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ABSTRACT 

 

Maternal consumption of high-fat diet (HFD) during pregnancy and lactation is closely 

related to liver lipid accumulation, insulin resistance development, and increased serum 

cytokines in offspring and into adulthood. MicroRNAs (miRNAs) have been implicated in 

cholesterol biosynthesis and fatty acid metabolism. In the present study we evaluated the 

modulation of hepatic fatty acid synthesis (de novo), as well as modulation of fatty acid 

oxidation and miR-122 and miR-370 expression in recently weaned offspring (d28) of mice 

dams fed high fat diet (group HFD-O) or standard chow (group SC-O) during pregnancy 

and lactation. Compared with SC-O mice, HFD-O mice weighed more, had a larger adipose 

tissue mass and were more intolerant to glucose and insulin. HFD-O mice also presented 

more serum cholesterol, triglycerides, non-esterified fatty acids and hepatic IKK and JNK 

phosphorylation compared with SC-O mice. Protein levels of FAS, ACC and HMGCR 

were similar in HFD-O and SC-O mice, whereas SCD1 mRNA and protein were more 

abundant in HFD-O mice compared with SC-O mice. Interestingly, mRNA expression of β-

oxidation-related genes ACADVL and CPT1 was decreased in HFD-O mice. Although we 

did not observe a difference in hepatic HNF4α levels, the expression of miR-122 was 

reduced but that of miR-370 was increased in HFD-O mice compared with that in SC-O 

mice. Changes in hepatic lipid metabolism were accompanied by increased triglyceride 

deposition in HFD-O mice. Taken together, our results strongly suggest that maternal 

consumption of HFD affects the early lipid metabolism of offspring by modulating the 

expression of hepatic β-oxidation-related genes and miRNAs that can contribute to 

metabolic disturbances in adult life. 

Keys words: lipid metabolism, maternal imprint, obese mice, high-fat diet, microRNA. 
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RESUMO 

 

O consumo materno de uma dieta rica em gordura (HFD), durante a gestação e lactação, 

está intimamente relacionado com o acúmulo de lipídios no fígado, o desenvolvimento de 

resistência à insulina e o aumento de citocinas no soro na vida adulta da prole. MicroRNAs 

(miRNAs) têm sido relacionados com a biossíntese do colesterol e com o metabolismo dos 

ácidos graxos. No presente estudo nós avaliamos a modulação da síntese hepática de ácidos 

graxos (de novo), bem como a modulação da oxidação de ácidos graxos e a expressão dos 

microRNAs miR-122 e miR -370 na prole de camundongos recém desmamados (d28), cuja 

mãe foi alimentada com dieta hiperlipídica (grupo HFD-O) ou com ração padrão (grupo 

SC-O) durante a gestação e lactação. Comparado com os camundongos SC-O, os 

camundongos HFD-O apresentaram um maior peso corpóreo, maior massa de tecido 

adiposo e intolerância à glicose e à insulina. Camundongos do grupo HFD-O também 

apresentaram níveis séricos elevados de colesterol, triglicérides, ácidos graxos não 

esterificados e maior fosforilação hepática de IKK e JNK em comparação com 

camundongos SC-O. Os níveis proteicos de FAS, ACC e HMGCR foram semelhantes entre 

os camundongos HFD-O e SC-O, enquanto os níveis de proteína e de RNAm de SCD1 

foram mais abundantes nos camundongos HFD-O comparados com camundongos SC-O. 

Curiosamente, a expressão de RNAm de genes relacionados com a β-oxidação, como 

ACADVL e CPT1 estava diminuída em camundongos HFD-O. Embora não tenha sido 

observada uma diferença nos níveis hepáticos de HNF4α, a expressão de miR-122 estava 

diminuída, e a expressão de miR-370 estava aumentada em HFD-O em comparação com 

camundongos SC-O. Alterações no metabolismo lipídico hepático foram acompanhados 

pelo aumento na deposição de triglicerídes em camundongos HFD-O. Em conjunto, nossos 

resultados sugerem fortemente que o consumo materno de HFD afeta precocemente o 

metabolismo lipídico da prole de camundongos através da modulação da expressão de 

genes e miRNAs relacionados com a β-oxidação hepática e que podem contribuir para as 

alterações metabólicas na vida adulta. 

Palavras Chave: Metabolismo de lipídeos, programação materna, obesidade, dieta 

hiperlipídica, microRNA. 
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INTRODUÇÃO 

 

Há algum tempo a obesidade vem sendo considerada uma epidemia global. Essa 

alteração é definida pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2013) como um acúmulo 

de massa gordurosa no tecido adiposo.  

A obesidade é uma doença de causas multifatoriais, determinada por uma forte relação 

entre fatores genéticos, metabólicos, comportamentais e ambientais, que contribuem para o 

aumento do peso corporal. Assim, o comportamento adquirido pela sociedade 

industrializada, como sedentarismo, hábitos alimentares inadequados decorrentes de uma 

transição nutricional, ou a combinação de ambos, têm levado ao aumento da prevalência da 

obesidade (Raman, 2002; Stein, 2004; Pausova, 2006). 

A transição nutricional, segundo Popkin e colaboradores (1993), corresponde às 

mudanças dos padrões nutricionais, modificando a dieta das pessoas e se correlacionando 

com mudanças sociais, econômicas, demográficas e relacionadas à saúde. Essa transição 

trás mudanças no perfil da saúde da população, sendo o aumento do sobrepeso e obesidade 

os principais legados. No Brasil o marco da transição nutricional foi a mudança da relação 

demográfica, onde a população da zona rural se mudou para a zona urbana, e a inserção da 

mulher no mercado de trabalho, principalmente na década de 70 (Gigante et al., 1997; 

Marinho et al., 2003; Pinheiro et al., 2004; Coutinho., 2008).  

À partir desse momento observou-se então uma redução considerável no consumo de 

carboidratos complexos, frutas, verduras e legumes e um aumento no consumo de ácidos 

graxos saturados, açúcares, refrigerantes, álcool, produtos industrializados com excesso de 

ácidos graxos “trans”, carnes, leite e derivados ricos em gorduras, guloseimas como doces, 

chocolates, balas, etc. Tal modificação gera, portanto, um quadro de excesso calórico 

devido à elevada ingestão de macronutrientes (carboidratos, proteínas e lipídeos) e 

deficiência de micronutrientes (vitaminas e minerais) (Escoda, 2002). 

Alguns índices antropométricos são muito utilizados para posicionar os indivíduos em 

diferentes classes que possam expressar o risco de desenvolvimento de doenças associadas 
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a distúrbios metabólicos, como a obesidade. Dentre esses índices destaca-se o IMC (índice 

de massa corpórea ou Índice de Quetelet), que relaciona o peso (massa corporal), em 

quilogramas, dividido pelo quadrado da altura, em metros. Definem-se indivíduos com 

"sobrepeso", aqueles que apresentam um IMC igual ou superior a 25 kg/m2, e com 

"obesidade", com um IMC igual ou superior a 30 kg/m2. O IMC, apesar das limitações, 

fornece uma medida útil para a população relativa ao excesso de peso ou obesidade, uma 

vez que os valores de referências são os mesmos para ambos os sexos e para adultos de 

todas as idades. Um outro índice utilizado é a relação cintura-quadril (RCQ), o qual 

determina que indivíduos eutróficos devam apresentar valores inferiores a 1 (para os 

homens) ou 0,85 (para as mulheres). Além da relação cintura-quadril, as classificações 

atuais levam em conta a circunferência abdominal dos indivíduos, e os valores limites são 

102 cm para os homens ou 88 cm para as mulheres (IASO, 2010; WHO, 2013). 

Um estudo epidemiológico recente mostrou que em 2008 1,4 bilhões de pessoas 

apresentavam excesso de peso e 400 milhões eram obesas e a previsão para 2015 é que 

esses valores cheguem a 3,3 bilhões e 700 milhões, respectivamente (WHO, 2013). 

Nos EUA, os problemas com a obesidade não são recentes, o número de obesos entre 

1980 e 2010 dobrou atingindo proporções epidêmicas. Entre 2009 e 2010, a prevalência de 

obesidade foi de 35,5% entre os homens adultos e 35,8% entre as mulheres adultas (Flegal, 

Carroll et al., 2012). 

Em uma pesquisa realizada pelo Ministério da Saúde em 2011 observou-se que no 

Brasil a população com excesso de peso atinge 48,5% e os obesos representam 15,8% do 

total. Entre os homens o sobrepeso representa 52,6%. Já entre as mulheres, a prevalência de 

sobrepeso representa 44,7%. Estima-se também que 35% da população adulta seja obesa 

em 2025 (VIGITEL, 2012). As maiores prevalências de obesidade no Brasil são 

encontradas nas regiões mais industrializadas do país, como a região Sudeste e Sul. No 

entanto, o maior número de obesos é encontrado em grandes capitais, como o Rio de 

Janeiro, nas áreas onde há maior concentração de indivíduos com baixo poder aquisitivo 

(ABESO, 2009). 
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O preocupante é que há pouco tempo a obesidade era vista como um mal quase que 

restrito à população adulta e idosa, mas atualmente atinge todas as faixas etárias e esses 

números vêm crescendo entre os mais jovens. Dados de 1999 demonstravam que 13% das 

crianças entre 6 e 11 anos e 14% dos adolescentes entre 12 e 19 anos apresentavam 

sobrepeso. Em 2010 o número de crianças com sobrepeso foi estimado em 42 milhões, 

sendo que 35 milhões vivem em países em desenvolvimento e 8 milhões em países 

desenvolvidos. No Brasil o excesso de peso atinge 33,5% das crianças de 5 a 9 anos, sendo 

que 6,6% do total de meninos e 11,8% do total de meninas são obesos (Kopelman, 2000; 

POF, 2008-2009; WHO, 2013;). 

A literatura científica atual sugere a hipótese de que a obesidade gera um ciclo vicioso, 

já que filhos de pais obesos têm 80 a 90% de probabilidade de serem adultos obesos (James 

et al., 2001; Shankar et al., 2008). Em 2005 esse distúrbio afetava cerca de 25% das 

mulheres norte-americanas e mais de um terço das mulheres em idade reprodutiva (Hall et 

al., 2005). Um estudo realizado no Reino Unido mostrou que de 15 a 20% das mulheres já 

iniciavam a gravidez obesas (Heslehurst et al., 2007). 

No Brasil um estudo conduzido em 2001 mostrou que a prevalência de sobrepeso entre 

gestantes adultas era de 25% e de obesidade de 5,5% (Nucci et al., 2001). Um estudo 

recente mostrou que a obesidade na gravidez praticamente dobrou entre 1982-1993 e 2004 

(Simmons, 2011).  

