonte: O autor, 2015 
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3.2 Massa corporal 

 

 

Durante o período pré-gestacional e durante a gestação, a massa corporal (MC) das 

progenitoras foi mensurada semanalmente em balança digital de precisão. Da mesma forma, a 

MC das proles foram acompanhadas semanalmente até a eutanásia. 

 

 

3.3 Teste oral de tolerância à glicose 

 

 

O teste oral de tolerância à glicose (TOTG) foi realizado nas progenitoras duas 

semanas antes do acasalamento e nas proles na semana anterior à eutanásia, após jejum de 

seis horas. Os animais foram gavados com solução de glicose 25% (1,0g/Kg) por cânula 

orogástrica. Passados 15, 30, 60 e 120 minutos, a cauda dos animais foi ordenhada para 

obtenção de novas amostras de sangue para aferição dos valores glicêmicos (glicosímetro 

Accu-chek performa, Roche, Manheim, Alemanha). Os resultados se basearam na área sob a 

curva (AUC) da variação da glicemia, de zero à 120 minutos (Prism v.6.05 para Windows, 

GraphPad Software, São Diego, Estados Unidos da América). 

 

 

3.4 Eutanásia dos animais 

 

 

Na véspera do dia da eutanásia, os animais ficaram em jejum por seis horas (1 hora 

da manhã às 7horas da manhã). Antes do procedimento, os animais foram anestesiados 

profundamente (pentobarbital sódico, 150 mg/kg) sangue foi coletado por punção cardíaca e 

foi armazenado para posterior análise. O fígado foi retirado, pesado, fragmentado e estudado 

conforme a descrição mais adiante. 
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3.5 Determinação das concentrações de lipídios plasmáticos 

 

 

Os valores plasmáticos de colesterol total e triglicerídeos foram determinados 

utilizando um método colorimétrico cinético de acordo com as instruções do fabricante 

(Sistema de BIOCLIN II; Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil). 

 

 

3.6 Determinação da concentração de insulina 

 

 

Concentrações de insulina foram medidas usando kit de ensaio imunoenzimático 

(insulina Cat. Kit #EZRMI-13K, Millipore, Missouri, EUA) com o equipamento Termoplate 

(TP-READER ELX800, BiotekInstruments, USA). 

 

 

3.7  Análise do Fígado 

 

 

3.7.1 Estrutura 

 

 

Fragmentos aleatórios do fígado foram mantidos em fixador recentemente preparado 

(formaldeído a 4% w/v, tampão fosfato 0,1 M pH 7,2) por 48h, em temperatura ambiente. 

Depois os fragmentos foram incluídos em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, Mo, 

EUA), seccionados com espessura de cinco micrômetros e lâminas foram coradas com 

hematoxilina e eosina ou usadas para imunohistoquímica conforme detalhado mais adiante. 

Fotomicrografias digitais foram obtidas em microscópio BX51 (Olympus Co, Tóquio, Japão) 

com câmera Infinity 1-5c (Lumenera Co, Ottawa, Canadá, formato JPEG, 24 bits e resolução 

de 2592 x 1944 pixels). Cinco animais por grupo e dez imagens aleatórias por animal foram 

analisadas, totalizando 50 imagens por grupo. As análises contaram com o sistema-teste de 36 

pontos-teste (PT) produzido pelo programa Stepanizer (www.stepanizer.com). Os pontos-

teste (PP) são contados quando estão sobrepostos às gotículas de gordura nos hepatócitos 

(Aguila et al., 2003; Catta-Preta et al., 2011). Assim, a densidade de volume da esteatose 
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(Vv[esteatose]) se determina como: 

 

 
= 

 

 

 

 

Figura 4 – Imagem digital de corte histológico do fígado 

 

 

Legenda: Imagem do sistema-teste de 36 pontos sobreposto à imagem utilizando o software STEPanizer 

(www.stepanizer.com). Os pontos-teste foram produzidos na cor vermelha para se diferenciar da 

coloração por hematoxilina e eosina. 

