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A maioria dos animais vivíparos, incluindo humanos, tem placenta e útero que protegem 

o feto do ambiente externo, fornecendo condição ideal para o desenvolvimento fetal (Arima e 

Fukuoka, 2020). Entretanto, mudanças ambientais ocorridas durante as janelas críticas do 

desenvolvimento (período intrauterino e neonatal) podem alterar permanentemente as 

estruturas e funções de órgãos específicos (Langley-Evans & McMullen 2010), aumentando a 

suscetibilidade de desenvolvimento de doenças na vida adulta. A teoria das doenças do adulto 

de origem fetal (FOAD - fetal origin adult diseases), proposta por Barker, baseia-se na premissa 

da plasticidade do desenvolvimento, durante o qual eventos intrauterinos específicos podem 

produzir diferentes fenótipos levando à programação fetal (Barker, 2007; Calkins e Devaskar, 

2011). 

Posteriormente, o conceito do FOAD avançou para o conceito das Origens 

Desenvolvimentistas da Saúde e da Doença (DOHaD – Developmental origins of health and 

diseases), ampliando os períodos críticos e se mostrando um modelo adequado para 

observações epidemiológicas que ligam o ambiente intrauterino e fases iniciais da vida, à saúde 

na vida adulta (Michels, 2018). Esse conceito delineia a capacidade do feto de se adaptar ao 

ambiente intrauterino ao custo de modificar as perspectivas de saúde a longo prazo, podendo 

causar comprometimentos futuros e risco de doenças na vida adulta (Gillman et al., 2007). 

Esses períodos abrangem desde a pré-concepção (maturação dos oócitos e desenvolvimento dos 

espermatozoides), período embriofetal e neonatal se estendendo aos primeiros anos de vida. 

Estas fases estão relacionadas ao conceito, mundialmente, disseminado pela campanha 

“Primeiros 1000 dias” (“First 1000 Days” - https://thousanddays.org), a qual está inserida na 

temática do DOHaD e tem como objetivo uma conscientização sobre a importância da nutrição 

nos primeiros 1000 dias de vida (Suzuki et al., 2018). 

Estudos epidemiológicos e experimentais demonstram que a obesidade e o diabete 

materno podem favorecer o desenvolvimento de doenças nos descendentes (Tsoulis et al., 2016; 

Marciniak et al., 2017) e, se somada a fatores ambientais, como a disponibilidade de dietas ricas 

em lipídios e diminuição da atividade física, contribuem significativamente para o aumento da 

prevalência de sobrepeso, obesidade, Diabetes mellitus do tipo 2 (DM2), Diabetes mellitus 

gestacional (DMG), doenças cardiovasculares, renais e problemas reprodutivos na vida adulta 

dos descendentes (Clement et al., 1998; Hattersley, 1998; Shepherd, 1999; Rinaudo & Wang, 

2012, Tsoulis et al., 2016). Alterações epigenéticas estão entre os mecanismos moleculares que 

explicam como o ambiente intrauterino inadequado pode ser prejudicial anos após a exposição, 

levando ao aparecimento de doenças na idade adulta (Bouchard et al., 2012). 
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Diabete e obesidade são importantes problemas de saúde pública. O diabete atinge cerca 

de 451 milhões de pessoas no mundo e a previsão para 2045 é que 628 milhões de pessoas entre 

20-79 anos sejam diabéticas, além de 587 milhões de pessoas com intolerância à glicose (Cho 

et al., 2018). Por sua vez, a prevalência de obesidade aumentou tanto que, atualmente, mais de 

um terço da população mundial é classificada com sobrepeso ou obesidade (Chooi et al., 2019). 

Mulheres portadoras do DM2 e/ou sobrepeso/obesidade apresentam problemas 

reprodutivos, menor reserva ovariana em relação a mulheres saudáveis, fertilidade reduzida e 

maiores taxas de perdas embrionárias após a implantação embrionária (Platt et al., 2002; 

Ramalho-Santos et al., 2008; Talmor et al., 2014). Entretanto, os mecanismos pelos quais isso 

ocorre ainda precisam ser melhor elucidados e é de grande interesse para os pesquisadores 

(Nayki et al., 2016). A infertilidade, particularmente relacionada a distúrbios de ovulação e 

bloqueio tubário, está significativamente associada a DM2 e obesidade. Mesmo controlando os 

fatores de risco relacionados ao estilo de vida e à saúde, não foi possível descartar a 

possibilidade de uma disfunção metabólica entre infertilidade e diabete, ou seja, existe um "solo 

comum". Como exemplo desta relação, podemos citar a Síndrome do Ovário Policístico (SOP), 

que é um distúrbio metabólico caracterizado por disfunção ovulatória, resistência à insulina e 

hiperinsulinemia. Mulheres com SOP têm risco elevado de diabete e obesidade (Huang, 2012; 

Celik et al., 2014). No entanto, a causalidade ou a relação entre ovulação irregular ou 

anovulação e resistência à insulina na SOP não é clara (Tobias et al., 2015). 

Para entender a influência do diabete no processo reprodutivo, modelos animais são 

amplamente utilizados (Kleinert et al., 2018). A estreptozotocina (STZ) é um produto químico 

utilizado em animais de laboratório para induzir e estudar modelos de diabete e suas 

complicações (Sinzato et al., 2021). É uma droga citotóxica que causa destruição das células 

beta (β)-pancreáticas e, consequentemente, síntese deficiente de insulina, levando à 

hiperglicemia (Shafrir, 2010). Pode ser utilizada em diferentes doses e vias de administração, 

linhagem e idade dos animais para atingir diferentes níveis de glicose no sangue, reproduzindo 

a glicemia encontrada no DM2 e DMG. A indução do diabete pode ser realizada no período 

neonatal (Taqui et al., 2020; Soares et al., 2021), durante a gravidez (Merzouk et al., 2002; 

Caluwaerts et al., 2003; Lopez-Soldado & Herrera, 2003; Soulimane et al., 2005) ou em ambos 

os períodos (Saito et al., 2010). Nesses modelos, os animais apresentam intolerância à glicose 

e estado de estresse oxidativo na idade adulta (Bueno et al., 2020; Macedo et al., 2021). 

A obesidade induzida por dietas ricas em lipídeos, chamadas High-fat diets (Dieta 

Hiperlipídica - DHL) tem considerável valor translacional com a obesidade humana (Nilsson 
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et al., 2012) e, consequentemente, são amplamente utilizadas para estudar os efeitos da 

programação fetal da obesidade em modelos animais (Kleinert et al., 2018). Animais 

alimentados com DHL apresentam intolerância à glicose, hiperglicemia, dislipidemima, 

resistência à insulina e são mais suscetíveis a desenvolver distúrbios metabólicos (Glavas et al., 

2010; Sanchez-Garrido et al., 2015; Kayser et al., 2015). Além disso, as fêmeas apresentam 

comprometimento no desenvolvimento ovariano e distúrbios reprodutivos (Akamine et al., 

2010; Skaznik-Wikiel et al., 2016; Wu et al., 2019). 

Ratas que foram alimentadas com dieta hiperlipídica por 120 dias após o desmame 

apresentaram morfologia ovariana anormal (Akamine et al., 2010). Houve diminuição nos 

níveis dos hormônios ovarianos (estrógeno e progesterona), aumento de apoptose (Hussain et 

al., 2016; Patel e Shah, 2018) e prejuízos na via de sinalização da insulina, com diminuição da 

expressão de receptores de insulina nas células ovarianas (Nteeba et al., 2013; Wang et al., 

2017). Além disso, essas alterações foram encontradas na geração seguinte, indicando que o 

prejuízo para a função reprodutiva pode se perpetuar entre os descendentes (Tsoulis et al., 

2016). 

Frente a estes estudos, compreender como diabete e obesidade impacta a função 

reprodutiva é importante, pois as gerações futuras serão afetadas. Nosso grupo de pesquisa tem 

se dedicado a investigar os efeitos do diabete e suas repercussões no organismo materno e fetal. 

Nós estudamos as repercussões do diabete sobre a prole feminina adulta a fim de entender se o 

fenótipo diabetôgenico é transmitido e como o organismo é afetado. Para isso, foram avaliadas 

filhas de ratas diabéticas aos 120 dias de vida. Foi possível observar hiperglicemia, intolerância 

à glicose, hiperlipidemia e disfunção das células β-pancreáticas (Paula et al., 2022) nestas 

fêmeas. Além disso, associamos o diabete intrauterino ao consumo pós-desmame de DHL para 

mimetizar uma condição muito frequente na população com o consumo de dietas ricas em 

gordura, o que tem sido cada vez mais elevado, principalmente entre as mulheres. As ratas 

expostas ao ambiente intrauterino diabético e que consumiram DHL desde o desmame até os 

120 dias de vida tiveram comprometimento da função reprodutiva com diminuição do número 

de implantações, fetos vivos, peso da ninhada e aumento do percentual de perdas antes da 

implantação embrionária em relação ao grupo diabético que não consumiu a dieta (Sinzato et 

al., 2022). 

A partir destes estudos, visando compreender melhor as repercussões do diabete e da 

dieta hiperlipídica na função reprodutiva das fêmeas e investigar os mecanismos pelos quais 

isso ocorre, os objetivos dessa tese de Doutorado foram: 
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• Entender como a pesquisa envolvendo ovário e DHL vêm sendo conduzida e o 

que seus resultados nos mostram, bem como quais as lacunas de conhecimento 

que ainda precisam ser preenchidas por meio da realização de revisão 

sistemática e meta-análise (Capítulo 1). 

