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IMPACTO ESPERADO DA TESE 
 

Filhas de ratas com diabete e que consomem dieta rica em gordura, desde o 

desmame até a vida adulta, apresentam um quadro de resistência à insulina, estresse 

oxidativo, inflamação e hiperlipidemia exacerbada, que contribui para disfunção 

autofágica e esteatose no fígado. Isso ressalta a importância da mudança do mau 

hábito de vida ocidentalizado pelas mulheres, especialmente em idade reprodutiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXPECTED IMPACT OF THESIS 
 

Female pups of rats with diabetes who consume a high-fat diet, from 

weaning until adulthood, present insulin resistance, oxidative stress, inflammation 

and exacerbated hyperlipidemia, which contribute to autophagic dysfunction and 

steatosis in the liver. This highlights the importance of changing the bad Western 

lifestyle habits of women, especially in the reproductive age. 
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1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

Ao longo da história da Medicina, evidências experimentais mostram que 

diversos fatores ambientais podem atuar no início da vida e influenciar a saúde na 

fase adulta (Rosenfeld, 2015). Esses indicativos tornam-se mais conhecidos pela 

teoria das doenças adultas de origem fetal (FOAD - fetal origins of adult disease), 

proposta por Barker, que se baseia na premissa da plasticidade do desenvolvimento. 

As modificações ambientais no início da vida podem produzir diferentes fenótipos 

e moldar/alterar a predisposição a doenças tardiamente (Barker, 2007; Calkins e 

Devaskar, 2011). O conceito da teoria de Barker foi expandido para Developmental 

Origins of Health and Disease (DOHaD), pois não se restringe apenas ao período 

fetal e ao aparecimento de doenças, mas compreende também o estado da saúde e 

abrange outros períodos vulneráveis, como a concepção, período embriofetal, 

período de amamentação e primeira infância do indivíduo (Uauy et al., 2011; 

Fleming et al., 2018; Penkler et al., 2019). Estudos epidemiológicos (Gluckman et 

al., 2007; Tam et al., 2017) e experimentais (Tsoulis et al., 2016; Paula et al., 2022; 

Sinzato et al., 2022) demonstram que o diabete materno pode causar um ambiente 

intrauterino desfavorável e alterar a programação dos descendentes, aumentando o 

risco para o desenvolvimento de diabete, obesidade e resistência à insulina em 

outras gerações. 

Diabetes mellitus (DM) descreve um grupo de distúrbios metabólicos 

caracterizados e identificados pela presença de hiperglicemia (World Health 

Organization - WHO, 2019). Em 2021, 537 milhões de pessoas tinham diabete e 

esse número deve chegar a 783 milhões até 2045. Os gastos diretos com a saúde já 

estão perto de um trilhão de dólares e serão superiores até 2030 (American Diabetes 

Association - ADA, 2023). O aumento da prevalência do diabete pode ser uma 

consequência do frequente consumo de dietas ricas em lipídios e à diminuição da 

atividade física, que são muito comuns atualmente (GBD 2015 Obesity 

Collaborators et al., 2017; International Diabetes Federation - IDF, 2019). O 

diabete pode ser classificado em três classes principais: Tipo 1 (DM1), quando há 
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destruição autoimune das células beta (β)-pancreáticas, levando geralmente à 

deficiência de insulina; Tipo 2 (DM2) relacionado à perda progressiva da 

capacidade adequada de secreção de insulina pelas células β e está, associado à 

resistência à insulina e síndrome metabólica; DM gestacional (DMG), definido 

como diabete diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre da gravidez e não foi 

claramente evidente antes da gestação (ADA, 2023).  

Diabete é frequentemente acompanhado por uma variedade de complicações 

graves, incluindo danos ao fígado (Zhang et al., 2019). O estado hiperglicêmico 

favorece a auto oxidação da glicose, a glicação não enzimática de proteínas e a 

ativação da via do poliol, que estão ligadas a produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROS) pelo citocromo P450 2E1 (CYP2E1), além da disfunção 

mitocondrial e presença de estresse oxidativo (Saravanan et al., 2013). EROS 

elevados podem ativar vias inflamatórias através da regulação positiva de genes pró-

inflamatórios, contribuindo para a resistência à insulina, dano nas moléculas de 

DNA e consequente morte celular (Shaaban et al., 2022; González et al., 2023). 

Assim, todos esses fatores em conjunto estão implicados no desenvolvimento da 

doença hepática gordurosa associada à disfunção metabólica (Metabolic 

dysfunction-associated fatty liver disease - MAFLD), também conhecida como 

doença hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA) (Eslam et al., 2020; Shaaban et 

al., 2022). A MAFLD afeta cerca de um quarto da população adulta mundial e 

representa um grande ônus econômico e de saúde para todas as sociedades. Os 

critérios propostos para um diagnóstico positivo de MAFLD baseiam-se na 

evidência histológica, imagem ou biomarcador sanguíneo de acúmulo de gordura 

no fígado (esteatose hepática), além de um dos três critérios a seguir: 

sobrepeso/obesidade, presença de DM ou evidência de desregulação metabólica 

(Eslam et al., 2020). O espectro de lesão hepática da MAFLD varia desde simples 

esteatose até esteato-hepatite não alcoólica (NASH), cirrose e carcinoma 

hepatocelular (Oh et al., 2016). Cabe ressaltar que esta doença ainda não tem 

farmacoterapia aprovada (Eslam et al., 2020). O mecanismo por trás da lesão 

hepática proveniente do diabete não é claro. No entanto, estudos sugerem uma 



Larissa Lopes da Cruz – Tese de Doutorado 

 

18 
 

conexão com o comprometimento da autofagia (Yu et al., 2019; Joo et al., 2020; 

Jiang et al., 2021).  

Em condições normais, a autofagia é um importante mecanismo de 

degradação de organelas senescentes, proteínas agregadas ou mal dobradas e 

macromoléculas pela formação de vesículas pelos lisossomos (Mizushima e 

Komatsu, 2011; Kliosnky et al., 2021). Existem três formas principais de autofagia: 

microautofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA) e macroautofagia 

(Mizushima e Komatsu, 2011; Madrigal-Matute e Cuervo, 2016), que diferem 

quanto às funções fisiológicas e forma de transporte do material a ser degradado 

para o interior do lisossomo (Mizushima e Komatsu, 2011). A microautofagia 

ocorre diretamente pela captação de pequenas moléculas do citoplasma para o 

lisossomo através de invaginações da membrana lisossomal (Madrigal-Matute e 

Cuervo, 2016). A CMA requer uma chaperona citosólica para transportar proteínas 

contendo a sequência de aminoácidos KFERQ, para a lysosome-associated 

membrane glycoprotein type 2 (LAMP-2), que transloca o material para o interior 

do lisossomo (Cuervo e Wong, 2014; Ravanan et al., 2017). A macroautofagia é 

responsável por mais de 90% da autofagia celular e está mais associada ao diabete 

(Yao et al., 2020). É caracterizada pela formação de uma vesícula de dupla 

membrana que circunda o conteúdo a ser degradado, dando origem à estrutura 

conhecida por autofagossomo, o qual se fundirá posteriormente ao lisossomo que, 

por sua vez, será denominado autolisossomo (ou autofagolisossomo). Após a fusão, 

as enzimas lisossomais serão ativadas, resultando na degradação do conteúdo e 

gerando componentes essenciais (aminoácidos, lipídios e carboidratos) que poderão 

ser usados para atender às necessidades energéticas da célula e promover a 

sobrevivência celular (Arden, 2018; Kliosnky et al., 2021). Nosso estudo 

investigou, particularmente, o processo de macroautofagia, a qual passará a ser 

citada a partir daqui como autofagia. 

O processo de autofagia é complexo e envolve a participação ordenada de 

diversas proteínas (Kliosnky et al., 2021), e é dividido em quatro etapas principais: 

Iniciação, Alongamento, Maturação e Fusão (Gracia-Sancho et al., 2014) (Figura 
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1).  A autofagia é inibida pelo Mechanistic target of rapamycin (mTOR), enquanto 

que a AMP-activated protein kinase (AMPK) estimula a autofagia em resposta a 

níveis baixos de ATP ou ao estresse celular. A proteína AMPK regula a atividade 

da Unc-51-like autophagy-activating kinase (complexo ULK1/2), que ativa a 

proteína Interaction myosin/moesin like coiled-coil protein 1 (Beclin-1) para o 

início da formação do fagóforo (Tain e Hsu, 2017). Uma vez formado, o fagóforo é 

alongado para gerar o autofagossomo que captura a carga alvo para degradação.  A 

cascata de sinalização das Autophagy-related genes (ATGs), sendo ATG-7 um 

efetor essencial, direciona o complexo ATG12-ATG5-ATG16 para a expansão da 

membrana do fagóforo. A proteína LC3 (cadeia leve 3 da proteína 1 associada a 

microtúbulos - microtubule-associated protein light chain 3), que é um homólogo 

da ATG-8 de leveduras, sofre uma clivagem C-terminal quando um sinal pró-

autofágico é percebido pela célula, assim, ocorre a conversão da forma citosólica I 

(LC3-I) para a forma II (LC3-II), que sofre modificações e passa a se localizar 

especificamente na membrana de autofagossomos. A quantidade de LC3-II se 

correlaciona com o número de autofagossomos formados (Kabeya et al., 2004). Na 

fase de maturação, a proteína Sequestosome 1 (SQSTM1), conhecida como p62, se 

associa às proteínas ubiquitinadas nas membranas autofagossômicas e engloba o 

conteúdo citoplasmático a ser degradado (Cho et al., 2017). A etapa de fusão do 

autofagossomo com o lisossomo forma o autolisossomo e depende da glicoproteína 

LAMP-2 e do complexo Soluble NSF attachment receptor (SNARE). Após a fusão, 

as enzimas lisossômicas são ativadas resultando na degradação do conteúdo 

englobado (Cho et al., 2017; Arden, 2018).  

Com relação a órgãos específicos, a autofagia desempenha um importante 

papel nas funções básicas, incluindo glicogenólise, gliconeogênese e β-oxidação de 

ácidos graxos no fígado (Madrigal-Matute e Cuervo, 2016; Cho et al., 2017). O 

processo autofágico também contribui na degradação de lipídios intracelulares 

(Signh et al., 2009), mas sua ativação persistente pode resultar em morte celular 

(Klionsky et al., 2021). Qian et al. (2018) demonstraram que a supressão de 

reguladores autofágicos e a diminuição das atividades enzimáticas lisossomais em 
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hepatócitos compromete a capacidade do fígado de se adaptar ao estresse 

metabólico e prejudica a ação da insulina, confirmando que a autofagia tem 

importantes implicações para a síndrome metabólica. Além disso, a ausência de 

degradação de p62/SQSTM1 em ratos diabéticos foi correlacionada com danos no 

fígado, menor formação de autofagolisossomo e inibição de B-cell lymphoma 

protein 2 (BCL-2), promovendo a apoptose (Petrović et al., 2017). 

Figura 1. Etapas do processo autofágico (Fonte: do Autor). 