Fonte: O autor, 2015 

 

 

3.7.2 Bioquímica 

 

 

Amostras de fígado congeladas (50 mg) foram colocadas em um processador de 

ultrassom (modelo LB-130 PB,Labormetric, Miami, FL, EUA) com 1 ml de isopropanol e o 

homogeneizado foi centrifugado a 2000 G. Depois, 5 uL do sobrenadante foi analisado com 

analisador automático (K55,BIOCLIN Sistema II; Quibasa, Belo Horizonte, MG, Brasil), 

utilizando um kit para medir triglicerídeo. Além disso, a enzima alanina aminotransferase 

(ALT), foi avaliada no plasma, utilizando um método colorimétrico cinético (BIOCLIN 

Sistema II; Quibasa, Belo Horizonte,MG, Brasil). 

Σ 
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3.7.3 Western Blot 

 

 

Inicialmente, 100 mg de fígado congelado foi homogeneizado em tampão contendo 

inibidores de protease. Os homogenados foram centrifugados a 40 C, os sobrenadantes foram 

recolhidos e a proteína total foi determinada utilizando um kit de ensaio de proteína BCA 

(Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Quantidades iguais de proteína total foram separadas 

usando a eletroforese em gel de poliacrilamida. A membrana foi bloqueada por incubação em 

5% (peso/volume) de leite desnatado em solução salina tamponada com Tris (20 mmol/L de 

Tris/HCl pH 7,4 e 500 mmol/L NaCl). Incubou-se durante a noite a 40 C com os seguintes 

anticorpos primários: 

a) para a lipogênese hepática (SREBP1-c 68kDa; SC-367) e PPAR-gama 67kDa, SC-

7273); 

b) para beta-oxidação hepática (PPAR-alfa 55 kDa, SC-9000); 

c) as membranas também foram incubadas com anti-beta-actina (anticorpo monoclonal; 43 

kDa; SC-81178; 1: 1000). 

Todos os anticorpos foram adquiridos a partir de Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, EUA). Após a incubação, as membranas foram lavadas com TTBS e incubados 

com anticorpo secundário por 1h à temperatura ambiente, com agitação constante. Para a 

detecção das imagens foi utilizado o reagente ECL e as imagens foram obtidas pelo Bio-Rad 

Image CEHmiDoc XRS Molecular System (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade 

das bandas de quimiluminescência foi quantificada utilizando o software ImageJ (versão 1.48, 

NIH imagej.nih.gov/ij, EUA). 

 

 

3.8 Análise estatística 

 

 

Os dados foram analisados para distribuição normal e homogeneidade das variâncias. 

As diferenças entre os grupos foram testadas com o teste t não pareado, a menos que 

indicado outro teste no texto (Prism v.6.05 para Windows, GraphPad Software, São Diego, 

Estados Unidos da América). 
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4  RESULTADOS 

 

 

4.1 Progenitoras 

 

 

4.1.1 Massa corporal 

 

 

As progenitoras iniciaram o experimento sem apresentar diferença significativa na 

massa corporal. Durante o período de pré-acasalamento (primeiras oito semanas de 

experimento), as progenitoras que receberam dieta hiperlipídica, HF-0, apresentaram aumento 

significativo da massa corporal (+ 6%) quando comparado com o grupo SC-0 (P=0,01). No 

entanto, as progenitoras da geração HF-F1, utilizados para dar origem a prole HF-F2, não 

apresentaram diferença significativa na massa corporal no período pré-acasalamento em 

comparação com as progenitoras SC-F1 (P=0,12), figura 5. 

 

Figura 5 - Massa corporal das progenitoras no período pré-gestacional, após 8 semanas de dieta 

hiperlipídica ou padrão 

 

 

Legenda: Símbolos acima denotam diferença significativa, onde [a] simboliza diferença do grupo SC=grupo 

que recebeu dieta padrão durante todo experimento. Os valores são apresentados como média e 

desvio padrão. Nos casos sinalizados P<0,05. 

Fonte: O autor, 2015  
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4.1.2 Teste oral de tolerância à glicose - TOTG 

 

 

O TOTG das progenitoras foi realizado durante o período pré-gestacional, a fim de 

evitar o estresse durante a gravidez. O grupo HF-0 apresentou maior área sob a curva, 

evidenciando intolerância à glicose em comparação com o grupo SC, corroborando com o 

aumento da massa corporal no mesmo período (P=0,0001). No entanto, as progenitoras HF-

F1 não apresentaram diferença significativa no TOTG durante o período pré-acasalamento, 

em comparação com as progenitoras SC-F1 (P=0,73), figura 6. 