• Investigar como a associação entre diabete e DHL podem prejudicar os 

ovários visando apontar os possíveis mecanismos pelos quais isso ocorre 

(Capítulo 2). 

• Investigar as repercussões das alterações metabólicas reprodutivas sobre a 

prenhez de filhas de ratas diabéticas em comparação com ratas não prenhes 

(Capítulo 3). 
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CAPÍTULO I 
 

Este capítulo da tese de Doutorado é uma revisão sistemática e meta-análise que foi publicada 

na revista Nutrition Reviews (Fator de Impacto = 7,11) no ano de 2022. 
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CAPÍTULO II 
 

Este manuscrito será posteriormente formatado para submissão à revista Metabolism – Clinical 

and Experimental (Fator de Impacto = 8,694). 
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RESUMO  

 

Diabetes e obesidade podem prejudicar a função reprodutiva tanto em mulheres quanto em 

animais de laboratório e há necessidade de estudar se essas alterações persistem na próxima 

geração. Neste estudo, avaliamos a influência da hiperglicemia materna e do consumo pós-

desmame de uma dieta hiperlipídica na função mitocondrial, estresse oxidativo e apoptose nas 

células ovarianas da prole adulta de ratas diabéticas. Ratas fêmeas receberam tampão citrato 

(Controle – C) ou Streptozotocin (droga citotóxica de células beta-pancreáticas para induzir 

diabetes – D) no dia 5 pós-natal. Na vida adulta, foram acasaladas para obtenção da prole 

feminina (F) que foi distribuída nos grupos experimentais de acordo com a dieta a ser utilizada, 

dieta padrão (DP) ou hiperlipídica (DHL), desde o desmame até a idade adulta. FC/DP e 

FC/DHL representam filhas de mães controle e que receberam DP ou DHL, respectivamente; 

FD/DP e FD/DHL representam filhas de mães diabéticas e receberam DP ou DHL, 

respectivamente. Na idade adulta, foi realizado o Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG) e 

AUC e, em seguida, as ratas foram anestesiadas e eutanasiadas. Amostras de sangue foram 

coletadas para determinar as concentrações hormonais. Os ovários foram coletados e separados 

para análises. Os grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL apresentaram maior AUC aos 120 min 

do TOTG. As concentrações de progesterona foram menores nos grupos FC/DHL, FD/DP e 

FD/DHL. Houve disfunção mitocondrial representada pela menor expressão de MFF e MFN2 

nos grupos FD/DP e FD/DHL, assim como prejuízos na proliferação e no processo de apoptose 

nos ovários. A contagem de folículos primordiais, em crescimento e antrais foi menor nos 

grupos FD/DP e FD/DHL. Menor intensidade de marcação para SOD e maior intensidade de 

marcação para MDA foram encontradas nas células lúteas e estromais nos grupos FC/DHL, 

FD/DP e FD/DHL. Portanto, concluímos que a programação fetal comprometeu a secreção 

hormonal, função mitocondrial, reserva ovariana e estresse oxidativo dos ovários das filhas de 

diabéticas, expostas ou não à dieta hiperlipídica pós-desmame. Já, a associação de diabetes 

materno e dieta hiperlipídica foi responsável por aumentar a intolerância à glicose e a ocorrência 

de diabetes nas descendentes. 

 

 

 

Palavras-chave: Ovário, Mitocôndria, Dieta hiperlipídica, Diabete, Ratas. 
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1. Introdução 

 

O processo reprodutivo da fêmea depende da função coordenada de eventos que vão 

desde a diferenciação e liberação do oócito maduro para fertilização até a propagação bem-

sucedida da espécie (McGee & Hsueh, 2000). O ovário é o órgão central nos estudos de 

fertilidade, pois a reserva ovariana contém dois elementos essenciais para a reprodução: o 

estoque dos folículos primordiais e qualidade dos oócitos (te Velde & Pearson, 2002). Na 

espécie humana, a formação da reserva ovariana ocorre na vida embrionária e a mulher nasce 

com um pool de folículos primordiais formados (Sánchez & Smitz, 2012). Já em roedores, o 

desenvolvimento folicular ocorre na vida pós-natal, sendo que os folículos primordiais só 

começam a se desenvolver a partir do 3º dia de nascimento (Rajah et al. 1992; McGee & Hsueh, 

2000; Zambrano et al., 2014). O desenvolvimento folicular é controlado pelo processo de 

apoptose e, durante cada ciclo reprodutivo, os folículos sofrem apoptose como uma forma de 

selecioná-los no ovário (Hussein 2005; Nayki et al., 2016). 

A função ovariana depende da ação combinada da função mitocondrial e dos hormônios 

envolvidos no processo reprodutivo. Nas mitocôndrias das células da granulosa, ocorre 

produção de energia e nelas há um ambiente propício para a síntese de lipídios e hormônios (17 

β-estradiol e progesterona) para manter o desenvolvimento folicular e oocitário no ovário 

(Morohaku et al., 2013; Chowdhury et al., 2016; Liu et al., 2018). As proteínas MFF (fator de 

fissão mitocondrial) e MFN2 (mitofusina 2) são fundamentais para a manutenção da dinâmica 

e função mitocondrial controlando a fissão, essencial para o crescimento e divisão das células 

para preenchê-las com um número adequado de mitocôndrias, bem como a fusão das 

mitocôndrias, que permite uma interconexão dos conteúdos mitocondriais e a geração de 

extensas redes de novas mitocôndrias (Shukla & Mukherjee, 2020). O papel dessas proteínas 

para o desenvolvimento ovariano ainda não está totalmente claro, mas MFF é visto como 

regulador da proliferação e maturação das células da granulosa e diminuição da sua expressão 

está relacionada ao aumento do processo apoptótico (Long et al., 2013). A MFN2 é um grande 

alvo de estudo envolvendo a função reprodutiva, sendo que sua baixa expressão pode levar a 

estresse oxidativo e prejudicar a foliculogênese (Chen et al., 2015). Além disso, baixas 

expressões de MFF e MFN2 estão relacionadas a problemas na embriogênese. Já foi 

demonstrado que camundongos knockout para MFN2 morreram no útero no meio da prenhez 

devido a uma deficiência placentária (Chen et al., 2010; Youle & Bliek, 2012). Na presença de 

uma disfunção mitocondrial, pode haver a produção anormal de hormônios ovarianos bem 
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como o aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS), afetando a função das células da 

granulosa e o desenvolvimento de oócitos (May-Panloup et al., 2016; Zhao et al., 2019). 

Mulheres em idade reprodutiva podem apresentar diabetes, obesidade e complicações 

decorrentes destes problemas de saúde (Wu et al.,2017), o que leva a prejuízos no 

desenvolvimento folicular, especialmente na presença de uma hiperglicemia, podendo causar 

infertilidade (Chang et al., 2005; Cretu et al., 2020). A hiperglicemia está associada à disfunção 

mitocondrial, estresse oxidativo e diminuição da reserva ovariana (Erbas et al., 2014; Nayki et 

al., 2016). Há evidência de alterações na imunoexpressão de marcadores de morte celular por 

apoptose, como diminuição de Bcl2 e aumento de Bax, FAS e de caspase-3 nos ovários de 

camundongos diabéticos, com consequente aumento de apoptose e redução no número de 

folículos (Nayki et al., 2016; Fraunhoffer et al., 2018). Além disso, a hiperglicemia pode alterar 

a cascata de sinalização de insulina, hormônio que tem papel na esteroidogênese ovariana e no 

desenvolvimento folicular, atráves da sua ligação com receptores que estão difundidos nas 

células da teca e da granulosa. A partir dessa ligação, há deflagração das vias intracelulares que 

inclui as vias de sinalização da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) e das proteínas quinases 

ativadas por mitógenos (MAPK) (Kido et al., 2001). PI3K tem sido explorada por participar 

diretamente da proliferação celular no ovário (Johnson et al., 2001; Carvalho et al., 2003; Lima 

et al., 2006; Li et al., 2017), além de ativar a via da MAPK, incluindo as reguladas por sinais 

extracelulares quinases (ERKs) e p38 quinases. ERK1/2 e p38 participam efetivamente da 

esterodoigênese ovariana (Manna & Stocco, 2011). Essas proteínas também envolvidas na 

ativação de mecanismos apoptóticos nas células da granulosa e ovócito (Seidman et al., 2001; 

Lu e Xu, 2006; Lan et al., 2015; Liu et al.,2019). 

Assim, alterações nos fatores de transcrição envolvidos no quadro de resistência à 

insulina induzidas pelo diabete e, sendo parte da cascata de sinalização insulínica, podem 

comprometer o desenvolvimento folicular saudável nos ovários e interferir no processo 

reprodutivo (Butte, 2000; Després & Lemieux, 2006; Gambineri et al., 2006). Estes estudos são 

bem descritos em animais diabéticos e mostram aumento de apoptose nos folículos ovarianos, 

bem como atraso na maturação dos oócitos em camundongos (Chang et al., 2005), diminuição 

do pool de folículos com presença de fibrose (Erbas et al., 2014) e aumento de degeneração 

folicular com aumento da expressão de caspase-3 em ratas (Nayki et al., 2016).  

