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RESUMO  

 

A obesidade é precursora de co -morbidades como o Diabetes Mell itus t ipo 

2 e doenças vasculares. Estudos demonstram que a compos ição da dieta 

materna durante a gestação pode modular o metabolismo da prole, 

promovendo um ajuste funcional conhecido como imprint  metabólico, 

predispondo a prole ao ganho de peso e resistência da insulina (RI). A RI 

está diretamente relacionada com a adiposidade e com o aumento no nível 

de citocinas pró-inf lamatórias no sangue. Estas citocinas são responsáveis 

pela ativação de serina-quinases que podem promover a redução do sinal 

intracelular . Considerando que o hipotálamo desempenha importante 

função no controle da homeostase energética e do metabolismo periférico ,  

a alteração na expressão e at ivação de proteínas chave neste tecido pode 

trazer conseqüências importantes para o organismo .  Desta maneira , o 

presente estudo avaliou proteínas hipotalâmicas e he páticas que possam 

ser moduladas pelo uso materno de dieta rica em gordura animal .  Para isso 

foram util izadas proles de camundongos fêmeas que f izeram uso de dieta 

rica em gordura (grupo HN) ou dieta padrão (grupo NN) durante o período 

de gestação e lactação e com idade de 4 e 12 semanas (4S e 12S) de vida. 

Inicialmente foram avaliados o ganho de peso , massa adiposa , a tolerância 

a glicose , os níveis séricos de insulina e citocinas pró -inf lamatórias, a 

deposição hepática de gordura por histologia e o conteú do de triglicérides 

hepáticos . As alterações metabólicas relacionadas à manutenção da 

homeostase gl icêmica e do balanço energético foram  avaliadas pela análise 

do conteúdo e/ou ativação das proteínas JNK, IKK, NFKB, AKT, IR, IRS1, 

IRS2, ACC, FAS, AMPK, PEPCK e HSL nos tecidos hepático,  hipotalâmico 

e adiposo util izando a técnica de Western Blot . A prole das fêmeas tratadas 

com a dieta especial apresentou maior ganho de peso e massa adiposa 

epididimal, menor tolerância à glicose, maior deposição hepática de 

gordura no fígado e maiores níveis de trigl icérides hepáticos (4 e 12S), 

maiores níveis sanguíneos de insulina, TNFα, IL1β (12S). As serina 
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quinases JNK e iKK estavam mais fosforiladas no fígado (4 e 12S) e 

hipotálamo (4S). A proteína NFKB estava mais presente no grupo HN em 

ambos os tecidos (4S). A proteína AKT apresentou menor fosforilação após 

estímulo com insulina no hipotálamo (4S) e f ígado do grupo HN, bem como 

o IR, IRS1 e 2 (12S). A proteína PEPCK foi encontrada em maior 

quantidade no f ígado dos animais HN (12S), A proteína FAS foi encontrada 

em maiores níveis no fígado dos animais HN (4S), entretanto o inverso foi 

observado na idade de 12 semanas. A enzima HSL estava menos 

fosforilada no tecido adiposo do grupo HN (12s).  A proteína ACC hepática 

do grupo HN estava menos fosforilada em seu estado basal nos dois 

períodos, no hipotálamo a fosforilação da ACC não foi diferente do grupo 

NN (4s). O grupo HN apresentou menor desfosforilação da AMPK por 

estímulo de insulina. A partir destes resultados observamos que a nutrição 

hiperlipídica pré-natal foi capaz de inf luenciar negativamente a hom eostase 

glicêmica da prole, além de modular as vias l ipogênicas e o controle do 

balanço energético.  
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ABSTRACT  

 

Obesity is a condition that preceeds co -morbidit ies as type 2 Diabetes 

Mellitus and vascular diseases. Studies demonstrate that the composit ion of 

the maternal diet during gestat ion can modulate offspring‟s metabolism, 

leading to a functional adjustment known as metabolic imprint,  which 

predisposes the offspring to weight gain and insulin resistance (IR). IR is 

directly related to adiposity and the blood level of pro-inf lammatory 

cytokines. These cytokines are responsible for the activat ion of serine -

kinases that can promote a reduction of the intracellular signal.  Considering 

that the hypothalamus plays an important role on the control of energetic 

homeostasis and peripheral metabolism, the alterat ion on the expression 

and activat ion of key proteins in this t issue may lead to important 

consequences to the organism. This way, the present study evaluated 

hypothalamic and hepatic proteins that can be modulated by the maternal 

use of animal fat rich diet. For that, offsprings of female mice fed a high fat 

diet (HN group) or standard diet (NN group) during pregnancy and lactat ion, 

at the ages of 4 and 12 weeks old (4W and 12W) were used. In it ially weight 

gain, adipose mass, glucose tolerance, serum levels of insulin and pro -

inf lammatory cytokines, l iver fat depot by histology, and liver triglycerides 

content were evaluated. The metabolic alterations related to the 

maintenance of glycemic homeostasis and energy balance were evaluated 

through the analysis of the expression and/or act ivat ion of the proteins 

JNK, IKK, NFKB, AKT, IR, IRS1, IRS2, ACC, FAS, AMPK, PEPCK and HSL 

in the liver,  hypothalamus and asipose tissue using western blot technique. 