 

Figura 6 - Teste oral de tolerância à glicose, representado pela avaliação da área sob a curva 

das progenitoras no período pré-gestacional, após 8 semanas de dieta 

hiperlipídica ou padrão 

 

 
Legenda:Símbolos acima denotam diferença significativa, onde [a] simboliza diferença do grupo SC=grupo 

que recebeu dieta padrão durante todo experimento. Os valores são apresentados como média e desvio 

padrão. Nos casos sinalizados P<0,05. 

Fonte: O autor, 2015 
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4.2 Prole 

 

 

4.2.1 A dieta materna altera a massa corporal da prole F1, mas não da F2 

 

 

A massa corporal (MC) da prole HF-F1 foi significativamente maior em comparação ao 

grupo SC-F1 aos 21 dias e aos 3 meses (P=0.001). No entanto, a prole HF-F2 não apresentou 

diferença significativa em comparação com a MC do grupo SC-F2 (P=0,21). Vale ressaltar 

que estes animais começaram a consumir dieta controle ao desmame (21 dias após o 

nascimento), o que implica em um efeito da superalimentação materna na alteração das 

vias metabólicas, figura 7. 

 

Figura 7 - Massa corporal da prole da primeira (F1) e segunda gerações (F2) aos 3 meses de 

idade 

 
 

Legenda: Símbolos acima denotam diferença significativa, onde [a] simboliza diferença do grupo SC=grupo que 

recebeu dieta padrão durante todo experimento, tanto na F1 quanto na F2. Os valores são 

apresentados como média e desvio padrão. Nos casos sinalizados P<0,05. 

Fonte: O autor, 2015  
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4.2.2 Dieta hiperlipídica materna altera o metabolismo de carboidratos diferentemente em 

ambas gerações. 

 

 

A prole HF-F1 apresentou significativa hiperinsulinemia em relação ao grupo SC- F1 

(P=0,009). Do mesmo modo, o grupo HF-F2 também apresentou diferença significativa 

nos valores de insulina em comparação com grupo SC-F2 (P=0,03). 

No que diz respeito a intolerância à glicose, o TOTG revelou maior área sob a curva na 

prole HF-F1 (+ 8,6%) em comparação com a prole SC-F1 (P=0,006), mostrando a 

intolerância à glicose na prole programada. No entanto, este resultado não foi observado na 

prole da segunda geração, pois não houve diferença entre a área sob a curva do TOTG dos 

grupos HF-F2 e SC-F2 (P=0,9). Em ambas as gerações o resultado do TOTG corroborou com 

a massa corporal, figura 8. 

 

Figura 8 - Teste oral de tolerância à glicose da primeira (F1) e segunda gerações (F2) 

 

 
Legenda: Símbolos acima denotam diferença significativa, onde [a] simboliza diferença do grupo 

SC=grupo que recebeu dieta padrão durante todo experimento, tanto na F1 quanto na F2. Os 

valores são apresentados como média e desvio padrão da média. Nos casos sinalizados P<0,05. 

Fonte: O autor, 2015 
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4.2.3  Dieta materna hiperlipídica altera lipídios plasmáticos apenas na primeira geração 

 

 

A prole HF-F1 apresentou um aumento significativo nos níveis séricos de 

triglicerídeos (+ 14%) e do colesterol total (+ 37%) em relação ao grupo SC-F1 (P<0,05). 

Por outro lado, não foi observada diferença entre colesterol total e triglicerídeos plasmáticos 

dos grupos HF-F2 eo à prole SC-F2, tabela 2. 

A massa hepática foi 20% maior no grupo HF-F1 em comparação ao grupo SC-F1 

(P=0,006). No entanto, não houve diferença significativa na massa hepática dos grupos HF-

F2 e SC-F2 (P=0,2). Em relação aos triglicerídeos hepáticos, o grupo HF-F1 apresentou 

30% mais do que o grupo SC-F1 (P=0,03). No entanto, a segunda geração não 

apresentou alterações neste parâmetro, tabela 2. 