Estas repercussões podem ocorrer por influências intrauterinas e também devido ao 

ambiente pós-natal, dentre eles o consumo de uma dieta inadequada que também interfere na 

programação fetal, prejudicando o processo reprodutivo dos descendentes (Sullivan et al., 
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2012; Desai et al., 2013). Estudos têm avaliado a influência da dieta pós-natal nas funções 

reprodutivas. Ratas alimentadas com dieta hiperlipídica por 120 dias após o desmame 

apresentaram resistência à insulina, hiperinsulinemia e morfologia ovariana alterada (Akamine 

et al.,2010). Houve diminuição nos níveis dos hormônios ovarianos (estrógeno e progesterona), 

aumento de apoptose nas células da granulosa (Hussain et al., 2016; Patel & Shah 2018) e 

prejuízos na via de sinalização da insulina, com diminuição da expressão de receptores de 

insulina nas células ovarianas (Nteeba et al., 2013; Wang et al.,2017). 

Embora existam estudos sobre as repercussões do diabete e/ou de uma dieta com 

excesso de gordura nos ovários e os mecanismos apoptóticos envolvidos nesses animais, não 

há qualquer investigação sobre as alterações em descendentes provenientes de um ambiente 

intrauterino inadequado, causado pelo diabete materno, e que consomem uma dieta 

hiperlipídica após o desmame. O efeito na maioria dos órgãos de roedores é semelhante aos 

efeitos em seres humanos e os achados de modelos animais fornecem uma ferramenta valiosa 

para estudar e compreender melhor os mecanismos envolvidos na programação metabólica e 

fetal (Williamns et al., 2014). 

Diante dessas evidências e, considerando que o ambiente intrauterino hiperglicêmico ou 

a resistência à insulina podem prejudicar a função reprodutiva tanto em mulheres como em 

modelos experimentais e a impossibilidade de obter amostras de ovários de mulheres em idade 

reprodutiva, há necessidade de estudar se as alterações em modelos animais persistem na 

próxima geração. Nossa hipótese é que descendentes de ratas que se desenvolvem em um 

ambiente intrauterino diabético e submetidas à dieta hiperlipídica na vida pós-natal (do 

desmame à vida adulta), apresentarão função mitoncondrial alterada e estresse oxidativo, 

interferindo no desenvolvimento folícular e levando a modificações na estrutura e na função 

ovariana. Estes achados poderão justificar a menor fertilidade e a reprodução prejudicada na 

vida adulta destes animais. 

 

2. Materiais e método 

 

Animais 

Foram utilizados ratos adultos machos e fêmeas (150-250 g), da linhagem Sprague-

Dawley que acasalaram para fornecer descendentes fêmeas para indução de diabete. Os animais 

foram mantidos no Biotério do Laboratório de Pesquisa Experimental de Ginecologia e 

Obstetrícia da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp sob condições controladas de 
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temperatura (22 ± 2ºC), umidade (50 ± 10%) e ciclo claro/escuro (12 h) em gaiolas de 

polipropileno forradas com maravalha. Como forma de enriquecimento ambiental, bolas de 

papel foram utilizadas nas gaiolas (Simpson & Kelly, 2011). Água filtrada e ração comum 

foram oferecidas ad libitum. O Comitê de Ética no Uso de Animais de nossa Instituição aprovou 

todos os métodos adotados neste estudo (Protocolos CEUA: Número 1218-2017 – projeto 

maior/guarda-chuva e Número: 1334/2019). Este trabalho foi financiado pela Fundação de 

Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP – Processo Número: 2016/25207-5). 

Desenho experimental 

 

O desenho experimental está resumido na Figura 1. 

 

Figura 1. Desenho experimental 
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Indução do diabete 

Para a indução do diabete nas ratas fêmeas, foi utilizada a droga beta-citotóxica 

Streptozotocin (Sigma Aldrich®, MA, EUA - dose de 70 mg/kg, via subcutânea) no dia pós-

natal 5 (DPN). Para composição do grupo não diabético (controle), as ratas fêmeas receberam 

o volume equivalente de veículo (tampão citrato - 0,01 M, pH 4,5) conforme descrito 

anteriormente (Damasceno et al., 2011). Os níveis de glicemia no teste oral de tolerância à 

glicose (TOTG) foram classificados de acordo com a American Diabetes Association (ADA) 

(ADA, 2021) e Sinzato et al. (2021). As ratas foram consideradas diabéticas quando aos 75 dias 

de vida apresentaram glicemia ≥ 200 mg/dL em pelo menos um momento durante o TOTG. No 

grupo controle, foram incluídas apenas ratas com glicemia < 140 mg/dL pelo menos em três 

momentos durante o TOTG. Ratas fêmeas que não apresentaram as características acima, foram 

anestesiadas, passaram por eutanásia e foram excluídas deste estudo. 

Período de acasalamento, prenhez e lactação 

Na idade adulta, as fêmeas diabéticas (D) e controle (C) acasalaram durante a noite com 

ratos machos normoglicêmicos não diabéticos. Na manhã seguinte, a prenhez foi confirmada 

quando os espermatozoides foram encontrados no esfregaço vaginal, e este foi designado como 

dia 0 de prenhez. Ratas fêmeas que não acasalaram após 15 dias consecutivos foram 

consideradas inférteis e excluídas deste estudo (Moraes-Souza et al., 2017). A prole foi obtida 

através de parto vaginal e, após o nascimento, as mães foram mantidas com pelo menos oito 

filhotes por ninhada, sendo 4 machos e 4 fêmeas, até o desmame (DPN 22). Quando a ninhada 

tinha até oito filhotes, se ambos os sexos estivessem presentes, não houve manipulação. Quando 

as ninhadas excederam 8 filhotes, machos e fêmeas foram selecionados de forma randomizada. 

Se a ninhada fosse inferior a oito filhotes por mãe, essa mãe e sua ninhada foram excluídas de 

nosso experimento, mas mantidas em nosso biotério para outro estudo.  

Grupos experimentais e dietas 

Após o desmame, as filhas de mães diabéticas (FD) e controle (FC) foram pseudo-

randomizadas por sorteio respeitando no máximo quatro fêmeas por mãe, sendo utilizadas 

apenas duas irmãs/mãe/grupo. Posteriormente, os grupos FD e FC foram divididos em dois 

outros grupos de acordo com a dieta com a qual foram alimentadas, seja uma dieta padrão (DP 

- com teor de Kcal: 28,54% proteína, 62,65% carboidrato, 8,7% gordura, Purina®, Brasil) ou 

dieta hiperlipídica (DHL- com teor de Kcal: 23,43% proteína, 46,63% carboidrato, 30% 
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gordura, utilizando banha de porco como fonte de gordura). A comparação bromatológica 

adicional entre as dietas é apresentada no Anexo1.  

As ratas foram distribuídas em quatro grupos experimentais: FC/DP - filhas de mães 

controle e alimentadas com dieta padrão após o desmame; FC/DHL - filhas de mães controle e 

alimentadas com dieta hiperlipídica após o desmame; FD/DP - filhas de mães diabéticas e 

alimentadas com dieta padrão após o desmame; FD/DHL - filhas de mães diabéticas e 

alimentadas com dieta hiperlipídica após o desmame. A DHL foi feita artesanalmente em nossa 

instituição, adequadamente suplementada com vitaminas e minerais e mantida sob refrigeração 

até o momento do uso. Como as dietas apresentaram características visuais que permitiam 

facilmente a sua distinção, não foi possível o alojamento aleatório dos animais e o cegamento 

dos cuidadores e/ou investigadores.  

 

Teste oral de tolerância à glicose (TOTG) e Área sob a curva (AUC)  

No DPN 115, o TOTG foi realizado conforme já descrito anteriormente (Tai, 1994; 

Gallego et al., 2019) para avaliação da tolerância à glicose, e a resposta total de glicose foi 

avaliada calculando a área sob a curva (AUC) usando o método trapezoidal (Tai, 1994) levando 

em consideração a quantidade de glicose circulando em 120 min do TOTG. 

Eutanásia dos animais, coleta de sangue e ovários 

A partir dos 120 dias de vida, as ratas foram analisadas quanto à fase do ciclo estral, no 

período da manhã no biotério. As ratas que se encontravam em diestro (fase do ciclo que sofre 

menos interferências hormonais) foram anestesiadas com tiopental sódico (Thiopentax®) - dose 

de 120 mg/kg via intraperitoneal) no laboratório e decapitadas. As amostras de sangue foram 

coletadas em tubos de ensaio sem anticoagulante, incubadas em gelo por 30 min e, depois, 

centrifugadas a 1.575 x g por 10 min a 4°C. O soro foi coletado e armazenado a -80°C até 

posterior análise dos parâmetros hormonais. Posteriormente, as ratas foram submetidas à 

laparotomia para retirada dos ovários. 