Dentre os riscos obstétricos associados à obesidade estão o diabetes mellitus (pré-

gestacional e gestacional), síndromes hipertensivas (hipertensão crônica e pré-eclampsia) e 

mortalidade neonatal (Castro e Avina, 2002; Cnattingius et al., 1998; King, 2006). 

Alguns estudos mostram o período pré-natal e/ou pós-natal como momentos críticos e 

determinantes na maturação dos sistemas, aumentando dessa forma a suscetibilidade ao 

desenvolvimento de patologias em longo prazo (Waterland et al., 1999). 

Assim, Van Assche et al. (1985) demonstraram que a hiperglicemia induzida por 

estreptozotocina durante a gestação em ratas Wistar induziu nos filhotes, aos 70 dias de 

vida, um aumento na resistência à insulina. Plagemann et al. (1999a) mostraram que ratos 
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crescidos em pequenas ninhadas com acesso a maior quantidade de alimento 

desenvolveram hiperfagia, hiperinsulinemia e obesidade na fase adulta. 

Os estudos de Buckley et al.(2005) mostraram que as proles de mães com obesidade e 

hiperglicemia tinham 6 vezes mais chances de apresentarem resistência à insulina em 

relação aos controles. Além disso, essa prole possui cerca de 20% a mais de gordura 

corporal, IMC e pressão arterial mais elevada, e responde menos às oscilações de glicemia. 

Essas alterações foram detectáveis já no início da vida e em longo prazo, a prevalência de 

obesidade também é maior no grupo cujas mães apresentavam excesso de glicose 

circulante. 

Em um estudo de coorte, conduzido no Reino Unido, mais de 900 mulheres e seus 

bebês foram acompanhados desde a gestação até os seis anos após o nascimento. Os autores 

encontraram associação direta do ganho de peso excessivo materno na gestação com maior 

adiposidade das crianças ao nascer, aos 4 e 6 anos, em comparação com aquelas mães que 

ganharam peso de forma adequada (Crozier et al., 2010). 

 Além disso, durante a gestação, a placenta representa uma fonte importante de 

citocinas e adipocitocinas. A placenta da gestante obesa é caracterizada por uma resposta 

inflamatória exagerada, com acúmulo de macrófagos e intensa produção de mediadores 

pro-inflamatórios (Challier et al., 2008). 

A obesidade está associada a uma inflamação crônica de baixo grau que pode 

desencadear e estar associada a outros problemas de saúde como hiperlipidemia, 

hipertensão, hiperinsulinemia, resistência à insulina (RI), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), 

doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), doenças cardiovasculares, cálculo 

biliar, disfunções respiratórias, entre outras, que são fatores presentes na chamada 

Síndrome Metabólica (Eckel et al., 2005; Semenkovich, 2006). 

No início da década de 1990, Hotasmiligil et al.(1993) constataram o aumento da 

expressão do gene que codifica a citocina pró-inflamatória, denominada fator de necrose 

tumoral-alfa (TNF-α), no tecido adiposo e a redução da sensibilidade à insulina em 

roedores submetidos a um protocolo de obesidade induzida pela dieta. Essa inflamação 
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crônica presente na obesidade foi constatada através da correlação positiva entre a massa de 

tecido adiposo e a expressão do gene TNF-α (Beutler et al., 2006). 

Após essa descoberta outras pesquisas mostraram que a obesidade está diretamente 

relacionada a alterações nas funções endócrinas e metabólicas do tecido adiposo. O tecido 

adiposo é composto por adipócitos maduros e por células da fração estromal-vascular. Essa 

fração inclui os pré-adipócitos, fibroblastos, células endoteliais, histiócitos e macrófagos 

(Ferrante, 2007). Além disto, o tecido adiposo é um local de produção de citocinas e outras 

substâncias bioativas, como leptina, interleucina 6 (IL-6), resistina, proteína quimioatraente 

de monócitos (MCP-1), inibidor do plasminogênio-1 (PAI-1), angiotensinogênio, visfatina, 

proteína ligante do retinol-4 (RBP-4), amiloide sérico A (SAA) e outros. A adiponectina é 

também produzida pelo tecido adiposo, entretanto sua expressão diminui com o aumento da 

adiposidade (Shoelson et al., 2006; Wajchemberg et al., 2009). 

A inflamação crônica, induzida pelo excesso de gordura corporal, particularmente a 

obesidade visceral, é um dos fatores desencadeantes da resistência periférica à ação da 

insulina a qual antecede o DM2, assim como a Síndrome Metabólica (kanda et al., 2006; 

Weisberg et al., 2006).  

A ocorrência da resistência periférica à ação da insulina está relacionada, em parte, ao 

aumento da síntese de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α e a IL-6, uma vez que 

essas citocinas influenciam na via de sinalização da insulina. O TNF-α inibe a fosforilação 

em tirosina do substrato do receptor de insulina (IRS)-1, impedindo sua ativação. Outros 

mecanismos de inibição da fosforilação do IRS-1 por mediadores inflamatórios incluem a 

ativação crônica das proteínas denominadas Jun N-terminal quinase (JNK), proteína 

quinase C (PKC) e quinase inibidora do IKB (IKK) (kanda et al., 2006; Weisberg et al., 

2006). 

Nos últimos anos, identificou-se que a resistência periférica à ação da insulina pode ser 

a base etiopatogênica ou fisiopatológica de outras entidades clínicas prevalentes na 

população, e parece estar diretamente associada à DHGNA (Duarte et al., 2010). 

A DHGNA é o resultado do acúmulo de gordura no fígado, que consiste na infiltração 

de lipídeos no interior dos hepatócitos, não havendo outra causa para o acúmulo secundário 
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de gordura, como o consumo excessivo de álcool, uso de medicação esteatogênica ou de 

doenças hereditárias (Ludwig et al., 1980; Powell et al., 1990; Chalasani et al.,2012). 

A relação entre a esteatose, inflamação e cirrose, em pacientes obesos e diabéticos, foi 

descrita pela primeira vez em 1958 (Westwater e Fainer, 1958), mas o termo esteatose 

hepática não alcoólica foi aplicado, pela primeira vez, em 1980, quando Ludwig e 

colaboradores descreveram a sequência clínica e histológica, caracterizada pelo acúmulo de 

gordura no fígado e os avanços da doença hepática. Os autores observaram esteatose, 

inflamação lobular e fibrose em biópsias de indivíduos que apresentavam fatores de risco 

para Esteatohepatite não alcoólica (EHNA) (Ludwig et al., 1980). 

A DHGNA ainda pode ser histologicamente subclassificada em esteatose hepática não 

alcoólica (ESNA) e EHNA. A primeira é definida como a presença de depósitos de gordura 

sem dano hepatocelular; a segunda – a EHNA – é definida pela presença de esteatose 

hepática associada à lesão hepatocelular (balonização ou degeneração hidrópica dos 

hepatócitos) com ou sem fibrose. Assim, a DHGNA engloba um espectro de alterações 

clínico-patológicas incluindo desde a ESNA até a EHNA, podendo chegar à cirrose e até ao 

carcinoma hepatocelular (CHC) (Chalasani et al.,2012). 

A prevalência da DHGNA é difícil de estimar, tendo em vista que a doença se apresenta 

de forma assintomática. Foram relatadas prevalências de 3 a 5% da população geral 

(Vernon et al., 2011). Com o aumento da obesidade, RI e o diabetes entre os mais jovens, e 

por esses fatores estarem associados ao desenvolvimento de DHGNA, os estudos em 

relação a essa doença aumentaram. 

Oben et al (2010) mostraram que a prole de mães obesas durante a gestação e lactação 

apresentou maior conteúdo de triglicérides no fígado, aumento de enzimas hepáticas 

sinalizadoras de dano hepático e liberação de substâncias indutoras de fibrogênese hepática. 

McCurly et al. (2009) também mostraram que prole de mães que fizeram uso de uma dieta 

rica em gordura durante a gestação e lactação apresentaram aumento nos níveis de 

triglicérides hepático e, consequentemente, desenvolvimento de DHGNA em macacos. 

Em um estudo conduzido por nosso grupo (Ashino et al., 2012) foi observado um 

aumento no depósito de triglicérides no fígado da prole adulta de mães submetidas à uma 
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dieta hiperlipídica (HFD-O), concomitante a diminuição dos níveis de triglicérides séricos, 

em relação a prole de mães controle (SC-O). O mesmo estudo ainda mostrou que a enzima 

Lípase Hormônio Sensível (HSL), responsável pela mobilização e hidrólise de triglicérides, 

apresentou redução na fosforilação do resíduo de serina 565 (responsável por sua 

inativação), concomitante ao aumento no nível de ácidos graxos livres no soro da prole 

HFD-O quando comparado com o grupo SC-O, indicando que o fluxo de ácidos graxos 

para o fígado apresentava-se aumentado nesses animais. Em conjunto, esses dados sugerem 

uma possível alteração na oxidação hepática de ácidos graxos, assim como um possível 

defeito na exportação de triglicérides do fígado, que pode estar relacionado com a redução 

da capacidade do fígado para secretar VLDL.  

Sabe-se que estímulos nutricionais, como a dieta, podem ter influências permanentes na 

expressão de vários genes por interagir com mecanismos epigenéticos que alteram a 

conformação da cromatina e a acessibilidade dos fatores de transcrição (Gallou-Kabani et 

al., 2005). 

O termo epigenética (epi do grego que significa “posto, colocado”) é definido como 

alterações hereditárias na expressão do gene, sem uma mudança na sequência de DNA 

(Egger et al., 2004). A Metilação do DNA e as modificações das histonas são dois 

mecanismos importantes na área da epigenética que têm papéis na regulação gênica, 

desenvolvimento e carcinogênese (Jones et al., 2002). Os microRNAs também podem 

desempenhar um papel importante no controle de metilação do DNA e modificações das 

histonas. Um estudo mostrou que o miR-165 e miR-166 são necessários para a metilação 

no gene PHABULOSA (PHB) em Arabidopsis (Bao et al., 2004). 