 

A fim de avaliar a disfunção autofágica associada a doenças metabólicas, 

estudos têm testado o uso de dieta hiperlipídica (DHL) em modelos animais. A 

indução de obesidade por DHL em camundongos resultou no comprometimento da 

autofagia após 16 semanas de exposição, acompanhado do aumento de degradação 

das proteínas ATG-5, ATG-7 e Beclin-1, estresse hepático e resistência à insulina 

(Yousefi et al., 2006; Yang et al., 2010). Outros estudos mostraram que ratos Wistar 

tratados com DHL apresentaram aumento na resistência à insulina, que interferiu na 

fusão de autofagossomos com os lisossomos (Koga et al., 2010; Papáčková et al., 

2012). Liu et al. (2009) estudaram um modelo de camundongo com DM2, induzido 

por DHL, e concluíram que a atividade da autofagia no fígado e a expressão de 
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alguns genes importantes no processo autofágico foram suprimidos na presença de 

resistência à insulina.  

Embora as etapas da autofagia estejam estabelecidas de forma geral, ainda 

não estão bem elucidadas na patogênese do diabete, o que causa grande interesse 

para os pesquisadores (Yasuda-Yamahara et al., 2015; Dai et al., 2017). O diabete 

na gestação ainda é uma importante questão a ser explorada quanto à interferência 

ou não da hiperglicemia na modulação da autofagia no tecido hepático dos 

descendentes. Estudos em humanos são limitados em função de variáveis 

incontroláveis, como fatores socioeconômicos, nutricionais e genéticos (López-

Soldado e Herrera, 2003). Além disso, os estudos prospectivos e de intervenção em 

humanos levam décadas para determinar os resultados e a base mecanicista apenas 

para a primeira geração (F1), apoiando ainda mais a necessidade de modelos 

animais com cronogramas reprodutivos relativamente curtos (Morrison et al., 

2018). Além disso, as restrições éticas em humanos também devem ser consideradas 

devido à necessidade de biópsias hepáticas consecutivas para realização de análises 

mais abrangentes (Kwanten et al., 2014). Os órgãos de roedores, entre eles a 

microarquitetura do fígado, é muito semelhante aos dos seres humanos (Shi et al., 

2015; Kruepunga et al., 2019). Com isso, as repercussões frente aos insultos 

também podem ser similares e nos ajudam a compreender os mecanismos 

envolvidos na programação metabólica fetal (Williamns et al., 2014; Wojcikowski 

e Gobe, 2014).  

Dentre os modelos de indução do diabete em roedores, destaca-se o uso das 

drogas β-citotóxicas, dentre elas o streptozotocin (STZ) (Kleinert et al., 2018; 

Sinzato et al., 2021). STZ é um composto estável e com margem de segurança 

ampla, capaz de produzir um modelo de diabete experimental com glicemia de 

intensidade severa ou moderada de acordo com a dose, peso corpóreo do animal, a 

via de administração, espécie e idade do animal utilizado (Eleazu et al., 2013). Para 

mimetizar a glicemia do DM2 e do DMG humano, o modelo utilizado em roedores 

é o diabete moderado e sua indução pode ser feita no período neonatal (Kiss et al., 

2009; Damasceno et al., 2013; Sinzato et al., 2021; Cruz et al., 2022), durante a 
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prenhez (Luo et al., 2020) ou em ambos períodos (Saito et al., 2010).  

Tendo em vista a alta incidência de diabete, o consumo excessivo de 

alimentos hipercalóricos e a falta de estudos sobre a associação do insulto causado 

pelo diabete materno e pela exposição à DHL pós-desmame, nosso grupo de 

pesquisa mostrou que filhas de ratas com diabete moderado apresentaram 

intolerância à glicose, hiperlipidemia e disfunção das células β-pancreáticas na 

idade adulta (Paula et al., 2022). Também verificamos que a adaptação ao ambiente 

hiperglicêmico diminuiu a resposta à sinalização de insulina e causou disfunção nas 

mitocôndrias das fibras do músculo esquelético (Kloppel et al., 2023 – dados 

submetidos à publicação). Quando esses animais foram expostos a uma DHL desde 

o desmame até a idade adulta, além da presença de hiperglicemia, hiperlipidemia e 

processo inflamatório (Paula et al., 2022), maior índice de adiposidade e área de 

adipócitos foram observados, que contribuiu para hipertrofia do tecido adiposo 

(Saullo et al., 2022).  

Sendo assim, ao considerar a perspectiva metabólica global, torna-se 

necessário o estudo do fígado como importante órgão envolvido na regulação da 

homeostase energética e metabólica de todo o corpo (Trefts et al., 2017; Baiges-

Gaya et al., 2021). Desta forma, modelos com animais de laboratório (ratos), 

submetidos a estes dois insultos (diabete materno e DHL após o nascimento) 

também permitirão melhor entendimento sobre os processos de autofagia hepática. 

Assim, com o intuito de melhorar o entendimento sobre as repercussões e os 

mecanismos do diabete e DHL no processo de autofagia no fígado das fêmeas 

descendentes na idade adulta, esta tese foi desenvolvida e dividida em dois 

capítulos: Capítulo I - apresentação de uma revisão sistemática e meta-análise para 

entendermos como o diabete interfere nas vias de sinalização da autofagia hepática, 

bem como, as lacunas de conhecimento que ainda precisam ser elucidadas; Capítulo 

II – investigação dos mecanismos pelos quais o diabete materno, associado ou não 

ao consumo de DHL na vida pós-natal, pode prejudicar o processo de autofagia 

hepática das filhas de mães diabéticas. 
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CAPÍTULO I 

 
 

Este capítulo da tese de Doutorado (revisão sistemática e meta-análise) foi redigido, 

submetido e publicado na revista Life Sciences (Fator de Impacto = 6,78) no ano de 

2022.  
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CAPÍTULO II 

 
 

Este manuscrito será formatado posteriormente para submissão à revista The 

Journal of Physiology (Fator de Impacto = 6,2). 
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RESUMO 

 

A autofagia é um processo de degradação dos constituintes intracelulares nos lisossomos, 

contribuindo para a regulação hepática. Entretanto, as alterações existentes na autofagia 

durante a programação fetal da prole de mães diabéticas e expostas a um insulto dietético 

ainda não foram investigadas. O objetivo foi avaliar como o diabete materno, associado ou 

não à uma dieta hiperlipídica (DHL) no período pós-natal, compromete parâmetros 

metabólicos e a autofagia hepática de descendentes adultas. Ratas Sprague Dawley, filhas 

de mães não-diabéticas (controle = FC) ou diabéticas (FD), foram alimentadas com dieta 

padrão (DP) ou DHL desde o desmame até a idade adulta (n=5 ratas/grupo): FC/DP, 

FC/DHL, FD/DP e FD/DHL. No dia 115 de vida, foi realizado o teste oral de tolerância à 

glicose. No dia 120 de vida, foram determinadas as concentrações séricas de colesterol total, 

triglicerídeos e transaminases hepáticas. A razão de Ritis e o índice TyG foram calculados 

para avaliação de resistência à insulina. Amostras de fígado foram utilizadas para dosagem 

de marcadores inflamatórios, estresse oxidativo e para análise de expressão de proteínas, 

por Western blotting, relacionadas à autofagia e apoptose. Análises histomorfométricas e a 

avaliação do acúmulo de lipofuscina também foram realizadas para marcação indireta de 

senescência celular. Os grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL apresentaram intolerância à 

glicose e aumento no número de hepatócitos na idade adulta. Além disso, ratas FD/DP e 

FD/DHL apresentaram hiperlipidemia e resistência à insulina. Adaptações nas vias redox 

hepáticas foram observadas no grupo FD/DP com aumento da atividade de marcadores de 

defesa antioxidante, incluindo catalase e glutationa peroxidase. O grupo FD/DP também 

exibiu aumento da expressão proteica de marcadores da autofagia, tais como p-AMPK, 

LC3-II/LC3-I e p62/SQSTM1, acúmulo de lipofuscina e ativação de caspase-3. Após 

exposição à DHL, a prole adulta de ratas diabéticas teve fosforilação reduzida de AMPK e 

da razão LC3-II/LC3-I, além da presença de esteatose, estresse oxidativo e inflamação. 

Portanto, a redução de autofagia, estimulada por DHL, e mediada por AMPK, pode ser de 

vital importância para o aumento da suscetibilidade à doença hepática gordurosa associada 

à disfunção metabólica induzida por diabete materno. Assim, a modulação autofágica nos 

redireciona para novos tratamentos das complicações hepáticas.  

 

Palavras-chave: AMPK, Diabete, DOHaD, Fígado, Lipofagia, MAFLD. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Entender a programação do desenvolvimento de doenças crônicas está se 

tornando cada vez mais relevante devido à exposição crescente da prole à 

subnutrição ou supernutrição, obesidade e diabete materno (Spradley et al., 2018).  

Diabetes mellitus (DM) é caracterizado por hiperglicemia. É um grupo heterogêneo 

de distúrbios metabólicos e afeta cerca de 537 milhões de pessoas e pode chegar a 

783 milhões até 2045 (American Diabetes Association - ADA, 2023). A síndrome 

diabética, entre mulheres em idade fértil, pode surgir antes da gravidez, sendo 

definida como diabete materno pré-existente (DM tipo 1 e tipo 2), ou ocorrer apenas 

na gestação, denominada de DM Gestacional (ADA, 2023). A hiperglicemia na 

gravidez é responsável por efeitos adversos em mães e crianças no período perinatal 

(Hod et al., 2015). Além disso, o diabete materno pode afetar o desenvolvimento da 

prole a longo prazo, causando diabete e outras doenças metabólicas na idade adulta 

(Tozour et al., 2020). O conceito Developmental Origins of Health and Disease 

(DOHaD) propõem que um ambiente subótimo durante um período crítico de 

desenvolvimento, seja no período pré-concepção, período fetal, infância e/ou 

primeira infância do indivíduo, pode induzir mudanças permanentes na estrutura e 

função de órgãos específicos e ter efeitos profundos sobre a saúde ou doença ao 

longo da vida (Keshavjee et al., 2022). 

Um dos principais órgãos suscetíveis aos efeitos do estresse oxidativo, 

induzido por hiperglicemia, é o fígado (Bugianesi et al., 2005). O estado 

hiperglicêmico favorece a formação de produtos de glicação avançada, acúmulo 

citoplasmático de proteínas oxidadas e disfunção mitocondrial no fígado, o que 

contribui para a resistência à insulina, inflamação e morte celular (Yzydorczyk et 

al., 2017; González et al., 2023). Essas alterações provocam lesão hepática, 

incluindo a doença hepática gordurosa associada à disfunção metabólica (do inglês 

Metabolic dysfunction-associated fatty liver disease - MAFLD), sendo a causa mais 

comum de doenças hepáticas e responsável pelo aumento da mortalidade global 

(Eslam et al., 2020). O mecanismo envolvido na lesão hepática, causada pelo DM, 
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não está claro e sugere-se uma conexão entre lesão hepática induzida pelo diabete e 

autofagia anormal (Yu et al., 2019; Joo et al., 2020). 