 

Avaliação do perfil hormonal 

A partir daqui todos os procedimentos foram realizados com o investigador cego para 

as análises. As concentrações séricas de 17 β-estradiol (#501890) e progesterona (#582601) 

(Cayman Chemical, Michigan, USA) foram avaliados por ELISA segundo as recomendações 

do kit.  
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Imunodetecção de proteínas por Western blotting 

Um ovário de cada rata foi retirado e imediatamente congelado em nitrogênio líquido e 

armazenados em freezer a -80°C. As amostras foram homogeneizadas em extração com RIPA 

Lysis Buffer (Millipore®, EUA) adicionado de inibidor de protease e fosfatase (Sigma 

Chemical Company®, EUA). Posteriormente, foram centrifugados a 1699 x g a 4°C por 20 min 

para remover o material insolúvel. A determinação da concentração proteica foi realizada pelo 

método de Bradford (Bradford, 1976), e posteriormente foi realizada a quantificação de 

proteínas nas amostras. As amostras foram normalizadas para alíquotas contendo 70 μg de 

proteínas totais, e as amostras (n=6 animais por grupo) foram separadas em gel de 

poliacrilamida (DPS-PAGE). O peso molecular relativo das bandas foi determinado de acordo 

com o padrão de peso molecular marcado com cores, Kaleidoscope (Bio-Rad®, USA), que foi 

colocado junto na corrida eletroforética. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas 

para membrana de nitrocelulose (Millipore®, EUA). As ligações a proteínas não específicas 

foram bloqueadas pela incubação da membrana com 5% de leite desnatado diluído em tampão 

TBS-T por 1h em temperatura ambiente. As membranas foram incubadas por 16 horas a 4°C 

com anticorpos primários: MFF (CellSignaling®, #84580, 1:800), Mitofusina-2 (MFN-2) 

(CellSignaling®, #9482, 1:800), PI3-Kinase (BD Bioscience®, #610045, 1:1000), MAPK 

(Erk1/2) (CellSignaling®, #4695, 1:800), Fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2) (CellSignaling®, 

#4377, 1:800), Bcl-2 (CellSignaling®, #15071, 1:800), Fas (CD-95) (BD Bioscience®, 

#610197, 1:800), BAX  (Elabscience® #13814, 1:800), Caspase-3 clivada (Abcam®, #ab2302, 

1:500), PCNA (PC10) (Santa Cruz®, #sc-56, 1:1000) e β-Actina (CellSignaling®, #3700, 

1:1000). Após lavagem em TBS-T, as membranas foram incubadas por 90 min com um 

anticorpo secundário conjugado com HRP e específico para cada anticorpo primário 

(CellSignaling®, #7074, #7076, 1:10.000). A reação foi desenvolvida por um kit de reagentes 

ECL (Bio-Rad®, EUA) e as imagens das bandas foram capturadas usando uma câmera CCD 

(sistema G:BOX, Syngene®, Cambridge, Reino Unido). As densidades ópticas integradas 

(IODs) das bandas de proteína-alvo foram medidos usando o software ImageJ (National 

Institutes of Health, EUA). Posteriormente, os níveis de expressão foram normalizados pelos 

valores obtidos do controle interno (β-actina) e os resultados expressos em fold change com 

média ± desvio-padrão (DP). 

 

Avaliação histológica dos ovários 
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O segundo ovário de cada rata foi pesado e fixado em formaldeído a 10% por 24 horas, 

desidratado em concentrações progressivas de álcool e incluído em parafina. Foram utilizados 

5 ovários/grupo, os quais foram seccionados em seções de 8 μm de espessura cada um 

utilizando um micrótomo rotativo. Para realização da análise histológica convencional e 

contagem dos folículos ovarianos, cada 10ª seção foi corada com hematoxilina e eosina (H&E) 

(Kundu et al., 2018). As imagens foram capturadas por meio do sistema de imagem 

computadorizado (Software KS-300, versão 3.0, Zeiss®, alemão), que recebe uma imagem de 

câmera digital (CCD-IRIS/RGB, Sony®, Japão), acoplada ao microscópio (DMR, Leica®). A 

contagem foi realizada utilizando o software Image J®.  Os folículos foram classificados como 

primordiais se apresentassem cada oócito circundado por uma única camada de células da 

granulosa achatadas; primários se apresentassem o oócito circundado por uma única camada 

de células da granulosa cuboides; folículos em crescimento se apresentassem um oócito 

circundado por, pelo menos, duas camadas de células granulosas cuboides e folículos antrais 

se o oócito contivesse material nuclear para evitar dupla contagem dos tipos de folículos 

maiores que podem abranger várias seções (Kundu et al., 2018). Para garantir que nenhum 

corpo lúteo fosse contado duas vezes, essa estrutura foi analisada em uma imagem única 

(objetiva de 4x) e foi seguida em sua totalidade através do ovário e contada apenas uma vez, 

mesmo que aparecesse na próxima seção a ser contada (Kundu et al., 2018). 

 

Avaliação imunoistoquímica (IHQ) do ovário 

 

Para a técnica IHQ, cada 9ª seção foi considerada e as células do corpo lúteo, células 

estromais e células da granulosa foram as estruturas analisadas. Os anticorpos primários 

Malondialdeído (anti-MDA, Abcam® #ab6463, 1:500) e Superóxido-dismutase (anti-SOD-1, 

Abcam® #ab16831, 1:200), foram utilizados. Não houve recuperação antigênica. O bloqueio 

de peroxidase endógena foi realizado com metanol e peróxido de hidrogênio (na concentração 

de 20%) por 40 min em temperatura ambiente, e com a utilização do bloqueio pronto para uso 

(inibidor da peroxidase contendo peróxido de hidrogênio e azida de sódio 15mM - Dako®, CA, 

EUA), com incubação em estufa a 27ºC por 20 min. Para o bloqueio de proteínas inespecíficas, 

foram utilizados os bloqueios com leite desnatado na concentração de 10% por 2 horas e o 

Protein Block® (caseína 0,25% em PBS, contendo proteína carreadora e azida sódica 15mM - 

Dako®) por 30 min em estufa a 27°C. Após a incubação do anticorpo primário, o anticorpo 

secundário (Histofine®) foi adicionado por 30 min em estufa a 27°C. Para a revelação da 
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peroxidase, o cromógeno DAB (3,3 diaminobenzidina) foi usado por 3 min à temperatura 

ambiente. Em seguida, as lâminas foram contracoradas em hematoxilina de Harris e montadas. 

As imagens foram capturadas por meio do sistema de imagem computadorizado (Software KS-

300, versão 3.0, Zeiss®, alemão), que recebe uma imagem de câmera digital (CCD-IRIS/RGB, 

Sony®, Japão), acoplada ao microscópio (DMR, Leica®). Ambos anticorpos apresentaram 

imunomarcação citoplasmática e as análises foram realizadas pela intensidade da 

imunocoloração utilizando o software Image J®. 

 

Análise estatística 

Todas as análises foram realizadas com o auxílio do especialista em Bioestatística do 

Escritório de Apoio à Pesquisa (EAP) da Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp. Para 

calcular o tamanho da amostra (n), foi utilizado um delineamento randomizado, com base em 

valores obtidos de experimentos prévios, sendo um “n” mínimo de cinco animais/grupo). Para 

a análise imunoistoquímica, o cálculo foi estimado em cinco fotos/estrutura/animal/grupo. Os 

dados foram apresentados como média ± desvio padrão. Para AUC e concentrações séricas de 

progesterona e 17β-estradiol, foi utilizado o Two-way ANOVA seguido do Teste de 

Comparação Múltipla de Tukey. Para os dados que não apresentassem uma distribuição normal 

(curva de Gauss), foi realizado ajustes de todos os dados e, em seguida, analisados por testes 

de distribuição, dentre eles a expressão proteica dos diferentes marcadores e da intensidade de 

marcação para Superóxido Dismutase 1 (SOD-1) e Malondialdeído (MDA), os quais foram 

submetidos aos testes de Distribuição Gama seguidos do Teste de Comparações Múltiplas de 

Wald. Para a análise da contagem de folículos ovarianos e corpo lúteo, os testes de distribuição 

de Poisson, binomial negativo e teste de Wald foram utilizados. O teste de correlação de 

Pearson foi utilizado para verificar a existência de correlações entre os dados. Para todas as 

comparações, foi considerado um limite mínimo de confiança de 95% (p<0,05). 

 

3. Resultados 

 

Glicemia circulante durante o TOTG para verificar a proporção de ratas com diabete 

A Tabela 1 apresenta os dados de área sob a curva (AUC) e porcentagem (%) de ratas 

diabéticas aos 115 dias de vida (DPN 115). A quantidade de glicose circulante durante os 120 

min do TOTG foi maior nos grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL em comparação ao grupo 

controle (FC/DP). As filhas de mães diabéticas e que consumiram dieta rica em gordura na vida 
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pós-natal (FD/DHL) apresentaram maior AUC ainda em relação aos grupos FC/DHL e FD/DP, 

levando à maior porcentagem de ratas que ficaram diabéticas no grupo FD/DHL (40,00%) em 

relação aos grupos outros (11,11%). 

 

Tabela 1. Área sob a Curva (AUC) e porcentagem (%) de ratas com diabete (prole feminina) 

de mães controle (FC) ou mães diabéticas (FD) que consumiram uma dieta padrão (DP) ou 

hiperlipídica (DHL) desde o desmame até os 120 dias de vida pós-natal. 