MicroRNAs (miRNAs) fazem parte do grupo dos pequenos RNAs que não codificam 

proteínas e que apresentam função na regulação pós-transcricional da expressão gênica, 

através da inibição traducional ou pela degradação do RNAm pela ligação à região 3’ não 

traduzida (3’-UTR) de RNAs mensageiros-alvos (Wilfred; Wang; Nelson, 2008). Em sua 

forma de atuação (madura) os miRNAs possuem aproximadamente de 19 a 25 nucleotídeos 

de extensão e podem ser transcritos a partir de genes específicos ou de determinadas 

regiões gênicas que não estão associadas à produção de proteínas (íntrons) (Rodriguez, et 

al., 2004). 
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O processo de maturação dos miRNAs se inicia no núcleo e se estende ao citoplasma 

(figura 1). Eles são transcritos pela RNA polimerase II ou III dando origem ao transcrito 

primário longo com estrutura em grampo, o pri-miRNA, o qual possui de centenas a 

milhares de nucleotídeos (Bartel, 2004; Winter, et al., 2009).  Os pri-miRNA são clivados 

ainda no núcleo pela Drosha e seu cofator DGCR8 (do inglês DiGeorge syndrome critical 

region gene 8), gerando uma molécula precursora do miRNA maduro denominada pré-

miRNA, com cerca de 70 nucleotídeos (Lee, et al.,2003). Após a formação o pré-miRNA é 

transportado ao citoplasma pela exportina-5 (Exp5), proteína de exportação nuclear que 

utiliza Ran-GTP como cofator. No citoplasma, o pré-miRNA é processado pelo complexo 

enzimático Dicer, perdendo a configuração em grampo e originando duas fitas simples de 

miRNA de aproximadamente 22 nucleotídeos. Uma das fitas se liga a uma proteína 

Argonauta 2 e é preferencialmente acoplada ao complexo de proteínas que reprime a 

expressão do gene alvo, o RISC (RNA-induced silencing complex), enquanto a outra é 

degradada (Bartel, 2004; Lee et al., 2006; Siomi e Siomi, 2010). 

As enzimas DROSHA e DICER realizam a clivagem do pri e pré-miRNA, 

respectivamente, e são essas clivagens que definem as extremidades do dímero 

miRNA:miRNA. A fita que possuir a menor energia livre na extremidade 5’ será 

incorporada pelo complexo RISC (Khvorova et al., 2003). Assim o miRNA incorporado à 

estrutura RISC é guiado para o RNA mensageiro que contenha sequências complementares; 

se o pareamento for completo haverá a clivagem do mRNA, se o pareamento for parcial, 

haverá a inibição da tradução (Cannell et al., 2008). 
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He & Hannon (2004)  

Figura1: Biogênese dos microRNAs. A)Transcrição do gene MIR gerando o pri-miRNA com estrutura 
secundária em hairpin; B) Formação do pré-miRNA pela clivagem do pri-miRNA pela DROSHA; C) 
Transporte do pré-miRNA pela exportina-5 para o citoplasma; D) Clivagem pela DICER dos pré-miRNAs 
formando o miRNA maduro. 

 

Os primeiros relatos de miRNAs datam de 1993, em publicações dos grupos de 

Rosalind Lee, Victor Ambros e Rhonda Feinbaum, a partir da identificação de uma 

pequena região não-codificadora (lin-4), específica do nematódio Caenorhabditis elegans, 

que atua na regulação negativa dos níveis da proteína Lin-14, característica do 

desenvolvimento larval dessa espécie (Bartel, 2004). Os pesquisadores acreditavam que 

esse era um mecanismo de regulação específico do C. elegans. Porém, posteriormente, a 

descoberta do let-7, outro miRNA envolvido com o tempo de desenvolvimento do 

C.elegans (Reinhart et al., 2000), o qual é conservado em uma grande variedade de 

organismos multicelulares, demonstrou que a regulação da expressão gênica pelos miRNAs 
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não é restrita aos nematóides, sendo um mecanismo presente em muitos animais 

(Pasquinelli et al., 2000). 

Os miRNAs, podem regular pelo menos 1/3 de todos os genes humanos e apresentam 

expressão tecido e tempo-específica, logo, suas funções são específicas em determinados 

órgãos e tecidos e em determinadas épocas do desenvolvimento (Lagos-Quintana et al., 

2002; Bartel, 2004 ). Além disso, a expressão de diversos miRNAs tem sido associada à 

regulação do crescimento, diferenciação e morte celular e, especialmente, ao metabolismo 

energético, incluindo a homeostase da glicose e o metabolismo lipídico.  

Neste sentido, vários estudos tem mostrado que a modulação da expressão de miRNA 

resulta em significativa alteração de eventos fisiológicos. Um exemplo disso foi a 

descoberta de que miR-375 atua na regulação da secreção do hormônio insulina em células 

β de pâncreas de camundongos, inibindo a expressão de miotrofina, uma proteína 

citoplasmática que induz a exocitose de grânulos de insulina (Poy et al., 2004). Outros dois 

miRNAs, miR-124 e let-7b, que são altamente expressos nas ilhotas, atuam em conjunto 

com miR-375 no controle da expressão da miotrofina, mostrando também um exemplo de 

atuação de vários miRNAs na tradução de uma única proteína (Krek et al., 2005).  

Em modelos animais de obesidade e em humanos obesos, miR-27 e miR-335 

encontram-se mais expressos no fígado e tecido adiposo (Takanabe et al., 2008; Lin et al., 

2009; Nakanishi et al., 2009). De acordo com Nakanishi e col. (2009) o aumento na 

expressão de miR-335 em fígado e tecido adiposo branco de animais ob/ob, db/db e KKAy 

foi concomitante ao maior ganho de peso corpóreo e adiposidade, além de aumento nos 

níveis de triglicérides e colesterol hepáticos. 

Outro microRNA que tem sido apontado como regulador dos níveis de lipídios 

circulantes em indivíduos obesos e que apresentam esteatose hepática é o miR-122. 

miR-122 é um miRNA conservado entre as espécies de vertebrados e ausente nos 

invertebrados (Filipowicz e Grosshans, 2011). Postula-se que miR-122 represente 70-75% 

do total de miRNA expressos no fígado adulto, sendo considerado um importante miRNA 

tecido-específico responsável pela manutenção do estado de diferenciação e do controle 

metabólico do tecido (Esau et al.,2006; Jopling, 2012). Apesar de ser um miRNA tecido-
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específico, um estudo recente mostrou que o miR-122 também está presente em 

fibroblastos de pele humana (Burns et al., 2011). 

A expressão de genes que são tecido-específicos são geralmente controlados por fatores 

de transcrição. Portanto, supõem-se que o miR-122 possa ser transcrito por ativação dos 

fatores nucleares hepáticos (HNFs) e das CCAAT/proteínas potenciadoras de 

ligação(C/EBP)α, que desempenham um papel central na regulação da expressão específica 

de genes hepáticos (Schrem, 2002). Um estudo realizado por Xu e colaboradores (2010) 

mostrou que, em camundongos, quatro fatores de transcrição se ligam à região promotora 

do miR-122 e ativam sua expressão. Os fatores de transcrição são HNF1α, HNF3β, HNF4α 

e as CCAAT/proteínas potenciadoras de ligação(C/EBP)α. 

O miR-122 desempenha um papel muito importante no ciclo de vida do vírus da 

hepatite C (HCV). Ele interage com o vírus através de dois locais de ligação localizadas na 

extremidade 5’ do RNA genômico do vírus HCV. Essa função do miR-122 ainda é 

incompreendida, mas é essencial para a replicação do vírus (Jopling, 2005). Assim, estudos 

mostraram que a administração intravenosa de um antisense para miR-122 reduz a carga 

viral do HCV em chimpanzés infectados (Lanford, 2010), uma abordagem terapêutica que 

está atualmente sob investigação clínica para aplicação em seres humanos.  

Além disso, a expressão do miR-122 está relacionada com o carcinoma hepatocelular 

(CHC) que ocorre frequentemente quando há disfunção hepática, inflamação crônica e 

cirrose. Estudos mostraram que a expressão do miR-122  é reduzida durante a iniciação e 

progressão da hepatocarcinogênese em ratos com EHNA (El-Serag et al., 2011) e em 

pacientes humanos com DHGNA (Kutay, et al., 2006).  

De acordo com Iliopoulos et al. (2010), a expressão de miR-122 é controlada por miR-

370, um microRNA que tem como alvo o RNAm do gene da Carnitina Palmitoil 

Transferase 1 (CPT1), levando à redução da expressão dessa importante enzima envolvida 

na oxidação de ácidos graxos. Também de acordo com a literatura, este miRNA possui 

funções semelhantes ao do miR-122 na regulação do metabolismo de lipídeos. 

Vários autores demonstraram que miR-122 induz a expressão de genes lipogênicos, 

ativando inicialmente o Sterol Regulatory Element-Binding Proteins 1c (SREBP-1c) e a 
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Diacilglicerol Aciltransferase 2 (DGAT2) e, subsequentemente, a Ácido Graxo Sintase 

(FAS) e a Acetil CoA Carboxilase (ACC1).  

Interessantemente este microRNA tem sido apontado como regulador dos níveis de 

lipídios circulantes em indivíduos obesos e com esteatose hepática (Esau et al., 2006), 

condições patológicas associadas a dislipidemias. Neste sentido é interessante citar que um 

importante fator de transcrição nuclear, o HNF4α, é modulado pela ligação de ácidos 

graxos de cadeia longa (Gonzalez, 2008) e é capaz de estimular a expressão de miR-122 no 

fígado (Li et al., 2011). Trabalhos recentes apontam para a participação de outros 

microRNAs nesse mesmo processo, tais como o miR-370, miR-378, miR-335, miR-125a-

5p e miR-33 (Moore et al., 2011). 

Contudo, a participação do miR-122 neste processo ainda é controversa, desde que os 

estudos realizados por Cheun et al. (2008) demonstraram que miR-122 encontra-se 

significativamente diminuído em pacientes com EHNA e os níveis de RNA mensageiro 

(RNAm) de SREBP-1c, FAS e 3-hidroxi-3-metil glutaril coenzima A redutase (HMGCR) 

significativamente aumentados. Esse estudo também mostrou que a inibição do miR-122 

em cultura de células acarreta um aumento do RNAm de SREBP-1c, FAS e HMGCR , 

assim como a superexpressão desse miRNA leva a uma diminuição do RNAm de SREBP-

1c, FAS e HMGCR. 

A FAS é uma enzima citosólica de 270 kDa, também conhecida como complexo 

multienzimático FAS e sua função é catalisar a conversão de malonil-CoA em palmitato. É 

expressa no fígado e no tecido adiposo em resposta a um aumento na disponibilidade de 

nutrientes, especialmente carboidratos provenientes da dieta (Kusakabe et al., 2000). Esta 

enzima tem sua síntese estimulada a partir da carboxilação da acetil-CoA a malonil-CoA, 

catalisada pela enzima ACC que possui 257 kDa.  A atividade da ACC é modulada 

negativamente pela atividade serina-quinase da AMPK, que fosforila a ACC inativando-a. 