The offspring of the dams treated with the special diet presented higher 

weight gain and epididymal adipose mass, lower glucose tolerance, higher 

hepatic fat deposition and higher levels of l iver triglycerides (4 and 12W), 

higher levels of blood insulin , TNFα  and IL1β  (12W). The serine-kinases 

JNK and IKK were more phosphorylated in the l iver (4 and 12W) and 

hypothalamus (4W). The NFKB was found at a higher amount in both 
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t issues (4W). The AKT presented lower phosphorylat ion after stimulation 

with insulin in the hypothalamus (4W) and liver of HN group, as the IR, 

IRS1 and 2 were more expressed (12W). PEPCK was found in higher 

quantity in the l iver of HN animals (12W). FAS was found in higher levels in 

the liver of HN animals (4W), however the opposite was obse rved at the 

age of 12 weeks. The enzyme HSL was less phosphorylated in the adipose 

of HN group (12W). Hepatic ACC of HN group was less phosphorylated in 

its basal state at both ages, in the hypothalamus the phosphorylation of 

ACC was not dif ferent of NN group (4W). HN group showed lower 

dephosphorylation of AMPK with insulin st imulat ion. By these results we 

observe that the pre-natal hyperl ipidic nutrit ion was able to inf luence 

negatively the glucose homeostasis of the offspring, besides the modulation 

of the lipogenic pathways and energy balance control.   
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1. INTRODUÇẴO  

 

1.1. Dados epidemiológicos 

 

 A obesidade é hoje , reconhecidamente , um distúrbio metabólico de 

proporções epidêmicas nas populações ocidentais , também considerada uma 

epidemia global , alcunhada atualmente de “globesidade” pela Organização 

Mundial de Saúde (DESAI et al, 2004; WHO, 2010). Dentre os fatores 

associados ao desenvolvimento de obesidade , a alimentação hipercalórica 

(r ica em gorduras e carboidratos) e o sedentarismo tem participação 

importante na prevalência deste distúrbio (DESAI et al , 2007).  

Estima-se que cerca 1 ,5 bi lhão de pessoas com idade superior a 20 anos 

apresentem sobrepeso (índice de massa corpórea superior a 25 kg/m²). 

Destes aproximadamente 200 milhões de homens e 300 milhões de mulheres 

estão classif icados como obesos , ou seja, apresentam IMC superior a 30 

kg/m². Deste fenômeno resulta um alarmante número de óbitos provocados 

por doenças relacionadas à obesidade , 2,8 bi lhões de adultos por ano em 

todo o mundo .  

O Brasil tem acompanhado a evolução deste problema com números 

semelhantes aos de países desenvolvidos . Atualmente , cerca de 42% dos 

brasi leiros apresentam sobrepeso ,  enquanto 16% são obesos (WHO, 2011).  

Previsões de estudos da Organização Mundial de Saúde mostram que a 

obesidade pode at ingir ¹/4 da população mundial até o  ano de 2025 (WHO , 

2011) e um fator de grande contribuição à esta estimativa é o aumento da 

prevalência da obesidade entre as crianças . Até o ano de 2010 cerca de 43 

milhões de crianças com idade inferior a 5 anos  apresentavam obesidade,   

sendo a maioria do sexo feminino . Curiosamente ,  desta amostra cerca de 35 

milhões de crianças obesas vivem em países em desenvolvimento , enquanto 

apenas 8 milhões são de países desenvolvidos. Tal discrepância 

provavelmente se deve ao fato de que países desenvolvidos combat em o 
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avanço desta prevalência por meio de polít icas públicas de saúde mais 

ef icazes que as dos países em desenvolvimento . Considerando que a 

obesidade infantil  conhecidamente contribui para o desenvolvimento da 

obesidade e suas co-morbidades na idade adulta, as perspectivas de mudança 

neste quadro para as próximas gerações são reduzidas (FLEGAL et al., 1998;  

MEI et al., 1998, MEI; GRUMMER-SRAWN; SCANLON,  2003; MUST et al.,  

1999; RITCHIE et al., 2003 , WHO, 2011).  

O aumento na prevalência da obesidade tem também elevado o número 

de indivíduos que apresentam outras comorbidades. Em consequência do 

aumento da obesidade, atualmente o diabetes mellitus do tipo 2 (DM 2) 

representa um grave problema de saúde pública . Essa forma da doença 

corresponde a mais de 90% dos casos de diabetes . No mundo 346 milhões de 

pessoas sofrem da doença , e este número pode dobrar até o ano de 2030 

(WHO, 2011). No ano 2000 , cerca de 4 ,6 milhões de pessoas representavam 

os números do diabetes no Brasil ,  uma projeção de 2004 para o ano 2030 

prevê que esse número pode chegar a 11 ,3 milhões de pessoas (WILD , et al,  

2004). Dentre as causas de óbito , as doenças cardiovasculares e renais 

representam , respectivamente , 50% e 20% dos casos entre os diabéticos 

(WHO, 2011). 

 

1.2. Desenvolvimento pré-natal da obesidade 

 

Em mulheres, a obesidade está associada ao aumento na prevalência de 

diversos riscos obstétricos , tais como diabetes gestacional , hipertensão , pré-

eclampsia e mortal idade neo–natal (NAEYE , 1990; CASTRO; ALVINA , 2002; 

CNATTINGIUS et al., 1998 ; KING , 2006). Adicionalmente , estudos recentes 

sugerem que a obesidade materna também está associada a danos 

importantes na prole .  

O indivíduo em formação é sensível às condições ambientais que 

modulam as vias do desenvolvimento fetal e , dessa forma , as conseqüências 
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da nutrição gestacional podem modif icar o desenvolvimento neural que 

controla a homeostase energética do feto (LEVIN , 2000). Por outro lado , 

indivíduos expostos a um nível aumentado de nutrientes antes do nascimento 

têm risco aumentado de apresentarem sobrepeso ou obesidade na fase adulta 

(PLAGEMANN et al., 1998; SHANKAR, et al, 2008; LI; SLOBODA; VICKERS, 

2011).  

O fenótipo de um indivíduo é resultado de uma interação complexa entre 

genoma, epigenoma e ambiente atual, passado e ancestral. O a mbiente tem o 

poder de remodelar de forma permanente ou reversível o epigenoma durante 

toda a vida. Dessa maneira, a inf luência do meio pode resultar em um 

acúmulo de desordens gênicas precursoras da tumorigênese e de doenças 

relacionadas ao envelhecimento  (ATTIG, 2010).  

