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RESUMO  

Devido ao maior consumo de alimentos ricos em gordura e um estilo de vida mais 

sedentário, houve um aumento na incidência de desordens metabólicas relacionadas ao 

metabolismo lipídico como a resistência à insulina, dislipidemias, e sua associação com 

doenças cardiovasculares. A alimentação materna desequilibrada, durante a gestação e 

lactação, pode predispor a prole à doenças durante a vida adulta. Alguns transportadores 

como o Scavenger Receptor class B type I (SR-BI) e ATP-binding cassette transporter A1 

(ABCA1) são descritos como responsáveis pela captação de colesterol e transporte deste a 

partir de lipoproteínas, principalmente no transporte reverso de colesterol, sendo 

denominados receptores antiaterogênicos podendo modificar seu padrão de expressão frente 

a uma dieta hiperlipídica. Ratas Wistar receberam dieta hiperlipídica (DHL) ou dieta padrão 

(CTL) desde o desmame, até a lactação. Após o desmame a prole de machos recebeu a 

dieta padrão até a 16ª semana de vida. Nas mães quanto e na prole foram analisados os 

seguintes parâmetros: ingestão alimentar, ganho ponderal, perfil lipídico e glicídico. Na prole 

foi estudada a expressão e localização de ABCA1 e SR-BI na placenta, no rim, fígado, e 

intestino delgado em animais com 17 dias pré-natal (E17), 12 dias pós-natal (PN12d) com 8 

e 16 semanas pós-natal (PN8s e PN16s). As mães DHL apresentaram: 1) maior ingestão 

calórica com menor ganho ponderal; 2) aumento glicêmico associado à menor produção de 

insulina nos três períodos estudados e, 3) aumento nos níveis séricos de triglicérides em 

M8s. A prole de mães DHL apresentaram menor massa corporal desde E17 até PN8s, sem 

que tenha havido diferenças ponderais e na ingestão de ração. PN8s e PN16S apresentaram 

menor captação tissular de glicose associada à hiperinsulinemia, e aumento nos níveis 

séricos de triglicérides com PN16S. Não houve alterações nos níveis de colesterol e HDL-

colesterol. Não foi observada alteração na expressão de SR-BI e ABCA1 no intestino 

delgado, placenta enquanto no fígado houve uma queda tempo-dependente para ambos 

transportadores. No rim da prole DHL aos PN12d e PN16s observou-se maior expressão de 

ABCA1. Este estudo mostrou que o consumo materno crônico de uma dieta hiperlipídica 

causa alterações metabólicas nas mães e predispõe a prole, a modificações no metabolismo 

lipídico e glicídico, além de elevação da expressão de ABCA1 no rim. 

Palavras-chave: Desenvolvimento fetal, colesterol, absorção intestinal, resistência à 
insulina,  imunoistoquímica. 
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ABSTRACT 

 

Due to the abundance and accessibility to foods high in fat and a more sedentary lifestyle, 

there is an increased incidence of metabolic disorders related to lipid metabolism such as 

insulin resistance, dyslipidemia, and a high correlation with cardiovascular disease. The 

unbalanced maternal diet during pregnancy and lactation predisposes the offspring to 

diseases during adult life. Some carriers such as scavenger receptor class B type I (SR-BI) 

and ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1) are described as responsible for raising 

cholesterol and transporting it to and from lipoproteins, due the participation in the reverse 

cholesterol transport, these receptors are called antiatherogenic and are subject to change 

its pattern of expression when exposed to a high fat diet. Female Wistar rats were fed a diet 

(HFD) or a standard chow (CTL) from weaning, during pregnancy and lactation. After 

weaning the male offspring was exposed to a standard chow until the 16th week of life. Both 

the dams and the offsprings food intake were monitored, weight gain, lipid profile and 

glucose level. It was analyzed in the offspring the expression and localization of ABCA1 and 

SR-BI in the placenta, kidney, liver, and small intestine in animals at 17º prenatal day (E17), 

12 days post-natal (PN12d), 8 and 16 postnatal weeks (PN8s PN16s respectively). DHL 

dams had a higher intake of calories in the diet, but the weight was smaller, they had higher 

blood glucose due to decreased production of insulin in the pre-pregnancy (m8s), during 

pregnancy (M17g) and lactation (M15l) and a higher triglyceride level in m8s. The offspring 

of dam fed a high fat diet had lower weight since E17 until PN8s, with no differences in 

weight gain and food intake. PN8s and PN16s had lower glucose uptake and 

hyperinsulinemia, and high triglycerides with PN16s, no changes were observed in 

cholesterol and HDL-cholesterol levels. There were no changes in the expression of SR-BI 

and ABCA1 in the small intestine, placenta and liver, however there was a decrease over the 

age for both receptors, and kidney of the offspring and DHL PN12d PN16s showed higher 

expression of ABCA1. The present study showed that chronic consumption of high fat diet 

causes metabolic changes in dams and predisposes offspring to changes in lipid and 

glucose metabolism of the offspring, increasing the expression of ABCA1 in the kidney. 

Keywords: Fetal development, cholesterol, intestinal absorption, insulin resistance, 

immunohistochemistry. 
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A dieta hiperlipídica e o colesterol 

Os lipídeos representam cerca de 20% da composição corporal total (CCT) de um 

indivíduo saudável. Para que os valores desta CCT permaneçam adequados, é necessário 

que haja um equilíbrio entre a ingestão de nutrientes e o consumo destes durante o 

metabolismo diário. Embora controvertido, considera-se que os lipídeos devam representar 

ao redor de 20 a 25% das calorias totais ingeridas durante uma dieta saudável (DOUGLAS, 

2006). Porém, nas últimas décadas tem se observado uma mudança do hábito alimentar da 

população mundial, principalmente ocidental, onde tem ocorrido um aumento no consumo de 

alimentos ricos em gordura, carboidratos e sal. No Brasil 60% da população consome mais 

açúcar do que o recomendado e 82% dos brasileiros consumem alimentos ricos em gordura 

saturada (IBGE 2011). Esse consumo desequilibrado de nutrientes tem impacto direto na 

saúde da população, segundo o relatório da VIGITEL (2012) quase metade da população 

brasileira apresenta-se com sobrepeso, sendo 52,6% homens e 44,7% de mulheres. 

Comparados à dados de 2006, observa-se um aumento de 6% no número de indivíduos com 

sobrepeso, sendo este mais significativo entre as mulheres do que em homens. 

Nas últimas décadas o termo Síndrome Metabólica (SM) tem sido amplamente 

utilizado na área clínica, porém, a definição e diagnóstico desta foi tema de grande debate. 

Em 2009 após um consenso entre a IDF (Federação Internacional de Diabetes), o NHLBI 

(Instituto do Coração, Pulmão e Sangue dos Estados Unidos), a AHA (Associação Americana 

do Coração), a WHF (Federação Mundial do Coração), a IAS (Sociedade Internacional de 

Arteriosclerose) e a IASO (Associação dos Estudos de Obesidade) definiu-se síndrome 

metabólica como um conjunto de fatores associados que aumentam o risco de 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares e diabetes tipo II. Dentre estes fatores estão 

incluídos obesidade (principalmente a central), dislipidemia (níveis elevados de triglicérides e 

níveis reduzidos de HDL-colesterol), hiperglicemia, resistência à insulina e hipertensão.  A 

diretriz brasileira para diagnóstico e tratamento da SM, define esta como fatores de risco 

cardiovasculares usualmente relacionados com à deposição central de gordura e à 

resistência à insulina (BRANDÃO ET al., 2005). Em relação ao diagnóstico clínico considera-

se portador da síndrome metabólica o indivíduo que apresente ao menos 3 fatores de risco. 

É importante ressaltar que os valores de referência podem variar para cada população, 
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devendo-se levar em consideração a etnia, nacionalidade e regionalidade. Devido aos 

diferentes critérios de diagnósticos utilizados para identificar a síndrome metabólica, torna-se 

difícil estimar a real prevalência desta síndrome na população em geral (ALBERTI et al., 

2009). 

Dentre os principais fatores envolvidos no aparecimento de SM estão: alimentação 

desequilibrada, estilo de vida sedentário e tabagismo. O excesso no consumo de alimentos 

ricos em gorduras, principalmente as saturadas, tem sido apontado como um dos principais 

fatores no desenvolvimento de SM (OLIVEIRA  et al., 2012). 

O consumo de dieta hiperlipídica é amplamente utilizado em modelos animais para se 

observar os efeitos causados por esta no organismo. Em revisão de Buettner et al., (2007) 

observou-se que o excesso de lipídios na dieta causa alterações principalmente na massa 

corporal, nos níveis glicêmicos, insulínicos e lipídicos, porém as discrepâncias entre os 

diversos estudos é bastante grande, uma vez que deve-se levar em consideração a 

composição da dieta, o tempo de exposição à esta, o modelo animal como a espécie e 

linhagem, e até mesmo o gênero. 

O excesso de lipídios na alimentação pode levar também à modificações morfológicas 

e fisiológicas em determinados órgãos envolvidos com o metabolismo lipídico. No fígado, por 

exemplo, a principal alteração observada é o acúmulo de lipídios causando esteatose 

hepática (MCDONALD et al., 2011) e o aumento na expressão de fatores inflamatórios (HA  

& CHAE, 2010). 

No intestino a dieta hiperlipídica é capaz de modificar a microbiota intestinal mesmo na 

ausência de obesidade (HILDEBRANDT et al., 2009). Além disso, a interação entre a 

microbiota intestinal e a dieta está associada a uma inflamação do intestino que precede o 

aumento de peso e a resistência à insulina (DING et al., 2010). Observa-se também aumento 

na permeabilidade intestinal (SUZUKI & HARA, 2010) e na expressão de genes relacionados 

com o metabolismo lipídico (WIT et al., 2008). Em um estudo prospectivo realizado com 

humanos foi observado também uma relação entre a ingestão de gorduras saturadas e 

neoplasias no intestino delgado (CROSS et al., 2008). 
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Nos rins a dieta hiperlipídica pode levar a um acúmulo de lipídios causando dilatação e 

disfunção tubular, inflamação, espessamento do tecido conjuntivo, podendo acelerar o 

processo de glomeruloesclerose (ALTUNKAYNAK et al., 2008; DEJI et al., 2009; KUME et al., 

2007; JOHNSON et al., 2003). O acúmulo de colesterol parece também ter um potencial 

patogênico na progressão de doenças renais (JOHNSON et al., 2003). Várias doenças como 

a síndrome nefrótica e insuficiência renal crônica estão associadas à um acúmulo de lipídeos 

em células tubulares renais e à modificação do metabolismo lipoproteico renal (KIM & 

VAZIRI, 2009, KIM et al., 2010). 

O colesterol é um constituinte das membranas celulares, permitindo a formação de 

uma barreira semipermeável resistente e ao mesmo tempo flexível, separando o meio intra 

do extracelular. Além disto, são precursores de hormônios esteroides (cortisol, aldosterona, 

testosterona, progesterona, estradiol), vitamina D e sais biliares, participa de várias reações 

metabólicas e fisiológicas e, são essenciais para a proliferação celular. As células também 

utilizam as propriedades estrutural e sinalizadora dos lipídios para controlar o transporte 

através da membrana (SPRONG et al., 2001). A influência da composição dietética nos 

níveis plasmáticos de colesterol e LDL é heterogênea dentro de uma mesma população, 

sugerindo a existência de fatores ambientais e genéticos neste processo (HUI et al., 2008). A 

homeostase celular do colesterol pode ser mantida por três possíveis mecanismos: pela 

síntese, captação e efluxo de colesterol, discutido adiante. 

 

A captação de colesterol via SR-BI e ABCA1 

No final da década de 1970 Goldstein et al., (1979) descreveu um receptor que era 

expresso na parede de macrófagos e tinha a capacidade de reconhecer a LDL-modificada, 

seja esta por oxidação ou acetilação, e contribuir para a formação das células esponjosas 

(do inglês: foam cells) (BROWN et al., 1980). A partir desses estudos, novos receptores com 

função semelhante foram identificados e passaram a integrar uma mesma família que 

recebeu a denominação de receptores scavengers. Embora esses receptores possuam 

funções semelhantes, apresentam algumas características estruturais diferentes que permitiu 

classificá-los em três classes distintas: A, B e C (YAMADA et al., 1998). 
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O receptor scavenger classe B tipo I (do inglês: SR-BI - Scavenger receptor class B 

type I), é um receptor de superfície celular com peso molecular de 85Kda (CALVO et al., 

1997) constituído por um grande domínio extracelular ancorado na membrana plasmática 

pelas caudas  N- e C- terminal com uma curta projeção para o citoplasma. (BABITT et al., 

1997; GU et al., 1998). Foi inicialmente identificado como um ligante de LDL-nativa em 

macrófagos por Acton et al., (1994). Mais tarde descobriu-se a capacidade deste em se ligar 

também à HDL, e passou a ser amplamente estudado a fim de se entender seu papel no 

metabolismo lipoproteico (ACTON et al., 1996). O SR-BI é responsável por mediar o 

transporte bidirecional de colesterol (JI et al., 1997), ou seja, esse receptor pode tanto mediar 

a captação seletiva (influxo) de ésteres de colesterol ou colesterol livre de HDL, LDL e VLDL, 

como promover o efluxo de colesterol livre para as lipoproteínas (CALVO et al., 1997; WANG 

et al., 1998). Diferentemente dos mecanismos envolvidos como receptor de LDL, onde ocorre 

a endocitose, o transporte do colesterol proveniente da HDL não envolve a internalização da 

partícula, ou seja, após a liberação do colesterol, a partícula pode voltar a corrente 

sanguínea (PITTMAN & STEINBERG, 1994). Estudos in vitro demonstraram que esse 

processo pode ser mediado por apolipoproteínas como apoAI, apoAII, e apoCIII (XU et al., 

1997), porém, no intestino esse processo parece ser independente de apolipoproteínas. (CAI 

et al., 2004). 

O fígado e as glândulas adrenais apresentam a maior expressão de SR-BI, devido ao 

elevado clearance de colesterol e a utilização deste para produção de hormônios, 

respectivamente (ACTON et al., 1996; OUT et al., 2004). SR-BI é expresso também em 

macrófagos e células endoteliais (ZHANG et al., 2003; CHINETTI et al., 2000), nos ovários e 

testículos (LI et al., 1998; REAVEN et al., 2000; REAVEN et al., 1998). Durante o 

desenvolvimento embrionário está presente no saco vitelino e na placenta favorecendo o 

transporte de colesterol para o desenvolvimento do embrião (HATZOPOULOS et al., 1998; 

WADSACK et al., 2003). Além disso, desempenha papel importante na absorção de 

colesterol, fosfolipídios e vitamina E, proveniente da dieta, nas células intestinais ao longo do 

intestino delgado (ALTMANN et al., 2002; BIETRIX et al., 2006; REBOUL et al., 2006). O SR-

BI está predominantemente localizado na membrana plasmática, porém de acordo com o 

tecido e a função da célula pode haver mudanças no seu padrão de expressão. Assim, em 

hepatócitos este se apresenta principalmente expresso no domínio basolateral dos 
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hepatócitos voltado para os capilares sinusoidais (YESILALTAY et al., 2006), enquanto que 

no intestino a expressão é predominantemente na superfície apical dos enterócitos, e até 

mesmo translocação para o meio intracelular (LOBO et al., 2001; CAI et al., 2001; HAYASHI 

et al., 2011). 

A ABCA1 pertence a uma grande família de proteínas integrais de membranas 

denominadas de proteínas cassete ATP-ligantes (do inglês: ATP-binding cassette), a qual 

utiliza ATP como fonte de energia para transportar moléculas através das membranas 

celulares, de forma bidirecional, ou seja, tanto do meio extracelular para o citoplasma, quanto 

exportando moléculas das células (LOCHER, 2009). Essa grande família de transportadores 

está dividida em classes que vão atualmente de A até G, além de divisões em subclasses 

(ORAM & HEINECKE, 2005). Estruturalmente, a ABCA1 possui 2 domínios transmembranas 

com 2 grandes voltas, um citoplasmático contendo uma região hidrofóbica e dois domínios 

ligantes de nucleotídeos ligados covalentemente (TANAKA et al., 2001; ARAKAWA et al., 

2002). 

A ABCA1 está expressa de forma ubíqua nos tecidos, porém apresenta maior 

expressão em órgãos que atuam no metabolismo de lipídeos como fígado e intestino ou, em 

órgãos que utilizem estes como substratos para formação de hormônios esteroides como 

glândulas adrenais, gônadas e placenta (WELLINGTON et al, 2002; BHATTACHARJEE, 

2010). Sua localização ainda não está bem definida pela literatura, devido a dificuldades de 

se obter anticorpos específicos e resultados discrepantes estão presentes em vários estudos. 

Em geral, acredita-se que seja expressa na membrana plasmática e em vesículas 

intracelulares, provavelmente, pela sua habilidade de translocar os lipídios para o meio 

extracelular (NEUFELD et al., 2001; NEUFELD et al., 2004; BOADU & FRANCIS, 2006). 