Na célula, a AMPK atua como um sensor energético intracelular e sua atividade é regulada 

pela razão AMP/ATP. Assim em estado alimentado a insulina modula negativamente a 

AMPK, inativando-a e inibindo a síntese de ácidos graxos e a síntese de colesterol, e em 

condições de jejum a AMPK é ativada e induz a glicólise e a oxidação de ácidos graxos 

(Hardie et al., 1999). 
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Em mamíferos a biossíntese do colesterol, a síntese de ácidos graxos e triglicérides são 

regulados pela família de fatores de transcrição conhecidas como Sterol Regulatory 

Element-Binding Proteins (SREBPs). A expressão da FAS é regulada pelo SREBP-1c. 

Outros membros dessa mesma família, SREBP2 e SREBP1a regulam a transcrição de 

genes envolvidos com o metabolismo de colesterol, como o gene da HMGCR, enzima que 

catalisa o passo regulatório da biossíntese de colesterol convertendo o HMG-CoA a 

mevalonato e do receptor de LDL, responsável por internalizar o colesterol plasmático. 

(Moore et al., 2011). 

Outra importante enzima relacionada ao metabolismo de ácidos graxos é a SCD1.  A 

SCD1 é responsável por converter os ácidos graxos saturados palmitato (16:0) e estearato 

(18:0) nos ácidos graxos monoinsaturados palmitoleato (16:1n-7) e oleato (18:1n-9), 

respectivamente (Hulver et al., 2005). Os ácidos graxos monoinsaturados, como 

palmitoleato e oleato, são substratos preferenciais para a síntese de triacilgliceróis. Dessa 

forma, um aumento na razão de monoinsaturados/saturados, aumenta a propensão ao 

armazenamento de gordura, sendo, portanto, a atividade da SCD1 um marcador da 

lipogênese. 

Em contrapartida à via de síntese, em estado não alimentado (jejum) a via de oxidação 

dos ácidos graxos é ativada.  Uma enzima muito importante para oxidação dos ácidos 

graxos é a Carnitina Palmitoil Transferase 1 (CPT-1) cuja função é catalisar a conjugação 

dos ácidos graxos a carnitina, formando o complexo Acil-carnitina, permitindo assim a 

entrada para o interior da mitocôndria (Bonnefont et al., 2004). Outra enzima muito 

importante é a Acil Coenzima A Desidrogenase (ACAD) que está localizada na membrana 

mitocondrial interna e catalisa o primeiro passo da β-oxidação, onde converte um FAD em 

FADH2, levando à oxidação do Acil-CoA em enoil-CoA (Strauss et al., 1995). 

Apesar do grande número de estudos que procuram compreender os mecanismos 

bioquímicos e fisiológicos por trás das patologias associadas à obesidade, poucos estudos 

avaliam a contribuição de microRNAs na regulação do metabolismo lipídico e na 

homeostase da glicose na prole de mães obesas. Vários achados apontam para a evidência 

de que a diminuição na expressão de miR-122 no fígado contribuem para a patofisiologia 

da obesidade em indivíduos com esse fenótipo.  
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Dessa forma, a compreensão da participação dos microRNAs no desenvolvimento de 

obesidade na vida adulta de prole de indivíduos submetidos à dieta rica em gordura durante 

períodos críticos do desenvolvimento, como gestação e lactação, pode servir como 

prevenção precoce e como base para a descoberta de alvos terapêuticos para o tratamento 

dessa desordem. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: Avaliar a expressão de microRNAs e a modulação de proteínas 

envolvidas com o metabolismo lipídico hepático na prole de mães com obesidade induzida 

por dieta hiperlipídica. 

Objetivos específicos: Avaliar na prole de mães magras e mães obesas: 

-A evolução do peso corpóreo e adiposidade; 

-A glicemia, trigliceridemia, colesterolemia, concentração de ácidos graxos livres no 

soro e triglicérides hepáticos; 

-A expressão de miR-370, miR-122 e do fator de transcrição HNF4 no tecido 

hepático; 

-A modulação de proteínas no fígado envolvidas com síntese de ácidos graxos (FAS, 

ACC, SCD1), triglicérides (GPAM) e colesterol (HMG-CoA redutase) e com a oxidação de 

ácidos graxos (AMPK, CPT-1 e ACADVL); 
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CAPÍTULO 1 
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Abstract 

Maternal consumption of high-fat diet (HFD) during pregnancy and lactation is closely 

related to liver lipid accumulation, insulin resistance, and increased serum cytokines in 

offspring and into adulthood. MicroRNAs (miRNAs) have been implicated in cholesterol 

biosynthesis and fatty acid metabolism. We evaluated the modulation of hepatic fatty acid 

synthesis (de novo), beta-oxidation pathways and miR-122 and miR-370 expression in 

recently weaned offspring (d28) of mice dams fed HFD (group HFD-O) or standard chow 

(group SC-O) during pregnancy and lactation. Compared with SC-O mice, HFD-O mice 

weighed more, had a larger adipose tissue mass and were more intolerant to glucose and 

insulin. HFD-O mice also presented more serum cholesterol, triglycerides, non-esterified 

fatty acids and hepatic IKK and JNK phosphorylation compared with SC-O mice. Protein 

levels of FAS, ACC and HMGCR were similar in HFD-O and SC-O mice, whereas SCD1 

mRNA and protein were more abundant in HFD-O mice compared with SC-O mice. 

Interestingly, mRNA expression of β-oxidation-related genes ACADVL and CPT1 was 

decreased in HFD-O mice. Although we did not observe a difference in hepatic HNF4α 

levels, the expression of miR-122 was reduced but that of miR-370 was increased in HFD-

O mice compared with that in SC-O mice. Changes in hepatic lipid metabolism were 

accompanied by increased triglyceride deposition in HFD-O mice. Taken together, our 

results strongly suggest that maternal consumption of HFD affects the early lipid 

metabolism of offspring by modulating the expression of hepatic β-oxidation-related genes 

and miRNAs that can contribute to metabolic disturbances in adult life. 

 

Introduction 

Maternal obesity predisposes offspring to metabolic disorders. Nutritional overload 

during early or prenatal life can cause permanent damage to offspring (1; 2; 3). Consumption 

of a high-fat diet (HFD) during pregnancy and lactation leads to macrophage activation in 

the maternal placenta that culminates in an inflammatory environment for foetal 

development (4). Maternal body weight gain during critical phases of offspring development 

results in greater adiposity, body weight, liver triglyceride (TG) content and hepatic 
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steatosis in adult life (5; 6). Furthermore, the uterus and blastocysts from obese dams exhibit 

inflammatory signals linking maternal obesity to increased predisposition of offspring to 

obesity later in life (7). 

Liver steatosis is characteristic of obesity and diabetes and is closely associated with 

inflammatory signals (8; 9). Maternal HFD during pregnancy results in increased foetal 

hepatic lipid accumulation, oxidative stress and apoptosis in a non-human primate model of 

maternal obesity (10). Recently we observed that offspring of obese dams displayed 

increased fatty liver deposition immediately after weaning and into adulthood (6). In 

addition, Heerwagen et al. showed that E18.5 foetuses of obese dams had higher foetal liver 

TG deposition than foetuses of lean dams (11). The metabolic pathways leading to the 

development of hepatic steatosis are multiple, including enhanced non-esterified fatty acid 

release from adipose tissue (lipolysis), increased de novo fatty acid synthesis (lipogenesis) 

and decreased beta-oxidation (12; 13). 

Epigenetic mechanisms have been associated with metabolic imprinting of and damages 

to adulthood offspring (14; 15). MicroRNAs (miRNAs) are endogenous non-coding RNAs 

approximately 22 nucleotides (nt) in length that regulate various metabolic processes and 

diseases (16). miRNA-122 (miR-122) is liver-specific and the most abundant miRNA in this 

organ, accounting for approximately 70% of the total miRNA population. Functional 

studies show that miR-122 is involved in multiple metabolic processes including 

cholesterol biosynthesis, fatty acid synthesis and oxidation (17). Repression of miR-122 

results in hepatic insulin resistance by PTP1B induction (18), similar to repression of miR-

370. Iliopoulos et al. showed that miR-370 directly downregulated the expression of the 

gene encoding carnitine palmitoyl transferase 1α (CPT1α), which controls fatty acid 

oxidation (19). Therefore, miRNAs may contribute to the induction of metabolic damage 

associated with fatty liver deposition in offspring of obese dams. We used offspring mice 

recently weaned from obese dams to investigate the modulation of hepatic fatty acid 

synthesis (de novo), beta-oxidation pathways, and expression of miR-122 and miR-370 by 

maternal consumption of HFD during pregnancy and lactation. 

 



 36  

 

Materials and Methods 

Ethics Statement 

All experiments were performed in accordance with the guidelines of the Brazilian 

College for Animal Experimentation (COBEA) and approved by the Committee for Ethics 

in Animal Experimentation (protocol number 2864-1) at the State University of Campinas – 

UNICAMP (Campinas, SP, Brazil). 

 

Animals  

Ten virgin female and male Swiss mice (7-weeks-old) were obtained from the Animal 

Breeding Center at the University of Campinas (Campinas, SP, Brazil) for mating. Before 

mating, the females were randomly fed ad libitum either an HFD or standard laboratory 

chow (SC) for 2 weeks for adaptation (Table 1).  

 

Table I: Nutritional composition of the experimental and standard chow fed to mice during gestation and 

lactation 

Chow Diet (g/%)1 High-fat Diet (g/%) 

Net proteina 22.5 20.8 

Ether extract (Fat content)b 4.5 23.6 

Carbohydratesc 55.0 41.2 

Fibrous matter 8.0 5.8 

Ash matter 10.0 8.6 

Total  100.0 100.0 

Kcal/g 3.5 4.6 

1(NUVILAB® Cr-1, Nuvital, PR - Brazil) 

(a) Font Protein: Casein commercial (approximately 85% protein). 
(b) Fraction lipid: Diet Control - soybean oil; fat diet = soybean oil and lard. 
(c) Fraction carbohydrate: starch, dextrinised starch and sucrose. 
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Mating was performed by housing females with adult males (fed SC) for 1 week. 

Pregnant females were maintained in individual polypropylene cages in a room at 22°C ± 

1°C with lights on from 6:00 a.m. to 6:00 p.m. They received the same diet (HFD or SC) 

during pregnancy and lactation as before mating. HFD was prepared according to the AIN-

93G modified for high fat (45%) content (Table 1). Offspring were divided into two groups 

according to maternal feeding: offspring of female mice fed HFD (group HFD-O) and 

offspring of female mice fed SC (group SC-O). One day (d1) after birth, the litters of both 

groups (HFD-O and SC-O) were adjusted to eight pups each. The pups were weaned on 

d18 and separated according to sex. Male offspring were fed SC after weaning until the end 

of the experimental period (d28).  