Estudos realizados por diversos pesquisadores mostram que o ambiente 

nutricional a que o indivíduo é exposto durante os períodos pré e pós natal 

podem gerar conseqüências importantes no desenvolvimento do sistema 

regulatório do metabolismo energético (BARKER ; OSMOND , 1986; RAVELLI et 

al., 1999; VICKERS et al., 2000; PARENTE, et al , 2008). Diversas evidências 

apontam que variações no estado nutricional e a exposição a hormônios 

relacionados ao estresse são capazes de alterar o desenvolvimento  fetal e 

induzir modif icações no fenótipo metabólico pós -natal (BURDGE, 2008).  

 A teoria do desenvolvimento programado de doenças metabólicas, 

também conhecida como imprint metabólico, atribui ao estado nutricional e 

hormonal do desenvolvimento um papel de  predição do ambiente que o 

indivíduo experimentará após o nascimento. O estado nutricional do 

organismo materno representa um desafio ambiental ao indivíduo em 

formação como uma forma de preparo para a vida ex útero (LILLYCROP, 

2011; DELAGE, 2008). O mecanismo desta “memória pré -natal” se dá devido à 

grande plasticidade gênica do organismo em desenvolvimento. Tal 

característica permite modif icações do perf i l epigenético, como a super-

expressão ou silenciamento de genes relacionados à manutenção da 

homeostase energética. As diferenças entre tal previsão e o ambiente externo 
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real predispõem o organismo exposto a padrões nutricionais não ideais 

durante o período de formação e crescimento ao possível desenvolvimento de 

diversas doenças metabólicas (CHAUDHARY, 2012; GLUCKMAN, 2004; 

GLUCKMAN, 2007; HOWIE, 2009; LILLYCROP, 2011; MOORE, 1991; 

WATERLAND, 2006).  

As modif icações na regulação epigenética de genes específ icos resultam 

em alterações no funcionamento de histonas. Via mudanças em proteínas 

responsáveis pela acetilação das mesmas, e em proteínas responsáveis pela 

metilação gênica. Provocando alterações na estrutura da cromatina, 

promovendo alterações nos processos de replicação, reparo, transcrição e 

segregação gênicas. Este fenômeno pode ser responsável pel o 

comprometimento, inclusive, do comportamento metabólico de gerações 

futuras, considerando que tais alterações atingem também as células 

gametogênicas (CHAUDHARY, 2012; DELAGE, 2008; FRANKS; LING, 2010; 

LILLYCROP, 2011).  

Em grávidas com complicações, tais  como diabetes gestacional e 

hiperglicemia decorrente da intolerância a gl icose, é comum se observar maior 

insulinemia e gl icemia fetal e prole com maior risco de apresentar diabetes 

tipo 2 na fase adulta (SILVERMAN et al., 1991; SILVERMAN et al.,  1998). 

Desta maneira, a avaliação de um modelo de estudo util izando ratos 

alimentados, com dieta rica em gordura animal durante a gestação e lactação, 

permitiu identif icar a presença de anormalidades cardiovasculares e 

metabólicas na prole adulta com característ icas comuns às da síndrome 

metabólica encontrada em humanos, incluindo a hipertensão, a disl ipidemia e 

hiperglicemia (KHAN et al. , 2003; KHAN et al. , 2004; TAYLOR et al. , 2003). 

Em outro estudo observou-se a correlação entre a dieta hipercalórica pré e 

pós natal (a part ir da idade adulta) e alterações signif icat ivas na expressão 

hipotalâmica de neurônios responsáveis pelo controle da ingestão como NPY 

e POMC.  Resultando em hiperfagia, maior adiposidade, hiperlipidemia, 

intolerância à glicose e resistência à insulina na prole (CHEN, 2009). A 

literatura científ ica atual sugere a hipótese de  que um “ciclo vicioso” causado 
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pela obesidade materna desencadeie em maior prevalência da obesidade 

infantil (SHANKAR et al , 2008).  

A Síndrome Metabólica é uma condição diretamente associada à 

obesidade e ao DM 2 e consiste em complicações como acúmulo de gordura 

nas paredes de veias e artérias, levando à aterosclerose, precursora de 

doenças como doença vascular periférica, AVC (acidente vascular cerebral), 

doença coronariana, hipertensão arterial, retinopatia e/ou catarata, 

insuficiência renal e gangrena. Com risco da necessidade de amputação dos 

membros inferiores devido a complicações da aterosclerose (PETERSEN et 

al. , 2007).  

Atualmente é conhecido que o uso de dieta hiper l ipídica por ratos pode 

levar à redução no tamanho do pâncreas, aumento do número de células β e 

redução do lúmen dos vasos sangüíneos do pâncreas (DUARTE et al. , 2006). 

Em contrapartida, um estudo realizado por Zhang e colaboradores em 2005 

mostrou que o uso de uma dieta rica em proteína e gordura insaturada (poli -

insaturada e monoinsaturada), mas pobre em carboidratos durante a gestação 

e lactação de camundongos, ocasionou benefícios ao metabolismo de l ipídios 

no fígado da prole fêmea adulta, reduzindo também as concentrações de 

triaci lgl iceróis no fígado. Conforme estudo realizado por Cambonie et al 

(2007), o uso de antioxidantes associado à dieta hipoprotéica  durante a 

gestação apresentou efeito preventivo no desenvolvimento de hipertensão e 

demais disfunções vasculares na prole adulta de ratos. Eventos pré -natais 

como insuficiência placentária e estresse oxidativo promovem alterações no 

crescimento na infância com redução da massa muscular esquelét ica, 

diminuição da sensibi l idade à insulina, disfunções m itocondriais e elevados 

riscos do desenvolvimento da síndrome metabólica na idade adulta 

(THOMPSON; REGNAULT, 2011). Estudos populacionais demonstram um 

aumento na prevalência do desenvolvimento precoce da síndrome metabólica, 

especialmente em gestantes, com severidade crescente de geração em 

geração. Isto ocorre pelo efeito transgeracional oriundo da deleção incompleta 
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de marcas epigenéticas precursoras da síndrome metabólica (GALLOU -

KABANI; VIGÉ; JUNIEN, 2007; JUNIEN et al,  2005).  