No fígado a ABCA1 está localizada tanto na membrana quanto no citoplasma dos 

hepatócitos com níveis diferentes de expressão entre as células. Também é expressa nas 

células de Kupffer e não está presente no endotélio de vasos intra-hepáticas. No intestino 

delgado aparece expressa principalmente nos enterócitos e em menor intensidade em alguns 

tipos celulares da lâmina própria. Nos rins está expressa principalmente nos túbulos 

contorcidos proximais e em menor quantidade nas células glomerulares e nos túbulos 

contornados distais (WELLINGTON et al., 2002). 
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Estudos tem demonstrado que a ABCA1 é capaz de fazer o efluxo de colesterol e 

fosfolipídios das células para apolipoproteínas como apoA1, apoC1, apoE dentre outras 

(FITZGERALD et al., 2004; REMALEY et al., 2001). Entretanto, ainda necessita-se de mais 

estudos para se compreender a maneira pela qual esse transporte ocorre. Wang e 

colaboradores (2001) sugerem que primeiramente há o efluxo de fosfolipídios para uma 

apolipoproteína via ABCA1 e, posteriormente, ocorre o transporte de colesterol livre para 

essa molécula recém-formada. O transporte de lipídios para apoA1 tem sido amplamente 

estudado com a formação da HDL nascente decorrente da interação entre a ABCA1 e apoA1 

(HASSAN et al., 2007; BRUNHAM et al., 2006). Atualmente, há duas hipóteses sobre a 

maneira de formação da HDL. A primeira conhecida como mecanismo de exocitose ocorre 

quando fosfolipídios associados ao colesterol livre são transportados em forma de vesículas 

provenientes do complexo de Golgi do interior das células para a ABCA1 onde são 

transportadas na membrana para apoA1 (ORAM & LAWN, 2001). Em outro modelo proposto, 

conhecido por retro-endocitose, primeiramente, ocorre a interação entre a apoA1 circulante e 

a ABCA1, em seguida esse complexo move-se para o interior das células onde a ABCA1 irá 

mediar a passagem de lipídios para a apoA1 formando a partícula de HDL-nascente, depois 

esse complexo se move novamente para a membrana celular onde ocorre a exocitose da 

partícula recém-formada (NEUFELD et al., 2004). Ao contrário do SR-BI, a ABCA1 parece ter 

um afinidade maior por ApoA1 livre ou pobre em lipídios e pouco afinidade pela partícula de 

HDL madura. (WANG et al., 2000). Devido sua expressão principalmente em macrófagos e 

no fígado, a ABCA1 participa amplamente no transporte reverso de colesterol, sendo 

considerada uma importante proteína anti-aterogênica, uma vez que é responsável pela 

produção de HDL e auxilia na remoção do acúmulo de lipídios nos tecidos periféricos, 

principalmente, em macrófagos responsáveis pela formação da placa de ateroma (WANG et 

al., 2007). 

A absorção gastrintestinal e a síntese endógena de colesterol são responsáveis pela 

concentração de colesterol no plasma, sendo que mais de 60% é derivado da dieta, o que 

regula a biossíntese endógena no fígado (HUI et al., 2008). Após serem digeridos no 

estômago pela lipase ácida, os lipídios presentes no quimo chegam à primeira porção do 

intestino delgado, o duodeno, onde os tri-acil-glicerídeos serão hidrolisados a di-acil-glicerol, 

ácidos graxos e fosfolipídios pela ação da lípase pancreática e o colesterol esterificado será 
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quebrado até sua forma livre através da enzima colesterol-esterase produzida pelo pâncreas 

e pelos sais biliares, constituindo micelas. Cerca de 50% do colesterol da dieta é captado na 

forma de colesterol livre pelo intestino, o restante é excretado nas fezes  (CLEARFIELD, 

2003). Acredita-se que a captação do colesterol pelos enterócitos é mediada por proteínas, 

embora ainda não se compreenda exatamente como esse processo ocorra, algumas 

proteínas são apontadas, como: Niemann-Pick C1 Like 1 protein (ALTMANN et al., 2004), 

CD36 (NAULI et al., 2006) e SR-BI (REBOUL et al., 2011). 

O SR-BI está localizado principalmente na membrana apical dos enterócitos de 

murinos, e apresenta sua maior expressão no duodeno e jejuno proximal diminuindo ao 

longo do intestino delgado com pouca expressão no íleo. Em relação às vilosidades, 

observa-se uma maior expressão no ápice desta diminuindo até chegar a base (CAI et al., 

2004; CAI et al., 2001, VOSHOL et al., 2001). 

Apesar do SR-BI contribuir para a captação de colesterol, Mardones et al., (2001) 

mostraram que camundongos knockout para SR-BI não apresentam uma redução na 

captação de colesterol, indicando que este não é essencial, e que há outros transportadores 

envolvidos nesse processo. Porém, em camundongos com superexpressando SR-BI é 

observado um aumento na captação de colesterol, mostrando que este possa agir como um 

coadjuvante nesse processo (BIETRIX et al., 2006). É importante lembrar que além de 

colesterol o SR-BI também é capaz de captar triglicérides, fosfolipídios e vitamina E 

(BIETRIX et al., 2006; RIGOTTI et al., 1995; REBOUL et al., 2006). Uma vez que o SR-BI é 

capaz de realizar um transporte bidirecional de colesterol, ou seja, de partículas (HDL, LDL) 

para dentro da célula e da célula para partículas, não se sabe se as micelas poderiam 

receber colesterol do enterócito via SR-BI, sendo este  também responsável por um efluxo do 

excesso de colesterol no intestino (CAI et al., 2004) assim como fazem os transportadores 

ABCG5 e ABCG8 (TACHIBANA et al., 2007; YU et al., 2002). 

Após o colesterol livre entrar na célula, este é conjugado com ácidos graxos pela 

enzima ACAT-2 formando assim o colesterol esterificado (CASES et al., 1998). A partir desse 

ponto, o colesterol é empacotado no complexo de Golgi com lipoproteínas, principalmente a 

apoB48 formando os quilomícrons, que será secretado nos vasos linfáticos da vilosidade 

(HAYASHI et al., 2011). Uma vez que o quilomícron chega na corrente sanguínea, irá 
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fornecer lipídios, principalmente, triglicérides para os tecidos periféricos, como tecido adiposo 

e músculo através da ativação da lipase lipoproteica. Após a entrega do seu conteúdo, este 

passa a ser chamado de quilomícron remanescente e será endocitado pelo fígado através de 

receptores de apoB (BROWN & GOLDSTEIN, 1993). Outra maneira do colesterol deixar o 

enterócito e ser transportado para o sangue é via ABCA1, onde essa proteína irá mediar o 

transporte desse colesterol para apoA1 formando assim HDL-nascente que é secretada na 

corrente sanguínea, onde passará a remover o excesso de colesterol dos tecidos e 

transportando-o para o fígado. A ABCA1 localiza-se principalmente na membrana basolateral 

do enterócito onde irá secretar a HDL-nascente. Através de estudos com o bloqueio de 

ABCA1 no intestino delgado, verificou-se um acúmulo de colesterol nessas células, 

mostrando sua importante função no efluxo, enquanto que não houve alteração na absorção 

de colesterol proveniente do lúmen intestinal, indicando que neste tipo celular esse 

transportador não esteja relacionado com absorção intestinal a partir da luz. Estima-se que o 

intestino é responsável pela formação de 30% da HDL circulante (MULLIGAN et al., 2003; 

BRUNHAM et al., 2006). 

Transporte reverso do colesterol 

O transporte reverso do colesterol descrito primeiramente por Glomsett (1968) é 

atualmente definido como a remoção do excesso de colesterol dos tecidos extra-hepáticos, 

principalmente de macrófagos, por lipoproteínas que o transporta de volta para o fígado onde 

será metabolizado em ácidos biliares ou excretado nas fezes. A principal lipoproteína 

envolvida nesse processo é a HDL secretada pelo fígado e pelo intestino, e que apresenta a 

apoA1 em maior quantidade em sua superfície. Como dito anteriormente, a partícula de 

apoA1 pobre em lipídios dará origem à HDL-nascente, que percorre a circulação sanguínea 

onde irá remover o colesterol das células através da ligação com receptores específicos para 

ApoA1 (VAUGHAN & ORAM, 2006). Camundongos superexpressando apoA1 mostraram um 

aumento de 63% na excreção de colesterol nas fezes tanto na sua forma livre quanto em bile 

(ZHANG et a.l, 2003). A ABCA1 e o SR-BI tem sido descritos como os principais receptores 

envolvidos no processo do transporte reverso do colesterol, além destes, outro receptor da 

família ABC, o ABCG1, parece ter importância nesse processo e são considerados anti-

aterogênicos (ZHANG et al., 2005; ATTIE et al., 2001; KENNEDY et al., 2005). 
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Os macrófagos presentes na parede dos vasos sanguíneos, principalmente de 

artérias, são capazes da fagocitar lipoproteínas oxidadas contendo colesterol, o qual passa a 

se acumular em vesículas no seu interior levando à inflamação, que através de uma cascata 

de eventos, pode levar à formação da placa de ateroma. Tanto o ABCA1 quanto o SR-BI são 

expressos na membrana plasmática de macrófagos, e a ausência destas proteínas aumenta 

o acúmulo de colesterol em macrófagos (ZHAO et al., 2010). A apoA1 pobre em lipídios 

interage principalmente com a ABCA1, onde esta irá mediar o transporte do colesterol não 

esterificado presente nos macrófagos. Conforme a HDL vai acumulando mais colesterol em 

seu interior, este torna-se mais esférica e passa a ter uma menor afinidade pela ABCA1, em 

contraste, passa a se ligar a SR-BI que também realiza esse processo de efluxo de colesterol 

(ASZTALOS et al., 2005). Uma vez que a HDL está carregada de lipídios, passa a ser 

chamada de HDL-madura, e volta ao fígado onde irá entregar seu conteúdo para os 

hepatócitos. No fígado a partícula de HDL pode ser internalizada pela ABCA1 ou apenas 

entregar seu conteúdo para os hepatócitos via SR-BI sem haver a endocitose da partícula, 

podendo esta voltar para circulação e recomeçar o ciclo (NIELAND et al., 2005; PAGLER et 

al., 2006). Em camundongos o colesterol proveniente da HDL via SR-BI pode ser utilizado 

para a produção de VLDL e resecretado na corrente sanguínea (WIERSMA et al., 2010).  

O rim possui um papel importante no transporte reverso do colesterol, um experimento 

realizado com aves da linhagem WHAM, que não expressam ABCA1, mostrou que a apoA1 

livre de lipídios é rapidamente degrada nesse órgão, impedindo a formação de HDL e 

consequentemente auxiliando para o acúmulo de colesterol nos tecidos periféricos 

(SCHREYER et al., 1994). Nos rins a presença de SR-BI está associada a captação de 

colesterol proveniente de lipoproteínas para o interior da células dos túbulos, enquanto que a 

ABCA1 faz o transporte inverso, removendo o excesso de colesterol dessas células para as 

lipoproteínas (KIM et al., 2009; JOHNSON et al., 2003). A Figura 1 ilustra o mecanismo do 

transporte reverso do colesterol. 
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Figura 1. Transporte reverso do colesterol. Adaptado de Annema  & Tietge (2011). As partículas de HDL 

são formadas pelo fígado (70%) e intestino (30%) e lançadas na circulação, onde passará a receber o 

efluxo do colesterol livre provenientes dos tecidos periféricos, principalmente das células esponjosas via 

SR-BI, ABCA1 e ABCG1. A lipase hepática (LH) e a lipase endotelial (EL) hidrolisam fosfolipídios e 

fosfolipídios/triglicérides (TG) da HDL, desestabilizando a partícula e tornando-a mais susceptível a 

degradação pelos rins. O colesterol chega ao fígado através da HDL via SR-BI e ABCA1 para produção de 

ácidos biliares, ser excretado nas fezes, ou re-secretado como VLDL. A Proteína transferidora de éster de 
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Dieta materna e programação fetal 

Todos os organismos vivos, desde o mais basal até o mais derivado, interagem com o 

ambiente ao seu redor e são capazes de responder aos estímulos impostos por este, 

aqueles indivíduos que não forem capazes de responder adequadamente as mudanças e 

aos diferentes estímulos, podem comprometer o futuro de sua espécie. O termo plasticidade 

fenotípica foi definido por West-Eberhard (1989) como: a capacidade de um genótipo 

responder as diferentes condições ambientais alterando morfológica e fisiologicamente o 

indivíduo para se adequar ao ambiente. Esta plasticidade fenotípica pode começar a ocorrer 

durante os primeiros estágios de desenvolvimento na vida intrauterina, onde o feto se 

desenvolve de acordo ao ambiente que ele está sendo exposto, porém sem alterar seu 

genótipo, desse modo o feto em desenvolvimento tem uma “ideia prévia” do ambiente em 

que poderá passar sua vida. Um dos primeiros trabalhos importantes nessa linha de 

raciocínio foi feito por Stein e colaboradores (1975) onde foi avaliado o estado de saúde de 

indivíduos que foram gestados durante a fome holandesa (Dutch famine), um período crítico 

ocorrido durante a segunda guerra mundial, onde a ingestão calórica não passava de 500 

kcal por dia. Nesse estudo foi observado que as pessoas expostas à privação alimentar 

durante a vida intrauterina, apresentaram obesidade em dobro em relação às pessoas que 

foram geradas em condições normais de alimentação. A partir da década de 90, Barker e 

colaboradores publicaram uma série de trabalhos relacionando o baixo peso ao nascimento 

com o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares na vida adulta, e que esses 

fatores de risco poderiam ser consequência do estado nutricional materno, propondo então o 

termo programação fetal, que também ficou conhecido como a hipótese de Barker. Em outras 

palavras, significa que devido à sua adaptabilidade, o feto é capaz de ajustar seu 

metabolismo de acordo aos estímulos recebidos durante a vida fetal, porém esses ajustes ao 

longo do tempo, podem ser desfavoráveis frente à novos estímulos impostos pelo ambiente 

pós-natal, resultando em alterações metabólicas e cardiovasculares. 

A partir de então, uma série de modelos tem sido utilizados nas pesquisas para 

tentar compreender os mecanismos envolvidos por trás da programação fetal, diferentes 

tipos de dietas tem sido oferecidas para as mães durante os períodos críticos de 

desenvolvimento como a gestação e a lactação. Dentre as principais dietas estão aquelas 

onde ocorre uma restrição proteica ou de vitaminas, excesso de nutrientes com dietas 
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hipercalóricas e/ou hiperlipídicas e até mesmo exposição a substâncias químicas como a 

nicotina (MESQUITA  et al., 2010; BRUIN et al., 2010; FÉRÉZOU-VIALA et al., 2007). 

Com a mudança no perfil alimentar da população atual onde observa-se um grande 

consumo de gorduras, a alimentação materna durante a gestação e a lactação tem se 

tornado motivo de preocupação em relação a saúde pública. Uma dieta hiperlipídica 

consumida pela mãe tanto durante a gestação quanto na lactação pode predispor esta à um 

aumento na ingestão de alimentos, hiperlipidemia e aumento do peso corporal (CHANG et 

al., 2008), dentre as principais alterações decorrentes dessa nutrição inadequada estão uma 

maior susceptibilidade em apresentar obesidade, resistência à insulina, hipertensão, 

dislipidemias, resistência hipotalâmica à leptina e até mesmo mudanças comportamentais 

como ansiedade (SULLIVAN et al., 2010; SRINIVASAN et al., 2006; KHAN et al., 2004; 

FÉRÉZOU-VIALA et al., 2007). Zambrano e colaboradores (2010) mostraram que esses 

efeitos causados pela programação fetal podem ser revertidos caso seja feita uma 

intervenção no padrão alimentar antes da gestação. Neste experimento, ratas receberam 

uma dieta hiperlipídica até desenvolverem obesidade; um mês antes do acasalamento, um 

grupo de ratas passou a receber a dieta padrão, e observaram que a prole dessas ratas 

apresentou níveis normais de glicose, triglicérides, insulina e leptina, e menor tamanho dos 

adipócitos. Mesmo na ausência da obesidade a dieta hiperlipídica por si é capaz de causar 

alterações no metabolismo da prole (HOWIE et al., 2009). Como dito anteriormente, acredita-

se que há uma estreita relação entre a microbiota intestinal e a obesidade, num estudo 

realizado por Fåk et al., (2012) foi possível constatar que a microbiota intestinal materna 

também pode predispor a prole à um maior ganho de peso levando a obesidade na vida 

adulta.  

É importante ressaltar que além dos efeitos causados pela dieta materna durante a 

gestação e lactação, a alimentação após o desmame pode exacerbar os efeitos da 

programação fetal, mostrando a importância de uma alimentação equilibrada em todas as 

fases da vida (MITRA et al, 2008). Entretanto, Teegarden e colaboradores (2009) mostraram 

que camundongos expostos a uma dieta hiperlipídica em fases iniciais de desenvolvimento 

possui uma maior preferência por comidas gordurosas.  

A placenta é um anexo embrionário responsável pela interface entre a mãe e o feto, 

é através dela que os nutrientes, o oxigênio, a água e outras substâncias chegam para o 
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embrião assegurando um desenvolvimento adequado, além de servir como um órgão 

endócrino. A placenta, assim como qualquer outro órgão, responde aos estímulos impostos 

pelo meio, assim uma alimentação inadequada pode causar alterações fisiológicas e 

morfológicas nesse órgão (MAO et al., 2010). O consumo de uma dieta hiperlipídica por ratas 

durante a gestação pode levar a um desenvolvimento alterado na vascularização da 

placenta, resultando numa oxigenação diminuída para o feto (HAYES et al., 2012). Em um 

estudo realizado com primatas não-humanos foi observada uma diminuição no fluxo 

sanguíneo, podendo este ser piorado na presença de obesidade e resistência à insulina. 