 

Biochemical Analysis 

At the end of the experimental period (d28) and after overnight fasting, all mice were 

sacrificed, blood samples were collected and centrifuged, and serum aliquots were used to 

measure levels of serum TGs (GPO-PAP, Roche Diagnostics, Basel, Switzerland), 

cholesterol (CHOD-PAP, Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) and non-esterified fatty 

acids (ACS-ACOD, Wako Chemicals, Neuss, Germany) by enzymatic colorimetry. 

Frozen tissues (200 mg) from SC-O and HFD-O specimens were homogenized in 1.5 ml 

of phosphate-buffered saline and processed as described by others (20; 21). The protein 

concentration of the homogenate was determined, and an aliquot of 300 μl was extracted 

with 5 ml of chloroform/methanol (2:1) and 0.5 ml of 0.1% sulphuric acid. An aliquot of 

the organic phase was collected, dried under nitrogen and resuspended in 2% Triton X-100. 

TG content was determined using a commercially available kit (GPO-PAP, Roche 

Diagnostics, Basel, Switzerland). 
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Intraperitoneal Glucose Tolerance test (GTT) and Intraperitoneal Insulin Tolerance 

test (ITT) 

For GTT, offspring of HFD and SC mice at d28 were starved for 12 h, fed for 2 h and 

starved for an additional 4 h before i.p. injection of glucose (1 g/kg of a 25% solution of D-

glucose) as described by (22). Blood samples were collected from the tail 0, 10, 15, 30, 60 

and 120 min after injection for measurement of blood glucose. The area under the curve of 

glycemia vs time was calculated above each individual baseline (basal glycemia) to 

estimate glucose tolerance.  

For ITT, insulin (1,0 IU/Kg body weight) was administered by i.p. injection, and tail 

blood samples were collected 0, 3, 6, 9, and 12 min after insulin administration to mice 

(d28), following the same fasting protocol. The constant for the glucose disappearance rate 

during the test (23) was calculated using the formula 0.693/t1/2 
(22). 

For both GTT and ITT, glycemia was determined on an Accu-Chek Performa 

glucometer (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland). 

 

Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) 

Total hepatic RNA was extracted using Trizol reagent (Life Technologies Corporation, 

CA, USA) according to the manufacturer’s recommendations. Total RNA was quantified 

on a Nanodrop ND-2000 (Thermo Electron, WI, USA) and its integrity verified by agarose 

gel electrophoresis. Reverse transcription was performed with 3 µg of total RNA and a 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Life Technologies Corporation, CA, 

USA). Relative expression was determined using the Taqman detection system and primers 

for the target genes: Mm 00772290_m1 SCD1,Mm 01282499_m1 HMGCR, Mm 

01304277_m1 ACACA, Mm 00662313_m1 FASN, Mm 00833328_m1 GPAM, Mm 

01247712_m1 HNF4α, Mm 00444293_m1 ACADVL, Mm 01231183_m1 CPT1α, Mm 

01296700_m1 AMPK (Life Technologies Corporation, California, USA) and GAPDH as 

the endogenous control (4352339E mouse GAPD, Life Technologies Corporation, CA, 

USA). Each PCR contained 20 ng of cDNA. 
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Gene expression was quantified by real-time PCR performed on an ABI Prism 7500 Fast 

platform. Data were analyzed using the Sequence Detection System 2.0.5 (Life 

Technologies Corporation, CA, USA) and expressed as relative values determined by the 

comparative threshold cycle (Ct) method (2−ΔΔCt) according to the manufacturer’s 

recommendation. 

 

miRNA isolation and quantification 

MicroRNA was extracted and purified from SC-O and HFD-O liver using a mirVana 

miRNA Isolation Kit (Life Technologies Corporation, CA, USA). The relative expression 

of miR-122 and miR-370 was determined using the TaqMan detection system (Life 

Technologies Corporation, CA, USA), the appropriate primers (ID 002245 and 002275, 

respectively) and U6snRNA (ID 001973) and miR-16 (ID 000391) as endogenous controls 

(Life Technologies Corporation, CA, USA). Gene expression was quantified as described 

in the preceding section. 

 

Immunoblotting 

Tissue samples (d28) were homogenized in freshly prepared ice-cold buffer [1% (v/v) 

Triton X-100, 0.1 mol L−1 Tris, pH 7.4, 0.1 mol L−1 sodium pyrophosphate, 0.1 mol L−1 

sodium fluoride, 0.01 mol L−1 EDTA, 0.01 mol L−1 sodium vanadate, 0.002 mol L−1 PMSF 

and 0.01 mg aprotinin/ml]. The insoluble material was removed by centrifugation (10 000 × 

g) for 25 min at 4°C. The protein concentration of the supernatant was determined by the 

Bradford dye-binding method. The supernatant was resuspended in Laemmli sample buffer 

and boiled for 5 min before separation by SDS-PAGE using a miniature slab gel apparatus 

(Bio Rad, Richmond, CA, USA). Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose 

was performed for 90 min at 120 V (constant). The nitrocellulose blots were probed with 

specific antibodies. Antibodies to phospho-JNK (SC-1648), FAS (SC-20140), HMGCR 

(SC-33827), CPTI (SC98834), ACADVL (SC-376239) and HNF4α (SC-8987) were 

obtained from Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA). Antibodies against 
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phospho-ACC (3661S), ACC (3676S), phospho- AMPK (2535S) and AMPK (2532S) were 

obtained from Cell Signaling (Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, USA). 

Antibodies against β-actin (ab8227) and SCD1 (ab19862) were obtained from Abcam 

(Cambridge, MA, USA).  

After incubation with specific antibodies, the blots were incubated with HRP-

conjugated secondary antibodies (KPL, Gaithersburg, MD, USA). Proteins recognized by 

the secondary antibodies were detected by chemiluminescence (Amersham ECL kit (RPN 

2232, Buckinghamshire, UK) as visualized by exposure of the blot to Kodak XAR film. 

Band intensities were quantified by optical densitometry of developed autoradiographs 

(Scion Image software, ScionCorp, MD, USA), and the intensities of the bands were 

normalized to those of total protein or the loading control β-actin. 

 

Statistical Analysis 

All numerical results are expressed as the mean ± SE of the indicated number of 

experiments. Blot results are presented as direct band comparisons in autoradiographs and 

quantified by densitometry using Scion Image software (ScionCorp). Student’s t-test of 

unpaired samples was employed for determining a significance level of p < 0.05. 

 

Results 

To examine the effects of maternal HFD-induced obesity on offspring metabolism and 

microRNA expression, we first characterized our experimental model. As shown in Table 

II, body composition was evaluated. On d1, the body weights of SC-O and HFD-O mice 

did not differ significantly. At d28, HFD-O mice were significantly heavier (approximately 

1.3-fold) than SC-O mice. In addition, HFD-O mice had larger epididymal (3.1-fold) and 

retroperitoneal (2.0-fold) fat pads than SC-O mice (Table II).  
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Table II:  Body composition of SC-O and HFD-O mice 

      d1BW (g)    d28BW (g)       eWAT (g)     rWAT (g) 

 Mean SEM n Mean SEM n Mean SEM n Mean SEM n 

SC-O 2.02 0.02 40 16.76 0.49 24 0.06 0.008 19 0.02 0.007 10 

HFD-O 2.06 0.03 32 21.88 0.47* 22 0.18 0.014* 21 0.04 0.004* 20 

SC-O, Offspring of dams fed standard chow; HFD-O, Offspring of dams fed high-fat diet; BW, Body weight at 1st (d1) and 28th (d28) 
postnatal day; eWAT, Epididymal white adipose tissue; rWAT, Retroperitoneal white adipose tissue. 

*p≤ 0, 05 to SC-O vs HFD-O. 

 

In agreement, maternal consumption of HFD during pregnancy and lactation resulted in 

glucose intolerance in offspring, as indicated by area under the curve in GTT and kITT 

calculated from the ITT (Table III). In addition, serum components such as cholesterol, 

TGs and non-esterified fatty acids were more abundant in HFD-O mice than in SC-O mice 

(Table III). 

 

Table III:  Metabolic parameters of SC-O and HFD-O (d28) mice 

 

 CHO 
(mg/dL) 

NEFA 
(mg/dL) 

TG 
(mg/dL) 

       HTG 
(µg/mg of 
 tissue) 

       AUC 
(mg/dL/120') 

κITT 
(%/min) 

 Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM Mean SEM 

SC-Oa 119.40 6.01 24.03 2.10 42.64 5.20 5.20 0.50 11865 6.30 12.02 4.05 

HFD-Oa 168.30 6.63 * 40.90 1.75 * 104.80 7.10 * 7.80 0.80* 15096 5.00 * 7.57 1.72 * 

SC-O, Offspring of dams fed standard chow; HFD-O, Offspring of dams fed high-fat diet; CHO, Serum cholesterol; NEFA, Non-

esterified fatty acid; TG, Serum Triglycerides; HTG, Hepatic Triglycerides; AUC, Area under curve of glucose tolerance test; ITT, 
index of the insulin tolerance test. 

an= 6-12 pups per group 

*p≤ 0, 05 to SC-O vs HFD-O. 

 

Because HFD consumption leads to peripheral inflammation and defective regulation of 

energy homeostasis (6), proinflammatory pathways in the liver were investigated (d28). As 
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shown in Fig. 2, hepatic IKK phosphorylation and hepatic JNK phosphorylation were 

higher in HFD-O mice than in SC-O mice (4.0-fold and 4.3-fold, respectively) (Fig. 2A and 

B).  

Figure 2: Western blotting (WB) of hepatic pIKK (A) and pJNK (B) in mice (d28). For 

control of gel loading in WB, membranes were reblotted with β-actin. Data are means ± 

SEM (n = 4–7). *p ≤ 0.05 vs SC-O. 

 

We next investigated the influence of maternal obesity on lipogenic gene expression in 

offspring. HFD-O and SC-O mice expressed similar levels of hepatic phospho-ACC, FAS 

and HMGCR and ACC, FASN and GPAM mRNA (Fig. 3A, C–E). However, HFD-O mice 

expressed more hepatic SCD1 protein and mRNA (2.2-fold and 3.0-fold, respectively) than 

SC-O mice (Fig. 3B and E), and HMGCR mRNA levels were reduced (Fig. 3E). 
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Figure 3: Western blotting (WB) of hepatic pACC/ACC (A), SCD1 (B), FAS (C) and 

HMGCR (D) in mice (d28). For control of gel loading in WB, membranes were reblotted 

with β-actin. mRNA levels (qRT-PCR) of hepatic ACC, SCD1, FASN, GPAM and 

HMGCR (E) in mice (d28). For relative gene expression analysis, GAPDH was used as 

endogenous control. Data are means ± SEM (n = 4 for WB and n = 8–12 for qRT-PCR). *p 

≤ 0.05 vs SC-O.  