Autofagia é um processo celular importante, mediado por lisossomos, e que 

envolve a degradação de organelas senescentes, proteínas danificadas e lipídios, 

fornecendo nutrientes necessários para atender às necessidades energéticas da célula 

e garantindo o controle de qualidade das organelas (Madrigal-Matute e Cuervo, 

2016; Ardem, 2018). Este processo é dividido em três tipos principais: 

macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas (Mizushima e 

Komatsu, 2011). A macroautofagia é responsável por mais de 90% da autofagia 

celular (Yao et al., 2020). Sendo assim, este artigo se concentrará nos mecanismos 

envolvidos na macroautofagia, a qual passará a ser citada a partir daqui como 

autofagia. 

O processo autofágico inclui três estágios principais: formação do 

autofagossomo, fusão do autofagossomo com lisossomos com a formação do 

autofagolisossomo (ou autolisossomo) e degradação do substrato englobado pelas 

enzimas lisossomais (Ardem, 2018). A autofagia é inibida pelo mechanistic target 

of rapamycin (mTOR), enquanto que a AMP-activated protein kinase (AMPK) 

estimula a autofagia, a qual regula a ativação da proteína Interaction myosin/moesin 

like coiled-coil protein 1 (Beclin-1) para o início da formação do fagóforo, uma 

projeção da membrana do retículo endoplasmático (Tain e Hsu, 2017). A proteína 

Microtubule associated protein light chain 3 (LC3) é um marcador-chave da fase 

de alongamento e está envolvida na formação da vesícula de dupla membrana 

denominada autofagossomo, pela ligação à fosfatidiletanolamina (PE) junto com a 

degradação das proteínas da família das Autophagy-related gene (ATGs). 

Posteriormente, a proteína Sequestosome 1 (SQSTM1), conhecida como p62, se 

associa às proteínas ubiquitinadas nas membranas autofagossômicas, reconhecendo 

o conteúdo citoplasmático a ser degradado (Cho et al., 2017). A etapa de fusão do 

autofagossomo com lisossomo é dependente da glicoproteína LAMP-2 (Cho et al., 

2017; Arden, 2018). Em tecidos periféricos, como o fígado, a autofagia desempenha 

um importante papel na glicogenólise, gliconeogênese, β-oxidação de ácidos graxos 
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e degradação de gotículas lipídicas (Madrigal-Matute e Cuervo, 2016; Cho et al., 

2017). Qian et al. (2018) demonstraram que a supressão de reguladores autofágicos 

e a diminuição da atividade lisossomal em hepatócitos compromete a capacidade do 

fígado de se adaptar ao estresse metabólico e prejudica a ação da insulina. Isto 

confirma que processo autofágico tem importantes implicações na síndrome 

metabólica. 

A fim de avaliar a disfunção da autofagia, associada a doenças metabólicas, 

estudos utilizam dietas hiperlipídicas (DHL) em modelos animais. Recentemente, 

publicamos uma revisão sistemática e meta-análise, sugerindo que murinos 

(camundongos e ratos) diabéticos, cuja indução foi feita pela administração de 

DHL, apresentaram comprometimento da autofagia celular (Da Cruz et al., 2022). 

Além disso, houve diminuição na resposta autofágica conforme aumentava a 

glicemia, percentual de gordura, exposição a longo prazo a DHL ou idade avançada 

do animal (Da Cruz et al., 2022). Entretanto, a maioria dos estudos foram 

desenvolvidos em machos, deixando uma questão em aberto sobre a possível 

alteração do processo autofágico em animais do sexo feminino. 

Ademais, a presença da hiperglicemia materna também é outra importante 

questão a ser explorada quanto à interferência ou não na modulação da autofagia no 

tecido hepático na prole adulta. Estudos em humanos são limitados em função de 

variáveis incontroláveis, como fatores socioeconômicos, nutricionais e genéticos 

(López-Soldado e Herrera, 2003), além de levarem décadas para obter a 

compreensão da base mecanicista na primeira geração (F1) (Morrison et al., 2018). 

As restrições éticas também devem ser consideradas em função da necessidade de 

biópsias consecutivas no fígado para realização de análises mais abrangentes 

(Kwanten et al., 2014). A utilização de modelos animais é uma ferramenta valiosa 

para compreender os mecanismos envolvidos na programação metabólica e fetal e 

para o desenvolvimento de novas intervenções terapêuticas (Wojcikowski e Gobe, 

2014; Williamns et al., 2014; Morrison et al., 2018). As repercussões existentes nos 

órgãos de roedores são muito semelhantes às dos seres humanos (Wojcikowski e 

Gobe, 2014; Williamns et al., 2014). 
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Assim, tendo em vista a alta incidência de diabete, sedentarismo, consumo 

excessivo de alimentos hipercalóricos e a falta de estudos sobre a associação do 

diabete materno e a exposição à DHL após o desmame, há necessidade de verificar 

as alterações glicêmicas, lipídicas, estresse oxidativo e inflamação, bem como as 

repercussões no processo de autofagia no fígado da prole adulta de ratas diabéticas, 

para compreender os mecanismos fisiopatológicas envolvidos. A hipótese deste 

estudo é que o ambiente diabetogênico durante a gestação e o consumo de dieta 

hiperlipídica durante o período pós-natal comprometerão parâmetros metabólicos e 

os biomarcadores do processo de autofagia do tecido hepático da prole adulta de 

ratas. Portanto, o objetivo foi avaliar os efeitos metabólicos e a modulação da 

autofagia hepática em descendentes adultas de ratas diabéticas, submetidas ou não 

à DHL, no período pós-natal. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODO 

 

2.1 Animais 

Todos os procedimentos experimentais aplicados neste estudo estão em 

conformidade com o Guia do Instituto Nacional de Saúde para cuidados e uso de 

animais de laboratório (National Research Council, 2011), as diretrizes ARRIVE 

(do inglês Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) (Percie du Sert et 

al., 2020) e foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

de nossa Instituição, sob protocolos 1218/2017 e 1341/2019 (Anexos 1 e 2, 

respectivamente).  

Foram utilizados ratos da linhagem Sprague Dawley, machos e fêmeas, com 

aproximadamente 120 dias de idade [250 e 220 gramas (g) de peso corpóreo, 

respectivamente]. Os animais foram comprados do Centro de Animais da 

UNICAMP (CEMIB) e mantidos em nosso biotério livres de patógenos e sob 

condições controladas, com temperatura (22±2ºC), umidade (50±10%) e ciclo 

claro/escuro (12/12h). Os animais foram alocados aleatoriamente em gaiolas de 

polipropileno forradas com maravalha, com capacidade para três animais por 
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gaiolas. Foi realizado enriquecimento ambiental com a introdução de bolas de 

papéis amassados em cada caixa (Simpson e Kelly, 2011) para redução do estresse. 

Água filtrada e ração foram oferecidas ad libitum. 

 

2.2 Delineamento do Estudo 

Trata-se de um estudo experimental, transversal e analítico. A sequência 

experimental está resumida na Figura 1. 

Figura 1. Desenho experimental.  
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2.3 Sequência Experimental da Geração Parental (F0) 

As ratas receberam a droga beta (β)-citotóxica, Streptozotocin (STZ, Sigma-

Aldrich Chemical Company®, EUA), na dose de 70 mg/kg, via subcutânea para 

indução do diabete no 5º dia de vida pós-natal (Sinzato et al., 2021). Outro grupo 

de filhotes fêmeas compuseram o grupo não-diabético (Controle) e receberam o 

volume equivalente de veículo (tampão citrato - 0,01 M, pH 4,5) no mesmo dia que 

o grupo que recebeu STZ. Aos 75 dias de vida (vida adulta), estas ratas foram 

submetidas ao Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG) para avaliar os valores 

glicêmicos para caracterização dos critérios de inclusão. Para isso, após seis horas 

de jejum, foi coletada uma gota de sangue da cauda das ratas para determinação 

glicêmica (tempo 0). Logo após, as ratas receberam solução de glicose (0,2 g/mL) 

via intragástrica (gavage) na dose de 2,0 g/kg de peso corpóreo. Decorridos 30, 60 

e 120 minutos (min) após a administração da solução de glicose, as glicemias foram 

determinadas em glicosímetro convencional, sendo que valores ≥ 200 mg/dL em 

pelo menos um ponto do TOTG confirmou o diabete (Sinzato et al., 2021, ADA, 

2023). Para o grupo controle, foram incluídas apenas ratas com glicemia < 140 

mg/dL em pelo menos três momentos durante o TOTG. Ratas que não apresentaram 

as características acima, foram anestesiadas, eutanasiadas e excluídas deste estudo. 

A partir dos 90 dias de vida, as fêmeas inclusas nos grupos Diabete e 

Controle foram acasaladas com machos normoglicêmicos (3 fêmeas para 1 macho) 

ao final da tarde, com duração máxima de 15 dias, para obtenção de mães com e 

sem diabete (Geração parental), com o objetivo criar um ambiente intrauterino 

inadequado a partir da indução do diabete. Na manhã seguinte, quando os 

espermatozoides foram encontrados no esfregaço vaginal, a prenhez foi confirmada 

e este foi designado como dia 0 de prenhez. As ratas que não acasalaram após 15 

dias consecutivos foram consideradas inférteis e excluídas deste estudo (Sinzato et 

al., 2021). Durante a prenhez, as ratas foram mantidas em caixas individuais e as 

proles, obtidas através de parto vaginal, foram usadas como foco desta pesquisa. 

Após o nascimento, em função do número de tetos funcionais e para garantir 
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acesso igualitário ao leite materno, foram mantidos não mais que oito filhotes por 

ninhada até o desmame (DPN 22), mantendo o mais próximo possível de uma 

proporção sexual de 1:1, ou seja, 4 machos e 4 fêmeas (Zambrano et al., 2005). 

Quando a ninhada apresentasse até oito filhotes, se ambos os sexos estivessem 

presentes, não houve manipulação. Quando as ninhadas excederam 8 filhotes, foram 

selecionados machos e fêmeas de forma aleatória. Se a ninhada fosse inferior a oito 

filhotes por mãe, essa mãe e sua ninhada foram excluídas deste experimento, mas 

mantidas em nosso biotério e usadas em outros estudos. 

 

2.4 Sequência Experimental das Descendentes de Mães Diabéticas e 

Controle (Primeira geração – F1) 

A partir do desmame, duas descendentes fêmeas de cada rata-mãe controle 

(FC) e diabética (FD) foram distribuídas em quatro grupos experimentais (n mínimo 

= 5 animais/grupo), seguindo um sorteio aleatório. Desde o desmame até o 120º dia 

de vida, período equivalente aos períodos de infância, adolescência e idade adulta 

humana (Lomas-Soria et al., 2018), estas filhas receberam diferentes dietas (padrão 

ou dieta hiperlipídica) (Paula et al., 2022), sendo assim distribuídas:  

✓ FC/DP: filhas de mães controle e alimentadas com dieta padrão (DP);  

✓ FC/DHL: filhas de mães controle e alimentadas com dieta hiperlipídica 

(DHL); 

✓ FD/DP: filhas de mães diabéticas e alimentadas com dieta padrão; 

✓ FD/DHL: filhas de mães diabéticas e alimentadas com dieta 

hiperlipídica. 