Grupos AUC (mg/dL/120min) % Ratas com diabete 

FC/DP 117,30 ± 10,37 0% 

FC/DHL 138,68 ± 11,01* 0% 

FD/DP 155,97 ± 9,35* 11,11% 

FD/DHL 164,70 ± 7,24*#$ 40,00%*#$ 

Valores expressos como média ± desvio padrão. n=8 ratas/grupo  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado com o grupo FC/DHL; 
$
p<0,05 - comparado com 

o grupo FD/DP (ANOVA seguida do teste de comparações múltiplas de Tukey). 
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Avaliação da concentração sérica de hormônios ovarianos e ciclo estral 

Aos 120 dias de vida das ratas-filhas, houve diminuição das concentrações séricas de 

progesterona nos grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL em comparação com o grupo FC/DP 

(Figura 2A). No grupo FD/DHL as concentrações de progesterona foram menores em 

comparação com os grupos FC/DHL e FD/DP. Já, as concentrações séricas de 17β-estradiol 

não diferiram entre os grupos (Figura 2B). A avaliação do ciclo estral foi realizada em ambos 

os grupos de filhas de mães diabéticas e o grupo OD/SD permaneceu mais tempo na fase estro 

(p=0,0332). 

 

Figura 2. Concentrações séricas de (A) Progesterona e (B) 17 β-estradiol da prole feminina de mães 

controle (FC) ou mães diabéticas (FD) que consumiram uma dieta padrão (DP) ou hiperlipídica (DHL) 

deDPe o desmame até os 120 dias de vida pós-natal. 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão. n=8 ratas/grupo  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado com o grupo FC/DHL; $p<0,05 - 

comparado com o grupo FD/DP (ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Tukey). 
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Avaliação de proteínas envolvidas na via de sinalização à insulina 

A expressão da proteína PI3K foi maior no grupo FC/DHL em comparação com o grupo 

FC/DP e FD/DHL (Figura 3A e 3B). Em relação à expressão de MAPK (ERK1/2 –fosforilada 

e total), não houve alterações entre os grupos (Figuras 3A e 3C). 

 

Figura 3. Análise da expressão de proteínas marcadoras de resistência à insulina. (A) Membranas, (B) 

PI3K, (C) MAPK (ERK1/2) da prole feminina de mães controle (FC) ou mães diabéticas (FD) que 

consumiram uma dieta padrão (DP) ou rica em gordura (DHL) desde o desmame até os 120 dias de vida 

pós-natal. Legenda: PI3K - fosfatidilinositol-3-cinase, MAPK (ERK1/2) – Proteína quinase ativada por 

mitógeno (quinase regulada por sinal extracelular 1/2). 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão, n=6 ratas/grupo.  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado com o grupo FC/DHL (Distribuição 

Gama seguida do teste de comparações múltiplas de Wald). 
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Avaliação da função mitocondrial, apoptose e proliferação celular 

Houve diminuição da expressão da proteína MFF nos grupos FC/DHL, FD/DP e 

FD/DHL quando comparadas às expressões das ratas FC/DP (Figura 4A e 4B). A proteína 

MFN-2 foi menos expressa nos grupos de filhas de ratas diabéticas comparada às do grupo 

controle (FC/DP). No grupo FD/DHL, a expressão de MFN-2 também foi menor do que nos 

grupos FC/DH FD/DHL (Figura 4C).  

Os marcadores relacionados ao processo de apoptose e proliferação celular também 

foram alterados. Houve diminuição da expressão de Bcl-2 nos grupos diabéticos (FD/DP e 

FD/DHL) em comparação ao grupo controle (FC/DP) (Figura 4A e 4D). A expressão de Bax 

também foi menor no grupo FD/DHL em relação aos demais grupos (Figura 4A e 4E). Os 

grupos de filhas de ratas diabéticas apresentaram diminuição da expressão de Caspase-3 clivada 

(Figura 4A e 4F) e do marcador de proliferação celular PCNA em comparação com os grupos 

FC/DP e FC/DHL (Figura 4A e 4G). Não houve alterações na expressão de FAS entre os grupos 

(Figura 4A e 4H). 
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Figura 4. Análise da expressão de proteínas envolvidas na dinâmica mitocondrial e apoptose. (A) 

Membranas, (B) MFF, (C) MFN-2, (D) Bcl-2, (E) Bax, (F) Caspase-3 clivada, (G) FAS e (H) PCNA de 

filhas de ratas controle (FC) ou diabéticas (FD) que consumiram uma dieta padrão (DP) ou hiperlipídica 

(DHL) desde o desmame até os 120 dias de vida pós-natal. 

Legenda: MFF – Fator de fissão mitocondrial, MFN-2 – Mitofusina-2, Bcl-2 – linfoma de células B-2, 

Bax - Proteína X associada a Bcl-2, FAS - Superfamília de receptores do fator de necrose tumoral (TNF) 

membro 6, PCNA - antígeno nuclear de célula em proliferação. 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão, n=6 ratas/grupo.  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado com o grupo FC/DHL; $p<0,05 - comparado com 

o grupo FD/DP (teste de Distribuição Gama e ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Wald). 
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Avaliação da contagem de folículos ovarianos  

 A tabela 2 apresenta os dados da contagem de folículos ovarianos. Houve diminuição 

de folículos primordiais, primários e folículos em crescimento nos grupos FD/DP e FD/DHL 

em comparação com o grupo FC/DP. Os grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL apresentaram 

diminuição de folículos antrais quando comparados ao grupo FC/DP, sendo que no grupo 

FD/DHL também houve diminuição de folículos antrais comparado ao grupo FC/DHL. Não 

houve alterações na contagem de corpos lúteos. 

 

Tabela 2. Contagem de folículos ovarianos da prole feminina de mães controle (FC) ou mães 

diabéticas (FD) que consumiram uma dieta padrão (DP) ou hiperlipídica (DHL) desde o 

desmame até os 120 dias de vida pós-natal. 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão. n=5 ratas/grupo  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado com o grupo FC/DHL (Distribuição de 

Poisson seguido de teste de Wald – folículos primordial, primário, antral e corpo lúteo; Teste binomial 

negativo seguido de teste de Wald – folículo em crescimento). 

 

 

Variáveis / Grupos DP DHL 

Folículo Primordial   

FC 75,8 ± 11,0  55,8 ± 12,8  

FD  34,6 ± 14,6* 35,6 ± 17,2*  

Folículo Primário   

FC  37,4 ± 12,3  33,0 ± 16,2 

FD 19,8 ± 5,7* 21,6 ± 6,4* 

Folículos em Crescimento   

FC 155,8 ± 25,0  148,6 ± 33,6 

FD 88,4 ± 16,4*  89,0 ± 50,5*  

Folículo Antral   

FC 63,4 ± 7,5  50,6 ± 22,4*  

FD 20,0 ± 7,9*  25,2 ± 12,5*# 

Corpo Lúteo   

FC 8,8 ± 1,8  7,8 ± 1,6 

FD 8,0 ± 1,6  8,2 ± 2,8  
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Avaliação imunoistoquímica do quadro de estresse oxidativo nas células ovarianas 

A intensidade de marcação para SOD-1 foi menor nas células do corpo lúteo nos grupos 

FC/DHL, FD/DP e FD/DHL em comparação ao grupo FC/DP. O grupo FD/DHL também 

apresentou menor intensidade de marcação para SOD-1 em relação aos demais grupos (FC/DP, 

FC/DDHL e FD/DP) (Figura 5). Nas células estromais, a intensidade de marcação para SOD-1 

também foi menor nos grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL em comparação ao grupo FC/DP e 

menor ainda no grupo FD/DHL em relação ao grupo FC/DHL (Figura 6). Nas células da 

granulosa, houve aumento da intensidade de marcação para SOD-1 no grupo FD/DP em 

comparação aos grupos FC/DP e FD/DHL (Figura 7).  

Não houve alterações na intensidade de marcação para MDA nas células do corpo lúteo 

entre os grupos (Figura 8). Houve aumento da intensidade de marcação para MDA nas células 

estromais dos grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL comparados ao grupo FC/DP (Figura 9). A 

intensidade de marcação para MDA no grupo FD/DHL foi ainda maior em comparação ao 

grupo FC/DHL (Figura 9). Foi verificado aumento da intensidade de marcação para MDA nas 

células da granulosa nos grupos FC/DHL e FD/DHL em relação à das ratas FC/DP (Figura 10). 
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Figura 5. Análise da intensidade de marcação de superóxido dismutase (SOD-1) no corpo lúteo. (B) 

Controle negativo, (C) Grupo FC/DP, (D) Grupo FC/DHL, (E) Grupo FD/DP, (F) Grupo FD/DHL. 

Legenda: CL - corpo lúteo; CG - células da granulosa. Aumento: 20x.  

Os valores são expressos como média ± desvio padrão, n=5 ratas/grupo.  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado com o grupo FC/DHL; $p<0,05 - comparado com 

o grupo FD/DP (teste de Distribuição Gama e ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Wald). 
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Figura 6. Análise da intensidade de marcação de SOD-1 nas células estromais. (B) Controle negativo, 

(C) Grupo FC/DP, (D) Grupo FC/DHL, (E) Grupo FD/DP, (F) Grupo FD/DHL.  

Legenda: CE - células estromais, CL - corpo lúteo, CG - células da granulosa. Aumento: 40x. 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão, n=5 ratas/grupo.  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado com o grupo FC/DHL (teste de Distribuição Gama 

e ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Wald). 
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Figura 7. Análise da intensidade de marcação de SOD-1 nas células da granulosa. (B) Controle negativo 

(ampliação 40x), (C) Grupo FC/DP, (D) Grupo FC/DHL, (E) Grupo FD/DP, (F) Grupo FD/DHL.  