 

To evaluate the influence of maternal obesity on β-oxidation-related gene expression in 

offspring, AMPK phosphorylation and ACADVL and CPT1 expression were determined. 

As shown in Fig. 4A, hepatic AMPK phosphorylation was similar in SC-O and HFD-O 

mice (d28). However, levels of ACADVL protein and mRNA and CPT1 mRNA were 

lower in HFD-O mice than in SC-O mice (reductions were 75%, 30% and 40%, 
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respectively) (Fig. 4B, C). In contrast, AMPK mRNA levels were higher (1.3-fold) in livers 

of HFD-O mice than in livers of SC-O mice (Fig. 4C). Interestingly, HFD-O mice had an 

increased hepatic TG content (1.5-fold) compared with SC-O mice (Table III). 

Figure 4: Western blotting (WB) of hepatic pAMPK (A) and ACDAVL (B) in mice (d28). 

For control of gel loading in WB, membranes were reblotted with β-actin. mRNA levels 

(qRT-PCR) of hepatic AMPK, ACADVL and CPT1 (C) For relative gene expression 

analysis, GAPDH was used as endogenous control. Data are means ± SEM (n = 4 for WB 

and n = 8 for qRT-PCR). *p ≤ 0.05 vs SC-O. 

  

In addition to transcription factors, microRNA can also modulate hepatic fatty acid 

metabolism. Compared with SC-O mice, HFD-O mice expressed similar levels of hepatic 
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HNF4α protein and mRNA (Fig. 5A, B), reduced (25%) levels of hepatic miR-122 (Fig. 

5C) and increased (3-fold) levels of miR-370 (Fig. 5D). 

Figure 5: Western blotting (A) and mRNA levels (B) of hepatic HNF4α. MicroRNA levels 

of hepatic miR-122 (C) and miR-370 (D) in mice (d28). For control of gel loading in WB, 

membranes were reblotted with β-actin. For relative gene expression analysis, GAPDH, 

miR-16 and U6snRNA were used as endogenous controls. Data are means ± SEM (n = 4 for 

WB and n = 8–9 for qRT-PCR). *p ≤ 0.05 vs SC-O. 

 

Discussion 

It has been demonstrated that high fat consumption activates pro-inflammatory 

pathways, causes endoplasmic reticulum stress, ectopic lipid deposition and insulin 
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resistance and contributes to other comorbidities associated with obesity (24; 25; 26; 27; 28; 29; 30). 

Moreover, maternal consumption of HFD during pregnancy and lactation has also been 

related to metabolic disturbances in adult offspring (10; 31; 7; 6). 

 Hepatic damage associated with metabolic changes promoted by maternal consumption 

of HFD during pregnancy and lactation has been described in offspring at different periods 

of development (10; 13; 6; 11). Fatty liver is characteristic of obesity and diabetes and is closely 

associated with inflammatory signals (8; 9). As shown here, HFD-O mice weighed more and 

had a larger adipose tissue mass than SC-O mice and were more glucose- and insulin-

intolerant. HFD-O mice expressed more hepatic phospho-JNK and phospho-IKK than SC-

O mice, suggesting that liver insulin resistance may be associated with activation of pro-

inflammatory pathways, as described previously (32; 33; 27). However, recent conflicting 

findings question the importance of hepatic inflammation in the development of insulin 

resistance. Wiedemann et al. (34) showed that adipose tissue inflammation contributed to 

HFD-induced hepatic insulin resistance, whereas Turner et al. (35) found that consumption 

of HFD for 3–4 weeks induced insulin resistance without evidence of inflammation in liver, 

adipose tissue or skeletal muscle. Moreover, they detected adipose tissue inflammation only 

after 16 weeks of HFD consumption. Interestingly, TG content and amount of a 

diacylglycerol species was increased in liver after 1 week of HFD consumption, whereas 

changes in ceramide abundance occurred only after development of insulin resistance (35). 

Thus, ectopic lipid accumulation appears to correlate with insulin resistance (36; 37), but the 

lipid classes that mediate insulin resistance are unknown (38). We did not evaluate 

inflammatory markers in adipose tissue, but we demonstrated increased adipose tissue mass 

and liver lipid accumulation in HFD-O mice. Furthermore, it is important to point out that 

although HFD can impair the effect of insulin on glucose production, insulin-stimulated 

lipid synthesis was not altered in our study, indicating selective insulin resistance (39). Thus, 

damage to hepatic glucose homeostasis can occur in offspring of HFD dams in the absence 

of changes in lipid synthesis. Interestingly, in a previous study employing the same model 

as used here, we demonstrated that HFD-O mice (d82) exhibited liver insulin resistance and 

JNK and IKK activation in association with elevated TG content and reduced 

phosphorylation of AKT and acetyl-CoA carboxylase, limiting steps of de novo lipid 

synthesis (6). Similarly, as shown here, HFD-O mice (d28) exhibited insulin resistance and 
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alterations in glucose homeostasis, although ACC phosphorylation was similar in HFD-O 

and SC-O mice. Furthermore, although hepatic TG and serum lipids were increased in 

abundance in HFD-O mice, the expression of enzymes involved in fatty acid biosynthesis 

(ACC and FAS) was not affected by maternal HFD consumption. However, HFD-O mice 

highly expressed SCD1, which converts stearate (C18:0) to oleate (C18:1) and palmitate 

(C16:0) to palmitoleate (C16:1). Previous studies showed that inhibition of SCD1 

expression by SCD1-specific antisense oligonucleotides reduced blood insulin levels, de 

novo fatty acid synthesis, steatosis and expression of lipogenic genes, and increased fatty 

acid oxidization in primary mouse hepatocytes and the expression of genes promoting 

energy expenditure in liver and adipose tissues (40; 41). Recently, animal studies indicating a 

relationship between SCD1 expression and metabolic disorders have been reported (42).  

Increased de novo fatty acid synthesis (lipogenesis) and decreased beta-oxidation can 

lead to hepatic steatosis (12; 13). As evidence, investigators have shown that maternal 

consumption of HFD affects total cholesterol and LDL-C levels and brain fatty acid 

composition (5; 43). In support of the literature, HFD-O mice had more serum cholesterol, 

free fatty acids and TGs than SC-O mice. It is important to point out that maternal HFD 

consumption during lactation can contribute to milk composition (44; 45) and therefore 

suckling periods could affect serum lipid levels. Although HFD-O mice received SC for 1 

week after weaning, the impact of milk composition on the serum lipid profile cannot be 

overlooked. In physiological conditions, potential sources of fatty acids that contribute to 

liver TG deposition include hydrolysis in adipose tissue, dietary uptake and de novo 

lipogenesis in liver.  

Studies in human and rodents have shown that excessive accumulation of liver TG 

mainly results from the overflow of fatty acids generated by lipolysis in insulin-resistant 

adipose tissue (46; 47). Donnelly et al. showed that steatosis arose from circulating fatty acids 

in 60% of patients and from de novo lipogenesis in 25% of patients (48). In agreement with 

the literature, our results show that HFD-O mice have more adipose tissue and serum-free 

fatty acids than SC-O mice. Furthermore, maternal consumption of HFD-O affected SCD1 

(increased expression) and genes related to fatty acid oxidation (reduced expression of 

ACADVL and CPT1) but did not affect enzymes important for fatty acid synthesis. 



 48  

 

Altogether, these results suggest that hepatic TG accumulation in HFD-O mice can also be 

due to diminished fatty oxidation. Moreover, the high SCD1 enzyme activity could lead to 

increased availability of monounsaturated fatty acids for TG synthesis in HFD-O mice. 

Many studies have indicated the importance of miRNA in lipid metabolism and liver 

physiology and disease (49; 50; 19; 51; 52; 53), but the role of these small non-coding RNAs in 

liver lipid metabolism is still controversial. Esau et al. showed that inhibition of miRNA-

122 expression reduced fatty acid synthesis and increased fatty acid oxidation (49). Recently, 

two studies employing genetic deletion in mice provide substantial evidence of miR-122 

function in lipid metabolism (54; 55). Hsu et al. showed upregulation of genes involved in 

lipid synthesis in miR-deficient liver such as acylglycerolphosphate acyltransferase 

(Agpat), phosphatidic acid phosphatase type 2A (Ppap2a) and monoacylglycerol 

transferases (Mogat). Consistent with the gene expression changes, mutant liver 

synthesized more, but secreted less, TG than control liver, resulting in TG accumulation in 

mutant hepatocytes. In addition, both groups also showed an increase in the number of 

infiltrating inflammatory cells in liver of miRNA-122-deficient mice (54; 55), suggesting a 

proinflammatory effect of reduced expression of this miRNA. Interestingly, HFD-O mice 

exhibited reduced expression of miRNA-122, increased liver TG deposition and JNK 

activation, although SCD1 increased in expression. Others have shown that suppression of 

miRNA-122 in non-human primates reduces plasma cholesterol (56; 57). In our study, HFD-O 

mice expressed less HMGCR than SC-O mice, but the level of plasma cholesterol were 

increased rather than reduced. It is possible that maternal consumption of HFD modifies 

milk composition and affects the cholesterol level in plasma. We also found that HFD-O 

mice expressed more liver miRNA-370 than SC-O mice. This miRNA controls the 

expression of miRNA-122 and affects lipid metabolism (19). miR-370 upregulate the 

expression of miR-122, and miR-370 activates lipogenic genes indirectly through miR-122. 

Importantly, miR-370 directly downregulates CPT1α, which controls the rate-limiting step 

in fatty acid β oxidation. In agreement with the literature, HFD-O mice also had reduced 

expression of CPT1α and possibly reduced fatty acid β oxidation, as indicated by the 

diminished level of ACADVL protein and mRNA. 
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Thus, liver lipid accumulation in offspring of obese dams has multifactorial 

characteristics, and changes in the oxidative pathway are associated with differential 

expression of miR-370 and miR-122 in liver. In addition, HFD-O mice have also increased 

liver inflammation. This adaptive response leads to hepatic metabolic changes that cause 

liver injury. 
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DISCUSSÃO 

 

É de conhecimento que a obesidade vem crescendo de maneira alarmante no mundo 

todo e representa um dos maiores problemas de saúde pública. Este distúrbio metabólico 

não distingue raça, sexo, idade e nível social. Fatores como estilo de vida, dieta e genética 

contribuem para o desenvolvimento dessa doença (Raman, 2002; Stein, 2004; Pausova, 

2006). 