 

Tabela 2 -  Parâmetros bioquímicos e hepáticos da prole da primeira e segunda gerações aos 3 

meses de idade 
 

 

Data SC-F1 HF-F1 SC-F2 HF-2 

Colesterol Total (mg/dl) 125,3 ± 3,27 172,0 ± 8,8 [a] 111,2 ± 2,69 114,8 ± 1,61 

Triglicerídeos (mg/dl) 84,92 ± 1,77 96,78 ± 1,03 [a] 86,82 ± 2,05 88,02 ± 1,66 

Insulina (IU/L) 3,10 ± 0,43 5,40 ± 0,52[a] 3,60 ± 0,33 4,88 ± 0,37 

Massa hepática (mg) 0,51 ± 0,02 0,60 ± 0,01 0,44 ± 0,02 0,48 ± 0,02 

TGP (IU/L) 37,60 ± 0,92 50,60 ± 2,60 [a] 37,40 ± 2,11 37,00 ± 3,39 

Triglicerídeo hepático (mg/dL/mg) 1,44 ± 0,11 1,86 ± 0,11[a] 1,97 ± 0,19 2,31 ± 0,10 

 

 
Legenda: Os valores são apresentados como média e desvio padrão da média. Nos casos sinalizados 

P<0,05, [a] simboliza diferença do grupo SC da respectiva geração. 

Fonte: O autor, 201 

 

 

4.2.4 Dieta materna favorece a via da lipogênese e aumenta a esteatose hepática em ambas as 

gerações 

 

Quanto à densidade de volume da esteatose hepática, a prole HF-F1 apresentou maior 

percentual de vesículas lipídicas depositadas no fígado (+18%) quando comparado a prole 
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SC-F1 (+7%, P<0,0001), em conformidade com os níveis de triglicerídeos no fígado. Por 

outro lado, apesar do grupo HF-F2 não ter apresentado valores alterados de triglicerídeo 

hepático, esse grupo apresentou maior percentual de esteatose hepática (+13%) quando 

comparado com o grupo SC-F2 (+7%, P<0,0001). Em ambos os grupos HF-F1 e HF-F2 

foram observados a deposição de microvesículas de lipídios, figura 9. 

A enzima ALT, que atua como um marcador de lesão hepática, foi significativamente 

mais elevada na prole HF-F1 em comparação a prole SC-F1 (P=0,001). Apesar de 

apresentar um pouco de lesão hepática a prole HF-F2 não apresentou valores alterados de 

ALT em comparação com prole SC-F2 (P=0,92). 

 

 

Figura 9 -Fotomicrografias da Esteatose hepática (coloração por H&E, mesmo aumento em 

todas as fotos) e quantificação da esteatose hepatica 

 

 

 
Legenda: Na esquerda: Vê-se o conteúdo lipídico presente nos hepatócitos dos grupos HFs com presença de 

esteatose, em comparação a uma menor deposição de lipídios nos grupos SCs. Direita: Quantificação 

da esteatose hepática, através da contagem de pontos. Os valores são apresentados como média e 

desvio padrão. Nos casos sinalizados P<0,05. 

Fonte: O autor, 2015 

  

 

No que se refere a expressão de proteínas hepáticas, PPAR-alfa, PPAR-gama e 

SREBP-1 c, HF-F1 mostrou um aumento da expressão de PPAR-gama e SREBP1- C, (ambos 
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são fatores de transcrição que estão relacionados com a lipogênese) quando comparados com 

proles F1SC (P=0,01). Por outro lado, a expressão de PPAR-alfa, relacionadas com beta-

oxidação, foi menor em HF-F1 em que SC-F1 (P=0,04). Na segunda geração, a descendência 

de HF-F2 só apresentou expressão aumentada de PPAR-gama, quando comparado com SC-F2 

(P=0,04). Apesar de não haver diferença em relação SREBP-1 e PPAR-alfa, a superexpressão 

do PPAR- gama provoca lipogênese hepática elevada, causando esteatose hepática como 

encontrado em animais HF-F2, figura 10. 

 

 

Figura 10 - Western blot da expressão de PPAR-gama, SREBP-1c, PPAR-alfa no fígado por 

beta-actina (média e desvio padrão da media) 

 

Legenda: Nos casos sinalizados P<0,05. 

Fonte: O autor, 2015 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo fornece informações originais sobre o impacto de uma dieta 

materna hiperlipídica durante a gestação e lactação e seus efeitos na prole de 

camundongos da primeira geração (F1) e segunda geração (F2). 