Para calcular o tamanho da amostra (n), foi utilizado um delineamento 

randomizado com base nos estudos de Zhou e Ye (2018) e de Lai et al. (2021), 

considerando um poder de 80% e confiabilidade de 95%, sendo um “n” mínimo de 

5 animais/grupo. 

As ratas FC e FD receberam uma dieta padrão (com teor de 28,5% kcal de 

proteína, 62,6% kcal de carboidratos, 8,7% kcal de gordura – ração comercial de 

rato, Purina®, Brasil) ou hiperlipídica (DHL) (com teor de 23,4% kcal de proteína, 
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46,6% kcal de carboidratos, 30% kcal de gordura) (Paula et al., 2022). A DHL foi 

preparada artesanalmente na Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da 

Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB/UNESP), usando 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) e 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. A comparação bromatológica entre as 

dietas é apresentada no Apêndice 1. 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. 

 

2.5 Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG)  

Aos 115 dias de vida, após 6 horas (h) de jejum, foi realizado o TOTG para 

avaliação da tolerância à glicose, conforme descrito anteriormente (Tai, 1994; 

Gallego et al., 2019). A avaliação da glicemia em função do tempo foi estimada 

calculando a área sob a curva (ASC), usando o método trapezoidal (Tai, 1994). 

 

2.6 Morte das Ratas-filhas e Coleta das Amostras de Fígado na Vida Adulta 

Aos 120 dias de vida, as ratas foram anestesiadas com tiopental sódico 

(Thiopentax® - dose de 120 mg/kg, via intraperitoneal) e, após perda dos reflexos, 

foram decapitadas para coleta de sangue e submetidas à laparotomia para a coleta 

do fígado. O peso relativo do fígado foi calculado usando a equação: (peso do 

órgão/peso corpóreo de cada animal) x 100, sendo o resultado expresso em 

gramas/100 gramas de peso vivo (g/100g p.v.). Posteriormente, o maior lobo 

(esquerdo) de cada animal foi fatiado para determinação de marcadores de estresse 

oxidativo, dosagem de citocinas, avaliação da expressão proteica, e armazenamento 

em formaldeído para análises histológicas. 

 

2.6.1 Avaliação do Perfil Bioquímico 
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Amostras de sangue foram coletadas em tubos livres de anticoagulante e 

centrifugadas a 1.575 x g durante 10 min a 4°C para obtenção de amostras de soro, 

sendo armazenadas a -80°C e, posteriormente, utilizadas para dosagem por kits dos 

seguintes parâmetros bioquímicos: aspartato aminotransferase (AST) (Wiener®, 

Argentina, código #1751302), alanina aminotransferase (ALT) (Wiener®, 

Argentina, código #1761302), triglicerídeos (Wiener®, Argentina, código 

#1780105) e colesterol total (Wiener®, Argentina, código #1220114), conforme as 

especificações do fabricante. Lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL - 

colesterol) foi determinada por cálculo matemático proposto por Knopfholz et al. 

(2014). Todas as análises foram realizadas com o investigador cego e mensuradas 

utilizando espectrometria de luz através do equipamento UV1800 (Shimadzu 

Europe®, Alemanha). Posteriormente, o índice TyG foi calculado usando a seguinte 

equação: TyG= Ln [triglicerídeos em jejum (mg/dL) × glicemia de jejum (mg/dL) / 

2], utilizado como ferramenta para avaliação da resistência à insulina (Guerrero-

Romero et al., 2010). Para avaliação de dano hepático, a razão de Ritis foi calculada 

(Razão de Ritis = concentração de AST/concentração de ALT) (De Ritis et al., 

1957). 

 

2.6.2 Análise de Marcadores de Estresse Oxidativo Hepático 

Para a análise do estresse oxidativo, todos os biomarcadores foram 

estimados em homogenatos de fígado. Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), peróxido de hidrogênio (H2O2) e grupos tióis reduzidos (-SH), bem como 

as atividades antioxidantes das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e glutationa peroxidase (GPx) foram determinadas. Fragmentos frescos de 

tecido hepático foram coletados no dia da eutanásia e congelados a -80ºC. Estas 

amostras de fígado foram homogeneizadas usando o sistema bullet blender com a 

adição de grânulos de zircônio, solução salina tamponada com fosfato (PBS-0,1M 

Na2HPO4, 0,1M KH2PO4, 0,1M EDTA, pH 7,8) e coquetel de inibidor de protease 

(Sigma-Aldrich Chemical Company®, EUA) para ensaios de GPx, CAT, -SH e 

H2O2. Para TBARS, tampão RIPA Lysis Buffer 1x (Millipore®, EUA) foi usado. 



Larissa Lopes da Cruz – Tese de Doutorado 

 

54 
 

Para SOD, foi utilizada uma solução com 20 mM de HEPES, 1 mM de EGTA, 210 

mM de manitol, e sacarose 70 mM (pH 7,2) (Sinzato et al., 2022). Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 1.600 x g por 10 min a 4°C para GPx, CAT, -SH, e 

H2O2; a 240 x g por 10 min a 4°C para TBARS e a 1.500 x g por 5 min a 4°C para 

SOD, conforme descrito por Sinzato et al. (2022). As concentrações de proteínas 

totais foram determinadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976). 

Todo o ensaio dos marcadores de estresse oxidativo foram realizadas em 

nosso laboratório utilizando a técnica de Sinzato et al. (2023). A determinação de 

TBARS foi avaliada como índice de peroxidação lipídica. Resumidamente, 

homogenatos de fígado, previamente preparados, foram adicionados a um tubo de 

ensaio contendo hidrato de ácido 5-sulfosalicílico (Sigma-Aldrich Chemical 

Company®, EUA) a 3%, agitados em vórtex por 10 segundos (s), centrifugados a 

18.000 × g por 3 min a 4°C e deixados em repouso por 15 min a 25ºC. 

Subsequentemente, água ultra pura (branco) ou sobrenadante (obtido das amostras) 

foram diluídas em solução de ácido tiobarbitúrico (Sigma-Aldrich Chemical 

Company®, EUA) a 0,67%. A mistura foi aquecida por 30 min a 95°C e, então, 

resfriada por 10 min no gelo para parar a reação (Yagi, 1976). As absorbâncias de 

cada amostra foram medidas em 535 nm.  

A atividade enzimática da SOD foi determinada a partir de sua capacidade de 

inibir a auto-oxidação do ácido pirogálico (pirogalol). A reação foi iniciada pela 

adição de pirogalol (Synth®, Brasil) (concentração final de 0,2 mmol/L). A 

absorbância foi medida imediatamente nos momentos 0 (T0) e 10 (T10) min a 25°C 

a 420 nm (Marklund e Marklund, 1974). 

Para o ensaio de H2O2, uma solução contendo 1,71 M NaCl, 34 mM KCl, 14 

mM K2HPO4, 0,1 M Na2HPO4, 90 mM CaCl2, 0,11 M MgCl2, 0,1% de vermelho 

de fenol e solução de peroxidase (0,1 M KH2PO4 + 0,1 M K2HPO4 + água ultra 

pura, pH 7,0) foi diluída em água ultra pura. Subsequentemente, adicionada ao poço 

“branco” ou das amostras (homogenatos de fígado). A microplaca foi incubada por 

10 min a 37ºC. Após a incubação, a reação foi interrompida pela adição de solução 

de NaOH 1M. A absorbância foi medida em um comprimento de onda de 620 nm 
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(Noble e Gibson, 1970). 

A atividade de CAT foi medida pela adição de NaH2PO4.H2O 0,1 M em cada 

poço contendo as amostras. Em seguida, H2O2 1M foram adicionados a uma cubeta 

de quartzo (concentração final de H2O2 20 mM) (Aebi, 1984). As medidas cinéticas 

foram realizadas imediatamente por 2 min a 25°C em um espectrofotômetro 

UV1800 (Shimadzu Europe®, Alemanha) a 240 nm. A diminuição da absorção em 

240 nm em 120 s foi determinada e a atividade de CAT foi calculada. 

O teor de GPx foi realizado monitorando a oxidação do NADPH. A solução 

de mistura foi preparada contendo solução GSH, solução de GSH-Rd e NADPH. A 

atividade de GPx foi medida adicionando tampão Tris/HCl (EDTA 1 mol/l; pH 8,0; 

5 mmol/l) (25ºC) e amostras em cada poço. Em seguida, a solução de mistura foi 

adicionada e homogeneizada por pelo menos 1 min para equilibrar a temperatura. 

Para iniciar a reação de GPx, foi adicionada solução de hidroperóxido de t-butil (7 

mM) e a absorbância foi medida em intervalos de 1 min durante 5 min a 25°C em 

uma microplaca a 340 nm (Lawrence e Burk, 1976).  

Para a quantificação de SH, homogenatos hepáticos foram avaliados pelo 

método descrito por Hu (1994), com base no desenvolvimento de coloração amarela 

quando adicionado o ácido 2-nitrobenzóico (5,5'-Dithiobis, DTNB, Sigma-Aldrich 

Chemical Company®, EUA). Posteriormente, a microplaca foi agitada por 10 min a 

750 rpm com leitura a 412 nm. 

 

2.6.3 Análise de Citocinas no Tecido Hepático 

Para a avaliação do perfil de citocinas no tecido hepático, 100 mg de tecido 

hepático de cada animal foi homogeneizado em tampão de extração RIPA Lysis 

Buffer 1x (Millipore®, EUA), com adição do inibidor de protease (Sigma-Aldrich 

Chemical Company®, EUA). Posteriormente, centrifugados a 1.600 x g durante 10 

min a 4°C para obtenção dos homogenatos de fígado. Foram utilizados kits para 

dosagem das citocinas, como o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-α) (R&D 

Systems®, EUA, código #DY510-05), Interleucina – 6 (IL-6) (R&D Systems®, EUA, 

código #DY506-05), Interleucina – 10 (IL-10) (R&D Systems®, EUA, código 
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#DY522-05), utilizando método de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA 

sanduíche) de acordo com as instruções do fabricante. As absorbâncias das amostras 

foram determinadas usando leitor de microplacas ELISA (Biotek®, EUA) com 

comprimento de onda de 450 nm. Densidades ópticas (D.O.) foram obtidas e a 

concentração de citocinas (pg/mL) de cada amostra foi calculada a partir da 

interpolação dos valores de D.O. em uma curva padrão ajustada por uma equação 

de quatro parâmetros logísticos. 