Nos últimos anos pesquisadores vêm discutindo cada vez mais sobre a relação entre o 

meio intrauterino adverso e o desenvolvimento de doenças na vida adulta. Este fenômeno 

denominado “programação fetal” é descrito como um processo no qual o estímulo ocorre 

“in útero”, e o mesmo estabelece uma resposta permanente no feto, conduzindo a um 

aumento da susceptibilidade a doenças na vida adulta. Além disso, os períodos iniciais do 

desenvolvimento pós-natal, podem também causar alterações metabólicas (Armitage, 

2005).  

Estudos mostram que a exposição do feto a um ambiente nutricional adverso (dietas 

hipercalóricas, hiperlipídicas, hipoproteicas e etc.) durante o desenvolvimento e o período 

pós-natal podem ter consequências importantes para o desenvolvimento do sistema 

regulatório do metabolismo energético (Vickers et al., 2000).  

Os efeitos sobre a prole podem ser decorrentes tanto de alterações apresentadas pela 

mãe durante a gestação, como também durante a amamentação. Em um estudo realizado 

por Shankar et al. (2008), o efeito da gestação foi isolado através do modelo de cross-

fostering (troca de mães na lactação) e, mesmo neste modelo, o consumo materno de dieta 

rica em gordura ocasionou maior adipogênese na prole. 

Em outro estudo isolando-se o fator lactação, foi demonstrado que o aleitamento por 

ratas diabéticas provocou na prole defeitos no balanço de neuropeptídeos orexigênicos e 

anorexigênicos do hipotálamo, levando à hiperfagia e ganho de peso (Fahrenkrog et al., 

2003). 
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Em trabalho recente do nosso grupo (Ashino et al., 2012) foi observado que a prole de 

mães submetidas à uma dieta hipercalórica durante a gestação e lactação, apresentou 

aumento de peso com dois dias de vida e esse aumento também foi visto quando a prole 

atingiu a idade adulta (82 dias). Além disso, os animais filhos de mães que receberam dieta 

hipercalórica apresentaram um aumento no peso do tecido adiposo epididimal com 28 dias 

e na fase adulta com 82 dias.  

Em outro estudo Samuelsson e colaboradores (2008) observaram que a prole de mães 

que receberam uma dieta hiperglicídica e hiperlipídica apresentou um aumento na ingestão 

calórica e no peso corporal. 

Assim, tem sido proposto que o risco de desenvolver desordens metabólicas na vida 

adulta é iniciado nos períodos do desenvolvimento. 

O presente estudo avaliou prole de camundongos com 28 dias (HFD-O), cujas mães 

receberam dieta hiperlipídica durante a gestação e lactação, quanto à composição corporal, 

parâmetros metabólicos e modulação da expressão gênica e protêica que pudessem prover 

informações sobre o metabolismo lipídico hepático nesses animais. 

Assim como observado na literatura (Fahrenkrog et al., 2003;Shankar et 

al.,2008;Samuelsson et al., 2008; Ashino et al., 2012), nossos dados mostram que uma dieta 

rica em gordura durante a gestação e lactação predispõe a um maior ganho de peso e maior 

acúmulo de massa de tecido adiposo. No presente estudo, os animais do grupo HFD-O 

tiveram um aumento do peso corpóreo absoluto com 7 dias de vida, que permaneceu até os 

28 dias de vida (Tabela II) em relação ao grupo SC-O (prole de camundongos com 28 dias, 

cujas mães receberam dieta controle (ração) durante a gestação e lactação. Concomitante ao 

aumento de peso, observou-se um aumento da massa de tecido adiposo branco epididimal e 

retroperitoneal (Tabela II) do grupo HFD-O quando comparado ao grupo SC-O.  

A resistência à insulina é caracterizada pela diminuição da capacidade deste hormônio 

de promover a captação da glicose. A resposta subnormal dos tecidos periféricos leva a 

célula  da ilhota pancreática a sintetizar e secretar mais insulina, levando à 

hiperinsulinemia. A manutenção deste quadro acarreta na falência da célula , 

caracterizando o Diabetes Mellitus tipo II (DM 2) (Collins et al., 2000). 
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Estudos mostram que as proles de ratas que receberam dieta hiperlipídica durante a 

gestação apresentaram-se hiperglicêmicas e hiperinsulinêmicas, e que a exposição ao alto 

teor de gordura durante a gestação e lactação compromete o desenvolvimento e a função 

das células β em ratos neonatos e recém-desmamados (Cerf et al.,2009). 

Utilizando-se de um modelo de Cross-fostering (troca de mães na lactação), porém 

valendo-se de subnutrição pré-natal e super-nutrição pós-natal, Desai (2007) mostrou 

diferenças na composição corpórea, glicemia e lipidemia na prole. 

Outros estudos também mostraram que a prole de mães diabéticas ou que receberam 

uma dieta hiperlipídica, apresentavam excesso de glicose circulante, resistência à insulina e 

hiperinsulinemia (Van Assche et al., 1985; Plagemann et al. 1999ª; Buckley et al., 2005). 

A fim de verificar se a prole HFD-O apresenta distúrbios do metabolismo da glicose 

foram determinados o comportamento da glicemia após sobrecarga de glicose (GTT) 

(Tabela II) e após sobrecarga de insulina (ITT) (Tabela III). 

Foi possível observar que os animais da prole HFD-O são intolerantes à glicose e 

resistentes à ação da insulina. Além disso, os animais HFD-O exibem níveis elevados de p-

IKK e p-JNK (Figuras 2 A e B, respectivamente) em comparação com animais SC-O, 

sugerindo que a resistência à insulina hepática poderia estar associada à ativação de vias 

pró-inflamatórias (Barbuio et al, 2007;. Cintra et al, 2008;. Donath e Shoelson 2011). 

Estudos relatam que uma dieta rica em lipídeos saturados aumenta o triacilglicerol 

sérico (TAG), o colesterol total e alteram o perfil lipídico. Um estudo recente mostrou que 

a prole de ratas que foram alimentadas com uma dieta hiperlipídica e hiperglicídica 

apresentaram aumento nos níveis de triglicérides e glicogênio hepáticos, assim como uma 

diminuição nos genes envolvidos com a oxidação de lipídeos (Kjaergaard et al., 2013). 

Em um trabalho do nosso grupo (Ashino et al. 2012) as proles de mães que ingeriram 

dieta hiperlipídica durante a gestação e lactação na vida adulta apresentaram uma 

diminuição dos níveis de triglicérides séricos, aumento nos valores de triglicérides 

hepáticos e a presença de vacúolos de gordura caracterizando a DHGNA. Esse estudo 

mostrou também que nessa prole há uma maior mobilização de gordura no tecido adiposo e 
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um maior nível de ácidos graxos livres no soro em relação ao grupo controle, indicando que 

o fluxo de ácidos graxos para o fígado está aumentado nesses animais. 

O estudo conduzido por Krasnow (2011), avaliando a prole de mães que receberam 

dieta hiperlipídica ou mães que tiveram a dieta revertida na segunda ou terceira gestação, 

também mostrou que a prole de mães obesas da primeira gestação apresentou aumento nos 

triglicérides hepático em relação à prole controle.  

Nossos resultados corroboram dados da literatura e mostram que o efeito da dieta 

hiperlipídica durante a gestação e lactação acarreta danos no perfil lipídico da prole já com 

28 dias. Os animais HFD-O apresentaram aumento nos níveis de triglicérides, colesterol e 

ácidos graxos séricos (Tabela III), assim como aumento na concentração de triglicérides 

hepáticos (Tabela III).  

Em conjunto, nossos resultados apontam para uma forte relação entre o consumo de dieta 

hiperlipídica e o desenvolvimento de esteatose hepática. 

O desenvolvimento de resistência hepática à insulina parece ser um requerimento 

essencial para o desenvolvimento de DHGNA. A resistência contribui para o quadro de 

DHGNA por alterar a síntese e o transporte de triglicérides, aumentando a lipólise no tecido 

adiposo e o transporte de ácidos graxos livres para o fígado (Bugianesi, McCullough, 

Marchesini, 2005; Fabbrini, Sullivan, Klein, 2010). A reesterificação desses ácidos graxos 

contribui significativamente para o acúmulo hepático de triglicérides na DHGNA (Donnelly 

et al., 2005) e, nessas condições, a quantidade de enzimas da via de biossíntese de ácidos 

graxos pode estar aumentada.  

Após caracterizar os animais em relação ao peso, adiposidade, tolerância à glicose, 

resistência à insulina e o perfil lipídico, fomos verificar a expressão gênica e proteica de 

genes que estão relacionados com a síntese de ácidos graxos e colesterol, e genes 

envolvidos com a oxidação de ácidos graxos. 

Inicialmente foi avaliado se a prole de mães alimentadas com dieta hiperlipídica durante 

a gestação e a lactação apresentava alterações nas proteínas das vias de síntese de ácidos 

graxos e trialcilgliceróis e na quantidade de transcritos (RNAm) dos genes envolvidos 
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nessas vias. Para tanto, foram verificadas a fosforilação da ACC e a expressão de SCD1 e 

FAS no fígado de animais dos grupos SC-O e HFD-O, aos 28 dias de vida, pela técnica de 

western blot, assim como a expressão dos genes responsáveis pela codificação das duas 

proteínas, pela técnica de RT-PCR.  

Nossos resultados mostram que a fosforilação da ACC e a expressão desse gene não foi 

diferente entre os grupos SC-O e HFD-O (Figura 3 A e E). Diferentemente da ACC as 

análises realizadas por Western Blotting mostraram que a proteína SCD1 estava aumentada 

no grupo HFD-O (2,2 vezes) em relação ao grupo SC-O (Figura 3 B), assim como a 

expressão gênica, analisada por RT-PCR (Figura 3 E). 

Os resultados de Western Blot e RT-PCR para FAS mostraram que houve uma 

tendência de aumento na quantidade proteica e uma tendência a diminuição no nível de 

RNAm desse gene na prole HFD-O. No entanto a diferença para o grupo SC-O não foi 

significativa (Figura 3 C e E). 

A síntese de ácido graxo e triacilglicerol no fígado e tecido adiposo são fatores 

primordiais para o acúmulo de gordura. Os triacilgliceróis estocados no tecido adiposo são 

compostos de ácidos graxos provenientes da dieta e da síntese hepática “de novo”.  

O tecido adiposo é o responsável por manter o balanço energético através da homeostase 

lipídica. Alterações nesse balanço, como ocorrem na obesidade, podem levar a um aumento 

no estoque de gordura. Em humanos obesos e em modelos de obesidade animal, a enzima 

SCD1 encontra-se ativada, levando a um aumento na razão de ácidos graxos 

monoinsaturados/saturados (Hulver et al., 2005). 