O consumo materno de dieta hiperlipídica durante a gestação e a 

lactação também produz efeitos deletérios sobre o sinal da leptina da prole. 

Este efeito é conseqüência da hiperleptinemia apresentada pelas mães 

durante a gestação e lactação e esta alteração está diretamente ligada  ao 

aumento da ingestão e ganho de peso (KIRK, et al , 2009).  

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 (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. Util izando -se do mesmo 

modelo, porém valendo-se de subnutrição pré-natal e super-nutrição pós-natal 

Desai (2007) mostrou diferenças na composição corpórea, gl icemia e l ipidemia 

na prole. Em outro estudo isolando-se o fator lactação, foi demonstrado que o 

aleitamento por ratas diabéticas provocou na prole defeitos no b alanço de 

neuropeptídeos orexigênicos e anorexigênicos do hipotálamo, levando a 

hiperfagia e ganho de peso (FAHRENKROG, et al , 2004). 

Em adição ao ambiente hipercalórico durante o desenvolvimento, as 

inf luências da função mitocondrial também devem ser cons ideradas (exclusiva 

de herança materna). Esta organela é responsável pela maior parte da 

oxidação dos ácidos graxos, e disfunções mitocondriais podem estar 

relacionadas ao desenvolvimento de esteatose hepática não alcoólica e 

esteatohepatite não alcoólica.  Atualmente estudos têm relacionado o consumo 

de dietas hiperl ipídicas durante o período gestacional e de lactação ao 

surgimento dessas patologias em ratos adultos (BRUCE, et al, 2009; 

CARDOSO; QUELCONI; KOWALOSKI, 2010).  
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1.3. Esteatose hepática não alcoólica  

 

A principal manifestação hepática relacionada à síndrome metabólica, a 

esteatose hepática não alcoólica (EHNA), caracterizada pelo acúmulo de 

lipídios (predominantemente triaci lgl iceróis) excedendo 5% da massa 

hepática, também vem sendo associada às in f luências da dieta e do perf i l 

l ipídico materno. Recentes estudos demonstram que o fenótipo l ipídico pode 

ser inf luenciado pela dieta materna ao apresentar alterações características 

de EHNA na prole ratas tratadas com dieta hiperlipídica (SONG,  et al, 2012; 

SOUZA et al, 2012). Resultante de fatores dietét icos, massa adiposa elevada, 

disfunções imunológicas e da microbiota intestinal (ANGULO, 2005; 

MOUZAKI; ALLARD, 2012), a EHNA é a doença hepática mais comum (6 

vezes mais prevalente entre indivíduos obesos ) e causa mais frequente de 

cirrose criptogênica e níveis elevados na produção de aminotransferase (DAS; 

BALAKRISHNAN, 2011; SOUZA et al, 2012).  

Das e Balakrishnan demonstraram em 2011 que pacientes 

diagnosticados com EHNA apresentavam níveis reduzidos de  IL4 e elevados 

de IL6 e TNFα, citocinas com atividade pró - inf lamatória, sendo o TNFα 

associado ao aumento da atividade lipogênica hepática, prol iferação de 

hepatócitos e morte celular (WULLAERT, et al ,  2007). No mesmo estudo a 

EHNA também foi relacionada ao perf i l l ipídico dislipidêmico (níveis de LDL e 

VLDL aumentados) dos mesmos pacientes. Por outro lado a inibição da 

citocina antiinf lamatória IL10 provocou efeitos deletérios à via de sinalização 

da insulina e, consequentemente, maior at ividade glucogêni ca e l ipogênica 

hepáticas (CINTRA, et al , 2008). A relação entre o quadro inf lamatório 

subclínico associado à obesidade e o desenvolvimento de EHNA também pode 

ser demonstrada pela capacidade de citocinas pró -inf lamatórias em promover 

o aumento da expressão de componentes da matriz extracelular hepática, 

especialmente de colágeno, resultando no processo f ibrogênico conhecido da 

doença (FAN, et al,  2005).  
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das células β pancreáticas que não secretam mais insulina (CARVALHEIRA; 

ZECCHIN; SAAD, 2002).   

Os IRS são responsáveis pela propagação do sinal da insulina através 

da fosfatidil - inositol-3 quinase (PI3K). Esta enzima ativada é responsável pela 

fosforilação de fosfatidi l inositóis de membrana que resul tará na fosforilação e 

ativação da proteína quinase B, também conhecida como AKT. Esta serina 

quinase está int imamente ligada à translocação do GLUT4 para a membrana e 

captação de glicose pelos tecidos dependentes de insulina (COLLINS; 

COTRAN; KUMAR, 2000;  CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).   

Além de seu efeito clássico sobre a homeostase glicêmica, a insulina 

também tem importante papel no controle transcricional de proteínas 

envolvidas com a síntese e degradação de ácidos graxos e de carboidratos. 