Evidências, tanto em humanos quanto em animais, sugerem que as alterações na 

programação metabólica não são limitadas apenas a F1, que é diretamente exposta à agressão 

uterina, mas podem ser transmitidas às gerações subsequentes que não têm exposição direta 

ao insulto (Jimenez-Chillaron et al., 2009; Dunn e Bale, 2011). Estes efeitos podem ser 

transmitidos através de ambos os progenitores materno e paterno (Nathanielsz e Hanson, 

2003; Pentinat et al., 2010; Dunn e Bale, 2011). A literatura descreve que entre os órgãos que 

apresentam alterações à programação materna, o fígado é um dos primeiros órgãos a 

mostrar susceptibilidade aos efeitos prejudiciais da superalimentação no feto (Howie et al., 

2009). Dessa forma, o estudo presente se concentrou na análise da DHGNA avaliando a prole 

F1 e F2 em um modelo de mães alimentadas com dieta hiperlipídica. Os resultados 

revelaram que na idade adulta a prole apresentou resultados de MC, TOTG, insulina, lipídios, e 

parâmetros hepáticos mais pronunciadas na F1 do que na F2, porém ambas as proles 

apresentaram esteatose hepática. 

Atualmente estudos concentram-se em pesquisar a relação da obesidade materna 

durante a gravidez e o aumento do risco de doenças metabólicas na prole, incluindo 

intolerância à glicose, resistência à insulina, obesidade e DHGNA. No entanto, o 

mecanismo subjacente a esta programação ainda não é bem compreendido (Alfaradhi et al., 

2014). Foi observado que a obesidade materna aumentou a sensibilidade ao ganho de peso na 

prole mesmo sem alterações no peso ao nascer (Oben et al., 2010; Aiken e Ozanne, 

2014). Em nosso estudo, observamos que a prole HF-F1 apresentou maior MC no final do 

desmame até 3 meses de idade, mesmo sem apresentar diferença no nascimento. No entanto, a 

prole HF-F2 não mostrou diferença na MC aos 3 meses. 

Os modelos mais comuns utilizados para estudar programação materna são os 

roedores.  O modelo de dieta hiperlipídica durante a gravidez tem mostrado
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resultados variáveis sobre a MC da prole ao nascer, sendo relatado nenhum efeito sobre a MC 

da prole ao nascer, redução da MC ou aumento da MC ao nascer (Buckley et al., 2005; 

Graus-Nunes et al., 2015). Vimos que o ganho de MC da prole de mães que receberam 

dieta hiperlipídica não apresentou diferença ao nascimento, no entanto foi maior no 

final do experimento para a F1 e sem diferença entre os grupos da F2, concordando com 

estudos prévios (Samuelsson et al., 2008; Bringhenti et al., 2015; Ornellas et al., 2015). 

Já está descrito que a prole de progenitoras alimentadas com dietas hiperlipídica 

cursam com resistência à insulina (Graus-Nunes et al., 2015) e intolerância à glicose na 

idade adulta (Drake et al., 2011). Nosso estudo demonstra alterações na sensibilidade à 

insulina e intolerância à glicose na prole F1, mas não na prole F2. Os fatores maternos que 

causam os distúrbios metabólicos na prole são desconhecidos, mas provavelmente incluem 

hiperinsulinemia materna. Há declínio na homeostase da glicose com o tempo em modelos de 

programação. Está descrito que a prole de progenitores obesos se tornou hiperinsulinêmica aos 

3 meses de idade e progrediu para o quadro de diabetes aos 6 meses de idade (Drake et al., 

2011). 

A obesidade materna induzida por dieta provoca um aumento da concentração de 

triglicerídeo materno, que, consequentemente também aumenta na prole devido ao fato de 

passar através da placenta, resultando em maior transporte e deposição de lipídeos em órgãos 

fetais. Isto pode explicar os nossos resultados com aumento do colesterol total, triglicerídeos 

plasmáticos e hepáticos na prole HF-F1. No entanto, a prole HF-F2 não apresentou esta 

alteração e novos estudos sugerem que os efeitos nas gerações posteriores podem ser 

diferentes daqueles porque a primeira geração foi exposta diretamente a agressão no útero. 