(FRIAS et al., 2011). Em placenta de camundongos foi observado um grande aumento no 

transporte de glicose e aminoácidos para o feto, devido um aumento na expressão de 

transportadores específicos, podendo levar o feto a um maior ganho de peso (JONES et al., 

2009). O processo de transporte de colesterol materno através da placenta ainda não está 

totalmente elucidado, entretanto, vários trabalhos demonstram que a ABCA1, SR-BI e LDL-r 

tem participação nesse processo (BHATTACHARJEE et al., 2010; WOOLLETT, 2005). A 

Figura 2 traz um resumo dos principais efeitos da programação fetal causados por 

alterações metabólicas e nutricionais materna. 
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O desenvolvimento do fígado, intestino e rins. 

 

A gestação do rato leva em torno de 21 dias para se completar, nessas três semanas 

o zigoto deve crescer, se diferenciar e se organizar nas centenas de tipos celulares, 

formando os órgãos e sistemas para que no nascimento os filhotes estejam prontos para 

uma vida extrauterina. O desenvolvimento do fígado fetal em camundongo divide-se em duas 

partes: uma principalmente endodérmica que ocorre até E14, e a outra fase endodérmica-

mesenquimal, que ocorre após E15, no qual observa-se principalmente a maturação dos 

hepatócitos e uma melhor definição do parênquima do fígado (AYRES-SILVA et al., 2011). O 

volume do fígado fetal aumenta 84 vezes entre E13 e E20, e dos hepatócitos em 1,5 vezes 

além de alterar seu formato (VASSY et al., 1988). A função hematopoiética do fígado diminui 

em resposta à maturação dos hepatócitos em camundongos (Ayres-SILVA et al., 2011) Em 

contraste, foi observado em ratos que no final do período fetal a produção de bile começa a 

aumentar (MASSIMI et al., 1998) assim como a expressão de fatores nucleares reguladores 

do metabolismo lipídico como RXR, FXR, LXR a partir do nascimento 

(BALASUBRAMANIYAN et al., 2005). Em primatas foi observado que o consumo de dieta 

hiperlipídica materna aumenta a apoptose no fígado do feto (GRANT et al., 2011) já, o 

consumo desta por ratas, leva à alterações na expressão de genes relacionado com o 

controle do ciclo celular, que em consequência levou a uma maturação reduzida do 

hepatócitos durante o desenvolvimento do fígado (DUDLEY et al., 2011). 

O intestino possui células embrionárias de origem endodérmica e mesenquimal. 

Acredita-se que a invaginação do mesenquima no endoderma inicia a formação da 

vilosidade que se inicia em camundongos em E15 de gestação (BEAULIEU JF & CALVERT, 

1980). Nesta fase o epitélio ainda encontra-se estratificado, obstruindo a luz do órgão, e a 

partir de intensa apoptose das células epiteliais inicia-se a modelagem da mucosa 

intestinal. Ainda em E16 as células do ápice da vilosidade param de proliferar, mantendo a 

capacidade proliferativa das células da base da vilosidade (HIRANO & KATAOKA, 1986). 

Até o nascimento algumas vilosidades chegarão ao tamanho adulto, porém a maioria 

crescerá durante a lactação, após 21 dias de vida pós-natal as células mostram sua 

morfologia absortiva típica. A formação da cripta é observada após o nascimento em 

roedores, principalmente próximo ao período de desmame (CUMMINS et al., 2006). Devido 
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ao pouco tempo de gestação dos roedores, após o nascimento o intestino ainda precisa 

completar sua formação, já em humanos, o intestino de recém-nascidos já está 

morfologicamente e bioquimicamente mais maduro devido ao longo período de gestacional 

(DROZDOWSKI et al., 2010). 

O rim é formado em mamíferos a partir do mesoderma intermediário. No início do 

desenvolvimento são observados 3 pares de órgãos excretores rudimentares denominados, 

pronefro e mesonefro, que são órgãos transitórios, porém necessários para a formação do 

rim permanente, o metanefro. Em camundongos o estágio pronefro se inicia em E8 (E21-

E22 em humanos), seguido pelo mesonefro em E9 (E25 em humanos) e o metanefro em 

E10 (E30 em humanos). A vascularização renal começa a se formar em E13  em 

camundongos (8-10 semanas de gestação em humanos) ao redor dos corpos em forma-S. 

Em ratos o desenvolvimento renal completa-se após 12 dias de vida pós-natal (MORITZ et 

al., 2008). Brenner e colaboradores (1988) demonstraram que o baixo peso ao nascer pode 

ter uma associação com um número reduzido de néfrons, predispondo o indivíduo ao 

desenvolvimento de hipertensão arterial na vida adulta. Em experimentos realizados com 

fêmeas submetidas à um restrição proteica durante a gestação, observou-se uma redução 

de 30% no número de nefros do prole, e desenvolvimento de hipertensão arterial na vida 

adulta (VEHASKARI et al., 2001; MESQUITA  et al., 2010). 
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Capítulo I 
Efeito da ingestão crônica de uma dieta hiperlipídica sobre o 

metabolismo glicídico e lipídico de ratas Wistar nos períodos pré-
gestacional, na gestação e na lactação. 
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2.1.1. OBJETIVOS GERAIS  

 

 

Avaliar as alterações ocorridas no metabolismo lipídico e glicídico de ratas após o 

consumo crônico de uma dieta hiperlipídica nos períodos pré-gestacional, gestacional e na 

lactação. 

 

2.1.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Avaliar a ingestão de dieta hiperlipídica, água e a evolução da massa corporal de ratas 

nos períodos pré-gestacional, gestacional e na lactação; 

2. Avaliar em ratas, a influência do consumo crônico de dieta hiperlipídica sobre a 

resposta glicêmica e insulinêmica à sobrecarga de glicose bem como, o perfil lipídico 

plasmático em fêmeas nos períodos pré-gestacional, gestacional e na lactação; 

3. Avaliar as alterações ponderais relativas do rim, fígado, intestino delgado e placenta, 

em ratas, após a ingestão crônica de dieta hiperlipídica;  
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2.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.2.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos machos e fêmeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus var, 

albinus, Rodentia, Mammalia) recém desmamados com 21 dias de vida, provenientes do 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na área de Ciência em Animais de 

Laboratório - CEMIB da UNICAMP, Campinas, SP e  mantidos em ambiente fechado com 

temperatura controlada de 23º C ± 2º C e iluminação artificial com ciclo claro/escuro de 12/12 

horas. As fêmeas foram colocadas em gaiolas individuais e divididas em dois grupos: 1) 

controle (CTL): que recebeu dieta sólida padronizada para roedores (CR-1 irradiada 

NUVILAB, Brasil) e, 2) experimental (DHL): alimentadas com a dieta hiperlipídica contendo 

60% de quilocalorias provenientes de lipídeos durante oito semanas, confeccionada de 

acordo com a AIN 93 (REEVES et al., 1993) (Tabela 1). Já os machos permaneceram em 

gaiolas coletivas recebendo ração padrão até a 11ª semana de vida. Após esse período as 

fêmeas foram colocadas em gaiolas com machos durante 15 horas para o acasalamento e 

então foi realizado o esfregaço vaginal, considerando-se como dia 1 de gestação quando 

constatada a presença de espermatozoides. As fêmeas prenhes continuaram recebendo a 

dieta durante o acasalamento, gestação e lactação. Após o nascimento dos filhotes a 

ninhada foi ajustada para um total de 10 filhotes, mantendo a proporção de macho e fêmea 

1:1 quando possível, os animais excedentes foram sacrificados por decapitação no primeiro 

dia de vida. Quando os filhotes completaram 21 dias realizou-se o desmame. 

Nas mães, foram feitas análises em 3 fases distintas: 1) Após 8 semanas de consumo 

de ração ou dieta hiperlipídica (M8s); 2) durante o 17º dia de gestação (M17g) e 3) durante o 

15º dia de lactação (M15l).  

Todos os procedimentos experimentais com os animais foram realizados em 

consonância com os princípios éticos na experimentação animal, sendo a pesquisa 

submetida e aprovada pelo Comitê de Ética na Experimentação Animal CEEA/UNICAMP, 

protocolo nº 1697-1(A). 
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Tabela 1. Comparação da composição e do total de calorias da dieta AIN 93M modificada 

para hiperlipídica com a dieta convencional Nuvilab CR-1. 

 

2.2.2. Análise das variáveis 

 

As variáveis analisadas nas mães foram: 1) evolução da massa corporal a partir da 3ª 

semana de vida até o desmame; 2) medidas da ingestão diária de água e ração; 3) resposta 

glicêmica frente ao teste de tolerância à glicose (GTT); 4) determinação das concentrações 

plasmáticas de colesterol, triglicérides, HDL-colesterol, insulina e glicose;  5) medidas do 

peso relativo do fígado, rim, coração e intestinos delgado e grosso e placenta. 

 

2.2.3. Acompanhamento da massa corporal 

 

As fêmeas foram pesadas semanalmente a partir do 21º dia de vida até o desmame 

no 21º dia de lactação. A massa corporal total foi aferida em balança digital semi-analítica (AL 

500 Denver Instruments- USA) no período matutino. 

 

2.2.4. Acompanhamento da ingestão de água e ração 

 

A ingestão de ração e de água foi acompanhada diariamente no período matutino. A 

ração foi pesada em balança digital semi-analítica (AL 500 Denver Instruments- USA). Para 

medir a ingestão hídrica, colocava-se 250 ml de água diariamente e media-se no dia seguinte 

Ingredientes Dieta Padrão (g/kg) Dieta 60% (g/kg)
Amido 397,5 52

Amido dextrinizado 132 143
Sacarose 100 66

Carboidratos totais 629,5 261
Óleo de soja 70 34

Banha de porco -- 333
Gorduras totais 70 367

Caseína 200 271,5
L-cistina 3 3

Bitartarato de colina 2,5 2,5
Proteínas totais 205,5 276,5

Celulose 50 50
Mix Mineral 35 35

Mix Vitamínico 10 10
Total de calorias 2,93 calorias/g 5,44 calorias/g
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em proveta de plástico a quantidade de água restante. 

 

2.2.5. Teste de tolerância à glicose 

 

O GTT foi realizado nas mães nas fases M8s, M17g e M15l.  Os animais foram postos 

em jejum por 12 horas durante o fotoperíodo noturno com água ad libitum. Em seguida foram 

colocados em uma caixa de contenção aquecida por 8 minutos, a fim de causar uma 

vasodilatação e facilitar a coleta de sangue.  Com um bisturi fez-se um corte na região mais 

distal da cauda dos animais de cerca de 3 mm, após o descarte da primeira gota de sangue, 

a glicemia plasmática basal de jejum foi medida em um glicosímetro MediSense/Optium, 

Abbott Laboratories Diabetes Care e tiras-teste (Abbott). Em seguida, foi coletado 

aproximadamente 800 μL de sangue para dosagens bioquímicas e injetou-se 

intraperitonealmente uma solução de glicose 50% (1g/Kg de peso do animal). A partir desse 

momento, os animais foram submetidos a um período experimental de 120 minutos, com 

medidas da glicemia e coletas de sangue caudal nos tempos: 15, 30, 60 e 120 minutos. O 

sangue coletado foi centrifugado duas vezes à 4º C por 10 minutos à 3500 rpm, o plasma em 

alíquota foi armazenado sob refrigeração (-80°C) para posterior dosagem de insulina.  

  

2.2.6. Dosagens bioquímicas  

 

Para determinação das concentrações plasmáticas de colesterol, triglicérides, HDL-

colesterol, utilizou-se o plasma dos animais coletados no tempo zero do GTT quando todos 

os animais estavam em jejum por 12 horas e sem terem recebido a sobrecarga de glicose. 

Para dosagem de triglicérides, colesterol e HDL-colesterol, foram utilizadas os Kits 

enzimáticos específicos (LABTEST) seguindo-se as especificações do fabricante com 

posterior leitura em espectrofotômetro (Micronal). Sendo a dosagem de HDL-colesterol pelo 

método de precipitação. 

A insulina foi dosada utilizando-se o Kit Elisa Rat/Mouse Insulin (Millipore,EZRMI-13K) 

e lido posteriormente em espectrofotômetro. 
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2.2.7. Coleta e medidas de órgãos 

 

Após o GTT, as fêmeas M8s, M17g e M15l foram anestesiadas (Cetamina 75mg/kg e 

Xilazina 10mg/kg) e o coração, o fígado e os rins direito e esquerdo (após retirada da 

cápsula), foram pesados em balança de precisão (210 x 0,0001g). O intestino foi 

completamente removido e esticado sem estiramento sobre uma fita métrica, onde mediu-se 

o comprimento do intestino delgado (da válvula piloro até o válvula ileocecal, e o intestino 

grosso a partir do ceco até o ânus. Para normalizar as medidas dos órgãos segundo o peso 

do animal, a seguinte cálculo foi utilizado: 

 

                                           =
  ó ã

  
 

 

2.2.8. Análise estatística dos resultados. 

 

A análise estatística empregada foi o Test-t Student. Para duas ou mais variáveis 

utilizou-se a análise de variância (ANOVA) com Post-hoc Bonferroni. Os Resultados foram 

expressos como média ± Desvio Padrão da Média (DPM). Em todos os cálculos foi fixado um 

nível crítico de 5% (p<0,05). Os softwares utilizados em todos os testes estatísticos foram 

GraphPad InStat version 3.05, GraphPad Software, San Diego, California USA e GraphPad 

Prism 3, Copyright 1992-1998 GraphPad Software Inc. 
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2.3. RESULTADOS 

 

Avaliação ponderal e da ingestão de água nos grupos estudados 

 

Para compreender melhor os efeitos causados pela dieta materna rica em lipídios em 

seus filhotes, é interessante entender primeiramente como o metabolismo dessas fêmeas se 

comporta, e suas mudanças durante os períodos pré-gestacional, na gestação e lactação. 

Nas Figuras 1a, 1b e 1c é mostrada a ingestão diária de ração ou dieta hiperlipídica em 

gramas durante as semanas experimentais. É possível observar que a quantidade de ração 

ingerida pelas fêmeas DHL é menor em todas as fases (M8s, M17g, M15d e Md). 

 

Figura 1a. Ingestão diária de ração (g)/100g de massa corporal de fêmeas durante 8 

semanas do período pré-gestacional. Os resultados estão expressos como média ± DPM 

(CTL n= 9, DHL n=8). ANOVA post-hoc Bonferroni *p<0,05. 
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Figura 1b. Ingestão diária de ração (g)/100g de massa corporal de fêmeas durante a 

gestação. Os resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n= 11, DHL n=12). 

ANOVA post-hoc Bonferroni *p<0,05. 

 

Figura 1c. Ingestão diária calórica (g)/100g de massa corporal de fêmeas durante a lactação. 

Os resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n= 4  DHL n=5). ANOVA post-hoc 

Bonferroni *p<0,05. 

 

Porém, uma vez que a dieta hiperlipídica contém 5,35 kcal/g contra 2,98 kcal/g da 

ração padrão (ver Tabela 1), quando se leva em consideração a quantidade de quilocalorias 

ingeridas, o consumo pelo grupo DHL é maior (Figura 2a e 2b), exceto durante a lactação, 

onde não houve diferença estatística em relação o grupo controle (Figura 2c). 
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Figura 2a. Ingestão diária calórica (kcal)/100g de massa corporal de fêmeas durante 8 

semanas do período pré-gestacional. Os resultados estão expressos como média ± DPM 

(CTL n= 9  DHL n=8). ANOVA post-hoc Bonferroni *p<0,05. 

 

 

 

Figura 2b. Ingestão diária calórica (kcal)/100g de massa corporal de fêmeas durante a 

gestação. Os resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n= 11, DHL n=12). 

ANOVA post-hoc Bonferroni *p<0,05. 
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Figura 2c. Ingestão diária de ração (kcal)/100g de massa corporal de fêmeas durante a 

lactação. Os resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n= 4, DHL n=5). ANOVA 

post-hoc Bonferroni. 

 

Embora o grupo DHL tenha ingerido mais calorias, a massa corporal destes animais 

foi menor desde a primeira semana do tratamento devido a um reduzido ganho de massa 

nas duas primeiras semanas. Esta diferença começa a não ser significativa quando 

comparada ao grupo controle a partir da 3ª semana, proporcionando que as massas de DHL 

e CTL se igualassem a partir da 7ª semana (Figuras 3a e 3b). Já durante a gestação, o 

ganho ponderal começa a ser mais evidente no grupo CTL a partir da segunda quinzena de 

gestação, sendo o ganho ponderal no grupo DHL é bem maior no final do período (Figuras 

3c e 3d). Durante a lactação, as mães que receberam dieta hiperlipídica pesaram bem 

menos que as controles, em parte como decorrência da perda ponderal acentuada desde no 

pós-parto. Por outro lado, as ratas que receberam a dieta padrão para roedores, só 

apresentaram uma perda ponderal expressiva na última semana de acompanhamento 

(Figuras 3e e 3f). 
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Figura 3. a) Evolução da massa corporal das fêmeas durante 8 semanas do período pré-

gestacional. b) Ganho de peso. Os resultados estão expressos como média ± DPM. n=9. 