 

2.6.4 Coloração com Hematoxilina e Eosina (HE) e Análises 

Histomorfométricas 

Amostras de tecido hepático foram fixadas em formaldeído (P.A.) a 10% 

por 24 h. Em seguida, foram acondicionadas em etanol 70%. Os fragmentos foram 

processados e incluídos em parafina para corte em micrótomo. Cortes histológicos 

de 5 μm foram corados com hematoxilina e eosina (HE) no Departamento de 

Patologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu 

(FMVZ_Unesp). Após coloração em HE, a análise morfológica foi realizada de 

forma cega por meio do sistema de imagem computadorizado (Software KS-300, 

versão 3.0, Zeiss®, Alemanha), que recebe uma imagem de câmera digital (CCD-

IRIS/RGB, Sony®, Japão), acoplada ao microscópio (DMR, Leica®, Alemanha). O 

software ImageJ (National Institutes of Health, EUA) foi usado para contagem do 

número de hepatócitos e para análise morfométrica de gotículas lipídicas. Para as 

análises morfométricas, as fotomicrografias foram convertidas em escala cinza de 

8 bits e invertidas em preto-branco para que as gotículas lipídicas aparecessem em 

preto. Posteriormente, estruturas inter-hepatócitos (que não indicam características 

de gotículas lipídicas) foram removidas, seguido da análise de partículas. Todas as 

partículas com a circularidade entre 0,5 e 1,0 e o diâmetro entre 0,1 e 50 µm foram 

contadas. O limite superior do tamanho de partícula foi fixado em 50 µm, para evitar 

a contagem automatizada de grandes estruturas que não fossem gotículas lipídicas 

(por exemplo, a veia central) (Piao et al., 2018). O número total e o diâmetro médio 

de gotículas de gordura, além da fração de área (%) ocupada pelas gotículas 
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lipídicas, foram considerados (Piao et al., 2018). 

 

2.6.5 Detecção Histológica do Acúmulo de Lipofuscina por Sudan Black 

Para avaliação de acúmulo de lipofuscina, resíduos não digeríveis nos 

lisossomos, os fragmentos do tecido hepático foram fixados em formaldeído (P.A.) 

a 10% por 24 h, desidratado em concentrações progressivas de álcool e incluído em 

parafina. Cortes histológicos de 5 μm foram feitos no Departamento de Patologia 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu (FMVZ_Unesp) 

com auxílio do micrótomo. Posteriormente, as lâminas do tecido hepático passaram 

por processo de desparafinação (15 min em xilol I, 15 min em xilol II, 5 min em 

álcool absoluto I, 5 min em álcool absoluto II, 5 min em álcool absoluto III, 5 min 

em álcool 95% e 5 min em álcool 85%). Após desparafinação, foram lavadas quatro 

vezes em água destilada e coradas em câmera úmida com 500 µL de Sudan Black 

0,3 % (Êxodo Científica®, Brasil) por 30 min. Em seguida, foram lavadas em água 

destilada para retirar o excesso de corante, secadas por 30 min em temperatura 

ambiente e contra coradas com hematoxilina de Harris por 3 min. Após coloração, 

as lâminas foram montadas usando lamínula e resina, e a análise foi feita de forma 

cega em microscópio óptico. As imagens foram capturadas por meio do sistema de 

imagem computadorizado (Software KS-300, versão 3.0, Zeiss®, Alemanha), que 

recebe uma imagem de câmera digital (CCD-IRIS/RGB, Sony®, Japão), acoplada 

ao microscópio (DMR, Leica®, Alemanha). As análises foram realizadas segundo a 

metodologia de Yzydorczyk et al. (2017) e a área marcada para coloração de 

lipofuscina foi quantificada usando o software ImageJ (National Institute of Health, 

EUA). Os resultados foram apresentados como a razão entre a área de lipofuscina e 

a área total. 

 

2.6.6 Análise de Marcadores da Autofagia e Apoptose no Fígado por 

Western Blotting 

Amostras do lobo esquerdo foram congeladas em nitrogênio líquido e 

armazenadas em freezer a -80°C até o processamento. As amostras foram 
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homogeneizadas para extração usando RIPA Lysis Buffer 1x (Millipore®, EUA) com 

adição de inibidor de protease e fosfatase (Sigma-Aldrich Chemical Company®, 

EUA). Posteriormente, foram centrifugados a 1.575 x g por 20 min a 4°C para 

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

pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e, em seguida, as amostras foram 

normalizadas. Alíquotas contendo 70 μg de proteínas totais de cada amostra foram 

separadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O peso molecular relativo das 

bandas foi determinado de acordo com o padrão de peso molecular marcado com 

cores usando Kaleidoscope (Bio-Rad®, EUA), que foi colocado junto na corrida 

eletroforética. Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membrana 

de nitrocelulose (Millipore®, EUA). As ligações de proteínas não-específicas foram 

bloqueadas pela incubação da membrana por 1 h à temperatura ambiente com 5% 

de leite desnatado diluído em solução salina tamponada com tris e tween 20 (TBS-

T, Sigma-Aldrich Chemical Company®, EUA). Posteriormente, as membranas 

foram incubadas por 16 h a 4°C com anticorpos primários diluído em TBS-T: anti-

mTOR Ser/Thr (CellSignaling®, EUA, código #2983, 1:1000), anti-AMPK alpha 

(α) 1 (Abcam®, Reino Unido, código #ab32047, 1:800), anti-Phospho-AMPKα-1,2 

(Thermofisher®, EUA, código #PA5-17831, 1:800), anti-Beclin-1 (BD Bioscience®, 

EUA, código #612112, 1:800), anti-ATG-5 (Cell Signaling®, EUA,  código #12994, 

1:1000), anti-ATG-7 (Cell Signaling®, EUA, código #8558, 1:800), anti-LC3 A/B 

(Cell Signaling®, EUA,  código #12741, 1:800), anti-p62/SQSTM1 (Elabscience®, 

EUA, código #70387, 1:800), anti-LAMP-2 (Cell Signaling®, EUA, código #49067, 

1:500), anti-BCL-2 (CellSignaling®, EUA, código #15071, 1:800), anti-FAS (Bd 

Bioscience®, EUA, código #610197, 1:800), anti-BAX (Elabscience®, EUA, código 

#13814, 1:800), anti-caspase-3 clivada (Abcam®, Reino Unido, código #ab2302, 

1:500) e β-actina (Cell Signaling®, EUA, código #3700, 1:1000). Após lavagem em 

TBS-T, as membranas foram incubadas por 90 min com um anticorpo secundário 

conjugado com peroxidase de rábano (HRP) Anti-rabbit IgG (Cell Signaling®, 

EUA, código #7074, 1:10.000) ou Anti-mouse (Cell Signaling®, EUA, código 

#7076, 1:10.000), específico para cada anticorpo primário. Uma solução Stripping 
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(Millipore®, EUA) foi utilizada (temperatura ambiente, 15 min de incubação) para 

proteínas com peso molecular próximos ao da β-actina (FAS e ATG-5) para 

remover os anticorpos primários e secundários e examinar novamente as 

membranas testadas. Todas as proteínas marcadas foram detectadas utilizando o kit 

de reagentes de quimioluminescência aprimorada (ECL) (Bio-Rad®, EUA) e as 

imagens das bandas foram capturadas usando uma câmera CCD (sistema G: BOX, 

Syngene®, Reino Unido). As densidades ópticas integradas (IOD) das bandas de 

proteína-alvo foram mensuradas usando o software ImageJ (National Institute of 

Health, EUA). Posteriormente, os níveis de expressão de proteínas foram 

normalizados pelos valores obtidos do controle interno (β-actina) e os resultados 

expressos em fold change como média ± desvio-padrão (DP). 

 

2.7 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. Os dados foram apresentados como média ± desvio padrão. 

Após o teste de normalidade usando Shapiro-Wilk, a comparação entre os grupos 

foi realizada utilizando ANOVA seguida do Teste de Comparações Múltiplas de 

Tukey. Caso os dados apresentassem uma distribuição assimétrica dos dados, os 

valores eram comparados usando a Distribuição Gama, seguida do Teste de 

Comparações Múltiplas de Wald. Para todas as comparações, foi considerado um 

limite mínimo de confiança de 95% (p<0,05). Todas as análises foram feitas pelo 

programa SAS for Windows, v.9.4.  



Larissa Lopes da Cruz – Tese de Doutorado 

 

60 
 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Características Gerais dos Grupos Experimentais 

Ao realizarmos o TOTG aos 115 dias de vida, observamos que a glicemia 

de jejum foi elevada no grupo FD/DP em comparação ao grupo FC/DP. Os grupos 

FC/DHL, FD/DP e FD/DHL mostraram área sob a curva (ASC) aumentada, obtida 

a partir dos dados glicêmicos durante os 120 min do TOTG, em relação ao grupo 

FC/DP, sendo que a ASC mais exacerbada foi no grupo FD/DHL em comparação 

aos grupos advindos de mães não-diabéticas (controle). No dia 120 de vida pós-

natal, a prole feminina de ratas não-diabéticas ou diabéticas não diferiram em seu 

peso corporal. As ratas FD/DP e FD/DHL apresentaram maiores concentrações 

séricas de colesterol total, triglicerídeos e VLDL-colesterol quando comparadas às 

das proles de ratas controle. Além disso, estas ratas apresentaram maiores índices 

TyG em relação às filhas de ratas controles (Tabela 1). 
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Tabela 1. Peso corporal e parâmetros bioquímicos de amostras de sangue da prole 

feminina de ratas-mães não-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD), 

alimentadas com dieta hiperlipídica (DHL) ou não (DP), do desmame até o dia 120 

de vida pós-natal. 

 
Grupos 

 
FC/DP 

(n= 9) 

FC/DHL 

(n=9) 

FD/DP 

(n=9) 

FD/DHL 

(n=9) 

Glicemia em Jejum 

(sangue total) 

(mg/dL) 

108,0 ± 9,2 118,6 ± 11,7 141,2 ±10,3* 120,6 ± 13,6 

ASC 

(mg/dL*120 min) 

13217,1 ± 

618,0 

16651,9 ± 

1291,8* 

18083,3 ± 

1369,3* 

 

19403,3 ± 

1013,8*# 

 

Colesterol Total Sérico 

(mg/dL) 
58,1 ± 4,5 55,2 ± 4,0 94,8 ± 12,5* 78,0 ± 15,0*# 

Triglicerídeos Sérico 

(mg/dL) 
27,6 ± 13,9 32,2 ± 10,2 67,0 ± 6,6* 65,5 ± 11,0*# 

VLDL-colesterol Sérico 

(mg/dL) 
5,5 ± 2,8 6,4 ± 2,0 13,4 ± 1,3* 13,4 ± 2,2*# 

TyG 7,2 ± 0,5 7,5 ± 0,3 8,5 ± 0,1* 8,2 ± 0,2*# 

Peso Corporal 

(g) 
254,3 ± 16,5 266,3 ± 11,9 258,8 ± 19,8 263,2 ± 8,5 

Legenda: ASC, área sob a curva; VLDL, Lipoproteína de muito baixa densidade; TyG, 

produto de triglicerídeos e glicose em jejum. 

Valores expressos como média ± desvio padrão. 

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

seguida do Teste de Comparações Múltiplas de Tukey). 
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3.2 Peso Relativo do Fígado e Concentrações de Enzimas Hepáticas 

 Aos 120 dias de vida, os níveis séricos de AST foram reduzidos nas filhas 

de ratas diabéticas (FD/DP e FD/DHL). Não houve alteração nas concentrações 

séricas de ALT. O índice de Ritis foi menor nos grupos FD/DP e FD/DHL em 

comparação ao das ratas FC. O peso relativo do fígado não diferiu entre os grupos 

experimentais (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Avaliação da função hepática no dia 120 de vida da prole feminina de 

ratas-mães não-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD), alimentadas com 

dieta hiperlipídica (DHL) ou não (DP), do desmame até o dia 120 de vida pós-natal. 