Contudo, é conhecido que os carboidratos e os ácidos graxos saturados e 

insaturados podem participar da modulação da transcrição de vários genes 

através da at ivação dos fatores de transcrição SREBP (proteína de l igação ao 

elemento de resposta a esteróis), ChREBP (proteína de ligação ao elemento 

de resposta a carboidratos) e FKHR (proteínas ForkHead). Através destes 

fatores de transcrição, várias proteínas envolvidas com o metabolismo da 

glicose e de ácidos graxos são moduladas a nível gênico (aceti l -CoA 

carboxilase-ACC, ácido graxo sintase-FAS, fosfoenolpiruvato carboxiquinase-

PEPCK, gl icoquinase- GK, fosfofrutoquinase-PFK) (DENTIN et al., 2005; 

JUMP et al. , 2005). Estes mecanismos colocam a insulina e os nutrientes 

presentes na dieta em destaque no complexo arsenal  celular para controle do 

metabolismo. Desta maneira um defeito em qualquer uma das proteínas 

envolvidas no processo acima pode levar a uma resposta ineficiente do tecido 

à insulina. Outra proteína sujeita a alterações do estado metabólico e 

nutricional é a GPR120, um receptor de ácidos graxos insaturados de cadeia 

longa que tem importante papel na manutenção f isiológica da adipogênese, 

preferência al imentar e apetite. Indivíduos obesos apresentam maior 

expressão do gene da GPR120 em adipócitos, entretanto,  uma mutação que 

produz a variante p.R270H inibe a atividade desta proteína. Camundongos 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivo Geral  

 

Avaliar o efeito do uso materno de dieta rica em gordura de origem 

animal, durante a gestação e lactação, na manutenção da homeostase 

glicêmica, na sinalização da insulina no hipotálamo e fígado e no 

metabolismo hepático de lipídios da prole de camundongos com 4 e 12 

semanas de vida.  

 

2.2. Objetivos Específ icos  

 

Primeira fase experimental:  

 

Prole macho com 12 semanas de vida - CAPÍTULO I  

 

Avaliar ganho de peso e ingestão;

Avaliar a tolerância à gl icose através do teste de tolerância via 

intraperitoneal;

Dosar níveis séricos de gl icose, insulina, triglicérides, TNFα e 

IL1β;

Caracterizar histologicamente o acúmulo l ipídico hepático; 

Avaliar a expressão e/ou fosfori lação de proteínas hepáticas 

relacionadas à adipogênese: FAS e ACC basal;  

Avaliar a fosforilação da HSL no tecido adiposo;  

Avaliar a expressão e fosforilação das proteínas relacionadas a 

sinalização da insulina no fígado e hipotálamo: IR, IRS1 IRS2 

(imunoprecipitação) e AKT;

Avaliar a atividade hepática das serina quinases JNK e IKK.

Avaliar a expressão hepática da proteína PEPCK.  
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Segunda fase experimental:  

 

Prole macho e fêmea com 4 semanas de vida- CAPÍTULO II



Avaliar o peso ao nascer e o ganho de peso corpóreo; 

Avaliar a tolerância à gl icose através do teste de tolerância via 

intraperitoneal;

Avaliar a expressão de proteínas relacionadas à adipogênese e 

balanço energético FAS (fígado), AMPK (hipotálamo) e  ACC (f ígado 

e hipotálamo);

Avaliar a responsividade hipotalâmica ao estímulo intraperitoneal 

de insulina pela análise da fosfori lação da proteína AKT;

Avaliar o perf i l inf lamatório pela análise da fosfori lação das 

proteínas IKK (hepática) e JNK (hepát ica e hipotalâmica) e a 

quantidade de NFKB livre no f ígado e hipotálamo.  
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3. METODOLOGIA  

 

3.1. Animais experimentais  

 

Foram util izados para os experimentos camundongos Mus musculus 

(fêmeas) da linhagem Swiss cedidos pelo Biotério da Universidade Braz 

Cubas e pelo Cemib- Unicamp, com aproximadamente 6 semanas de idade. 

Os animais foram separados em 2 grupos: grupo a ser tratado com dieta 

padrão e grupo a ser tratado com dieta hiperl ipídica durante a gestação  e 

lactação. As proles dos grupos NN (dieta padrão pré e pós natal) e HN 

(dieta hiperlipídica pré natal e durante a lactação e dieta padrão pós 

desmame) foram restritas a 5 animais (de ambos os sexos) por fêmea. 

Durante o período de tratamento, os animais foram mantidos em biotério em 

gaiolas colet ivas com acesso a água e ração ad libitum e ciclo de luz 

(claro/escuro) de 12 horas.  

 

3.2. Anestesia  

 

Para a realização dos experimentos em que a sedação fez -se necessária, os 

camundongos foram anestesiados com uma mistura de Quetamina de Sódio 

(0,1g/Kg) e Diazepam (9 mg/Kg) por via intraperitoneal. Para cert if icar o efeito 

do anestésico foi avaliado o ref lexo pedal dos animais.   

 

3.3.  Teste de tolerância à gl icose (GTTip)  

 

Para avaliar a tolerância à gl icose foram util izados 5 animais/grupo e 

jejum prévio de 14 horas. O sangue foi coletado a partir de um corte na 

cauda e a medida dos níveis de glicose foi realizada com aparelho Accu 

Check (Roche). Após a determinação da gl icemia basal, uma solução de 

glicose 25 % (1g/kg) foi administrada por via intraperitoneal e novas 

medições de gl icemia foram aferidas nos tempos de 15, 30, 60 e 120 
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3.6.  Forma de análise dos resultados  

 

Os resultados foram expressos como média ± EPM. A  análise dos 

resultados foi realizada empregando-se a análise de variância de uma via 

(ANOVA), com nível crít ico igual ou menor que 0,05, com teste a posteriori 

de Tukey para comparação entre 3 ou mais grupos. Foi realizado o teste t  

de Student não pareado para a comparação entre 2 grupos.  
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4. RESULTADOS  

 

CAPÍTULO I  

 

Primeira fase experimental  

 

Artigo:  

 

“Maternal high-fat feeding through pregnancy and lactation predisposes 

mouse offspring to molecular insulin resistance and fatty l iver”  

 

Publicado pela revista The journal of Nutrit ional Biochemistry  volume 23, 

páginas 341-348 (2012).  
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CAPÍTULO II  

 

Segunda fase experimental  

 

II.1. Tolerância à Glicose 

 

O teste de tolerância à glicose mostrou diferenças consideráveis no 

perf i l gl icêmico dos grupos analisados (f igura 1A). A curva glicêmica dos 

animais do grupo HN apresentou área média 74% superior à do grupo NN 

(f igura 1B). Em adição, os animais do grupo HN apresentaram glicemia basal 

média 45% maior que o grupo NN (82±1,14 e 119±1,88, respectivament e).  