ANOVA post-hoc Bonferroni *p<0,05. 
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Figura 3. c) Evolução da massa corporal das mães durante a gestação. d) Ganho de peso. 

Os resultados estão expressos como média ± DPM. n=12. ANOVA post-hoc Bonferroni * 

p<0,05.  

 

 

 

Figura 3. e) Evolução da massa corporal das mães durante a lactação. f) Ganho de peso. Os 

resultados estão expressos como média ± DPM. n=4. ANOVA post-hoc Bonferroni  *p<0,05. 

 

Ambos os grupos nãoapresentaram diferenças significativas no consumo diário de 

água durante as oito semanas experimentais ou durante a gestação (Figuras 4a e 4b). 

Porém, durante a lactação houve um aumento progressivo na ingestão de água no grupo 

DHL que foi maior em 38,9% em relação ao controle, com aumento progressivo semanal 

(Figura 4c).  
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Figura 4a. Ingestão diária de água (mL)/100g de massa corporal de fêmeas M8s. Os 

resultados estão expressos como média ± DPM. n=8. ANOVA post-hoc Bonferroni. 

 

 

Figura 4b. Ingestão diária de água (mL)/100g de peso corporal de fêmeas M17g. Os 

resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n= 9, HFD n=12). ANOVA post-hoc 

Bonferroni. 
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Figura 4c. Ingestão diária de água (mL)/100g de peso corporal de fêmeas M15l. Os 

resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n= 4, DHL n=5). ANOVA post-hoc 

Bonferroni *p<0,05. 

 

 

Teste de tolerância à glicose e insulinemia nos diferentes grupos estudados 

 

O teste de tolerância à glicose não apresentou diferenças significativas entre os 

grupos CTL e DHL para M8s, avaliada pela analise da área sobre a curva glicêmica (ASC) 

(Figura 5a e 5b). Porém para este grupo, a resposta insulinêmica foi significativamente 

menor nas ratas DHL, após a mesma sobrecarga de glicose (Figuras 5c e 5d).  Durante a 

gestação, entretanto, não foi observado qualquer diferença entre os grupos, seja para 

glicemia quando comparada ao controle (Figuras 6a e 6b), ou para resposta insulinêmica 

(Figuras 6c e 6d). Durante a lactação (Figura 7a) observa-se um significativo aumento da 

glicemia aferida pela ASC, após a sobrecarga de glicose intraperitoneal em relação ao grupo 

controle, associada a uma menor elevação plasmática de insulina no grupo de animais 

submetidos à ingestão crônica de dieta hiperlipídica (Figuras 7c e 7d). 
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Figura 5. a) Teste de tolerância à glicose em fêmeas M8s (pré-gestacional). b) ASC do GTT. 

c) Resposta insulínica. d) ASC da resposta insulínica. Os resultados estão expressos como 

média ± DPM (CTL n= 13 DHL n=16). Dosagem insulínica n=3. Teste t de student. 
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Figura 6. a)Teste de tolerância à glicose em fêmeas M17g (durante a gestação). b) ASC. c) 

Resposta insulínica. d) ASC da resposta insulínica. Os resultados estão expressos como 

média ± DPM (n=6). Dosagem insulínica (n=4). Teste t de student. 
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Figura 7. a) Teste de tolerância à glicose em fêmeas M15l (durante a lactação). b) ASC. c) 

Resposta insulínica. d) ASC da resposta insulínica. Os resultados estão expressos como 

média ± DPM. (CTL n= 7  DHL n=8). Dosagem insulínica (n=3). Teste t de student *p<0,05. 

 

A Tabela 2 mostra os parâmetros bioquímicos nas fêmeas nas três fases estudadas. É 

possível verificar que não há diferença significativa entre as glicemias de jejum nos grupos 

DHL e CTL em quaisquer das fases estudadas. Em relação aos níveis plasmáticos de 

triglicérides (TG) observa-se que as fêmeas DHL, após 8 semanas de tratamento, 

apresentam níveis plasmáticos mais elevado relação ao grupo CTL, embora não significativo. 

Durante a prenhez, observa-se em ambos os grupos, uma elevação nos níveis de 

triglicerídeos sem, entretanto, diferença significativa entre ambos. Durante a  lactação há 

redução nos níveis séricos de TG no grupo DHL para valores próximos ao pré-gestacional. 

Com relação aos níveis séricos de colesterol (COL), não foi observada qualquer diferença 

entre os grupos estudados, porém há uma expressiva queda dos níveis de COL durante a 

gestação no grupo DHL, que volta a valores pré-gestacionais na lactação. Não foram 
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observadas diferenças significativas entre os valores de HDL-colesterol nos diferentes 

grupos e fases estudadas. 
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A massa relativa do fígado foi menor no grupo DHL durante a lactação comparados ao 

grupo controle (Figura 8). A massa do coração não apresentou diferença estatística 

comparando as idades ou grupos experimentais (Figura 9). Em relação ao comprimento 

relativo do intestino delgado e grosso, não houve diferença entre os grupos e idades 

estudadas (Figura 10 e 11 respectivamente). Por outro lado, durante toda a lactação, 

inclusive imediatamente ao desmame, os rins do grupo DHL apresentaram uma maior massa 

ponderal quando comparada ao grupo controle. Esta elevação ocorreu prioritariamente no 

rim direito (Figura 12). 

Figura 8. Massa relativa do fígado em M8s, M17g, M15l e Md. Os resultados estão 

expressos como média ± DPM (n=5-8). ANOVA post-hoc Bonferroni *p<0,05. 

 

Figura 9. Massa relativa do coração em M8s, M17g, M15l e Md. Os resultados estão 

expressos como média ± DPM (n=5-8). ANOVA post-hoc Bonferroni. 
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Figura 10. Comprimento relativo do intestino delgado em M8s, M17g, M15l e Md. Os 

resultados estão expressos como média ± DPM (n=5-8). ANOVA post-hoc Bonferroni. 

Figura 11. Comprimento relativo do intestino grosso em M8s, M17g, M15l e Md. Os 

resultados estão expressos como média ± DPM (n=5-8).  ANOVA post-hoc Bonferroni. 
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Figura 12. Massa relativa dos rins direito e esquerdo durante M8s, M17g, M15l e Md. Os 

resultados estão expressos como média ± DPM (n=5-8). ANOVA post-hoc Bonferroni 

*p<0,05. 

 

Como mostrado na Figura 3c, as fêmeas M17g do grupo controle apresentaram um 

maior ganho ponderal ao final da gestação. No entanto, não foi observada qualquer diferença 

significativa entre o numero de filhotes vivos nascidos por ninhada (Figura 13). Por outro 

lado, as massas ponderais dos fetos e das placentas foram significativamente menor no 

grupo DHL comparado aos controles como mostra as (Figuras 14a e b, respectivamente). 

 

Figura 13. Número de filhotes vivos nascidos em cada ninhada. Os resultados estão 

expressos como média ± DPM (CTL n= 10 HFD n=12). 

 

 

 

 

M8s M17g M15l Md
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00
Rim direito CTL
Rim direito DHL
Rim esquerdo CTL
Rim esquerdo DHL

*

*

P
es

o
 (

g
) 
d
e 

p
es

o

co
rp

or
al *

*

CTL DHL
0

5

10

15

N
úm

er
o 

de
 f

il
h

ot
es



78 

 

Figura 14. a) Peso dos fetos machos e fêmeas em E17. b) Peso das placentas em E17. Os 

resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n= 32 DHL n=42). Teste t de student 

*P<0,05. 
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4. DISCUSSÃO 

 

Nas últimas décadas tem se observado uma mudança nos hábitos alimentares da 

população mundial, principalmente ocidental, onde a oferta e acessibilidade à comidas ricas 

em gorduras, principalmente saturadas, e carboidratos tem aumentado ano-a-ano. Devido às 

novas necessidades impostas pelo atual estilo de vida, onde o trabalho exige cada vez mais 

da população, o tempo tem se tornado um desafio para as pessoas, assim a procura por 

alimentos de preparação rápida, como as industrializadas e a falta de atividade física, 

associadas à hábitos como consumo de cigarro e bebidas alcoólicas, tem levado a 

população a uma série de doenças metabólicas e cardiovasculares como obesidade, 

resistência à insulina e hipertensão arterial. Como que em um círculo vicioso, essas doenças 

tendem a levar a outras alterações causando então a síndrome metabólica. Quando esse 

estilo de vida desequilibrado ocorre durante a gestação, a prole pode ser predisposta a ter 

essas mesmas alterações durante o decorrer da vida. A partir da década de 90, Barker e 

colaboradores publicaram uma série de trabalhos relacionando o baixo peso ao nascimento 

com o risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares na vida adulta, e que esses 

fatores de risco poderiam ser consequência do estado nutricional materno, propondo então o 

termo programação fetal, que também ficou conhecido como a hipótese de Barker. Em outras 

palavras, significa que devido sua adaptabilidade, o feto é capaz de ajustar seu metabolismo 

de acordo aos estímulos recebidos durante a vida fetal, porém essas adaptações ao longo do 

tempo podem ser desfavoráveis frente a novos estímulos impostos pelo ambiente pós-natal, 

resultando em alterações metabólicas e cardiovasculares. 

 Entender a resposta frente a dieta hiperlipídica sobre o funcionamento  metabólico 

materno faz-se necessário para se compreender os mecanismos envolvidos por trás da 

programação fetal. 

 Como apresentado nas figuras 1a, 1b e 1c o consumo de dieta hiperlipídica por 

ratas durante o período pré-gestacional, na gestação e na lactação é menor quando levado 

em consideração a quantidade de gramas ingeridas. O motivo dessa menor ingestão se 

deve, provavelmente, a saciedade mais rápida causada pela elevada ingestão lipídica, 

comparado aos outros nutrientes. Estes levam a um esvaziamento gástrico mais lento, 

necessário para a digestão de gorduras e produção de quilomícrons (RAYBOULD et al., 
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1998). Além disso, algumas linhagens de animais podem ajustar sua ingestão diária de 

comida para fornecer a mesma quantidade calórica presente em uma dieta padrão 

(FÉRÉZOU-VIALA, et al., 2007). Como mostrado na tabela 1, a dieta hiperlipídica possui 

85% a mais de calorias que a dieta padrão. Assim, quando se leva em consideração a 

ingestão calórica, as fêmeas DHL apresentam um maior aporte de calorias (Figuras 2a e 

2b). Durante a lactação não se observou diferença nesta ingestão calórica (Figura 2c). 

Nessa fase as fêmeas aumentam seu consumo alimentar para fornecer nutrientes para a 

prole, porém, nas fêmeas DHL, provavelmente, devido à limitação imposta pela dieta rica em 

lipídeos, este aumento não ocorre como se observa nos animais do grupo CTL, motivo pelo 

qual, o consumo nesta fase de ambos os grupos se aproximam.  

Surpreendentemente, durante o período de estudo de 16 semanas de 

acompanhamento, as fêmeas ingerindo dieta hiperlipídica não se tornaram obesas e nem 

mesmo apresentaram aumento de adiposidade. Este fato é evidenciado pelo menor ganho 

ponderal nessas fêmeas durante o período de adaptação à dieta até a 8ª semana (Figura 3a 

e 3b), ao final da gestação (Figuras 3c e 3d), apresentando inclusive, uma rápida perda de 

peso durante a lactação (Figuras 3e e 3f). Algumas linhagens de animais, submetidas à 

dieta rica em lipídeos, desenvolvem resistência à obesidade, e passam a utilizar os lipídios 

como sua principal fonte de energia, evitando assim o estoque destes (JACKMAN et al., 

2010). Neste caso, podem ajustar a ingestão diária de alimento com o objetivo de fornecer a 

mesma quantidade diária de calorias de uma dieta padrão (FÉRÉZOU-VIALA et al., 2007). 

Esse processo pode ocorrer poucos dias após a introdução de dieta hiperlipídica (JACKMAN 

et al., 2010). A heterogênea resposta à dietas hiperlipídicas, causa grande dificuldade na 

comparação dos resultados do presente estudo e de estudos que já constituem a publicação 

nesta área. Isto provavelmente ocorre em decorrência de protocolos experimentais diversos, 

dos diferentes tipos de dietas utilizadas, da composição não similar e dos tipos diversos de 

lipídio utilizados, bem como o porcentual destes na composição dietética. Interferem ainda; a 

linhagem do modelo experimental utilizado e o tempo de exposição à dieta (BUETTNER et 

al., 2007).  

Em função da elevada demanda energética exigida para o desenvolvimento da prole 

durante a gestação e lactação, principalmente provenientes de carboidratos, o presente 

estudo evidenciou um menor ganho ponderal das mães DHL durante a última semana 
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gestacional associada a pronunciada e rápida perda massa durante a lactação. Esse fato 

pode ter ocorrido pela menor oferta de carboidratos na composição da dieta hiperlipídica, ou, 

como discutido acima, pelo fato do seu metabolismo estar adaptado à utilização de lipídeos 

como fonte de energia, ao invés de estocá-los. Enquanto as fêmeas CTL acumulam energia 

durante a lactação, observando o ganho de massa ponderal nas duas primeiras semanas 

desse período, as fêmeas DHL parecem dispor desta reserva energética para a lactação. 

Podemos aventar a possibilidade de que o leite produzido pelas fêmeas DHL contenha uma 

menor quantidade de nutrientes necessários, levando a prole a consumir mais, e 

consequentemente, induzindo a mãe produzir cada vez mais leite, criando assim um círculo 

vicioso com extrema espoliação nutricional desta fêmea. Hernandez e colaboradores (2012) 

observaram que ratas suplementadas com dieta hiperlipídica apresentaram menor número 

de alvéolos nas glândulas mamárias, aumento na expressão de genes responsável pela 

involução das glândulas, maior quantidade de fatores inflamatórios, como interleucina-6 e 

TNF-alfa, associada a diminuição nos níveis de glicose no leite. 

Por outro lado, avaliando o consumo de água entre as fêmeas acompanhadas, os 

animais DHL durante a lactação apresentaram uma maior ingestão de água, quando 

comparadas à M8s e M17g em ambos os grupos experimentais (Figuras 4a, 4b e 4c). Estas 

alterações podem estar relacionadas a modificações na expressão de componentes do 

sistema renina-angiotensina-aldosterona central modificando a resposta a sede nestes 

animais. Ou ainda, esta resposta dipsogênica pode estar relacionada como mecanismos 

compensatórios, a maior produção de leite e consequentemente ao maior consumo de 

líquido nas DHL.  

 Após 8 semanas de ingestão hiperlipídica as fêmeas não demonstraram 

diferenças na captação periférica de glicose, mas uma tendência a diminuição nos níveis de 

insulina plasmática (Figura 5c e Tabela 2). Durante a gestação a captação da glicose nestes 

animais é menor, possivelmente, e pelo menos em parte como de uma menor secreção 

pancreática de insulina, porém, sem diferença estatística em relação ao controle (Figuras 

6a-d). Por outro lado, como mostrado na Figura 7a, as fêmeas DHL durante a lactação 

apresentam uma menor secreção de insulina e consequentemente, menor captação 

periférica de glicose, sugerindo que esses animais apresentam-se em estado pré-diabético 

(Figuras 7a-d). Como previamente descrito, este fenômeno pode estar associado a um 
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declínio na função pancreática como decorrência de uma persistente estimulação pelo 

aumento dos níveis de lipídeos circulantes (SONE & KAGAWA, 2005; EBATO et al., 2008). 

Entretanto, conforme mostrado na Tabela 2, os parâmetros bioquímicos séricos  das 

fêmeas de ambos os grupos não apresentaram diferenças significativas, quando analisados 

pelo analise de variância. Enquanto muitos estudos mostram que o consumo de uma dieta 

hiperlipídica eleva os níveis de triglicérides, colesterol, glicemia e insulina (BUETTNER et al., 

2007), isto não foi confirmado no presente trabalho. Em relação aos níveis plasmáticos de 

triglicérides, observa-se apenas uma tendência a elevação no grupo DHL M8s. Mais uma vez 

deve-se considerar a heterogeneidade dos protocolos e da linhagem de animais utilizados 

nos diferentes estudos. No presente estudo, as fêmeas apresentam-se resistentes a 

obesidade, sugerindo que os animais utilizados neste estudo possam estar metabolicamente 

adaptados utilizando fontes energéticas distintas, de modo a minimizar o acúmulo destes no 

sangue. A analise do HDL-plasmático, nenhuma alteração foi encontrada entre os grupos e 

as idades estudadas, provavelmente pelo fato de que nestes animais os níveis séricos de 

colesterol também não se alteraram, concordando com os resultados de AUBIN et al., (2008). 

Adicionalmente, a maioria dos estudos utilizam machos como modelo experimental, sendo 

que tem sido demonstrado que fêmeas respondem a dieta hiperlipídica de maneira 

diferenciada em relação aos machos (PRIEGO et al., 2008).  