Ácidos graxos monoinsaturados, como palmitoleato e oleato, são substratos preferenciais 

para a síntese de triacilgliceróis. Dessa forma, um aumento na razão de 

monoinsaturados/saturados, aumenta a propensão ao armazenamento de gordura, sendo, 

portanto, a atividade da SCD1 um marcador da lipogênese.  

Nossos resultados mostram que o consumo de dieta rica em gordura pela mãe, levou a 

uma maior ativação da SCD1, fato que pode indicar um aumento do processo de lipogênese. 

Yee e colaboradores (2011) mostraram que um aumento no índice de dessaturação 
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oleato/estearato no tecido adiposo de prole de mães com restrição alimentar, pode ser 

observado antes mesmo desses indivíduos desenvolverem o fenótipo obeso, corroborando 

nossos dados. 

Os resultados encontrados para FAS são condizentes com os resultados encontrados para 

ACC, uma vez que, como a ACC encontra-se inalterada nos animais do grupo HFD-O, o 

suprimento de malonil-CoA também não se altera. Sem a produção de malonil-CoA no 

citoplasma, a célula não inicia a síntese de ácidos graxos, catalisada pela FAS. No entanto, o 

fato da síntese de ácido graxo permanecer inalterada nos animais do grupo HFD-O não 

representa que a síntese de triacilgliceróis também esteja normalizada. Como os 

triacilgliceróis podem ser produzidos à partir da reesterificação dos ácidos graxos 

mobilizados do tecido adiposo (lipólise), o maior  conteúdo de triacilgliceróis encontrado no 

grupo HFD-O poderia ser proveniente dessa via. 

Adicionalmente fomos verificar o gene da Glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT), 

enzima que desempenha um papel central na regulação do triacilglicerol celular e nos 

níveis de fosfolípidos (Welch et al., 1998). Vimos que não houve diferença entre os grupos 

SC-O e HFD-O (Figura 3 E). Era de se esperar que a expressão da GPAT mitocondrial 

estivesse alterada, uma vez que foi observado aumento pronunciado de SCD1, indicativo de 

síntese de triglicérides. O resultado obtido, apesar de curioso, sugere que, muito 

provavelmente, apesar de haver substrato disponível para a síntese ocorrer, o evento deva 

ser um pouco mais tardio, como observado pelo nosso grupo em trabalho anterior 

conduzido com a prole aos 82 dias de vida (Ashino et al., 2012). 

Para avaliar se a prole de mães alimentadas com dieta hiperlipídica, durante a gestação 

e a lactação, apresentava alteração na síntese de colesterol, a expressão hepática da HMG-

CoA redutase (HMGCR) foi avaliada nos grupos SC-O e HFD-O aos 28 dias de vida, tanto 

por Western Blot, quanto por RT-PCR. Diferente do esperado, a prole cuja mãe recebeu 

dieta hiperlipídica durante a gestação e lactação apresentou menor expressão de HMGCR 

em relação à prole controle, sem que se observasse diferença na quantidade proteica (Figura 

3 D e E).  
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De posse dos resultados obtidos de expressão de genes e ativação de proteínas 

envolvidas com o processo de lipogênese, o passo seguinte foi analisar possíveis alterações 

no comportamento de proteínas envolvidas com o processo de oxidação de ácidos graxos.  

A primeira enzima avaliada foi a AMPK. A enzima AMPK é uma serina-quinase, 

envolvida com a ativação de vias catabólicas, dentre elas a beta-oxidação, e é responsável 

por modular negativamente a ACC, tornando esta proteína fosforilada e, consequentemente, 

inativa. Nossos resultados mostraram que não há diferença na fosforilação da AMPK 

(Figura 4A), porém, em contrapartida, observamos que a expressão gênica da AMPK 

analisada por RT-PCR está aumentada (Figura 4C). 

Após avaliar a expressão da AMPK, enzima que, quando ativa, estimula a beta-

oxidação, fomos avaliar uma importante enzima dessa via e outra enzima fundamental para 

o transporte de ácidos graxos para a mitocôndria, servindo como um marcador de oxidação 

dos mesmos. Analisamos a expressão gênica da ACADVL e CPT-1 e verificamos que as 

mesmas estão diminuídas na prole HFD-O em relação à prole SC-O (Figura 4C). 

Concomitante à expressão gênica vimos que a quantidade proteica da ACADVL também 

está diminuída na prole HFD-O (Figura 4B). 

Como dito anteriormente, em condições fisiológicas as potenciais fontes de ácidos 

graxos, que contribuem para o depósito de triglicérides no fígado, são os ácidos graxos 

obtidos a partir da hidrólise (mobilização) no tecido adiposo, os ácidos graxos captados à 

partir da dieta e os ácidos graxos obtidos pela síntese “de novo” no fígado. Estudos em 

humanos e roedores mostraram que o acúmulo excessivo de triglicérides no fígado ocorre 

principalmente pelo excesso de ácidos graxos provenientes da lipólise no tecido adiposo 

(Ferre e Foufelle 2010; Lewis et al., 2002). Donnelly e seus colegas mostraram que, em 

pacientes com esteatose, aproximadamente 60% dos distúrbios são causados pelos ácidos 

graxos circulantes e 25% pela lipogênese “de novo” (Donnelly et al., 2005). Corroborando 

os dados da literatura, nossos resultados mostram que os animais HFD-O apresentaram 

maior massa de tecido adiposo e de ácidos graxos livres no soro do que SC-O. Além disso, 

as enzimas importantes para a síntese de ácidos graxos não foram influenciados pelo 

consumo materno da dieta hiperlipídica, mas os animais HFD-O apresentaram redução na 

expressão de genes importantes que dizem respeito à oxidação de ácidos graxos (ACADVL 
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e CPT-1) e o aumento da expressão da enzima SCD1. No total, estes resultados sugerem 

que o acúmulo de triglicérides hepáticos na prole HFD-O podem ser devido à oxidação de 

ácidos graxos diminuída.  

Finalmente fomos avaliar a expressão gênica de dois miRNAs muito importantes para o 

metabolismo de lipídeos. O miR-122, um miRNA que foi um dos primeiros apontados 

como regulador dos níveis de lipídios circulantes em indivíduos obesos e com esteatose 

hepática (Drosatos et al., 2007) e o miR-370, possível ativador de miR-122, que é um 

miRNA que possui como alvo o gene da CPT1α e atua diminuindo a expressão desse gene, 

consequentemente diminuindo a beta-oxidação (Moore et al., 2010; Iliopoulos et al., 2010). 

Nossos resultados mostram que o consumo materno de dieta hiperlipídica durante todo 

o período de gestação e lactação leva a uma diminuição da expressão de miR-122 e um 

aumento na expressão de miR-370 (Figura 5C e D) na prole jovem, com 28 dias de vida. 

Zhang e colaboradores (2009) também mostraram que o uso de dieta hiperlipídica em 

animais induziu diminuição na expressão do microRNA miR-122 e Iliopoulos e 

colaboradores (2010) mostraram que o miR-370 regula o miR-122, corroborando nossos 

achados. 

Segundo Drosatos e colaboradores (2007), miR-122 modula a expressão de genes 

lipogênicos, ativando inicialmente SREBP-1c e DGAT2 e, subsequentemente, FAS e 

ACC1.  

Além de analisar a expressão do miR-122 fomos verificar a expressão gênica e 

quantidade proteica do fator de transcrição HNF4-α, o qual induz a transcrição do pri-

miRNA do miR-122 (Zhen-Ya et al., 2011), e observamos que não houve diferença entre os 

grupos SC-O e HFD-O na expressão gênica e na quantidade proteica (Figura 5 A e B). 

Muitos estudos apontam a importância dos miRNAs no metabolismo lipídico e fisiologia 

do fígado e doenças (Aranda et al, 2013; Esau et al., 2006; Iliopoulos et al., 2010; Li et al., 

2009; Rayner et al., 2011; Whittaker et al., 2010), mas o papel destes pequenos RNAs não-

codificantes no metabolismo lipídico no fígado ainda é controversa. Esau et al. mostraram 

que a inibição da expressão de miRNA-122 levou a uma diminuição na síntese dos ácidos 

graxos e aumento da oxidação dos mesmos (Esau et al., 2006). Recentemente, dois estudos 
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com deleção genética em camundongos apresentaram provas substanciais da função do miR-

122 no metabolismo lipídico (Hsu et al, 2012;Tsai et al., 2012). Hsu e colaboradores (2012) 

mostraram a regulação positiva de genes conhecidos por estarem envolvidos na síntese de 

lipídios no fígado, como acilglicerolfosfatase aciltransferase (AGPAT), proteína fosfatase 

ácida tipo 2A (Ppap2a) e monoacilglicerol O-aciltransferase (Mogat). De acordo com as 

mudanças na expressão gênica, o fígado mutante sintetiza mais triglicérides que os controles, 

mas secreta menos, resultando em acúmulo de triglicérides nos hepatócitos. Além disso, 

ambos os grupos mostraram um aumento na infiltração de células inflamatórias no fígado 

desses camundongos deficientes em miRNA-122 (Hsu et al., 2012; Tsai et al., 2012), 

sugerindo um efeito pró-inflamatório quando a expressão deste miRNA está reduzida. 

Curiosamente, os camundongos HFD-O apresentaram redução na expressão de miRNA-122, 

aumento do depósito de triglicérides no fígado e ativação de JNK, mas apenas SCD1 teve 

sua expressão aumentada. Por outro lado, o antagonismo de miRNA-122 em macacos reduz 

o colesterol no plasma (Elmen et al., 2008;Krützfeldt et al., 2005).  

Assim, o acúmulo de lipídios no fígado de mães obesas HFD-O tem caráter multifatorial, 

mas as mudanças na via oxidativa podem ser associadas à expressão diferencial de miR-370 

e miR-122 no fígado. Além disso, as proles apresentaram também um aumento na 

inflamação do fígado. Esta resposta adaptativa leva a alterações metabólicas que causam 

lesão hepática. 

Estes resultados reforçam a importância da nutrição materna durante as fases iniciais do 

desenvolvimento e sugerem que o consumo de dieta rica em gordura pela mãe predispõe a 

prole  ao desenvolvimento de um fenótipo obeso na vida adulta, independente da dieta 

oferecida após o desmame. 
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CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados demonstram que o acúmulo de lipídios no fígado da prole de mães 

obesas que consumiram dieta hiperlipídica, durante os períodos de gestação e lactação, tem 

características multifatoriais, sendo uma delas o aumento da inflamação no órgão.  As 

alterações observadas na oxidação de ácidos graxos estão relacionadas com a expressão 

diferencial de miR-370 e miR-122 no fígado da prole. Tais alterações metabólicas hepáticas 

podem ser decorrentes de uma resposta adaptativa que culmina com o desenvolvimento de 

lesões e disfunções no órgão na vida adulta. 
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