Legenda: CG - células da granulosa. Aumento: 20x. 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão, n=5 ratas/grupo.  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado com o grupo FC/DHL; $p<0,05 - 

comparado com o grupo FD/DP (teste de Distribuição Gama e ANOVA seguido de teste de comparações 

múltiplas de Wald). 
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Figura 8. Análise da intensidade de marcação de malondialdeído (MDA) no corpo lúteo. (B) Controle 

negativo, (C) Grupo FC/DP, (D) Grupo FC/DHL, (E) Grupo FD/DP, (F) Grupo FD/DHL. 

Legenda: CL - corpo lúteo. Aumento: 20x. 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão, n=5 ratas/grupo. 

p> 0,05 – sem diferença estatisticamente significativa. 
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Figura 9. Análise da intensidade de marcação de malondialdeído (MDA) nas células estromais. (B) 

Controle negativo, (C) Grupo FC/DP, (D) Grupo FC/DHL, (E) Grupo FD/DP, (F) Grupo FD/DHL.  

Legenda: CE - células estromais; CL - corpo lúteo; CG - células da granulosa. Aumento: 40x. 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão, n=5 ratas/grupo.  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; #p<0,05 - comparado com o grupo FC/DHL (teste de Distribuição Gama 

e ANOVA seguido de teste de comparações múltiplas de Wald). 
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Figura 10. Análise da intensidade de marcação de malondialdeído (MDA) nas células da granulosa. (B) 

Controle negativo (aumento de 40x), (C) Grupo FC/DP, (D) Grupo FC/DHL, (E) Grupo FD/DP, (F) 

Grupo FD/DHL.  

Legenda: CG - células da granulosa. Aumento: 20x. 

Os valores são expressos como média ± desvio padrão, n=5 ratas/grupo.  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/D (teste de Distribuição Gama e ANOVA seguido de teste de comparações 

múltiplas de Wald). 
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Correlações entre AUC, concentração sérica de progesterona, marcadores de 

apoptose, função mitocondrial e de estresse oxidativo 

As análises de correlação dos dados são apresentadas na figura 11. Em relação a 

glicemia, houve correlações negativas entre AUC/120min x Progesterona (Figura 11A), 

AUC/120min x MFF (Figura 11B) e AUC/120min x MFN2 (Figura 11C). As correlações 

também foram positivas entre MFF x Progesterona (Figura 11D), MFN2 x Progesterona (Figura 

11E) e Caspase-3 clivada x Progesterona (Figura 11F). Entre as células ovarianas, no corpo 

lúteo houve correlação positiva entre MFF x Intensidade de SOD no corpo lúteo (Figura 11G) 

e correlação negativa entre AUC/120min x Intensidade de SOD no corpo lúteo (Figura 11H). 

Nas células do estroma ovariano, houve correlação negativa entre Intensidade de SOD nas 

células estromais x AUC/120min (Figura 11I) e correlações positivas entre MFF x Intensidade 

de SOD nas células estromais (Figura 11J) e MFN2 x Intensidade de SOD nas células estromais 

(Figura 11K). 
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Figura 11. Análise de correlação entre os dados. (A) Correlação entre AUC/120min x 

Concentrações séricas de progesterona; (B) Correlação entre AUC/120min x MFF; (C) Correlação entre 

AUC/120min x MFN2; (D) MFF x Concentrações séricas de progesterona; (E) MFN2 x Concentrações 

séricas de progesterona; (F) Correlação entre Caspase-3 clivada x Concentrações séricas de 

progesterona; (G) MFF x Intensidade de SOD no corpo lúteo; (H) AUC/120min x Intensidade de SOD 

no corpo lúteo; (I) Intensidade de SOD nas células estromais x AUC/120min; (J) MFF x Intensidade de 

SOD nas células estromais; (K) MFN2 x Intensidade de SOD nas células estromais. 

p<0,05 - Teste de correlação de Pearson. 
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4. Discussão 

 

Neste estudo, nós avaliamos o efeito intergeracional do diabete sobre os ovários de filhas 

de ratas diabéticas. Além disso, nós também avaliamos como o ambiente pós-natal (consumo 

de DHL) pode influenciar ou exacerbar negativamente as repercussões ovarianas. Este é o 

primeiro estudo a investigar como esses dois fatores (diabete e DHL) interferem na secreção 

hormonal, função mitocondrial, reserva ovariana e estresse oxidativo nos ovários. 

O diabete e/ou dietas ricas em gorduras podem causar prejuízos na função reprodutiva. 

Muitos estudos experimentais vêm sendo extensamente conduzidos visando ampliar o 

entendimento dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos já que as investigações clínicas 

relacionadas à função de órgãos reprodutivos precisam ser mais aprofundadas (Hohos et al., 

2018). A relação entre diabete e ovário, bem como o consumo de DHL e ovário, já está 

estabelecida, mas as consequências entre gerações ainda são pouco pesquisadas (Chang et al., 

2005; Nayki et al., 2016; Tsoulis et al., 2016; Patel e Shah 2018; Mehrabianfar et al., 2020). 

Nós demonstramos que a hiperglicemia materna comprometeu o metabolismo glicêmico das 

filhas. Ao analisarmos o teste oral de tolerância à glicose (TOTG), observamos que houve maior 

quantidade de glicose circulante nos grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL. Nossos resultados 

mostram que tanto o consumo de DHL quanto o diabete materno foram responsáveis por 

aumentar a glicemia destas filhas. As filhas de ratas diabéticas desenvolveram diabetes e, 

quando associado ao consumo de DHL, a proporção de ratas diabéticas foi ainda maior.  

Previamente em nosso laboratório, foi verificado que filhas de ratas diabéticas, tendo ou 

não consumido DHL desde o desmame até a vida adulta, apresentaram diminuição da 

concentração de insulina sérica, além de aumento de células marcadas para insulina no 

pâncreas, sugerindo que a secreção de insulina e não a sua sinalização estaria comprometida 

nessas ratas (Paula et al., 2022). Então, para analisarmos a influência da associação do diabete 

e da dieta hiperlipídica em marcadores de resistência à insulina, a expressão de proteínas de 

transcrição relacionadas às vias de sinalização insulínica PI3K/Akt e MAPK (ERK1/2) foram 

avaliadas nos homogenatos de ovários.  

O grupo controle que consumiu a dieta hiperlipídica (DHL) apresentou aumento da 

expressão de PI3K. Já foi demonstrado que as vias PI3K/Akt e MAPK (ERK1/2) promovem o 

transporte de glicose, proliferação celular e diferenciação celular, apoptose folicular, interagem 

com as gonadotrofinas para modular a secreção de hormônios ovarianos (Dupont & 

Scaramuzzi, 2016; Das & Arur, 2017; Rostamtabar et al., 2021), além de estarem relacionadas 
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à função mitocondrial no ovário (Zhang et al., 2019). A maior expressão de PI3K no grupo 

controle que consumiu DHL pode indicar aumento da ativação dessa via, enquanto que o 

contrário pode ser visto no grupo de filhas de mães diabéticas que consumiram DHL. A via da 

PI3K está relacionada com a esteroidogênese (Chen et al., 2007) e os grupos de filhas de mães 

diabéticas apresentaram diminuição na secreção de progesterona, além de alterações em 

proteínas responsáveis pela fissão e fusão mitocondrial. 

A dinâmica mitocondrial tem papel central para sobrevivência dos folículos ovarianos 

bem como na produção de esteroides (Stocco & Clark, 1996; Morohaku et al.,2013) e a 

hiperglicemia, por si só, pode causar alterações no desenvolvimento ovariano bem como na 

função mitocondrial (Chang et al., 2005; Shao et al., 2019; Yuan et al., 2020). De acordo com 

nossos achados, os grupos de filhas de ratas diabéticas apresentaram alterações em proteínas 

responsáveis pela fissão e fusão mitocondrial. Há escassez de estudos sobre a relação entre as 

proteínas responsáveis pela função mitocondrial e ovários. Além disso, não foram encontradas 

investigações da expressão de MFN2 ou MFF nos ovários da prole adulta de ratas diabéticas. 

A literatura mostra que tanto o diabete como DHL podem prejudicar a expressão de proteínas 

da dinâmica motocondrial em outros tecidos. Em um modelo utilizando combinação de DHL e 

baixas doses de streptozotocin para indução de diabete em ratos machos, os animais 

apresentaram disfunção mitocondrial no tecido cardíaco com baixa expressões de MFN1, outra 

importante mitofusina que, junto com MFN2, controla a fusão mitocondrial (Shao et al.,2019). 

A diminuição da expressão de MFN2 também já foi vista em biópsia do músculo esquelético 

de pacientes com DM2 (Zorzano et al., 2009). Em nosso laboratório, foi verificado que filhas 

de ratas diabéticas aos 150 dias também apresentaram diminuição da expressão de MFN2 e 

MFF no músculo esquelético (Kloppel et al., 2022 – dados submetidos à publicação). 