 

II .2.  Análise da expressão e/ou fosfori lação das proteínas JNK, NFKB e IKK  

 

A avaliação da expressão ou fosfori lação das proteínas da via pró -

inf lamatória nos animais dos grupos HN e NN foi realizada por western blot . 

No fígado dos animais do grupo HN a JNK apresentou-se 158% mais 

fosforilada (f igura 2A) e no hipotálamo as isoformas JNK 1 e 2 apresentaram 

aumento de 158% e 55%, respectivamente.O conteúdo de NFKB (f iguras 3A 

e 3B) foi 90% maior no fígado dos animais HN. De maneira similar no 

hipotálamo a expressão de NFKB foi  96% maior no grupo HN se comparado 

ao grupo NN.  A proteína IKK também apresentou maior fosforilação  no 

fígado (281%) dos animais do grupo HN (f igura 4).  

  

 

II.3. Avaliação da fosforilação da proteína AKT hipotalâmica  
 
 

A ativação da proteína AKT foi uti l izada como parâmetro para a 

avaliação da sensibil idade hipotalâmica à insulina. A f igura 5 demonstra uma 

signif icante diminuição da sensibil idade à insulina no hipotálamo dos 

animais do grupo HN.  
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II .4.  Análise da expressão e/ou fosfori lação das proteínas ACC, FAS e AMPK  

 

 A proteína ACC apresentou-se no tecido hepático em maior quantidade 

e menor fosforilação basal (56% inferior a NN) nos animais do grupo HN 

(f igura 6A). No hipotálamo a fosforilação da ACC não foi diferente en tre os 

grupos, entretanto a quantidade da proteína ACC foi maior neste tecido.  A 

proteína ácido graxo sintase (FAS) também mostrou -se aumentada em 132% 

no fígado dos animais do grupo HN (f igura 7).  

A proteína AMPK hipotalâmica nos animais do grupo HN apre sentou 

menor desfosforilação após o desafio com insulina por via intraperitoneal se 

comparado ao grupo NN (f igura 8).  
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Figura 1: A- Curva de decaimento da glicemia sanguínea dos animais NN ● e NH ● com 4 semanas de vida após injeção 
intraperitoneal de glicose 25% (1g/Kg) pelo período de 0 a 120 minutos. B- Áreas sob as curvas NN  ● e NH  ●. C- Glicemia 
basal animais NN ● e NH ● com 4 semanas de vida. n=5 animais/ grupo, * p≤0,05 NNvsHN. Jejum noturno de 14 horas. 
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Figura 2: Immunoblotting da proteína JNK fosforilada no fígado (A); JNK 1 fosforilada no hipotálamo (B); JNK 2 fosforilada 
no hipotálamo (C). Dados normalizados pelo controle endógeno GAPDH. n=3 animais/ grupo, * p≤0,05 NNvsHN. Jejum 
noturno de 14 horas.  
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Figura 3: Immunoblotting da proteína NFKB nos tecidos hepático (A) e hipotalâmico (B). Dados normalizados pelo controle 
endógeno GAPDH. n=3 animais/ grupo, * p≤0,05 NNvsHN. Jejum noturno de 14 horas.  
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Figura 4: Immunibblotting da proteína IKK fosforilada no tecido hepático. Dado normalizado pelo controle endógeno 
GAPDH. n=3 animais/ grupo, * p≤0,05 NNvsHN Jejum noturno de 14 horas.  
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Figura 5: Immunoblotting da proteína AKT fosforliada hipotalâmica. Dado normalizado pelo controle endógeno GAPDH. (-)- 
sem estimulação, (+)- estimulação prévia (7 minutos) com insulina (0,08U/Kg) administrada via intraperitoneal. n=3 
animais/ grupo (blot representativo), * p≤0,05 NN(+)vsHN(+).  Jejum noturno de 14 horas. 
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Figura 6:  Immunoblotting da proteína ACC fosforilada: A- no tecido hepático. Dado normalizado pelo controle endógeno 
GAPDH. B- ACC fosforilada/ACC total no tecidop hipotalâmico. n=3 animais/ grupo, * p≤0,05 NNvsHN. Jejum noturno de 14 
horas.  
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Figura 7: Immunoblotting da proteína FAS no tecido hepático. Dado normalizado pelo controle endógeno GAPDH.  n=3 
animais/ grupo, * p≤0,05 NNvsHN. Jejum noturno de 14 horas.  
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Figura 8: Immunoblotting da proteína AMPK fosforilada no tecido hipotalâmico. Dado normalizado pelo controle endógeno 
GAPDH.  (-)- sem estimulação, (+)- estimulação prévia (7 minutos) com insulina (0,08U/Kg) administrada via intraperitoneal.  
n=3 animais/ grupo, * p≤0,05 NN(+)vsHN(+). Jejum noturno de 14 horas. 
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5.  DISCUSSÃO 

 

É conhecido que o consumo de dieta rica em gordura contribui de 

maneira importante para o desenvolvimento de intolerância a glicose, 

diabetes e obesidade (AGARDH; AHRÉN, 2012; MOLLER; KAUFMAN, 2005). 

Estudos recentes tem procurado investigar a contribuição do consumo 

materno de dieta rica em gordura para o desenvolvimento de patol ogias 

metabólicas na prole adulta (DRAKE et al, 2012; GREGÓRIO et al, 2012; 

KAPPEN et al, 2012). Em um estudo util izando placentas foi descrito que 

características pró-inf lamatórias, tais como a presença de macrófagos 

CD14+ e CD68+ e expressão das citocinas pró-inf lamatórias TNFalfa, IL6 e 

IL1-beta estavam mais presentes na placenta obtida de mulheres obesas que 

de mulheres magras (CHARLIER et al, 2008). Além disso, outros estudos 

empregando este modelo também tem mostrado que a obesidade durante a 

gestação promove alteração nos mecanismos de controle da ingestão (KIRK 

et al, 2009) assim como danos hepáticos relacionados ao estresse oxidativo, 

elevada expressão de enzimas neoglicogênicas e deposição e gordura neste 

órgão (McCURDY et al , 2009).  