 

Grupos 

FC/DP 

(n= 9) 

FC/DHL 

(n=9) 

FD/DP 

(n=9) 

FD/DHL 

(n=9) 

Peso Relativo Fígado 

(g/100g) 
3,2 ± 0,4 3,0 ± 0,2 3,1 ± 0,1 3,0 ± 0,3 

AST (U/L) 24,8 ± 3,9 23,2 ± 5,4 19,2 ± 2,4* 16,9 ± 2,8*# 

ALT (U/L) 12,6 ± 1,8 11,9 ± 2,0 11,9 ± 0,9 12,0 ± 1,5 

Índice de Ritis 

(AST/ALT) 
2,0 ± 0,4 2,0 ± 0,6 1,6 ± 0,3* 1,4 ± 0,3*# 

Legenda: AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase.  

Valores expressos como média ± desvio padrão.  

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

seguida do Teste de Comparações Múltiplas de Tukey). 
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4.3 Análise Histomorfométrica Hepática 

As análises histomorfométricas de lâminas contendo cortes de tecido 

hepático, que foram coradas com hematoxilina e eosina (HE), mostraram que o 

número de hepatócitos por área capturada foi maior nos grupos FC/DHL, FD/DP e 

FD/DHL em relação ao grupo FC/DP e no grupo FD/DHL em comparação ao grupo 

FC/DHL. Os animais FD/DHL apresentaram aumento no número de gotículas de 

gordura e maior porcentagem de área com gotículas quando comparados aos demais 

grupos. Com relação ao diâmetro médio das gotículas lipídicas, não houve diferença 

entre os grupos experimentais (Figura 2).  
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Figura 2. Fotomicrografias de tecido hepático corado com hematoxilina e eosina 

(HE) no dia 120 de vida da prole feminina de ratas-mães não-diabéticas (Controle- 

FC) ou Diabéticas (FD), alimentadas com dieta hiperlipídica (DHL) ou não (DP), 

do desmame até o dia 120 de vida pós-natal. A seta preta representa o hepatócito e 

a seta amarela representa pontos de gotículas lipídicas visualizadas como partículas 

circulares ou ligeiramente elípticas. (A) Grupo FC/DP; (B) Grupo FC/DHL; (C) 

Grupo FD/DP; (D) Grupo FD/DHL; (E) Contagem de hepatócitos por área 

capturada; (F) Contagem do número de gotículas lipídicas; (G) Porcentagem da área 

com gotículas lipídicas em relação à área total; (H) Diâmetro médio das gotículas 

lipídicas.   

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 ratas/50 fotos/grupo).  

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

- comparado ao grupo FD/DP (ANOVA seguida do Teste de Comparações Múltiplas de 

Tukey). 
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3.4 Peroxidação Lipídica e Capacidade Antioxidante Hepática 

A Figura 3 mostra os marcadores de estresse oxidativo em homogenatos de 

tecido hepático. As ratas FD/DHL apresentaram maiores concentrações de TBARS 

em comparação aos demais grupos e tiveram aumentada atividade da enzima SOD 

em relação ao grupo FD/DP. Além disso, as ratas FD/DP e FD/DHL apresentaram 

menores concentrações de H2O2 e altas atividades de CAT comparadas aos grupos 

controles. A atividade de GPx foi elevada no grupo FD/DP em comparação com o 

grupo FC/DP e diminuída no grupo FD/DHL em relação ao grupo FD/DP. Não 

houve diferença nas concentrações de -SH entre os grupos experimentais. 

Figura 3. Marcadores de estresse oxidativo no fígado [A - concentração de 

Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS); B - atividade da 

Superóxido Dismutase (SOD); C - concentração de Peróxido de Hidrogênio (H2O2); 
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D - atividade de Glutationa Peroxidase (GPx); E - atividade da Catalase (CAT) e F 

- concentração de grupos Tióis Reduzidos (-SH)], no dia 120 de vida da prole 

feminina de ratas-mães não-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD), 

alimentadas com dieta hiperlipídica (DHL) ou não (DP), do desmame até o dia 120 

de vida pós-natal. 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n = 9 animais/grupo). 

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

- comparado ao grupo FD/DP (Distribuição Gama seguida do teste de comparações 

múltiplas de Wald). 
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3.5 Biomarcadores da Inflamação Hepática 

A Figura 4 apresenta as concentrações de citocinas no tecido hepático. A 

DHL causou aumento da concentração da citocina pró-inflamatória TNF-𝛼 no 

fígado independentemente da origem materna. As concentrações de IL-6 nas ratas 

do grupo FD/DHL foram significativamente maiores do que em ratas dos grupos 

FD/DP. As ratas FD/DHL também apresentaram aumento de IL-10 hepático quando 

comparado ao seu grupo controle FC/DHL. 

 

Figura 4. Concentrações de citocinas no fígado [A - Fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α); B - Interleucina-6 (IL-6); e C - Interleucina-10 (IL-10)] no dia 120 de vida 

da prole feminina de ratas-mães não-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD), 

alimentadas com dieta hiperlipídica (DHL) ou não (DP), do desmame até o dia 120 

de vida pós-natal. 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n = 9 animais/grupo). 

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

- comparado ao grupo FD/DP (ANOVA seguida do Teste de Comparações Múltiplas de 

Tukey). 
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3.6 Avaliação da Autofagia Hepática da Prole em Idade Adulta 

Para estudar a regulação da autofagia no fígado, a expressão de proteínas 

envolvidas em vários estágios do processo autofágico foi analisada (Figura 5). A 

expressão das proteínas mTOR e ATG-7 foram maiores e houve diminuição da 

expressão proteica de p-AMPKα, razão LC3-II/LC3-I e LAMP-2 nas ratas FC/DHL 

em comparação às ratas FC/DP. Observamos aumento dos níveis de p-AMPKα, 

elevação da razão LC3-II/LC3-I, acúmulo da proteína p62/SQSTM1 e menor 

expressão proteica de LAMP-2 nos tecidos hepáticos de ratas FD/DP em relação ao 

grupo FC/DP. Quanto à expressão proteica das ratas FD/DHL, foi verificado 

aumento da razão LC3-II/LC3-I e de LAMP-2 com relação às ratas FC/DHL. Houve 

redução da expressão proteica de p-AMPKα, razão LC3-II/LC3-I e de p62/ 

SQSTM1 e aumento de LAMP-2 nas ratas FD/DHL comparadas às das ratas 

FD/DP. Entretanto, LAMP-2 foi reduzida no grupo FD/DHL com relação ao grupo 

FC/DP. Não houve diferença significativa na expressão das proteínas Beclin-1 e 

ATG-5 em nenhum dos grupos experimentais. 
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Figura 5. Expressão proteica hepática de reguladores de autofagia no dia 120 de 

vida da prole feminina de ratas-mães não-diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas 

(FD), alimentadas com dieta hiperlipídica (DHL) ou não (DP), do desmame até o 

dia 120 de vida pós-natal. (A) Western blotting com análise densitométrica de 

proteínas envolvidas no controle da autofagia; Fold change de (B) mTOR; (C) p-

AMPKα; (D) AMPKα; (E) Beclin-1; (F) ATG-5; (G) ATG-7; (H) LC3-II/LC3-I; (I) 

p62/SQSTM1; (J) LAMP-2.  

Os valores indicam a quantificação densitométrica normalizada pela β-actina e expressos 

como média ± desvio padrão de pelo menos três experimentos independentes (n = 6 

animais/grupo). 

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

- comparado ao grupo FD/DP (Distribuição Gama seguida do teste de comparações 

múltiplas de Wald). 
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3.7 Avaliação da Presença de Lipofuscina nas Células Hepáticas 

A lipofuscina são pigmentos com acúmulo lipídios e proteínas oxidadas 

intracelulares. A presença deste pigmento foi analisada no fígado aos 120 dias de 

vida com a marcação por Sudan black. Foi verificada que a porcentagem de área 

marcada para lipofuscina foi maior nas células hepáticas nos grupos FC/DHL, 

FD/DP e FD/DHL em comparação às do grupo FC/DP. As ratas FD/DHL 

apresentaram menor área marcada com relação ao grupo FD/DP (Figura 6). 
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Figura 6. Fotomicrografia do tecido hepático corado com Sudan Black para 

marcação de lipofuscina (A, C, E, G) e deconvolução de cores usando o software 

ImageJ (B, D, F, H) no dia 120 de vida da prole feminina de ratas-mães não-

diabéticas (Controle - FC) ou Diabéticas (FD), alimentadas com dieta hiperlipídica 

(DHL) ou não (DP), do desmame até o dia 120 de vida pós-natal. A imagem de 

“pilha” foi gerada a partir de grupos FC/DP (A e B), FC/DHL (C e D), FD/DP (E e 

F) e FD/DHL (G e H) para quantificar a área corada usando o software ImageJ. Os 

resultados são apresentados como porcentagem da área marcada para coloração de 

lipofuscina em relação à área total (I). Aumento: 40 x. 

Valores expressos como média ± desvio padrão (n=5 ratas/50 fotos/grupo).  

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; $p<0,05 - comparado ao grupo FD/DP (ANOVA 

seguida do Teste de Comparações Múltiplas de Tukey). 
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3.8 Avaliação Marcadores de Apoptose nas Células Hepáticas 

Como mostrado na Figura 7, a análise da expressão de proteínas 

relacionadas à apoptose em homogenatos de fígado revelou que as ratas FC/DHL 

apresentaram diminuição da expressão proteica de BCL-2 e aumento da razão 

BAX/BCL-2 em comparação ao grupo FC/DP. As ratas FD/DP tiveram expressão 

reduzida de BCL-2 e maior expressão de caspase-3 clivada em relação ao grupo 

FC/DP. Contudo, quando as filhas de mães diabéticas foram suplementadas com 

DHL (FD/DHL), houve também redução da expressão de BCL-2 comparada ao 

grupo FC/DP e FD/DP, aumento da razão entre BAX e BCL-2 em relação às ratas 

FC/DP e reduzida expressão de caspase-3 clivada em comparação ao grupo FD/DP. 

Não houve alterações na expressão de FAS e BAX entre os grupos experimentais. 
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Figura 7. Expressão de proteínas envolvidos no processo de apoptose nas células 

hepáticas da prole feminina de ratas-mães não-diabéticas (Controle - FC) ou 

Diabéticas (FD), alimentadas com dieta hiperlipídica (DHL) ou não (DP), do 

desmame até o dia 120 de vida pós-natal. (A) Western blotting com análise 

densitométrica de proteínas envolvidas na morte celular por apoptose; Fold change 

de (B) FAS; (C) BAX; (D) BCL-2; (E) BAX/BCL-2; (F) Caspase-3 clivada.  

Os valores indicam a quantificação densitométrica normalizada pela β-actina e expressos 

como média ± desvio padrão de pelo menos três experimentos independentes (n = 6 

animais/grupo). 