 O estudo da massa hepática não mostrou diferenças  significativas entre os 

grupos CTL e DHL em M8s e M17g, porém para M15l e Md, observou-se uma diminuição 

desta massa nas fêmeas DHL, efeito que poderia ser explicado pela maciça utilização dos 

estoques de glicogênio, lipídeos e proteínas durante a produção do leite (LINDSAY, 1971; 

BAUMAN & CURRIE, 1980). Pode-se observar também que enquanto o peso do fígado das 

fêmeas CTL aumenta progressivamente nas fases estudadas possivelmente devido ao 

estoque de nutrientes, nas fêmeas que receberam a dieta hiperlipídica, esta elevação é 

observada apenas durante a gestação, enquanto em M15l e Md ocorre uma queda. 

O estudo também mostra um pronunciado aumento da massa renal relativa a massa 

corporal no grupo DHL durante a lactação comparados ao grupo controle. Provavelmente, 

essas alterações renais estejam relacionadas a modificações estruturais (dados não 

apresentados) e a sensível redução da massa renal durante esta fase do estudo. As 

alterações estruturais será motivo de estudo futuro e decorrem do processo patológico 
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relacionado à dilatação pielocalicial associada a nefrocalcinose e nefrolitíase observadas 

neste modelo experimental. Não podemos também excluir que modificações funcionais 

relacionadas a elevação na reabsorção de solutos e água já descritas em estudo prévio em 

nosso laboratório (ROZA et al., 2011) possam estar envolvidos neste crescimento em um 

momento em que os animais apresentam alta demanda, pela lactação. 

Em relação aos aspectos ponderais do coração, o estudo não evidenciou mudanças 

significativas quando compara-se as duas dietas utilizadas, exceto durante M17g, quando foi 

verificada uma redução significativa da massa cardíaca normalizada pela massa corporal. 

Este resultado possivelmente foi decorrente ao viés metodológico, quando utilizamos a 

normalização ponderal do órgão pela massa corporal dos animais. Como nessa fase as 

fêmeas apresentam uma massa significativamente mais elevada e não há grandes 

alterações na massa cardíaca, a ponderação desta pelo peso do animal resultou em um 

valor menor. Aubin e colaboradores (2008) também não observaram alteração no peso do 

coração de fêmeas resistentes a obesidade que ingeriram dieta hiperlipídica, entretanto, 

tanto a pressão sistólica e diastólica elevaram-se. Assim como em nossos resultados, neste 

estudo, os níveis plasmáticos de colesterol, triglicérides e HDL não se alteraram. Estudo 

realizado com machos ingerindo dieta hiperlipídica, além do aumento do peso, foi observado 

um maior acúmulo de triglicérides no coração e resistência a insulina miocárdica. Se por 

analogia, estes resultados são aplicados a seres humanos, pode-se inferir que nesta 

situação ocorra um significativo aumento do risco de desenvolvimento de doenças cardíacas 

(OUWENS et al., 2005),  

O comprimento dos intestinos delgado e grosso não apresentaram diferenças 

significativas em ambos os grupos estudados. Durante a gestação, como observado para o 

coração, observou-se uma diminuição relativa no comprimento dos intestinos, também como 

consequência da normalização desta medida pela massa ponderal do animal. 
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2.5. CONCLUSÃO 

 

A partir dos dados apresentados pode-se concluir que a ingestão crônica de dieta 

hiperlipídica promove em ratas Wistar uma significativa redução no ganho ponderal ao longo 

de sua vida, bem como durante a gestação e a lactação. O estudo mostrou também que em 

animais DHL ocorre uma não resposta insulinêmica a administração de glicose, sugerindo 

uma falência progressiva do pâncreas em produzir e/ou secretar insulina. O estudo mostra 

também que os animais tratados cronicamente com dieta hiperlipídica apresentam discretas 

variações plasmáticas do perfil lipídico quando comparados a controle pareado pela idade. 

Neste aspecto se sobressaem modificações discretas nos níveis séricos de triglicérides que 

se acentuam na gestação e lactação. A repercussão da dieta sobre os parâmetros 

morfológicos do fígado, coração, rins e intestino delgado, foram discretos e não significativos 

entre os grupos experimentais avaliados. Assim, a ingestão crônica de dieta hiperlipídica 

promove uma redução no crescimento ponderal destes animais desde a tenra idade. 

Aparentemente, as repercussões sobre o peso corporal são determinadas no período 

intrauterino com amplo comprometimento que se estende a placenta, também reduzida de 

peso, e possivelmente de sua área de troca, nos animais DHL. Esta alteração pelo menos 

em parte, pode explicar as alterações fetais e na idade adulta que serão descritas no próximo 

capítulo desta dissertação.  
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Capítulo II 
Efeito da ingestão crônica de dieta hiperlipídica durante a gestação e 
sua repercussão sobre a expressão de SR-BI e ABCA1 na placenta, 

fígado, intestino delgado e rim da prole de machos. 
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3.1.1. Objetivos gerais 

 

Tendo em conta as possíveis repercussões da ingestão crônica de dieta hiperlipídica, 

inclusive durante a gestação, sobre a vida pós-natal, o objetivo do presente estudo foi avaliar 

se o consumo de dieta hiperlipídica materna induz modificações no perfil lipídico e glicídico e, 

na expressão de transportadores de colesterol SR-BI e ABCA1 na prole de ratos machos 

comparando os resultados a controles apropriados. 

 

3.1.2. Objetivos específicos 

 

4. Avaliar a ingestão diária de ração padrão para roedores, água e a evolução 

ponderal da prole de ratos machos com 12 dias, 8 e 16 semanas de vida, cujas mães 

receberam uma dieta hiperlipídica; 

5. Avaliar o perfil lipídico sérico e a resposta glicêmica e insulinêmica após 

sobrecarga oral de glicose em ratos machos da prole DHL com 12 dias, 8 e 16 semanas de 

vida; 

6. Avaliar as alterações morfológicas no rim, fígado e no intestino de ratos machos 

da prole DHL com 8 e 16 semanas de vida; 

7. Estudar a imunolocalização e expressão de ABCA1 e SR-B1 na placenta, rim, 

fígado, duodeno, jejuno e íleo de ratos machos da prole DHL durante várias fases de 

desenvolvimento: período fetal com 17 dias pré-natal (E17), durante a lactação, com 12 dias 

de vida e, na vida adulta com 8 e 16 semanas. 
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3.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.2.1. Animais 

 

Foram utilizados ratos machos e fêmeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus var, 

albinus, Rodentia, Mammalia) recém-desmamados com 21 dias de vida, provenientes do 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na área de Ciência em Animais de 

Laboratório - CEMIB da UNICAMP, Campinas, SP e mantidos em ambiente fechado com 

temperatura controlada de 23º C ± 2º C e iluminação artificial com ciclo claro/escuro de 12/12 

horas. As fêmeas foram colocadas em gaiolas individuais e divididas em dois grupos: 1) 

controle (CTL): que recebeu dieta sólida padronizada para roedores (CR-1 irradiada 

NUVILAB, Brasil) e, 2) experimental (DHL): alimentadas com a dieta hiperlipídica contendo 

60% de quilocalorias provenientes de lipídeos (Tabela 1) durante oito semanas. Já os ratos 

machos, permaneceram em gaiolas coletivas recebendo ração padrão para roedores até a 

11ª semana de vida. Após esse período as fêmeas foram colocadas em gaiolas com machos 

durante 15 horas para o acasalamento. A fertilização foi presumida  a partir da observação da 

presença de espermatozoides do esfregaço vaginal, considerando-se como este 1o dia de 

gestação. As fêmeas prenhes continuaram recebendo suas respectivas dietas (CTL ou DHL) 

durante o acasalamento, gestação e lactação. Após o nascimento dos filhotes a ninhada foi 

ajustada para um total de 10 filhotes, mantendo a proporção de macho e fêmea 1:1 quando 

possível, os animais excedentes foram sacrificados por decapitação no primeiro dia de vida. 

O desmame dos filhotes foi realizada aos 21 dias de vida, sendo que a partir de então, 

apenas a prole de ratos machos foi utilizada. Os animais oriundos de mães CTL e DHL foram 

colocados em gaiolas individuais, recebendo a partir de então dieta padrão para roedores 

(CR-1 irradiada NUVILAB, Brasil)  até a 16ª semana de vida. 

Foram estudados 4 estágios distintos de desenvolvimento: 1) Período fetal (E17): fetos 

com 17,5 dias, a fim de se verificar possíveis alterações ocorrida in uteri (nessa fase coletou-

se tecidos tanto machos como fêmeas); 2) período lactente (PN12d): animais com 12 dias de 

vida, ainda sob a influência da dieta materna e coincidente com o término do 

desenvolvimento renal; 3) início da fase reprodutiva (PN8s): 8 semanas de vida; 4) fase 
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adulta (PN16s): 16 semanas de vida. 

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em consonância com os 

princípios éticos na experimentação animal, sendo a pesquisa submetida e aprovada pelo 

Comitê de Ética na Experimentação Animal CEEA/UNICAMP, protocolo nº 1697-1(A). 

3.2.2. Análise das Variáveis 

 

Foram analisadas as seguintes variáveis na prole de machos: 1) evolução da massa 

corporal; 2) ingestão diária de água e ração; 3) resposta glicêmica frente ao teste de 

tolerância à glicose (GTT); 4) determinação das concentrações plasmáticas de colesterol, 

triglicérides, HDL-colesterol, insulina e glicose; 5) Medidas morfométricas do fígado, rim, 

coração e intestinos delgado e grosso; 6) Expressão e imunolocalização de SR-BI e ABCA1 

no rim, fígado, duodeno, jejuno, íleo e placenta, respectivamente pela técnica de western blot 

e imunoistoquímica. 

 

3.2.3. Acompanhamento da massa corporal 

 

A prole foi pesada no 17º dia de vida pré-natal e após o nascimento acompanhou-se 

semanalmente a partir do nascimento a evolução da massa corporal dos filhotes machos até 

a 16ª semana de vida. A massa corporal total foi aferida em balança digital semi-analítica (AL 

500 Denver Instruments- USA) no período matutino. 

 

3.2.4. Acompanhamento da ingestão de água e ração 

 

A ingestão de ração e de água foi acompanhada diariamente a partir do desmame no 

período matutino. A ração foi pesada em balança digital semi-analítica (AL 500 Denver 

Instruments- USA). Para medir a ingestão hídrica, colocava-se 250 ml de água diariamente e 

media-se no dia seguinte em proveta de plástico a quantidade restante de água. 

 

3.2.5. Teste de Tolerância a Glicose 

 

O GTT foi realizado na prole de machos 8s e 16s.  Os animais foram postos em jejum 
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por 12 horas durante o foto período noturno com água ad libitum. Em seguida foram 

colocados em uma caixa de contenção aquecida por 8 minutos, a fim de causar uma 

vasodilatação e facilitar a coleta de sangue. Com um bisturi fez-se um corte na região na 

ponta da cauda dos animais de cerca de 3 mm, após o descarte da primeira gota de sangue, 

a glicemia plasmática basal de jejum foi medida em um glicosímetro MediSense/Optium, 

Abbott Laboratories Diabetes Care e tiras-teste (Abbott). Em seguida, foi coletado 

aproximadamente 800 μL de sangue para dosagens bioquímicas e injetou-se 

intraperitonealmente uma solução de glicose 50% (1g/Kg de peso do animal). A partir desse 

momento, os animais foram submetidos a um período experimental de 120 minutos, com 

medidas da glicemia e coletas de sangue caudal nos tempos: 15, 30, 60 e 120 minutos. O 

sangue coletado foi centrifugado duas vezes à 4º C por 10 minutos a 3500 rpm, o plasma 

aliquotado foi armazenado sob refrigeração (-80°C) para posterior dosagem de insulina.  

 

3.2.6. Dosagens bioquímicas  

 

Para determinação das concentrações plasmáticas de colesterol, triglicérides, HDL-

colesterol, utilizou-se o plasma dos animais coletados no tempo zero do GTT quando todos 

os animais estavam em jejum por 12 horas e sem terem recebido a sobrecarga de glicose. 

Para dosagem de triglicérides, colesterol e HDL-colesterol, foram utilizadas os Kits 

enzimáticos específicos (LABTEST) seguindo-se as especificações do fabricante com 

posterior leitura em espectrofotômetro (Micronal). Sendo a dosagem de HDL-colesterol pelo 

método de precipitação. 

A insulina foi dosada utilizando-se o Kit Elisa Rat/Mouse Insulin (Millipore, EZRMI-13K) 

e lido posteriormente em espectrofotômetro. 

 

3.2.7. Coleta e medidas de órgãos 

 

Para a coleta dos órgãos dos animais E17, a mãe foi anestesiada com 

(cetamina/xilasina) e em seguida fez-se uma incisão abdominal de cerca de 3 cm a fim de 

expor o útero contendo os filhotes. Com o auxílio de uma lupa (LEICA Wild M690) a placenta 

e os fetos foram removidos e pesados em balança de precisão, e posteriormente mortos por 
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decapitação, utilizando-se de pinças, o abdômen dos fetos foi aberto longitudinalmente onde 

coletou-se  o fígado, o intestino em toda sua extensão e os rins, sem fazer distinção entre 

machos e fêmeas. Os órgãos coletados foram imediatamente congelados em nitrogênio 

líquido para posterior extração para análises por western blot ou fixados em paraformaldeído 

4% para análise por imunoistoquímica. Após 4 horas de jejum para animais PN12d, e 12 

horas de jejum para PN8s e PN16s fez-se o sacrifício destes através de decapitação. 

Durante a coleta de PN8s, PN16s o coração, os rins direito e esquerdo (após 

desencapsulamento), o fígado foram removidos e pesados em balança analítica de precisão. 

O intestino foi completamente removido e esticado sem estiramento sobre uma fita métrica, 

onde mediu-se o comprimento do intestino delgado (da válvula piloro até o válvula ileocecal, 

e o intestino grosso do ceco até o ânus). Coletou-se 2 cm de cada região do intestino 

delgado, padronizando-se a coleta de seguinte maneira: o duodeno a partir do esfíncter 

pilórico, no jejuno 15 cm a partir do esfíncter pilórico e no íleo 10 cm a partir da válvula 

ileocecal no sentido proximal. Para normatizar os as medidas dos órgãos segundo o peso do 

animal, a seguinte cálculo foi utilizado: 

                                 

                                           =
  ó ã

  
 

 

3.2.8. Western blot 

 

  Durante a extração de proteína dos órgãos de animais E17 fez-se um pool devido 

à pequena quantidade de proteínas, assim para o fígado e o intestino utilizou-se por amostra 

2 fígados ou intestinos de dois fetos irmãos, e para os rins utilizou-se 5 rins de três animais 

irmãos. Em seguida, para todas as idades, os órgãos foram colocados em solução tampão 

(10 mM de EDTA, 100 mM de Trisma base, 10 mM de pirofosfato de sódio, 100 mM de 

fluoreto de sódio, 10 mM de ortovanato de sódio, 2mM de Persulfato de amõnio, 0,1mg/mL 

de aprotinina) e homogeneizados em Polytron (modelo PT 10/35, Brinkmann Instruments) 

operando em velocidade máxima por 15 segundos. Terminada a extração, foi acrescentado 

Triton 10% a cada amostra (10 % do volume total) por 40 minutos. Posteriormente, as 

amostras foram centrifugadas durante 40 minutos a 12000 RPM a 4°C. A quantificação 

proteica foi realizada através da reação por biureto, adicionando-se 3µl do extrato em 200 µl 
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de biureto e lidas em espectrofotômetro (Micronal 342 II). Em seguida 400 µl do 

sobrenadante foi coletado e adicionado 100 µl do tampão de Laemmli (azul de bromofenol 

0,1%, fosfato de sódio 1M pH 7,0, glicerol 50%, SDS 10% e 0,015mg de DTT). Devido 

especificações do fabricante do anticorpo, separou-se as amostras com já com o tampão 

Laemmli em dois tubos plástico diferentes de modo que para a análise para SR-BI as 

amostras foram fervidas por 5 minutos e conservadas em freezer -80ºC, enquanto que as 

outras amostras para análise de ABCA1 foram congelados sem a necessidade de fervê-las. 

O extrato total foi novamente fervido por 5 minutos em banho-maria e 250 µg de 

proteína total foi aplicada no gel (SDS-PAGE) de dois mm de espessura. No mesmo gel foi 

aplicada uma amostra padrão de proteínas para a marcação do peso molecular. Este padrão 

era composto por proteínas com pesos moleculares conhecidos: miosina (205 kDa). Beta 

galactosidase (116 kDa), albumina sérica bovina (80 kDa) e ovalbumina (49 kDa). As 

proteínas apareceram sob coloração azul no gel de eletroforese e na membrana de 

nitrocelulose, permitindo  a orientação quando ao peso molecular das bandas a serem 

observadas. 

A eletroforese foi realizada em cuba de mini gel da BioRad (Mini-Protean), com 

solução tampão para eletroforese diluída para uso 1:4 (trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, 

EDTA 7,18 mM e SDS 0,4%). O SDS-PAGE foi submetido a 40 volts, inicialmente, até a 

passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento (stacking) e aumentando a 

voltagem a cada 20 minutos chegando a 120 Volts até o final do gel de resolução (resolving). 

As proteínas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana de 

nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletrotransferência de mini gel da BioRad, e a 

solução tampão para a transferência (trisma base 25 mM. Glicina 192 mM, metanol 20% e 

SDS 0,02%) foi mantida em voltagem constante de 120 volts por duas horas, sob 

refrigeração contínuo no gelo. 