Em nosso estudo a exposição pré natal à nutrição hiperl ipídica 

promoveu efeitos deletérios importantes para metabolismo da prole HN com 

12 semanas de vida.  A prole de mães que f izeram uso da dieta r ica em 

gordura durante a gestação apresentou maior ganho de peso e mas sa de 

tecido adiposo epididimal. Estes parâmetros foram acompanhados pelo 

aumento dos níveis de triglicérides no fígado tanto no adulto como na prole 

recém desmamada (d28).  

 O armazenamento de gorduras no fígado é uma manifestação 

importante da síndrome metabólica e resistência a insulina (MARCHESINI et 

al, 2003). Contudo, nosso modelo não apresentou intolerância a gl icose ou 

aumento na glicemia basal na primeira fase experimental (12 semanas) , 

embora peso corpóreo e massa de tecido adiposo tenham sido maio res no 

grupo HN. 
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Estes resultados podem ser ref lexo de uma resposta adaptativa do 

animal ao ambiente pró-inf lamatório ao que foi exposto desde a fase 

intrauterina. Neste sentido, nós avaliamos os níveis de insulina, lept ina, 

IL1beta e TNFalfa no soro materno durante a gestação e lactação. Nosso 

dados mostram que o sangue materno apresenta níveis aumentados tanto 

dos hormônios como das citocinas pró -inf lamatórias. Embora, neste estudo a 

análise de macrófagos at ivos na placenta não tenha sido realizada é 

possível que a placenta das mães obesas apresente maior quantidade deste 

tipo celular. Em um estudo realizado por Charl ier e colaboradores 

demonstraram o aumento deste tipo de célula na placenta de mulheres 

obesas (Chalier et al , 2008). Desta maneira, durante a gestação o feto 

experimenta condições que podem levar a um processo de adaptação 

f isiológica e distúrbios metabólicos na prole adulta. Neste sentido, vale 

ressaltar que a prole HN apresentou maiores níveis de TNFalfa, IL1beta, 

insulina e leptina no soro na fase adulta, o que embora não caracterize um 

resposta as condições experimentadas durante a fase intrauterina, pode 

ref letir o ganho de peso decorrente de danos na sinalização hormonal. 

Alguns autores tem sugerido que a hiperinsulinemia e hiperleptnemia  

durante a gestação pode ser uma adaptação f isiológica (SEEBER; SMITH; 

WADDELL, 2002)  ou resultado do desenvolvimento da resistência hormonal 

(HOWIE et al, 2009).  

 É conhecido que o quadro inf lamatório subclínico é um grande promotor 

da resistência molecular a sinalização hormonal, principalmente da insulina 

e leptina (EVERARD et al, 2012; MOHAMMED et al, 2012). Em nosso modelo 

o grupo HN apresentou menor fosforilação hepática de proteínas da via de 

sinalização da insulina quando esta foi administrada por v ia intraperitoneal, 

indicando que o quadro de resistência a insulina estava instalado neste 

tecido. Além disso, as proteínas IKK e JNK encontravam -se mais  

fosforiladas na prole de mães obesas (HN). Este é um aspecto importante, 

desde que estas proteínas são responsáveis pela fosfori lação da proteína 
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IRS-1 em serina, levando a danos nos sinais da insulina no tecido (HE et al, 

2006; MACLAREN et al , 2008).  

Do ponto de vista metabólico, o f ígado da prole HN também apresentou 

características moleculares alteradas que podem estar relacionada a 

deposição de gordura no f ígado. No fígado da prole HN tanto a síntese de 

glicose pela neoglicogênese, como a síntese de ácidos graxos parecem estar 

ativadas, visto que a expressão da PEPCK foi maior no grupo HN e a 

fosfori lação da proteína ACC foi reduzida. A proteína ACC na forma 

desfosforilada permite sua participação na síntese de malonil -CoA, um 

importante precursor dos ácidos graxos e também um modulador negativo da 

sua oxidação na mitocôndria. Desta maneira, as condições metabólicas do 

fígado da prole HN  favorecem o acúmulo de gordura neste tecido.  

Um importante aspecto que deve ser discutido neste estudo é a 

contribuição da massa adiposa adquirida durante o desenvolvimento  para o 

quadro apresentado na fase adulta. Na tentativa de compreender a 

contribuição do consumo materno de dieta rica em gordura para os danos na 

fase adulta, alguns estudos foram realizados com a prole logo após o 

desmame. Como, já citado anteriormente, os animais do grupo HN 

apresentaram maior peso ao nascer, maior percentual de massa adiposa nos 

dois períodos estudados e maior ganho de peso ao longo das 25 semanas 

observadas. Resultados semelhantes foram relatados por Carmody e 

colaboradores (2011) em um experimento que descreveu os efeitos do us o 

materno de dieta hiperlipídica associada ou não à resistência insulina 

materna na prole tratada com dieta padrão. De acordo, com Dunn e Bale 

(2011) estes efeitos podem ser perpetuados como demonstrado em fêmeas 

da terceira geração de mães tratadas com dieta hiperl ipídica durante a 

gestação que apresentaram maior ganho de peso corpóreo e massa adiposa, 

sugerindo um efeito transgeracional para o modelo estudado.  