Em relação aos triglicerídeos hepáticos, o consumo da dieta hiperlipídica materna 

durante a gravidez conduziu a aumentos significativos nos níveis de ácidos graxos livres no 

feto. É postulado que a dieta hiperlipídica desempenha um papel na influência do fenótipo 

da prole independente da resistência insulina por intermédio da influência da MC e 

triglicerídeos hepáticos da prole. No entanto, a associação da resistência à insulina materna e 

dieta hiperlipídica provoca efeitos adicionais sobre a adiposidade no início da vida (McCurdy 

et al., 2009). 

O fígado sempre é muito suscetível aos efeitos da nutrição fetal (Howie et al., 

2009). A prole de progenitores obesas apresentam maior MC e risco de desenvolvimento de 

esteatose hepática em comparação com a prole de progenitoras magras (Fall, 2011). O 

nosso estudo demonstrou a presença de esteatose hepática na prole de mães que receberam 

dieta hiperlipídica, mesmo a prole sendo alimentada com dieta padrão. Esteatose foi 
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observada na primeira geração (HF-F1) e também na segunda geração (HF-F2), a qual mostrou 

depósitos de microvesículas lipídicas no parênquima hepático. Uma explicação para a 

presença de esteatose na prole é justificada pelo fato de que no útero o alto teor de gordura 

oriundo da exposição à dieta causa esteatose nos fetos no terceiro trimestre associado ao 

aumento do estresse oxidativo hepático e apoptose (Elahi et al., 2009). 

Além disso, a obesidade materna pode levar a um aumento da massa do fígado e 

hipertrofia dos adipócitos na prole, sugerindo aumento de respostas lipogênicas da 

programação (Knebel et al., 2012). A literatura descreve que a exposição à obesidade 

materna, devido ao aumento da captação de calorias ou alto teor de gordura na 

alimentação, resulta no aumento da massa do fígado e acúmulo de lipídios. Isto é atribuído 

ao aumento da lipogênese e diminuição da lipólise. Pontos críticos da regulação nas 

respectivas vias têm sido relacionados com aumento da SREBP-1c acompanhados de genes 

envolvidos na biossíntese hepática de lipídios, além da redução da expressão de PPAR-alfa e 

genes envolvidos na oxidação de ácidos graxos. 

No presente estudo observamos no grupo HF-F1 o aumento da expressão de PPAR- 

gama e o gene SREBP-1c associado a uma redução na expressão de PPAR-alfa, que é um 

regulador chave de processos no catabolismo lipídico. Já na prole HF-F2 foram observadas 

apenas alterações na expressão do PPAR-gama. Esta pode ser a explicação para a presença de 

esteatose hepática encontrada na prole das duas gerações, pois o PPAR-gama está associado à 

lipogênese e à expressão do gene alvo SREBP-1c que é responsável pela regulação dos 

genes necessários para a lipogênese, que, consequentemente, aumenta o acúmulo de lipídios 

(Shankar et al., 2010). 

Outro estudo, utilizando um modelo de obesidade induzida por dieta em 

camundongos, descreveu a expressão aumentada do gene hepático da SREBP-1c na prole 

com 15 semanas de idade (Bruce et al., 2009), concordando com as informações de outro 

estudo, com alteração da expressão do gene da lipogênese antes do início da obesidade da 

prole de progenitoras com sobrepeso (Shankar et al., 2010). 

O tempo de execução da dissertação, de 24 meses no mestrado, é pequeno para 

expandir o estudo para a terceira geração. Mas este seria um desdobramento interessante do 

estudo, que almejamos realizar em um outro momento. 
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CONCLUSÃO 

 

 

A obesidade materna pré-gestacional e gestacional provoca efeitos sobre a estrutura e 

metabolismo hepático que ultrapassam a primeira geração, independentemente da dieta da 

prole. 

A obesidade materna altera a lipogênese e a beta-oxidação hepáticas na prole por 

regulação positiva de PPAR-gama e regulação negativa do PPAR-alfa. 

A prole da segunda geração tem desequilíbrio dos PPARs, favorecendo o acúmulo de 

lipídios e metabolismo hepático prejudicado nestes animais que não foram diretamente 

expostos ao insulto materno. 

Estas observações sinalizam a necessidade urgente de controlar a epidemia da 

obesidade, o que mostra aumento da prevalência entre as mulheres em idade fértil. 
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