Posteriormente à transferência das proteínas, realizou-se o bloqueio com leite  em pó 

desnatado Molico® a 5% diluído em solução basal (cloreto de sódio 150 mM, trisma base 

10mM, Tween 20 0,02%) em agitação constante por duas horas, seguida de 3 lavagens de 

10 minutos com solução basal. As membranas de nitrocelulose foram incubadas com a 

solução de anticorpo primário (solução basal, BSA 5% e azida sódica 0,02%) à 4º C 

overnight. Para controle endógeno incubou-se β-actina (anti-rabbit Cell signaling #4967) ou 
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α-tubulina (anti-rabbit Cell signaling #2144) (Tabela 3).. No dia seguinte as membranas foram 

lavadas 3 vezes com solução basal em agitação por 10 minutos ,e incubadas com anticorpo 

secundário anti-rabbit ligado a peroxidase (Thermo scientific, #31460) diluído (1:10000) em 

leite em pó desnatado Molico® a 3%  por duas horas. Por último, as amostras foram 

novamente lavadas com solução basal por 3 vezes durante 10 minutos.  

Para revelação das membranas foi empregado um kit de quimiluminescência (Pierce). 

Sendo o filme revelado em solução reveladora e fixadora (Brafox). 

Os filmes foram scaneados e através do software UN-SCAN-IT gel 6.1 tm as bandas 

foram quantificadas em pixels. Posteriormente dividiu-se o valor dos pixels de SR-BI ou 

ABCA1 pelo valor dos pixels do controle endógeno utilizado para cada membrana. 

 

3.2.9. Imunoistoquímica 

 

Após a coleta dos órgãos dos animais E17, estes foram mantidos em paraformaldeído 

4% por 10 minutos, lavado em água corrente por 1 hora, a placenta também foi coletada e 

mantida em paraformaldeído 4% por 1 hora, lavada em água corrente por 2 horas, todas as 

amostras foram armazenadas em etanol 70%. Os animais das demais idades foram 

anestesiados e perfundidos inicialmente por uma solução de salina heparinizada 15% por 5 

minutos (PN12)  e por 15minutos (PN8s e PN16s). Para a fixação dos tecidos, perfundiu-se 

uma solução de parafolmaldeído 4% por 30 minutos para PN8s e PN16S e 10 minutos para 

PN12d, em seguida, as amostras foram mantidas por 12 horas no paraformaldeído a 4º C, e 

após lavagem em água corrente por 5 horas, foram armazenadas em álcool 70%. Dessas 3 

idades coletaram-se os rins, o fígado, e o intestino delgado, sendo este dividindo em 3 

porções: duodeno a partir do esfíncter pilórico; jejuno 15 cm a partir do esfíncter pilórico; íleo 

10 cm a partir da válvula ileocecal. 

O material foi desidratado em concentrações crescentes de álcool e embebido em 

parafina (SYNTH). Os blocos foram seccionados na espessura de 5 μm e aderidos a uma 

lâmina de vidro silanizada secos em estufa à 37º C por 12 horas. As lâminas, contendo os 

cortes, foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em soluções decrescentes de etanol. O 

bloqueio da peroxidase endógena foi feito com 3 lavagens de 5 minutos com peróxido de 

hidrogênio a 3% e lavado em água corrente por 5 minutos. Para a recuperação antigênica  
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utilizou-se tampão EDTA 0,01M pH 6,0 em panela à vapor por 30 minutos, após essa etapa 

as lâminas foram deixadas resfriando na cuba com o tampão EDTA por 20 minutos e lavadas 

por 10 minutos em água corrente. O bloqueio deu-se pela incubação com leite em pó 

desnatado a 3% Molico® por 30 minutos em temperatura ambiente. Incubou-se com 

anticorpo primário (Tabela 3) diluído em diluente específico (NovacastraTM) overnight em 

câmara úmida à 4º C.  No dia seguinte os cortes foram lavados com PBS 0,1 M pH 7,4 e 

incubados com anticorpo secundário (Vector ImmPRESS Anti-Rabbit MP-7401) 30 minutos 

em estufa 37º C. Após três lavagens de 5 minutos lavagens com PBS para a remoção do 

excesso de anticorpo a revelação foi desenvolvida com diaminobezidina (DAKO K3467) à 

temperatura ambiente variando o tempo conforme o  tecido e o anticorpo. Os cortes foram 

lavados em água corrente e contra corados com hematoxilina de Harris, novamente 

desidratados em soluções alcoólicas crescentes, diafanizados em xilol e montados com 

entellan para adesão das lamínulas. As imagens foram analisadas em microscópio 

(OLYMPUS BX51) através do software Image-Pro ® Express 6.0, utilizando-se o controle 

negativo como referência para padronização da iluminação e contraste. 
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Tabela 3. Concentrações dos anticorpos primários utilizados para imunoistoquímica e 

western blot. 

 

 

Tecidos 

Imunoistoquímica Western Blot 

anti-SR-BI 

anti-rabbit  

(Abcam  

ab52629) 

anti-ABCA1 

anti-rabbit  

(Abcam 

ab14146) 

 

anti-SR-BI 

anti-rabbit  

(Abcam 

ab52629) 

anti-ABCA1 

anti-mouse  

(Abcam 

ab18180) 

Fígado 1:500 1:250 1:1000  1:1000 

Rim 1:50 1:250 1:1000  1:1000 

Intestino 

delgado 

1:100 1:250 -------- --------- 

Intestino 

fetal 

1:100 1:250 1:1000 1:1000 

Placenta 1:60 1:250 1:1000  1:1000 

 

 

3.2.10. Análise estatística dos resultados 

 

A análise estatística empregada foi o Test-t Student para testes paramétricos e Mann-

Whitney para testes não paramétricos. Para duas ou mais variáveis utilizou-se a análise de 

variância (ANOVA) com Post-hoc de Bonferroni. Os Resultados foram expressos como 

média ± Desvio Padrão da Média (DPM). Em todos os cálculos foi fixado um nível crítico de 

5% (p<0,05). Os softwares utilizados em todos os testes estatísticos foram GraphPad InStat 

version 3.05, GraphPad Software, San Diego California USA e GraphPad Prism 3, Copyright 

1992-1998 GraphPad Software Inc. 
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3.3. Resultados 

 

Na Figura 1 representa a expressão média da massa ponderal dos filhotes machos 

com 1 dia de vida. Observa-se que a prole das mães DHL apresenta uma significante menor 

massa ponderal, resultado também observado no período fetal (E17). Ao longo das semanas 

de acompanhamento, a massa corporal destes animais foi menor da 4ª até a 8ª semana de 

vida, igualando-se após esse período (Figura 2). Embora não tenha havido diferenças 

significativas no ganho de massa pondera entre os grupos CLT e DHL durante o período 

estudado  (Figura 3). 

Figura 1. Massa ponderal da prole de machos no nascimento. Os resultados estão 

expressos como média ± DPM (CTL n= 35  DHL n=37) Test t Student * p<0,05.  

 

Figura 2. Evolução da massa corporal da prole de machos à partir do desmame até a 16ª 

semana de vida. Os resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n=6 DHL n=9). 

ANOVA post-hoc Bonferroni * p<0,05.  
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Figura 3. Ganho de massa ponderal da prole de machos a partir do desmame até a 16ª 

semana de vida. Os resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n=6 DHL n=9) 

ANOVA post-hoc Bonferroni. 

 

A ingestão diária de ração e calórica não mostrou diferenças significativas, entre o 

grupo CTL e DHL (Figuras 4 e 5). O consumo de água foi maior na prole de mães DHL nas 

duas primeiras semanas após o desmame, não apresentando, a partir de então, diferenças 

significativas entre os grupos estudados (Figura 6). 
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Figura 4. Ingestão diária de ração (g) por 100g de massa corporal da prole de machos a 

partir do desmame até a 16ª semana de vida. Os resultados estão expressos como média ± 

DPM (CTL n=6 DHL n=9). ANOVA post-hoc Bonferroni * p<0,05. 

 

Figura 5. Ingestão diária calórica (kcal)/100g de massa corporal da prole de machos a partir 

do desmame até a 16ª semana de vida. Os resultados estão expressos como média ± DPM 

(CTL n=6 DHL n=9). ANOVA post-hoc Bonferroni * p<0,05. 
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Figura 6.  Ingestão diária de água (mL)/100g de massa corporal da prole de machos a partir 

do desmame até a 16ª semana de vida. Os resultados estão expressos como média ± DPM 

(CTL n=6 DHL n=9). ANOVA post-hoc Bonferroni * p<0,05. 

 

O teste de tolerância à glicose realizado na prole, na 8ª semana de vida, não 

evidenciou diferença significativa na área sob a curva glicêmica em 120 minutos (Figura 7a e 

7b), bem como da insulinêmica, embora tenha havido tendência a maior secreção de insulina 

no grupo DHL (Figura 7c e 7d). Na 16ª de vida, o GTT não apresentou qualquer diferença 

entre os grupos estudados (Figuras 8a-d). 
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Figura 7. a) Teste de tolerância à glicose em machos PN8s. b) ASC. (CTL n=7 e DHL n=6). 

c) Resposta insulínica. d) ASC da resposta insulínica. Os resultados estão expressos como 

média ± DPM (n=4 ). Teste t de Student. 
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Figura 8. a) Teste de tolerância à glicose em machos PN16s. b) ASC. (CTL n=7 e DHL 

n=10). c) Resposta insulínica. d) ASC da resposta insulínica. Os resultados estão expressos 

como média ± DPM. (CTL n=4 e DHL n=3). Teste t  de Student. 
 

Na Tabela 4 mostra o perfil bioquímico plasmático dos ratos machos nos períodos 

pós-natais PN12d, PN8s e PN16s. Não foram observadas diferenças significativas para  a 

glicemia de jejum, colesterol e HDL entre CTL e DHL, porém os níveis de triglicérides 

plasmáticos mostram-se maiores em PN16s no grupo DHL. Observa-se também que, 

independentemente do tratamento, os níveis de colesterol, triglicérides, insulina e a glicemia 

mudam com o passar da idade. 
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A Figura 9 apresenta massa relativa do fígado (por 100g massa corporal) dos machos 

com 8 e 16 semanas de vida. Observa-se que não houve diferença entre os grupos 

estudados. Em PN16s o coração da prole DHL apresentou uma maior massa relativa (Figura 

10) assim como o rim esquerdo dos machos PN8s em relação aos respectivos controles 

(Figura 11). O comprimento relativo do intestino delgado foi maior nos machos PN8s da 

prole DHL, porém o intestino grosso não apresentou qualquer diferença de tamanho entre os 

grupos CTL e DHL. (Figura 12 e 13). 

 

Figura 9. Peso relativo do fígado em machos PN8s e PN16s (A e B respectivamente). Os 

resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n= 7 DHL n=5). Teste t de Student. 

 

Figura 10. Peso relativo do coração em machos PN8s e PN16s (A e B respectivamente). Os 

resultados estão expressos como média ± DPM (CTL n=7 DHL n=5) Teste t de Student. * 

p<0,05. 
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Figura 11. Massa relativa (por 100g massa corporal) dos rins direito e esquerdo em machos 

PN8s e PN16s (A e B respectivamente). Os resultados estão expressos como média ± DPM 

(CTL n= 7 DHL n=5) Teste t  de Student * p<0,05. 

 

Figura 12. Comprimento relativo (cm/100g massa corporal) do intestino delgado em machos 

PN8s e PN16s. (A e B respectivamente). Os resultados estão expressos como média ± DPM 

(CTL n= 7 DHL n=5). Teste t de Student * p<0,05. 
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Figura 13. Comprimento relativo (cm/100g massa corporal) do intestino grosso em machos 

PN8s e PN16s. (A e B respectivamente). Os resultados estão expressos como média ± DPM 

(CTL n= 7 DHL n=5). Teste t de Student.  

 

 

 A figura 14 mostra a expressão de SR-BI na placenta de ratas no 17º dia de 

gestação. Não houve diferença significativa entre os grupos CTL x DHL. Esta observação foi 

também confirmada por imunoistoquímica. Verificamos que  SR-BI está localizado nas 

células endoteliais do labirinto da placenta, nas células da zona juncional e nas células 

trofoblásticas gigantes (Figura 15). A localização de ABCA1, por imunoistoquímica, observa-

se principalmente nas células gigantes e na zona juncional, com pouca marcação nas células 

do labirinto. Em animais DHL observamos aumento na expressão deste receptor nas células 

trofoblásticas do labirinto e não nas endoteliais. Observamos ainda redução na imuno-

localização de ABCA1 nas células trofoblásticas gigante (Figura 16).  
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Figura 14. Expressão da proteína SR-BI (%) na placenta de ratas no 17º dia de gestação. Os 

resultados estão expressos como média ± DPM. (n=8) Test t de Student. 
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Figura 15. Imuno-localização de SR-BI na placenta de ratas E17. A-C) Grupo CTL. D-F) 

Grupo DHL. Em A e D temos uma visão do lado materno (LM) e do lado fetal (LF). Em B e E 

observamos as células trofoblásticas gigante (G). Em C e F temos a região do labirinto. 

Repare que este receptor ocorre nas células endoteliais delimitando o percurso vascular. V: 

vaso; L: labirinto. Aumento 100x A e D e 400x B, C, E e F.  

 

 

 

 



114 

 

Figura 16. Imuno-localização de ABCA1 na placenta de ratas E17. A-C) Grupo controle. D-F) 

Grupo dieta. Em A e D temos uma visão do lado materno (LM) e do lado fetal (LF). Observe 

que a imunomarcação é mais forte em D. Em B e E observamos que a marcação é menor 

nas células trofoblásticas gigante (G) dos animais DHL. Em C e F temos a região do labirinto. 

Repare que o padrão de localização deste receptor é diferente daquele observado para SR-

BI e a marcação é maior em animais DHL. V: vaso; L: labirinto. Aumento 100x A e D e 400x 

B, C, E e F.  

 

Embora o epitélio do intestino ainda estivesse em desenvolvimento (com limitada 

capacidade absortiva nessa idade), pode-se obsevar já nessa idade, a presença dos 

receptores SR-BI e ABCA1. A ingestão materna de dieta hiperlipídica causou redução de 

21,33% na expressão de SR-BI, embora não significativa (Figura 17). A análise por 

imunoistoquímica mostra a localização deste receptor nos enterócitos, em células presentes 

na porção que originará a lâmina própria, a submucosa e na muscular externa (Figuras 18 A, 

C e E). Nos animais do grupo DHL observamos redução na expressão e alteração na 

localização dos receptores nos enterócitos. Assim, no controle ele se apresenta disperso em 

todo o citosol dos enterócitos bem como na membrana e nos animais HDL está restrito às 

membranas basolaterais e, mais concentrado, nas microvilosidades apicais (Figuras 18 C e 

D). Quanto ao receptor ABCA1 sua expressão intestinal foi reduzida, embora a diferença não 

tenha significancia estatistica, em 49% (Figura 19). Pela imuno-localização observamos que 
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em ambos os grupos este receptor se localiza nas microvilosidades apicais dos enterócitos, 

em células da submucosa e na muscular externa (Figura 20). A expressão deste receptor foi 

diminuida em todas camadas intestinais no grupo HDL.  

 

 

Figura 17. Expressão da proteína SR-BI (%) no intestino de ratos E17.  Os resultados estão 

expressos como média ± DPM. (n=4) Teste t de Student. 
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Figura 18. Imuno-localização de SR-BI no intestino delgado de ratos E17. A e B) CTL e DHL 

respectivamente. Em C detalhe da localização deste receptor nas camadas intestinais em 

animais CTL. Observe a localização na membrana e citosol das células que originarão os 

epitélios (E) de revestimento  e glandular. Em algumas células presentes na porção que 

originará a lâmina própria (LP) e a submucosa (S) observamos localização deste receptor, 

bem como na camada muscular externa (M) .Em D, observe que SR-BI localiza-se apenas 

na membrana das células epiteliais em animais DHL. E) Detalhe daformação das vilosidades 

em CTL. F) controle negativo. Aumento 400x A, B,  E e F e 1000x C e D. 
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Figura 19 . Expressão da proteína ABCA1 (%) no intestino delgado de ratos com 17 dias de 

vida fetal.  Os resultados estão expressos como média ± DPM. (n=3) Teste t de Student. 
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Figura 20. Imuno-localização de ABCA1 no intestino delgado de ratos E17. A e B) CTL e 

DHL respectivamente. Observe que a marcação é bem mais fraca em todas as camadas nos 

animais DHL. Em C detalhe da localização deste receptor nas camadas intestinais em 

animais CTL. Observe a forte localização na membrana apical das células que originarão os 

epitélios (E) de revestimento  e glandular. Em algumas células presentes na porção que 

originará a lâmina própria (LP) e a submucosa (S) observamos localização deste receptor, 

bem como grande concentração na camada muscular externa (M) .Em D, observe a redução 

na marcação em DHL.  E) Detalhe da formação das vilosidades em CTL. F) controle 

negativo. Aumento 400x A, B,  E e F e 1000x C e D. 
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 A expressão de SR-BI parece ser maior no duodeno e jejuno nos animais com 12 

dias de vida, tanto nos enterócitos quanto na lâmina própria, quando comparado a prole de 8 

e 16 semanas pós-natal em ambos os grupos CTL ou DHL. A expressão deste receptor é 

maior em animais DHL com 12 dias (Figura 21). A avaliação de SR-BI nos demais tempos de 

vida não revelou modificações em sua expressão. O SR-BI foi principalmente localizado na 

região apical do enterócito, nas microvilosidades, e marcação moderada no citoplasma. As 

criptas intestinais também mostraram marcação positiva para SR-BI (Figura 21 e 22). No íleo 

diferentemente das outras duas porções do intestino delgado, há discreta localização de SR-

BI, predominando na região intracelular com pouca ou nenhuma marcação na região apical 

do enterócito (Figura 23). 