*p<0,05 - comparado ao grupo FC/DP; $p<0,05 - comparado ao grupo FD/DP 

(Distribuição Gama seguida do teste de comparações múltiplas de Wald). 
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5. DISCUSSÃO 

 

Trata-se de um estudo inédito, visto que não há relatos sobre a associação 

do diabete materno com uma dieta hiperlipídica (DHL) desde o desmame até a vida 

adulta (120 dias de vida) de filhas de ratas diabéticas ou não-diabéticas (controle), 

a fim de avaliar as modificações metabólicas e a modulação da autofagia hepática. 

Neste estudo, a introdução de uma DHL do desmame à idade adulta resultou em 

alteração da homeostase da glicose na prole feminina de mães controles, reforçando 

a importância de uma alimentação saudável. Além disso, houve comprometimento 

da autofagia, um importante processo de degradação de organelas senescentes, 

proteínas mal enoveladas e lipídios, e que desempenha um papel na patogênese da 

MAFLD. Além disso, observamos que a alteração do mecanismo autofágico está 

associada à sinalização AMPK e pode ser consequência da programação fetal 

causada pelo diabete materno e/ou de uma alimentação inadequada. A teoria do 

"modelo de múltiplos hits" é aceita para explicar o progresso de doenças hepáticas 

(Bechmann et al., 2012; Eslam et al., 2020). Neste estudo, evidenciamos que a 

exposição a um ambiente materno hiperglicêmico durante os estágios cruciais de 

desenvolvimento (período concepção, embriofetal e amamentação) representou o 

primeiro hit e um novo desafio quando associado à ingestão da DHL, do desmame 

à idade adulta, representou o segundo hit com maiores danos para o fígado, como o 

aumento da deposição de lipídios hepáticos, presença de estresse oxidativo e 

elevação de citocinas inflamatórias. 

Ao analisarmos o teste oral de tolerância à glicose (TOTG), evidenciamos 

que tanto o diabete materno quanto o consumo pós-natal de DHL foram 

responsáveis pela presença de diabete nos grupos FC/DHL, FD/DP e FD/DHL na 

idade adulta, sendo a alteração no metabolismo glicêmico confirmada pelo aumento 

de glicose circulante durante o TOTG. Anormalidades no organismo materno, como 

diabete materno ou subnutrição, podem induzir adaptações no desenvolvimento 

fetal, criando um ciclo vicioso de disfunção metabólica transmitida de uma geração 

para outra, conforme apontado pelo conceito DOHaD (Barco et al., 2022a; Barco et 
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al., 2022b; Paula et al., 2022; da Cruz et al., 2023). O efeito é significativo mesmo 

quando a hiperglicemia materna excede em apenas 20% em relação ao valor 

glicêmico do controle (Aerts e Van Assche, 2006). Além disso, a programação fetal 

induzida pela hiperglicemia materna resultou em resistência à insulina, confirmada 

pelo índice TyG, que relaciona resistência à insulina com a distribuição e depósitos 

de gordura (Vasques et al., 2011).  

Neste estudo, as descendentes de mães diabéticas apresentaram 

hiperlipidemia, confirmados por concentrações séricas aumentadas de colesterol 

total, triglicerídeos e VLDL-colesterol, corroborando outro estudo desenvolvido no 

nosso laboratório (Paula et al., 2022). Quando os tecidos resistentes à insulina não 

conseguem acelerar a captação de glicose, a glicose extra pode retornar ao fígado, 

onde aumenta a lipogênese de novo, gliconeogênese e glicogenólise hepática. Dessa 

forma, a glicose fornece o esqueleto de glicerol para a síntese de triglicerídeos via 

triose-fosfato ou aumenta as concentrações de Acetil-CoA a partir da glicólise e, 

consequentemente, entrada no ciclo do ácido cítrico, em que o citrato formado a 

partir da união do Acetil-CoA com o oxalacetato, poderá ser desviado da rota 

metabólica para a síntese de ácidos graxos (Arab et al., 2018; Fink, 2018). Além 

disso, a resistência à insulina no tecido adiposo pode aumentar o influxo de ácidos 

graxos para o fígado (Fink, 2018). Dessa forma, o excesso de ácidos graxos livres 

poderá ser oxidado nas mitocôndrias, esterificados em triglicerídeos para 

armazenamento ou incorporados nas partículas de VLDL-colesterol secretadas na 

corrente sanguínea (Lian et al., 2020). Considerando que a lipofagia (um tipo de 

macroautofagia) tem uma importante função na degradação de gotículas lipídicas 

intracelulares (Singh et al., 2009), propomos que as alterações lipídicas também 

estejam associadas à desregulação da autofagia hepática. Entretanto, não 

observamos mudanças no peso corporal e nem no peso relativo do fígado, 

mostrando que somente o peso corporal não reflete alterações no metabólicas que 

surgirão posteriormente (Lomas-Soria et al., 2018). Além disso, o fígado é o único 

órgão sólido que usa mecanismos regenerativos para garantir que a relação 

fígado/peso corporal seja equivalente para tentar manter a homeostase corporal 
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(Michalopoulos e Bhushan, 2021).   

Em nossa pesquisa, observamos redução da atividade enzimática da AST e 

da razão de Ritis nas filhas de ratas diabéticas. A diminuição da razão de Ritis 

(AST/ALT) em humanos (Niu e Zhou, 2021) e ratos (Müllebner et al., 2022) está 

associada à resistência à insulina (Niu e Zhou, 2021) e esteato-hepatite (Sorbi et al., 

1999). Um padrão semelhante ao nosso estudo, com elevações das concentrações 

séricas de triglicerídeos, colesterol, glicose e diminuição dos níveis de AST, foram 

observados em humanos com esteatose hepática moderada ou grave (Grasselli et 

al., 2014). Além disso, as análises histomorfométricas hepáticas evidenciaram 

presença de acúmulo lipídico e aumento no número de hepatócitos (na tentativa de 

restaurar a função hepática). Entretanto, observamos microesteatose em filhas de 

ratas diabéticas com 120 dias de idade, equivalente a 30 anos da idade humana 

(Quinn, 2005). Então, sugerimos uma possível transição para macroesteatose com 

o aumento da idade do animal e/ou período mais prolongado da administração da 

DHL. 

Espécies reativas de oxigênio (EROS) podem ser formadas durante a 

oxidação de ácidos graxos, transporte de elétrons na cadeia respiratória 

mitocondrial, e reações que ocorrem no sistema citocromo P-450 (Devarajan et al., 

2019).  Em resposta a EROS, enzimas hepáticas desempenham a defesa 

antioxidante (Bak et al., 2018), dentre elas SOD, CAT e GPx, que diferem no tipo 

de reação catalisada (Cederberg et al., 2000). Neste estudo, houve aumento 

significativo nas atividades de GPx e CAT nas fêmeas adultas de ratas diabéticas 

(FD/DP), sugerindo um mecanismo de defesa para driblar o estado de estresse 

oxidativo após a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) pela ação enzimática 

de SOD, reduzindo os níveis de H2O2. Em contrapartida, nossos resultados 

mostraram que os níveis hepáticos de TBARS foram aumentados nas filhas adultas 

de mães diabéticas que receberam DHL no período pós-natal, indicando que o 

fígado dessas filhas foi vulnerável à peroxidação lipídica quando desafiado pelo 

insulto adicional da dieta rica em gordura. Desta forma, destacamos que, apesar da 

ativação dos agentes antioxidantes, caracterizados pelas atividades aumentadas de 
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SOD e CAT e pelo consumo de GPx, os níveis do marcador de peroxidação lipídica 

(TBARS) ainda permaneceram elevados, indicando um quadro de estresse 

oxidativo. O acúmulo de EROS e lipídios peroxidados cria um ambiente adverso, 

que promove inflamação no tecido hepático (Michalopoulos e Bhushan, 2021). 

Nosso estudo demonstrou que a suplementação com DHL promoveu um 

desequilíbrio de marcadores pró-inflamatórios/anti-inflamatórios a favor do 

aumento na resposta pró-inflamatória. Possivelmente, o excesso calórico induzido 

pela DHL desencadeou a ativação da via NF-κB (de hepatócitos ou células de 

Kupffer ou ambos), resultando na expressão aumentada de citocinas pró-

inflamatórias TNF-α e IL-6, que também estão relacionadas à resistência à insulina 

(Zeng et al., 2015) e proliferação de hepatócitos (Xu et al., 2020). Também 

observamos elevação de IL-10 nos grupos FD/DHL. A IL-10 tem ação anti-

inflamatória, mas também tem sido associada à cicatrização de tecidos danificados 

por inflamação (Ouyang et al., 2011).  

Dessa forma, a exposição a uma dieta rica em gordura ocasionou 

intolerância à glicose, inflamação hepática e aumento no número de hepatócitos, 

enquanto que a exposição ao diabete materno promoveu intolerância à glicose, 

resistência à insulina, hiperlipidemia, aumento no número hepatócitos e elevação na 

atividade de enzimas antioxidantes hepáticas em fêmeas na idade adulta. Além 

disso, as ratas adultas expostas a ambos insultos (diabete materno e dieta rica em 

gordura) apresentaram características fisiopatológicas típicas do desenvolvimento 

de MALFD, como hiperglicemia, resistência à insulina, hiperlipidemia, esteatose 

hepática, estresse oxidativo e inflamação (Geisler e Renquist, 2017; Yu et al., 2019). 

Como a lipofagia é um mecanismo de defesa para prevenção da MALFD 

(Bechmann et al., 2012; Martinez-Lopez e Singh, 2015), investigamos as alterações 

nas proteínas relacionadas à autofagia. Sugerimos que a autofagia hepática da prole 

feminina de ratas diabéticas foi estimulada na tentativa de proteger o órgão contra 

os danos causados pela hiperglicemia e evitar o acúmulo lipídico, sendo 

evidenciado nesta pesquisa pelo aumento da expressão proteica de p-AMPK. O 

estresse metabólico resulta no declínio das razões ATP:ADP, com subsequente 
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elevação nas concentrações de adenosina monofosfato (AMP) (Maiuri et al., 2007), 

o que estimula a atividade AMPK para promover as vias catabólicas com ativação 

da autofagia e oxidação de ácidos graxos (Alers et al., 2012). Durante o processo 

autofágico, a forma LC3-I é conjugada com fosfatidiletanolamina e convertida em 

LC3-II, permitindo o alongamento, fechamento e formação do autofagossomo 

(Ardem, 2018; Xu et al., 2020). A diferença nos níveis de LC3 entre as duas 

condições (LC3 I e LC3 II) é um indicador do fluxo autofágico (Klionsky et al., 

2021), e outro método complementar para avaliação do fluxo é a quantificação de 

proteína p62/SQSTM1, que está envolvida no transporte de proteínas ubiquitinadas 

destinadas à digestão autofágica e é altamente degradado dentro do autolisossomo 

(Petrović et al., 2017; Klionsky et al., 2021). Dessa forma, é provável que os níveis 

aumentados da razão LC3-II/LC3-I e o acúmulo de p62/SQSTM1 observados na 

prole feminina de ratas diabéticas sejam atribuídos ao acúmulo de autofagossomos 

formados e bloqueio da degradação autofágica. Nossos resultados corroboram outro 

estudo que verificou aumento da razão de LC3-II/LC3-I e p62/SQSTM1 no 

pâncreas fetal e placentas de mulheres com DMG (Avagliano et al., 2017). 