A dieta materna oferecida às matrizes do grupo HN foi capaz de modular 

negativamente a homeostase gl icêmica da prole de 4 semanas que 

apresentou menor tolerância à gl icose, comparada à prole controle. Um 
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estudo realizado por Song e colegas (2012) os autores demonstraram a clara 

relação entre a dieta materna e a homeostase da glicose ao comparar prol es 

de fêmeas tratadas com dieta hiperlipídica e padrão associada à 

hiperglicemia induzida por estreptozotocina. Tendo demonstrado que a 

nutrição pré-natal apresentou efeitos negativos mais pronunciados na 

tolerância à gl icose e na deposição hepática de gordura que a hiperglicemia 

materna.  

O tecido hipotalâmico é mais sensível a mudanças nos níveis de 

substratos energéticos e citocinas pró -inf lamatórias, sendo comumente o 

primeiro tecido a apresentar resistência aos hormônios insulina e leptina, e 

dele partem importantes alterações observadas nos tecidos periféricos após 

o consumo excessivo de gorduras durante o desenvolvimento (BELGARDT, 

et al, 2010; PRADA et al, 2005; THALER; SCHWARTZ, 2010). Em nosso 

modelo a prole com 28 dias de vida apresentou redução importante na 

sensibil idade a insulina no hipotálamo, como pode ser observado pela menor 

fosforilação da AKT e menor inibição da AMPK neste tecido. 

Interessantemente, estes efeitos foram acompanhados pela maior 

fosforilação das proteínas serina quinases JNK e IKK, maior expressão de 

NFKB e maiores níveis séricos de TNFα (prole com 12 semanas). A atividade 

da quinase JNK promove o bloqueio do sinal intracelular da insulina, 

provocando danos nos efeitos anabólicos e anorexigênicos no hipotálamos 

(MASHARANI, et al , 2011; TANTI; JAGER, 2009).  

O sinal hipotalâmico da insulina tem importante papel no controle da 

secreção da insulina pelas ilhotas e, portanto, este dano na sinalização 

hipotalâmica em um estágio inicial do desenvolvimento pode ter contribuído 

para o ganho de peso observado na prole HN e na deposição de gordura no 

fígado deste animais. A proteína NFKB é um fator de transc rição l iberado 

pela fosforilação do IκB por intermédio da serina quinase IKK. Translocando -

se ao núcleo, o NFKB promove a produção de mais citocinas 

próinf lamatórias, o que desencadeia em um efeito de “ciclo -vicioso” 

(CAPURSO; CAPURSO, 2012; DHINGRA, et al, 2009; KLEEMANN,  et al, 
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2010; IHEKWABA, 2004; LIU, et al, 2012, MELO ,  et al,  2011). Estes 

resultados sugerem que a prole HN apresenta at ivo, desde o desmame, os 

mecanismos moleculares que est imulam a produção de citocinas pró -

inf lamatórias, como pode ser observado pelo níveis de TNFalfa e IL1beta no 

soro. Sendo assim não podemos descartar que desde o desmame, a ativação 

das vias pró-inf lamatórias por estas citocinas, seja responsável pela efeitos 

observados na prole adulta, tais como ganho de peso, maior insulinemia de 

jejum e resistência molecular a insulina no fígado e hipotálamo  

Finalmente, um importante aspecto a ser ressaltado nos dados obtidos 

com a prole logo após o desmame é o fato da proteína ACC hipotalâmica ter 

sido modulada na prole HN. A maior fosforilação da ACC neste tecido 

favorece a maior ingestão de ração e menor gasto energético. De acordo 

com vários estudos uti l izando diferentes ferramentas moleculares e 

farmacológicas, condições que levam a menor fosforilação da ACC (maior 

atividade enzimática) resultam em menor fome, assim como o aumento da 

fosforilação da ACC resulta em maior ingestão de ração (OLSON et al, 2010; 

STEVANOVIC et al, 2012). Fisiologicamente a ACC é fosforilada e inibida 

pela atividade quinase da AMPK, um conhecido sensor e nergético celular 

(SCHREURS; KUIPERS; VAN DER LEIJ, 2010). Em nosso estudo nenhuma 

alteração basal foi observada na prole HN que just if icasse o aumento da 

fosforilação observado na ACC hipotalâmica. Contudo, a infusão 

intraperitoneal de insulina nos animais do grupo HN não resultou em menor 

fosforilação da AMPK, Diferentemente do ocorrido no grupo NN, que 

apresentou signif icativa redução da fosforilação da AMPK após desafio com 

a insulina. Tal efeito pode ser responsável pelo elevado ganho de peso 

observado nos animais HN.  

Desta maneira, as alterações observadas na prole adulta parecem ter 

origem precoce, desde que várias alterações moleculares foram detectadas 

logo após o desmame e podem contribuir para mudanças comportamentais e 

hormonais que favorecem o ganho de peso, e resistência a insulina e a 

diabetes. Vale ressaltar que as característ icas hormonais bem como o 
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conteúdo de nutrientes do ambiente intrauterino podem concorrer para que a 

prole mesmo antes do nascimento já apresente alterações em important es 

vias metabólicas que concorrem para o estabelecimento do distúrbio 

metabólico.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados permitiram concluir que  a exposição fetal a um 

ambiente desfavorável do ponto de vista nutricional e hormonal pode 

promover adaptações metabólicas logo após o desmame. Estas 

características metabólicas são detectadas na prole recém -desmamada 

através da at ivação de proteínas pró-inf lamatórias tanto no hipotálamo como 

no fígado e menor sensibi l idade a insulina. Embora a relação causal não 

tenha sido investigada, as alterações moleculares na prole recém -

desmamada podem estar na origem do ganho de peso, armazenamento de 

TG no fígado e resistência a insulina hepática na fase adulta. Assim, a 

exposição à nutrição pré-natal excessiva e desbalanceada mostrou-se 

precursora de alterações crít icas ao metabolismo da progênie, consistentes 

com o quadro de síndrome metabó lica. Desta forma, ressalta-se o risco do 

consumo restrito de gorduras saturadas, especialmente durante a gestação 

e lactação, considerando os riscos maternos e à prole que a alimentação 

inadequada oferece.  
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