 Na Figura 24 observa-se que diferentemente de SR-BI a marcação de ABCA1 no 

duodeno ocorre predominantemente nas células caliciformes. Esta localização parece estar 

restrita às vesículas de reserva lipídica (musinogênio) destas células e, nos animais DHL 

com PN8s, a expressão nestas células é menor do que a observada no controle (Figura 24 

A-D). Observamos redução evidente na expressão de ABCA1 nas glândulas mucosas de 

Brünner presentes na submucosa (Figura 24 A e B). Esta proteína foi também observada em 

células do tecido conjuntivo e no endotélio de vasos na lâmina própria e na submucosa, e a 

expressão foi maior nos animais do grupo DHL (Figura 24 A-D). Também observamos 

marcação intensa na região do plexo mioentérico (Auerbach) e na muscular externa. 

 Nos animais de 16 semanas observamos aumento na expressão desta proteína 

nas glândulas de Brünner paralelamente à redução no tecido conjuntivo da submucosa e na 

muscular externa dos animais DHL (Figura 24 E-F). 

 No jejuno a expressão de ABCA1 é muito mais intensa que a observada no 

duodeno (Figura 25). A localização deste receptor também é diferente no jejuno ocorrendo 

tanto em células caliciformes quanto nos enterócitos. Também na lâmina própria, em células 

endoteliais, na submucosa e na muscular externa sua expressão é maior que a observada no 

duodeno. A comparação entre os grupos não revelou diferenças no padrão de expressão 

(Figura 25). 

 No íleo a localização do receptor ABCA1 em animais de 8 semanas é similar à 

observada no duodeno, isto é, preferencialmente nas células caliciformes (Figura 26 A e B). 

A expressão deste receptor é maior nos animais DHL de PN8s tanto nas caliciformes quanto 



120 

 

na lâmina própria. Com 16 semanas de vida não foi observada diferença entre os grupos 

(Figura 26 C e D). 
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Figura 21. Imuno-localização de SR-BI no duodeno de machos PN12d (A e B), PN8s (C e D) 

e PN16s (E e F). Grupo controle. (A,C, E, e G) Grupo dieta (B, D eF). H) Controle negativo. 

G) Detalhe das glândulas de Brünner. En. Enterócitos; LP. Lâmina própria; S. Submucosa; 

M. Camada muscular externa; Seta. Célula caliciforme.  Aumento 400x. 
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Figura 22. Imuno-localização de SR-BI no jejuno de machos PN12d (A e B), PN8s (C e D) e 

PN16s (E e F). Grupo controle. (A,C, E, e G) Grupo dieta (B, D eF). H) Controle Negativo. G) 

Detalhe da região glandular. En. Enterócitos; LP. Lâmina própria; S. Submucosa; M. Camada 

muscular externa; Seta preta. Célula caliciforme; Seta preta (bold). Plexo Mioentérico.  

Aumento 400x. 

 



123 

 

 

Figura 23. Imuno-localização de SR-BI no íleo de machos  PN8s (A e B) e PN16s (C e D). E 

e F região glandular. Grupo controle (A, C, e E) Grupo dieta (B, D e F). En. Enterócitos; LP. 

Lâmina própria; S. Submucosa; M. Camada muscular externa; Seta preta. Célula caliciforme; 

Seta preta (bold). Plexo Mioentérico; Seta azul. Endotélio vascular.  Aumento 400x. 
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Figura 24. Imuno-localização de ABCA1 no duodeno de machos PN8s (A, B, C e D) e 

PN16s (E, F, G, e H). A, C, E, e G) Grupo controle. B, D, F e H) Grupo dieta. En. Enterócitos; 

LP. Lâmina própria; S. Submucosa; M. Camada muscular externa; Seta preta. Célula 

caliciforme; Seta preta (bold). Plexo Mioentérico.  Aumento 400x. 
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Figura 25. Imuno-localização de ABCA1 no jejuno.  (A e B) PN12d. (C e D) PN8s. (E e F) 

PN16s. (A, C, E e G) Grupo controle. B, D, F) Grupo dieta. H) Controle negativo. G) Detalhe 

da camada muscular.  En. Enterócitos; LP. Lâmina própria; S. Submucosa; M. Camada 

muscular externa; Seta preta. Célula caliciforme; Seta preta (bold). Plexo Mioentérico; Seta 

azul. Endotélio vascular.  Aumento 400x. 
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Figura 26. Imuno-localização de ABCA1 no íleo de machos PN8s (A e B) e PN16s (C e D). 

Grupo controle. (A e E) Grupo dieta (B e D) . E) Detalhe de uma placa de Peyer. F) Controle 

Negativo. En. Enterócitos; LP. Lâmina própria; S. Submucosa; M. Camada muscular externa; 

Seta preta. Célula caliciforme.  Aumento 400x. 
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 No fígado a técnica de western blot não revelou diferença na expressão de SR-BI 

em animais  E17 quando comparados os grupos CTL e DHL (Figura 27). Este receptor foi 

localizado na membrana dos hepatócitos em desenvolvimento (Figura 29 A e B). Sua 

expressão aumenta significativamente com 12 dias de vida (Figuras 27 e 29 C e D) porém, 

embora não significativo, é 7,7% menor em DHL comparativamente ao controle. Com 16 

semanas de vida a expressão de SR-BI diminui comparativamente a observada com 12 dias 

e localiza-se, quase que exclusivamente, na membrana dos hepatócitos nas faces voltadas 

para os sinusóides (Figura 29 E-H). 

Quanto aos receptores ABCA1 observamos diminuição de 15,35%, embora não 

significativa, na sua expressão com E17 pela técnica de westwern blot e na imunoistoquímica 

a expressão também foi menor no grupo DHL (Figuras 28 e 30 A e B). Com 12 dias de vida 

a expressão é maior que a observada com E17 sendo este aumento maior e significativo nos 

animais DHL (Figuras 28 e 30 C e D). A expressão de ABCA1 foi 36% maior no grupo DHL 

com PN12d comparativamente ao controle. 

Embora a técnica de western blot tenha demonstrado redução significativa na 

expressão deste receptor com 8 e 16 semanas, comparativamente aos períodos anteriores 

(Figura 28), pela imunoistoquímica esta redução não foi evidente (Figura 30 E-H). 

Figura 27. Expressão da proteína SR-BI (%) no fígado de machos E17, PN12d, PN8s e 

PN16s. Os resultados estão expressos como média ± DPM. (n=3-4). ANOVA post-hoc 

Bonferroni  acbdef = P<0,05. 
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Figura 28. Expressão da proteína ABCA1 (%) no fígado de machos E17, PN12d, PN8s e 

PN16s. Os resultados estão expressos como média ± DPM. (n=3-4). ANOVA post-hoc 

Bonferroni  acbdef = P<0,05. 
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Figura 29. Imuno-localização de SR-BI no fígado de machos E17 (A e B), PN12d (C e D), 

PN8s (E e F) e PN16s (G e H). (A, C, E e G) Grupo controle. (B, D, F e H) Grupo Dieta. .  

Aumento 400x. 
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Figura 30. Imuno-localização de ABCA1 no fígado de machos E17 (A e B), PN12d (C e D), 

PN8s (E e F) e PN16s (G e H). (A, C, E e G) Grupo controle. (B, D, F e H) Grupo Dieta. 

Aumento 400x.  
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A Figura 31 mostra a expressão renal de SR-BI em E17, PN12d, PN8s e PN16S . 

Pode-se observar a presença desse receptor já na vida fetal persistindo durante toda a vida 

dos animais estudados. Nos animais PN12d a expressão é maior. O estudo 

imunoistoquímico revelou que em E17 este receptor é expresso nas células epiteliais em 

diferentes estágios da nefrogênese bem como nas células mesenquimais (Figura 32 A e B). 

Parece haver aumento na expressão deste receptor em animais DHL. No PN12d a 

expressão de SR-BI  é maior quando comparada a observada em E17 ocorrendo em todos 

os segmentos tubulares e nos glomérulos. A expressão é mais intensa em segmentos pós-

proximais (Figura 32 C e D). Embora a técnica de Western demonstre redução não 

significativa de 15% na expressão deste receptor em animais PN12d isso não foi evidente na 

imunoistoquímica (Figuras 31 e 32 C e D). Com 8 semanas de vida os rins dos animais 

controle apresentam maior expressão deste receptor que se localiza nos segmentos 

tubulares pós-proximais, nos animais DHL, ocorre aumento de 35% na expressão deste 

receptor. Este aumento foi observado em segmentos proximais e nos tufos de capilares 

glomerulares (Figuras 31 e 32 E e F). Este aumento foi mais pronunciado em animais de 16 

semanas de vida sendo sua expressão 85,8% maior no grupo DHL comparativamente ao 

controle (Figuras 31 e 32 G e H). 

Figura 31. Expressão da proteína SR-BI (%) no rim  da prole de machos E17, PN12d, PN8s 

e PN16s. Os resultados estão expressos como média ± DPM. (n=3) ANOVA post-hoc 

Bonferroni . 
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Figura 32. Imuno-localização de SR-BI  no rim de machos E17 (A e B), PN12d (C e D), PN8s 

(E e F) e PN16s (G e H). A, C, E e G) Grupo controle. B, D, F e H) Grupo Dieta. E: epitélios 

do néfron em desenvolvimento; M: mesênquima metanefrogênico; Seta: segmentos  pós-

proximais; asterisco: segmentos proximais; g: glomérulo. Aumento 400x.  
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A expressão de ABCA1 no rim em desenvolvimento dos animais E17 foi, embora não 

significativa, 26,84% menor nos animais DHL (Figura 33). Pela imunoistoquímica 

observamos intensa marcação nas células mesenquimais e, nos animais DHL, aumento 

tanto nestas células quanto nos nefrons em desenvolvimento (Figura 36 A-B). com 12 dias 

de vida a expressão deste receptor é mais intensa nos segmentos pós proximais dos animais 

controle  e no grupo DHL observamos aumento de 14,7 % (não significativo) na expressão de 

ABCA1 estando também os segmentos proximais intensamente marcados (Figuras 33 e 36 

C e D). Com 8 semanas de vida a expressão de ABCA1 é menor que a observada com 12 

dias estando presente nos segmentos pós proximais, no epitélio parietal da capsula de 

Bowman e em células glomerulares (Figuras 33 e 36 C-F). Não observamos diferenças entre 

os grupos DHL e CTL. Já nos animais de 16 semanas observamos aumento de 94,28% na 

expressão de ABCA1 nos animais DHL pela técnica de Western blot (Figura 35). A 

imunoistoquimica confirmou este aumento e este receptor foi expresso predominantemente 

nas células dos segmentos pós proximais e também nos proximais e nos tufos de capilares 

glomerulares (Figura 36 G e H). 

Figura 33. Expressão da proteína ABCA1 (%) no rim de machos E17, PN12d, PN8s e 

PN16s. Os resultados estão expressos como média ± DPM. (n=3-4) ANOVA post-hoc 

Bonferroni. 
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Figura 34. Expressão da proteína ABCA1 (%) no rim de machos PN8s . Os resultados estão 

expressos como média ± DPM. (n=4) Teste t de Student. 

Figura 35. Expressão da proteína ABCA1 (%) no rim da prole machos PN16S. Os resultados 

estão expressos como média ± DPM. (n=4) Teste t de Student. 
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Figura 36. Imuno-localização de ABCA1 no rim de machos E17 (A e B), PN12d (C e D), 

PN8s (E e F) e PN16s (G e H). A, C, E e G) Grupo controle. B, D, F e H) Grupo Dieta. E: 

epitélios do néfron em desenvolvimento; M: mesênquima metanefrogênico; Seta: segmentos 

pós-proximais; asterisco: segmentos proximais; g: glomérulo.Aumento 400x. 
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3.5. DISCUSSÃO 

 

O baixo peso ao nascer tem sido considerado fator preditivo importante capaz de 

fornecer informações sobre possíveis alterações ocorridas durante o desenvolvimento fetal e 

sua repercussão fenotípica futura, principalmente quando a mãe é submetida a situações de 

estresse nutricional. Em uma série de trabalhos epidemiológicos realizados por Barker e 

colaboradores (1985; 1995) foi demonstrada uma intima relação entre o baixo peso ao 

nascer e riscos de desenvolvimento de doenças cardiovasculares durante a fase a adulta, 

sendo estas em consequência de uma alimentação materna desequilibrada. 

Tem sido descritas diferentes respostas em modelos experimentais com murinos, 

frente ao consumo materno de dieta hiperlipídica durante períodos críticos do 

desenvolvimento fetal. Enquanto alguns trabalhos demonstraram não haver diferenças 

ponderais significativas ao nascer (JONES et al., 2009; FÉRÉZOU-VIALA et al., 2007), 

outros, de maneira oposta apresentam elevação (HOWIE, et al., 2008), ou decréscimo da 

massa corporal da prole de ratas submetidas a dieta hiperlipídicas (KHAN, 2007). Essa 

diferença encontrada na literatura deve-se ao fato de terem sido seguidos diferentes 

protocolos nos estudos realizados. Estas diferenças estão relacionadas ao tipo de lipídio e 

quantidade destes nas diferentes dietas usadas, o tempo de exposição a dieta, bem como as 

diferentes linhagens de animais utilizadas nestes estudos.  

Dentre os fatores que têm justificado as diferenças ponderais encontradas após o 

nascimento tem sido atribuído, principalmente, ao desenvolvimento de diabetes gestacional e 

consequentemente, a maior oferta de glicose aos fetos uma parcela importante de 

responsabilidade. Adicionalmente, a secreção de insulina, por si só um dos principais fatores 

de crescimento durante o desenvolvimento fetal, no modelo experimental utilizado neste 

estudo, apresenta-se menor, e desta forma a exposição da prole destas mães a menor 

secreção insulínica, pode comprometer o crescimento fetal desde os primeiros dias da 

gestação. Durante o processo de desenvolvimento fetal, efetivamente, a placenta dessas 

fêmeas também apresentou alterações demonstrada pelo menor crescimento e peso. Liang e 

colaboradores (2010) demonstraram que a dieta hiperlipídica altera o metabolismo glicídico 

da placenta bem como eleva o seu estresse oxidativo. Autores também encontraram um 
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significativo retarde no desenvolvimento da vascularização da placenta (HAYES, 2012) e 

aumento na expressão de citocinas e mediadores inflamatórios (RADAELLI et al., 2003). 

Alterações placentárias e secreção de insulina, além do próprio estado nutricional materno, 

podem ter contribuído para um desenvolvimento alterado nesses filhotes levando a um baixo 

peso ao nascimento. 

Com o passar da idade, a prole DHL continua a apresentar um menor crescimento 

ponderal em relação a CTL até a 8ª semana de vida, é como se a deficiência ocorrida ainda 

no período intrauterino se mantivesse persistente, efeito diferente do observado em outros 

modelos de estresse nutricional, tal como a restrição proteica, quando já na primeira semana 

pós-natal ocorre recuperação praticamente total do crescimento da prole, fenômeno este 

conhecido como catch up growth. Também, durante o desenvolvimento embrionário e o 

período pós-natal, esta prole pode apresentar um maior gasto de energia como tem sido 

demonstrado em fêmeas resistentes à obesidade (FÉRÉZOU-VIALA et al., 2007; JACKMAN 

et al., 2010). Nestes casos, a prole parece ser protegida de um ganho excessivo de peso 

devido a mudanças na organização neuronal central, bem como na expressão de proteínas 

relacionadas com à termogênese como a UCP-2 e receptores de adiponectina no fígado 

(COUVREUR et al., 2011), sendo esta última relacionada com a regulação da produção de 

glicose hepática e ao catabolismo de ácidos graxos. Têm sido também demonstrada 

modificações na expressão de genes relacionados ao metabolismo de lipídeos no fígado 

(SHANKAR ET AL, 2010). 

Catalano e Ehrenberg (2006) observaram uma hiperfagia na prole das ratas obesas, e 

preferência nestas por comidas gordurosas. No presente trabalho não foi observado a 

qualquer momento, alterações na ingestão de ração. Muitos trabalhos tem associado essa 

hiperfagia com modificações na sinalização da leptina em centros reguladores da fome a 

partir do núcleo arqueado do hipotálamo, uma vez que esse hormônio é um dos reguladores 

do apetite. White e colaboradores (2009) sugeriram que a hiperleptinemia na prole de ratas 

submetidas à dieta hiperlipídica é decorrente da obesidade e não é efeito da dieta per se. 