Em contrapartida, nossos dados mostraram que a exposição à DHL reduziu 

a autofagia hepática. mTOR é uma via de detecção de excesso de nutrientes e regula 

negativamente a autofagia (He e Klionsky, 2009; Yu et al., 2019). Nossos achados 

se somaram a isso, ao demonstrarmos que essa proteína foi ativada pela DHL. 

Também observamos que, independentemente da influência da hiperglicemia 

materna, a ATG-7 foi maior nas fêmeas expostas à DHL. A prole de ratas diabéticas 

que receberam DHL após o nascimento apresentou acúmulo de gotículas lipídicas 

no fígado, sendo um indicativo de diminuição da autofagia, o que foi confirmado 

pela menor fosforilação da AMPK e diminuição da conversão de LC3-І para LC3-

II. Evidências demonstram que roedores que receberam DHL por um curto período 

de tempo têm aumento acentuado na autofagia hepática devido a um mecanismo 

adaptativo para reduzir a sobrecarga de gordura, enquanto há sinais de supressão na 

autofagia em roedores que recebem um DHL a longo prazo (Papáčková et al., 2012; 

Da Cruz et al., 2022), sendo a elevação crônica de Acetil-CoA um dos mecanismos 
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responsáveis pela supressão autofágica (Mariño et al., 2014). Essa relação pode 

aprisionar os hepatócitos em um ciclo nocivo no qual a autofagia reduzida promove 

o acúmulo de lipídios, que então suprime ainda mais a função autofágica, 

aumentando a retenção lipídica (Singh et al., 2009; Sathyanarayan et al., 2017). 

Além disso, nossos resultados são consistentes com achados anteriores que indicam 

redução da resposta autofágica na MAFLD humana (Czaja, 2016) e em modelos 

usando camundongos (Tanaka et al., 2016; Reginato et al., 2016).  

No processo de autofagia, o lisossomo é um dos componentes celulares mais 

importante (Xu et al., 2020). Quando analisamos LAMP-2, uma proteína essencial 

presente na membrana lisossomal e responsável pela etapa de fusão dos 

autofagossomos com os lisossomos (Cho et al., 2017; Zhang et al., 2021), 

observamos que, tanto as fêmeas provenientes do ambiente diabético (FD/DP) 

quanto as alimentadas com DHL na vida pós-natal (FC/DHL e FD/DHL), 

apresentaram diminuição de sua expressão proteica, demonstrando uma capacidade 

reduzida de fusão dos autofagossomos e lisossomos. Esses achados corroboram 

estudos que verificaram que a exposição às dietas com alta concentração de lipídios 

e à diversidade de graus de saturação dos ácidos graxos (saturados, mono e poli-

insaturados) pode afetar as propriedades físico-químicas das bicamadas lipídicas 

(Hoefel et al., 2011; Lian et al., 2020), diminuindo a capacidade de fusão entre 

autofagossomos e lisossomos (Koga et al., 2010). Sendo assim, a composição 

lipídica de membranas lisossomais é relevante para ser investigada nos modelos 

experimentais. 

Nossa pesquisa mostrou um processo autofágico incorreto confirmado pelo 

acúmulo de lipofuscina. A lipofuscina é um polímero intracelular reticulado, 

constituído por proteínas insolúveis e lipídios, formada principalmente pela 

exposição a danos oxidativos nas macromoléculas (Jung et al., 2010; Xu et al., 

2020), que se acumula nos lisossomos da maioria das células, incluindo os 

hepatócitos (Schmucker e Sachez, 2011). Entretanto, as enzimas lisossomais 

(hidrolases ácidas) não são eficazes para degradar a lipofuscina. Consequentemente, 

há declínio da capacidade lisossomal para romper macromoléculas intracelulares e 
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uma distribuição desequilibrada da disponibilidade de enzimas em lisossomos 

saudáveis não carregados com lipofuscina (Xu et al., 2020), refletindo uma 

autofagia incompleta e malsucedida (Klionsky et al., 2021). O acúmulo de 

lipofuscina leva a uma redução do turnover das mitocôndrias danificadas, o que 

resulta em aumento de EROS e causa prejuízo adicional do processo de autofagia 

pela diminuição da função lisossomal (Xu et al., 2020). Assim, se o fluxo autofágico 

for bloqueado devido à perda de fusão entre autofagossomos e lisossomos, e/ou 

aumento de EROS, esse comprometimento na autofagia poderá contribuir para a 

morte celular via autofágica (morte celular tipo II) ou, alternativamente, 

contribuirão para sinais pró-apoptóticos da morte celular tipo I (morte celular 

apoptótica) (Maiuri et al., 2007; Ardem, 2018; Ajoolabady et al., 2021). 

Sugerimos que as vias apoptóticas (mitocondriais) foram ativadas devido ao 

comprometimento autofágico nas filhas de ratas-mães diabéticas (FD/DP), 

conforme demonstrado pelo aumento da expressão de caspase-3 clivada e 

diminuição da expressão de BCL-2. BCL-2 é uma proteína anti-apoptótica e que 

também regula a autofagia através da interação com Beclin-1 (Klionsky et al., 

2021). Na ausência de BCL-2, as proteínas pró-apoptóticas podem liberar fatores 

apoptogênicos, como o citocromo c, no citosol e promovem a ativação de caspases 

(Mahdavi et al., 2018). Além disso, encontramos aumento da razão BAX/BCL-2, 

indicando que a via pró-apoptótica foi acelerada no fígado após alimentação com 

dieta rica em gordura (FC/DHL e FD/DHL). Tomados em conjunto, nossos 

resultados apontam que o prejuízo da autofagia hepática pode levar à morte celular 

devido a reações oxidativas intensas ocasionadas pelo acúmulo de lipídios, 

organelas danificadas e/ou proteínas mal dobradas (Petrović et al., 2017). Um 

esquema dos principais achados neste estudo é mostrado na Figura 8.  
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Figura 8. Resumo ilustrativo dos principais resultados encontrados em filhas, 

advindas de ratas diabéticas, alimentadas ou não com dieta hiperlipídica desde o 

desmame até a vida adulta (120 dias de vida). Fêmeas de mães diabéticas 

apresentaram ativação da autofagia hepática, com elevação de p-AMPK na idade 

adulta. Entretanto, o mecanismo foi comprometido devido ao bloqueio do fluxo 

autofágico, verificado pelo aumento de LC3-II/LC3-I, ausência de degradação de 

p62/SQSTM1 e diminuição de LAMP-2. Quando expostas a ambos insultos 

(hiperglicemia materna e dieta inadequada pós-desmame), a prole feminina 

apresentou comprometimento da resposta autofágica com diminuição de expressão 

de p-AMPK, LC3-II/LC3-I e LAMP-2, contribuindo para acúmulo de gotículas 

lipídicas, estresse oxidativo e inflamação hepática. As alterações na autofagia não 

foram capazes de restaurar a homeostase metabólica na prole, levando ao 

aparecimento do diabete e hiperlipidemia na idade adulta, contribuindo para maior 

suscetibilidade à doença hepática gordurosa associada à disfunção metabólica. 

Além disso, a autofagia desregulada no fígado da prole feminina adulta, 

independentemente do tipo de dieta, levou ao acúmulo de lipofuscina nos 
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lisossomos e morte celular por apoptose (Fonte: do Autor). 

 

De acordo com a base de dados analisada, este é o primeiro estudo que 

explora a influência do diabete materno e de uma dieta rica em gordura na autofagia 

hepática da prole feminina na vida adulta. Nossas descobertas fornecem insights 

mais profundos sobre a relação da autofagia e apoptose na programação fetal 

ocasionada pelo diabete. Além disso, nossos achados mostraram que as filhas de 

ratas diabéticas desafiadas à suplementação dietética com 30% kcal de gordura 

depois do nascimento apresentaram hiperglicemia e MAFLD, o que sugere 

potenciais implicações translacionais para a patologia humana. Ademais, 

apontamos a autofagia como um importante alvo para que estudos envolvendo 

drogas terapêuticas ou exercícios físicos no tratamento das complicações hepáticas 

relacionadas ao diabete sejam feitos.  

Cabe destacar há algumas limitações a serem apontadas: 1) Embora a 

extensão do acúmulo de lipídios fosse  avaliada em microfotografias coradas com 

HE, poderia ter sido utilizado Oil-Red-O; 2) a conversão de LC3-II/LC3-I não foi 

estudada na presença de inibidores lisossômicos (como cloroquina) para estudar a 

influência do ambiente materno hiperglicêmico, o que poderia fornecer mais 

detalhes sobre o processo autofágico; 3) a análise da ultraestrutura de 

autofagossomos por microscopia eletrônica teria reforçado ainda mais os achados 

apresentados neste estudo e 4) estudo do efeito do diabete materno na progênie com 

relação a alterações epigenéticas na prole seria importante para entender se estas 

modificações são progressivas. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

A programação fetal causada pela hiperglicemia materna é determinante 

para indução do diabete, resistência à insulina, hiperlipidemia e autofagia hepática 

desregulada em descendentes fêmeas na idade adulta, independentemente do tipo 

de dieta, o que causa morte celular por apoptose. Além disso, ambos os insultos 
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(hiperglicemia materna e DHL pós-natal) causam comprometimento da autofagia 

celular, contribuindo para a doença hepática gordurosa associada à disfunção 

metabólica, com a presença de acúmulo lipídico no fígado, estresse oxidativo e 

inflamação. Nossos achados são de extrema importância, uma vez que a alta 

prevalência do diabete está crescendo exponencialmente devido às escolhas atuais 

de estilo de vida, como sedentarismo e a alta ingestão calórica. Assim, a regulação 

da autofagia é um importante alvo terapêutico para o diabete e suas complicações 

hepáticas. Desta forma, prevenir e tratar o diabete da mãe evitará a transmissão do 

diabete para seus descendentes.  
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ANEXO 1. Aprovação CEUA - FMB/Unesp - Projeto de pesquisa “guarda-chuva” 
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ANEXO 2. Aprovação CEUA - FMB/Unesp – Relacionado ao referido Projeto de pesquisa 
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Quadro 1. Composição bromatológica da dieta padrão e dieta hiperlipídica. 

 

Composição 

Dieta 

Padrão Hiperlipídica 

Energia (Kcal/g) 4,0 4,9 

Mistura (%/100 g) 7,4 3,6 

Matéria Seca (%/100 g) 92,5 96,3 

Minerais (% Matéria seca) 6,7 2,8 

Proteína Crua (% Matéria seca) 25,8 26,8 

Extrato Etério (% Matéria seca) 3,5 15,2 

Fibra Crua (% Matéria seca) 43,6 45,4 

 

As ratas filhas de mães controles e diabéticas receberam uma dieta padrão (28,5% 

Kcal de proteína, 62,6% kcal de carboidrato, 8,7% kcal de gordura – ração 

comercial de rato, Purina®, Brasil) ou hiperlipídica (DHL) (23,4% kcal de proteína, 

46,6% kcal de carboidratos, 30% kcal de gordura) do desmame à vida adulta (120 

dias de vida pós-natal). A DHL 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. 

 

 
Ração hiperlipídica. Fonte: LAPGO 
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