MFN2 desempenha um papel importante na manutenção da integridade do DNA 

mitocondrial e sua anormalidade pode afetar a função das células da granulosa e o 

desenvolvimento dos oócitos (Chen et al., 2015). Assim, sugerimos que a hiperglicemia foi 

responsável pela baixa expressão de MFN2 e MFF e, consequentemente, levou a alterações nas 

células foliculares que comprometeu a síntese de progesterona ovariana, confirmada pela baixa 

concentração de progesterona sérica nas filhas de ratas diabéticas, independente do consumo 

de DHL. Nossas análises de correlação confirmaram que o aumento da concentração de glicose 

no TOTG teve impacto na diminuição da expressão de MFN2, MFF, bem como, a concentração 

de progesterona. 
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A função reprodutiva da fêmea depende do controle da esteroidogênese ovariana que é 

necessária para o desenvolvimento folicular, ovulação e manutenção da gestação (Drummond, 

2006). A primeira etapa da esteroidogênese ocorre na mitocôndria a partir do colesterol, que é 

transferido da parte interna para a externa da membrana mitocondrial, com sua metabolização 

no citocromo P450 em pregnolona, a qual é transportada para fora das mitocôndrias e 

convertida em progesterona pelas células da granulosa (An et al.,2012; Hu et al., 2010). Além 

disso, estudos in vitro utilizando linhagem de células com bloqueio de MFN2 (Duarte et al., 

2012) e também, in vivo, utilizando um modelo onde camundongos tratados com cisplatina 

apresentaram baixa expressão de MFN2 nos ovários (Chen et al., 2015; Hashem et al., 2019) e 

estavam associados à diminuição da produção de hormônios esteroides (Hashem et al., 2019). 

Estas informações reforçam ainda mais o fato de que a baixa expressão de MFN2 influenciou 

na menor concentração de progesterona nas filhas de diabéticas. Em nosso modelo, as 

correlações mostram que a diminuição de progesterona parece estar associada a disfunção 

mitocondrial, e isso pode refletir em prejuízo para a reprodução dessas ratas, por ser um 

hormônio essencial para a manutenção da prenhez (Morel et al.,2016). De fato, em outro estudo 

utilizando o mesmo modelo, foi verificado aumento de perdas de embriões antes da implantação 

em filhas de mães diabéticas, que consumiram ou não DHL, e diminuição do número de 

implantações e de fetos vivos nas filhas de mães diabéticas que consumiram DHL (Sinzato et 

al., 2022).  

Funções reprodutivas anormais podem vir acompanhadas de ciclo estral anormal e são 

frequentemente encontradas em modelos animais de DM2 e obesidade (Ziarniak et al., 2018). 

Embora nossos resultados não mostrem diferenças nas concentrações de 17β-estradiol, houve 

uma maior permanência na fase estro do ciclo estral no grupo FD/DP. De acordo com outros 

autores, a maior permanência na fase estro frequentemente é acompanhada por aumento nas 

concentrações de estradiol e maior recrutamento de folículos a se desenvolverem (Connor et 

al., 2012; Zhou et al., 2019). Uma possível justificativa para nosso achado é o fato de que a 

dosagem de 17β-estradiol ocorreu com os animais na fase diestro do ciclo estral, caracterizada 

por diminuição das concentrações desse hormônio justamente por se tratar de uma fase 

progestogênica (Marcondes et al., 2002). Esse ponto pode ser considerado como uma limitação 

do nosso estudo. 

A sobrevivência dos folículos ovarianos depende de vários fatores de sinalização que 

regulam a proliferação e a morte celular (apoptose) (Annie et al., 2020). A apoptose é um 

processo complexo que envolve vias intrínsecas e extrínsecas de ativação por proteínas pró e 
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anti-apoptóticas que são coordenadas pela função mitocondrial normal (Cai et al.,2002). Já foi 

estabelecida a relação entre hiperglicemia e a indução de apoptose e estudos relataram a 

presença de apoptose em excesso nas células ovarianas de ratas diabéticas (Asadikaram et al., 

2013; Nayki et al., 2017; Fraunhoffer et al., 2018) e nos ovários de ratas que consumiram DHL 

pelo aumento da expressão de Bax e caspase-3 além de outros marcadores apoptóticos 

(Jungheim et al., 2010; Cheong et al.,2014; Tsoulis et al.,2016; Wu et al., 2017). No entanto, 

nossos resultados são controversos. Pudemos verificar que a expressão de Bcl-2 e Caspase-3 

nos ovários foi menor nas filhas de ratas diabéticas e o grupo FD/DHL apresentou expressão 

de Bax ainda menor. O fato das filhas de ratas diabéticas exposta à DHL terem apresentado a 

diminuição de marcadores pró e anti-apoptóticos pode estar relacionado a um possível 

comprometimento da proliferação celular, visto que a expressão de PCNA, que atua na síntese, 

reparo e replicação de DNA (Boehm, et al., 2016), foi menor nos grupos de filhas de diabéticas. 

Em outros modelos já foi evidenciado que a disfunção mitocondrial leva à diminuição 

na expressão de PCNA e prejuízos na proliferação celular (Hong et al., 2021). Além disso, a 

baixa expressão de MFF prejudica a proliferação das células pelo fato de dificultar a fissão de 

seus núcleos e o processo de divisão por mitose (May-Panloup et al., 2016). Nossas observações 

são inéditas na literatura e nenhum dado está disponível acerca do mecanismo de ação de PCNA 

na função mitocondrial nos ovários. Porém, recentemente, PCNA foi reconhecido como um 

importante marcador de foliculogênese, por estar presente em maior concentração nas células 

da granulosa de folículos secundários e antrais (Vatanparast et al., 2021), o que justifica a 

relação entre baixa expressão proteica de PCNA e falhas na proliferação das células foliculares 

e redução na síntese de progesterona em nosso estudo. 

No ovário, o desenvolvimento folicular depende de um balanço entre apoptose e 

proliferação celular (Liu et al., 2019). Assim, níveis baixos da expressão de caspase-3 e PCNA 

em filhas de ratas diabéticas, independente do consumo de DHL, podem indicar que até mesmo 

a apoptose que deveria ocorrer de forma fisiológica parece não estar ocorrendo, o que poderia 

ser causa ou consequência da baixa proliferação celular nos ovários. Em um estudo utilizando 

um modelo de diabete grave induzido por aloxana, foi estabelecida uma relação direta entre 

hiperglicemia e baixa expressão de PCNA nas células do miométrio de ratas, sendo que a 

disfunção hormonal causada pela hiperglicemia foi a responsável pela baixa proliferação celular 

(Favaro et al., 2010). Foi encontrada correlação positiva entre a baixa expressão de caspase-3 

clivada nos ovários e a baixa concentração de progesterona e, já foi demonstrado que, a 

produção de progesterona parece ser dependente do aumento da ativação de caspase-3 nas 
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células da granulosa de folículos pré-ovulatórios (An et al., 2012). A relação dos hormônios 

ovarianos com a proliferação celular já foi relatada em outros estudos e estrogênios e 

progesterona parecem regular a proliferação celular através da expressão de seus receptores 

(Zakaria et al., 2000; Jaffer et al., 2009).  

Interessantemente, o mecanismo envolvido nas respostas ao consumo de DHL por ratas 

controle parece seguir outro padrão. No grupo FC/DHL, houve maior expressão de PCNA, 

indicando aumento da proliferação celular nesse grupo, que pode ser consequência do aumento 

da ativação da via PI3K. O aumento da proliferação celular pode resultar em maior ativação 

folicular, que recruta mais folículos a se desenvolverem, mas têm impacto negativo na função 

reprodutiva visto que mais folículos são perdidos (Jungheim et al., 2010; Paula et al., 2022). 

Maior proliferação e perda folicular foi verificada em ratas alimentadas com DHL, indicando 

diminuição da reserva ovariana (Wang et al., 2014; Tsoulis et al., 2016). Entretanto isso não 

foi verificado em nosso estudo. A análise da contagem de folículos ovarianos mostrou que as 

ratas do grupo FC/DHL não apresentaram alterações na reserva ovariana, nem na contagem de 

folículos em crescimento, embora fosse verificada uma diminuição na contagem de folículos 

antrais. A maior ativação da via PI3K, bem como aumento da proliferação celular nesse grupo, 

pode ter ocorrido como um mecanismo compensatório a fim de impedir a perda folicular, o que 

não ocorreu nos grupos diabéticos. 

O desenvolvimento folicular foi prejudicado nas filhas de ratas diabéticas 

independentemente do consumo de DHL. A diminuição na contagem de folículos primordiais 

mostra que houve perda da reserva ovariana. Isso refletiu na menor contagem de folículos em 

crescimento e folículos antrais. Esse resultado corrobora a literatura, pois o diabete leva à 

diminuição da reserva ovariana tanto em modelos experimentais quanto em estudos clínicos 

(Artunc-Ulkumen et al., 2014; Erbas et al., 2014; Nayki et al., 2016; Thong et al., 2020) e 

mostra que o efeito prejudicial é transmitido entre as gerações. A baixa expressão de MFF e 

MFN2 pode levar à diminuição da reserva por dificultar a fissão e fusão dos núcleos celulares 

e prejudicar a proliferação das células da granulosa (Chen et al.,2003). Camundongos knockout 

para MFN2 tiveram uma diminuição drástica de folículos primordiais e em crescimento aos 12 

meses de vida, levando à insuficiência ovariana (Zhang et al., 2019). Assim, a perda da reserva 

ovariana em nosso modelo pode ser consequência direta da disfunção mitocondrial, bem como 

do prejuízo no processo de apoptose e proliferação celular, causados pela hiperglicemia. Além 

disso, esse achado também se relaciona ao aumento de estresse oxidativo nas células ovarianas. 
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Em nosso estudo, a análise imunoistoquímica do ovário mostrou que as ratas do grupo 

controle que consumiram DHL (FC/DHL) e ambos os grupos de filhas de mães diabéticas 

(FD/DP e FD/DHL) apresentaram diminuição da intensidade de marcação da enzima 

antioxidante SOD nas células estromais e corpo lúteo e aumento da marcação de peroxidação 

lipídica por MDA nas células estromais. Tanto a exposição intrauterina ao diabete materno 

quanto o consumo de DHL levaram ao estresse oxidativo nas células ovarianas. No ovário, a 

presença de espécies reativas de oxigênio (EROS) é necessária para a ruptura dos folículos e 

ovulação. Entretanto é preciso que haja um balanço entre EROS e agentes antioxidantes, pois 

o estresse oxidativo acelera a perda de folículos (Zhao et al., 2019) e, consequentemente, 

prejudica a secreção de hormônios ovarianos (Zaid et al., 2021). A hiperglicemia está associada 

à alta produção de EROS pelas mitocôndrias (Yu et al., 2006) e o estresse oxidativo é uma das 

características marcantes em modelos experimentais de diabete (Gallego et al., 2018) e/ou DHL 

(Olawale et al., 2020; Moraes-Souza et al., 2021).  