A prole DHL ingeriu mais água após o desmame até a 5ª semana vida, não havendo 

diferença após esse período. Esse fato pode estar relacionado ao leite materno produzido 

por essas fêmeas que, não sendo suficiente para suprir as necessidades hídricas desses 

animais, leva a um consumo maior de água, mesmo após o desmame. Não podemos afastar 

alterações do sistema nervoso central relacionados à resposta a vasopressina ou aos efeitos 



140 

 

centrais e periféricos do sistema renina-angiotensina. Somente na 7ª semana de vida o 

equilíbrio foi restabelecido (Figura 6).  

Uma das principais alterações observadas em modelos de programação fetal, seja por 

restrição proteica ou por dieta hiperlipídica, é o desenvolvimento de resistência à insulina e 

progressão para o desenvolvimento de diabetes tipo 2. Uma das possíveis explicações é que 

a gliconeogênese ocorre a uma taxa muito lenta durante a gestação, de tal forma que 

adaptativamente, o feto utilize glicose fornecida pela mãe, assim a ativação prematura dessa 

via com aumento na produção de glicose pode predispor a prole ao desenvolvimento de 

hiperglicemia inicialmente seguida de resistência periférica à insulina. Esta situação pode ser 

agravada pelo retorno da prole, no período pós-natal (precisamente pós-lactação) a uma 

dieta com um percentual maior de carboidratos. Também foi observado um aumento na 

expressão de genes hepáticos relacionados à produção de glicose (STRAKOVSKY et al., 

2011). Uma vez que as mães submetidas a dieta hiperlipídica, apresentam uma menor 

secreção de insulina, pode ser que o pâncreas da prole sujeitas a elevada concentração 

glicídica passem a secretar precocemente, alta concentração de insulina evoluindo para 

fadiga deste órgão com o passar do tempo e/ou, downregulation dos receptores periféricos 

para este peptídeo. Como mostrado na Figura 7, na 8º semana de vida, a prole DHL 

apresenta tendência a menor captação periférica de glicose com uma maior secreção de 

insulina, sugerindo um estado de resistência periférica, embora a glicemia basal não 

apresente alterações significativas, a homeostasia desta pode estar sendo mantida 

provavelmente a custo de uma secreção aumentada de insulina. Com o passar da idade, 

ambos os grupos aumentaram a secreção de insulina, demonstrando que a própria idade em 

si poder ser um fator que predispõe a resistência à insulina. Em PN16s não foram 

encontradas diferenças na resposta ao GTT, embora os níveis de secreção de insulina ainda 

continuem elevado. No grupo CTL o aumento de secreção de insulina em PN16s em relação 

a PN8s foi maior quando comparado com o grupo DHL sugerindo já uma toxicidade ou 

disfunção pancreática nestes animais. 

Os níveis plasmáticos de triglicérides nos animais filhos de mães DHL em PN16S 

estão aumentados em relação ao controle. Se levarmos em consideração a hipótese de que 

esses animais utilizam preferencial e adaptativamente, lipídeos como fonte de energia, esta 

elevação pode sugerir uma maior mobilização no suprimento da demanda metabólica. Deve-

se ressaltar também que devido ao estado de resistência à insulina, onde há uma menor 
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captação de glicose pelas células, a liberação de ácidos graxos na corrente sanguínea se faz 

necessária a fim de suprir o animal com o aporte de energia necessária para o 

funcionamento de órgãos e tecidos. De fato, é comum indivíduos com resistência à insulina 

apresentarem hipertrigliceridemia (HAYASHI et al., 2011). Em relação aos níveis séricos de 

colesterol e HDL-colesterol não se observou diferenças entre os grupos estudados, o que 

chama a atenção nos resultados é o fato de que tanto os níveis de triglicérides como 

colesterol mudarem conforme a idade independente do tratamento recebido pelas mães. 

Pode-se observar que em geral os níveis destes estão aumentados em PN12d ao comparar 

essa idade com a idade adulta, deve-se considerar neste caso um grande e transitório aporte 

de lipídeos à prole DHL pelo leite materno rico em gorduras nesta fase. Deve-se considerar 

também que, os animais PN12d estão em fase de rápido crescimento com grande 

proliferação celular, então a mobilização de nutrientes bem como de colesterol para o 

crescimento celular nesses animais pode ser bem maior. Em PN8s esses níveis tendem a 

diminuir uma vez que o animal já entra na fase adulta e as demandas energéticas caem 

proporcionalmente à idade, nesse ponto a estocagem de energia passa a predominar sobre  

o consumo com crescimento. Porém, em PN16s os níveis voltam a subir, principalmente de 

colesterol, uma vez que com o passar da idade níveis hormonais diminuem, assim como o 

metabolismo. A diminuição de hormônios que diminuem a concentração plasmática de 

lipídeos, associados a menor utilização de colesterol como substrato para hormônios 

esteroidogênicos, podem ser fatores preponderantes que interferem em um maior acúmulo 

de lipídeos sanguíneos nesta fase da vida.  

Os mecanismos pelos quais ocorre o transporte de colesterol da mãe para o feto 

através da placenta ainda não está completamente elucidado, embora a síntese endógena 

de colesterol fetal possa suprir as necessidades para o desenvolvimento. Uma série de 

trabalhos têm mostrado a presença de receptores de colesterol na placenta, não somente 

pelo fato dela ser um órgão esteroidogênico, mas que também contribuem para o transporte 

lipídico transplacentário para os filhotes. Um exemplo da existência destes transportadores 

pode ser avaliado pela síndrome de Smith-Lemli-Opitz, na qual o feto é incapaz de sintetizar 

colesterol, resultando em uma série de deformações fetais, onde a elevação da expressão 

placentária de ABCA1, compensatoriamente, tenta aumentar o transporte do colesterol 

(LINDEGAARD et al., 2008). As concentrações plasmáticas de colesterol materno também 

podem influenciar os níveis de lipídeos fetais em hamsters (MCCONIHAY et al., 2001). As 
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Figuras 15 e 16 mostraram a localização de SR-BI e ABCA1 na placenta, pode se observar 

que enquanto a ABCA1 se encontra mais localizada no lado materno, o SR-BI concentra-se 

principalmente no lado fetal. Até então os mecanismos propostos para o transporte de 

colesterol através da placenta são aqueles que envolvem a conjugação à lipoproteínas ou a 

apolipoproteínas ou captação destes por receptores como SR-BI ou ABCA1 em placenta 

humana (WOOLLETT, 2005). Schmid e colaboradores (2003) observaram que o colesterol 

movimenta-se através da placenta saindo pela circulação materna, no lado apical, para a 

circulação fetal, no lado basolateral. Mesmo que os receptores ABCA1 e SR-BI possam 

sofrer a influência de uma dieta hiperlipídica em outros órgãos tais como fígado e intestino, a 

placenta parece não mostrar alterações significativas (Figura 14). Além disso, em humanos, 

a diminuição de receptores de LDL ocorre na placenta de mulheres hipercolesterolêmicas, 

mas não há alteração de SR-BI (ETHIER-CHIASSON et al., 2007). 

No 17º dia de vida intrauterina de roedores, o intestino ainda não está completamente 

formado, embora o epitélio intestinal já mostre-se bastante organizado. As vilosidades estão 

começando a se formar nesse período, o que ocorrerá de forma bem rápida, uma vez que o 

intestino terá que estar completamente formado até o nascimento, quando o filhote passa a 

se alimentar do leite materno. Nas figuras 18 e 20 podemos observar que o intestino já 

passa a expressar tanto ABCA1, presente principalmente no ápice das vilosidades em 

formação, enquanto SR-BI está mais disperso nas células da vilosidade sem alterações entre 

filhos de mãe CTL ou DHL. 

Em PN12d, PN8s e PN16s o intestino já está completamente formado, nota-se através 

das Figuras 21, 22 e 23 que a dieta hiperlipídica materna não alterou a expressão de SR-BI 

nas três porções do intestino delgado da prole, sugerindo que não há uma adaptação destes 

receptores no sentido de captar mais ou menos lipídios causado pela dieta hiperlipídica e 

supostamente pela programação fetal. Independentemente do tipo dieta ingerida, observa-se 

que o padrão de expressão de SR-BI muda conforme o segmento intestinal, onde há uma 

maior expressão nas porções proximais diminuindo progressivamente até alcançar o íleo, 

fato já observado por Hui e colaboradores (2008). Também pode-se notar que no íleo o SR-

BI parece não realizar a função de captação de lipídios, uma vez que sua expressão na 

borda em escova não está evidente como no duodeno e no jejuno. Assim, neste segmento, o 

SR-BI parece estar mais envolvido em processos regulatórios da síntese lipoproteica, pois 

ele é capaz de se translocar para o meio intracelular e regular a produção de lipoproteínas 
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tais como o quilomícron (HAYASHI et al., 2011). 

A expressão de ABCA1 também mostrou significativas mudanças no seu padrão de 

expressão ao longo do intestino delgado (Figuras 24, 25 e 26), mostrando-se pouco 

expressa no duodeno e aumentando sua expressão progressivamente até o íleo. Porém, de 

forma semelhante à expressão de SR-BI, não foram observadas diferenças significativas 

entre os grupos CTL e DHL, e entre as idades estudadas. No intestino a ABCA1 tem como 

principal função o efluxo de colesterol do enterócito para apolipoproteínas como a ApoA1, 

participando assim na processo da formação da HDL-nascente. Esse mecanismo é 

responsável pela produção de cerca de 30% da HDL circulante. O íleo parece ser o principal 

segmento do intestino delgado a contribuir com a formação de HDL (MULLIGAN et al., 2003; 

BRUNHAM et al., 2006). Embora em alguns pontos a ABCA1 mostre-se localizada na 

membrana apical do enterócitos, e trabalhos mais antigos propõem que a ABCA1 possa 

contribuir para o efluxo do excesso de colesterol do enterócito para o lúmen intestinal, devido 

sua localização na membrana plasmática (REPA et al., 2000; NEUFELD et al., 2001), estes 

achados necessitam ser confirmados. 

No fígado, tanto o SR-BI quanto ABCA1 mostraram ser menos expressos com o 

passar da idade (Figuras 27 e 28), independentemente da dieta materna. Essa queda ao 

longo da vida pode ser bastante prejudicial, uma vez que os dois transportadores são 

responsáveis pela captação do excesso de colesterol plasmático. Particularmente ABCA1 por 

participar do processo de formação de HDL a diminuição deste transportador pode causar o 

acúmulo de colesterol nos tecidos periféricos, com elevação do risco aparecimento de 

doenças cardiovasculares. De fato parece que a idade em si é um fator que deve ser levado 

em consideração no que se diz respeito a expressão desses receptores e consequente 

aumento nos níveis de colesterol plasmático. Na Figura 29 podemos observar que o SR-BI 

está expresso na membrana lateral do hepatócito, em contato com partículas de HDL madura 

presentes nos capilares sinusoidais. Já a expressão de ABCA1 está localizada dispersa no 

citoplasma, demonstrando que essa trafega entre os meios intra- e extracelular 

transportando lipídios, principalmente fosfolipídios e colesterol, para lipoproteínas (Figura 

30), confirmando prévios estudos (NEUFELD et al., 2001; NEUFELD et al., 2004; BOADU & 

FRANCIS, 2006). 

Nos rins o SR-BI já começa a ser expresso em E17 até a fase adulta, localiza-se 

principalmente nos túbulos distais, proximais e algumas célula do glomérulo. Pela 
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imunoistoquímica parece não haver diferenças entres os grupos estudados, porém com o 

passar do tempo, observa-se uma maior expressão em E17 e PN12d, provavelmente pelo 

fato desses animais estarem em desenvolvimento e necessitarem de uma maior quantidade 

de colesterol e lipídeos estruturais para a proliferação e crescimento celulares (Figura 32). 

Já a ABCA1 mostrou-se alterada nos machos PN12s e PN16S nos filhos de mãe DHL 

(Figura 36).  

A função desses dois receptores no rim, ainda não está completamente entendida, em 

ratos que apresentam glomerulonefrite o acúmulo de colesterol parece ser causado por 

aumento na expressão de HMG-Coa redutase, aumentando a síntese de colesterol (ZAGER 

et al., 2001). Nestas circunstancias, há uma elevação da permseletividade das membranas 

glomerulares com aumento da filtração de colesterol livre e esterificado ligados lipoproteínas, 

que simultaneamente promove uma elevação da captação tubular de lipídeos via receptores 

scavenger como SR-BI, CD36 e SRA. Além da diminuição da expressão de ABCA1 

reduzindo o efluxo de colesterol (KIM et al., 2009; JOHNSON et al., 2002) e aumento na 

expressão de fatores de regulação de síntese triglicérides e colesterol como SREBP-1 e 2 

(JIANG et al., 2005; WANG et al., 2005). Enquanto que o SR-BI parece ser responsável pela 

captação do colesterol vindo de lipoproteínas para as células renais, o ABCA1 tem um papel 

importante no efluxo deste para as lipoproteínas impedindo assim, o acúmulo de colesterol 

nessas células, evitando os danos causados pelo excesso de lipídios depositado e, 

consequentemente pela degeneração lipoídica renal. Assim, na prole de animais DHL, a 

elevada expressão de ABCA1 renal pode evita o acúmulo de colesterol nas células renais, 

atuando como mecanismo protetor da programação fetal, aumentando o efluxo do colesterol, 

e consequentemente evitando possíveis em células tubulares renais. 
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3.5. CONCLUSÃO  

 

 

A dieta hiperlipídica pode predispor a prole de machos a um menor ganho de peso, e 

ao desenvolvimento alterações metabólica como hiperinsulinemia e hipertrigliceridemia. 

 

A idade é um fator relevante na expressão de transportadores de colesterol SR-BI e 

ABCA1 no fígado e no rim, podendo levar deposição anormal de lipídeos nos tecidos 

periféricos e alterar o metabolismo glicídico e lipoproteico, independente da dieta materna. 

 

Aumenta a expressão de ABCA1  no rim da prole: 

 

- para evitar o acúmulo de lipídeos nas células tubulares renais, sendo este um 

mecanismo protetor desenvolvido pela programação fetal ou: 

 

- uma resposta ao aumento da expressão de SR-BI, sendo este um mecanismo 

de compensação para realizar o efluxo do excesso de colesterol, sinalizando 

uma possível alteração morfofisiológica nos rins. 
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4. DISCUSSÃO GERAL 

 

 A alimentação materna durante períodos críticos de desenvolvimento da 

prole, como a gestação e a lactação, tem sido alvo de muitos estudos. Tem se 

observado que existe uma grande relação entre o estado nutricional materno e o 

surgimento de alterações metabólicas na prole, principalmente durante a vida 

adulta (BARKER, 1995). Os nutrientes fornecidos pela mãe podem modular a 

expressão de determinados genes na prole, alterando seu fenótipo para se 

adequar aos estímulos impostos pelo meio. No entanto, após o nascimento se a 

prole encontra um ambiente diferente ao qual foi “programado” a sobreviver, seu 

metabolismo pode responder de maneira inadequada, levando ao aparecimento 

de disfunções metabólicas, principalmente cardiovasculares (WEST-

EBERHARD, 1989; BARKER, 1995). 

  Já é bastante conhecido na literatura os efeitos de uma dieta 

hiperlipídica sobre o metabolismo em geral, como por exemplo, alterações na 

massa corporal, comprometimento do pâncreas e secreção de insulina, levando 

ao desenvolvimento de diabetes, elevações nos níveis de lipídios no sangue, 

dentre outros dieta (BUETTNER et al., 2007). Quando esse excesso de lipídios 

na dieta ocorre durante a gestação, o feto e a placenta também podem sofrer 

alterações em seu metabolismo, prejudicando o desenvolvimento deste. 

 O presente trabalho mostrou que o consumo crônico de um dieta 

desequilibrada com excesso de calorias e  lipídios provenientes principalmente 

de gordura saturada, podem causar problemas fisiológicos e morfológicos em 

ratas Wistar resistentes a obesidade, como menor ganho de peso e secreção 

insulínica e menor captação periférica de glicose, elevações nos níveis de 

triglicérides plasmáticos e alterações morfológicas renais, como dilatação 

pielocalicial associada a nefrocalcinose e nefrolitíase.  

 Durante a gestação o peso fetal e placentário na prole das fêmeas DHL 

apresentaram menor massa, e discretas alterações na expressão de ABCA1 na 

placenta, o que poderia de alguma forma alterar o transporte de colesterol 

materno/fetal, prejudicando o desenvolvimento deste. Após o nascimento a prole 
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continua a apresentar menor ganho de massa ponderal até a 8ª semana de vida, 

na havendo diferenças estatísticas nos grupos estudados após esse período.  A 

prole também mostrou aumento na expressão de ABCA1 e SR-BI nos rins, o que 

pode sugerir uma disfunção glomerular e tubular na filtração e transporte de 

colesterol no rim desses animais, podendo ser este um efeito causado pela 

programação fetal.  

 A figura 37 mostra um esquema dos principais resultados encontrados 

neste presente trabalho e possíveis mecanismos envolvidos. 
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5. CONCLUSÃO GERAL  

 

A partir dos dados apresentados é possível concluir que o consumo de 

uma dieta materna desequilibrada, com excesso de lipídios a longo prazo, 

principalmente durante a gestação e lactação, pode predispor na prole a 

alterações renais metabólicas na vida adulta que colaboram para o conceito de 

programação fetal. 
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