Foi verificada uma correlação negativa entre a área sob a curva (AUC) formada pelo 

TOTG e a intensidade de marcação de SOD nas células ovarianas. SOD é uma enzima 

antioxidante que controla EROS no ovário e influencia a produção de progesterona nas células 

da granulosa e células lúteas, principalmente sua isoforma SOD-2, que está localizada na matriz 

mitocondrial (Zaid et al.,2021). A SOD-1, presente no citosol, é uma metaloenzima que, em 

altas concentrações, está relacionada à regulação do desenvolvimento folicular, ovulação e 

função lútea (Fujii et al., 2005; Combelles et al., 2010). A integridade do corpo lúteo é essencial 

para manutenção da gestação e o estresse oxidativo nas células lúteas leva ao declínio da 

capacidade reprodutiva. Para estudo do envelhecimento ovariano, modelos in vitro e in vivo já 

demonstraram a relação entre baixa concentração de SOD e aumento de EROS em células lúteas 

(Quian et al., 2016). 

Nossos achados sobre a baixa intensidade de marcação de SOD-1 nas células estromais 

é um dado interessante pois há pouca informação do papel do estroma na foliculogênese e no 

ciclo ovariano. Kinnear et al. (2020) mostraram que as células estromais possuem 

subpopulações que desempenham papeis distintos para a manutenção da dinâmica ovariana, 

principalmente porque a partir delas que as células foliculares e lúteas são formadas. Além 

disso, uma subpopulação específica, chamada de células intersticiais da teca (que 

posteriormente migram para se tornarem as células da teca propriamente ditas) foram 

reconhecidas pela capacidade de síntese de hormônios, bem como, pela presença de receptores 

para estes (Young & McNeilly, 2010; Rotgers et al., 2018). No entanto, ainda é preciso 
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esclarecer qual o papel do estroma na produção hormonal e os mecanismos pelos quais essas 

células influenciam a foliculogênese (Kinnear et al., 2020).  

Assim, a partir dos nossos resultados e de dados já descritos na literatura, podemos 

sugerir que a hiperglicemia materna levou à disfunção mitocondrial na prole, prejudicou a 

secreção hormonal, comprometeu o processo de apoptose e proliferação celular e causou 

estresse oxidativo nas células ovarianas. Essas alterações foram determinantes para a perda da 

reserva ovariana nas filhas de ratas diabéticas, o que pode indicar prejuízo no processo 

reprodutivo e impacto negativo na fertilidade, como verificado anteriormente por Paula et al. 

(2022). 

Embora nós esperássemos que a associação da exposição ao diabete materno e o 

consumo de DHL fosse produzir alterações mais exacerbadas nos ovários, o diabete materno 

foi determinante para as alterações metabólicas. Isso pode ser explicado pela reposta adaptativa 

do organismo frente às condições nutricionais e energéticas intrauterinas, que confere certa 

vantagem sobre condições pós-natais semelhantes (Nettle et al., 2013). A função mitocondrial 

têm sido forte candidata nos estudos intergeracionais, apesar de ainda não ser claro o 

mecanismo envolvido na herança do comprometimento mitocondrial, principalmente nos 

ovários.  

Apesar de nossos dados trazerem informações valiosas a respeito da associação entre 

diabetes e DHL sobre a dinâmica ovariana, algumas limitações podem ser apontadas. A 

avaliação de parâmetros biométricos pode fornecer dados importantes para a análise de um 

possível crescimento catch-up na prole de mães diabéticas, mas estes dados não foram incluídos 

neste estudo. A dinâmica mitocondrial envolve outras proteínas de grande importância para sua 

manutenção, como Drp1, MFN1 e OPA1. Entretanto, não foi possível a análise da expressão 

dessas proteínas neste trabalho, o que poderia fornecer mais informações sobre as vias alteradas. 

Além disso, uma avaliação das demais enzimas envolvidas no quadro de estresse oxidativo nos 

ovários poderia fornecer informações importantes para o entendimento das vias alteradas em 

nosso modelo. Apesar das limitações, nosso estudo é o primeiro a fornecer informações sobre 

a função mitocondrial em ratas filhas de mães diabéticas e nossos dados trazem uma nova 

perspectiva de como a hiperglicemia interfere nas futuras gerações. 

Este estudo é importante pois problemas reprodutivos são uma queixa cada vez mais 

frequente entre as mulheres, paralelo ao crescimento do número de mulheres diabéticas e 

obesas. Há indicação de que medidas preventivas com o objetivo de conscientizar os efeitos do 

diabete e de condições nutricionais para o desenvolvimento saudável do ovário e da função 
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reprodutiva são necessárias e fundamentais para melhoria da qualidade de vida das mulheres 

em idade reprodutiva. 
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5. Conclusão 

 

Em conclusão, a disfunção mitocondrial causada pela hiperglicemia foi determinante 

para as alterações encontradas em nosso modelo. As repercussões negativas indicam que as 

filhas de ratas diabéticas, independentemente do consumo de DHL, possuem disfunção 

mitocondrial com prejuízo na proliferação, secreção hormonal e presença de estresse oxidativo 

e diminuição da reserva ovariana. Assim, nossos achados indicam um possível modelo para 

estudo da dinâmica ovariana e fertilidade. 
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CAPÍTULO III 
 

Este manuscrito foi publicado na revista Systems Biology in Reproductive Medicine (Fator de 

Impacto = 2,69) no ano de 2022. 
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Considerando os resultados obtidos, através do uso de animais de laboratório como 

modelo para melhor compreensão da associação entre diabete e dieta hiperlipídica (DHL), 

podemos observar que com os resultados dos 6 capítulos redigidos nessa tese, o consumo de 

DHL do desmame até os 120 dias de vida levou à hiperglicemia e aumentou a probabilidade 

de as ratas desenvolverem diabete. A exposição ao diabete intrauterino foi determinante para 

causar disfunção mitocondrial, prejuízo na proliferação e secreção de hormônio e impactou 

diretamente a reserva ovariana. Com isso, durante a prenhez das ratas filhas de mães 

diabéticas, essas alterações se exacerbaram e, de fato, comprometeram a reprodução. Além 

disso essas ratas apresentaram resistência à insulina, estresse oxidativo e crescimento anormal 

de seus filhotes. 

Assim, nosso modelo experimental se mostra eficaz para o estudo intergeracional dos 

efeitos do diabete sobre a fertilidade em ratas. Isso mostra a importância de levarmos em 

consideração que o número de mulheres diabéticas com sobrepeso e/ou obesidade cresce em 

todo mundo. Além disso estudos clínicos sobre reprodução são escassos e complexos. Este 

estudo contribui cientificamente e socialmente, ao evidenciar as consequências que o diabete 

e o consumo de dietas ricas em gordura podem causar prejuízo ao processo reprodutivo e 

mostra a importância de se conscientizar a população, principalmente as mulheres, sobre o 

cuidado com a saúde reprodutiva e estilo de vida saudável. 
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TABELA 1. Composição bromatológica da dieta padrão e dieta hiperlipídica. 

 

Composição 

Dieta 

Padrão Hiperlipídica 

Energia (cal/g) 4,022 4,925 

Umidade (%) 7,45 3,65 

Matéria Seca (%) 92,55 96,35 

Matéria Mineral (%) 6,66 2,84 

Proteína Crua (%) 25,76 26,77 

Extrato Etério (%) 3,49 15,19 

Fibra Crua (%) 43,63 45,42 

A dieta padrão foi obtida comercialmente (Purina®). A dieta hiperlipídica foi 

preparada na Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina de 

Botucatu (FMB/UNESP). Foram utilizados os seguintes ingredientes: farelo de soja, sorgo, 

casca de soja, amido de milho, açúcar refinado, banha de porco, minerais (ferro, biotina, 

vitamina B12, vitamina D, vitamina B6, vitamina E, vitamina A, selênio e potássio.), sal. Estes 

ingredientes foram moídos, misturados e oferecidos na forma de pellets. Após o preparo, a 

ração foi mantida sob refrigeração até o momento do consumo. 

 

 

 

FIGURA 1. Fotografia ilustrativa da forma da ração hiperlipídica. 

Fonte: da autora 
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ANEXO 1. Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA)/ FMB_Unesp 

Projeto de pesquisa “guarda-chuva” 
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ANEXO 2. Aprovação CEUA / FMB_Unesp 

Projeto de pesquisa da aluna Verônyca Gonçalves Paula 
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