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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

 

Este estudo faz parte de um projeto mais amplo intitulado “Avaliação de 

descendentes expostas ao diabetes moderado intrauterino, submetidas à dieta 

hiperlipídica no período pós-natal e tratadas com mistura de cálcio e vitamina D 

durante a prenhez” (Protocolo CEUA 1218/2017). Esse projeto tem 

financiamento da FAPESP (Processo número 2016/25207-5 com vigência 

01/07/2018 a 30/06/2020).  

No primeiro projeto elaborado como sendo o doutorado de Thaigra de S. 

Soares Jardim, a metodologia contemplava os estudos sobre perfil lipídico e 

estresse oxidativo referente os animais do projeto completo descrito acima. Para 

obtenção de filhas de diabéticas (FDmod) com idade adulta, são necessários pelo 

menos 180 dias (meio ano). Ao longo deste experimento, foi observado que as 

ratas FDmod apresentaram dificuldades para acasalamento, o que retardou o 

tratamento desses animais, bem como o experimento como um todo. Após o 

segundo ano de tentativas frustradas para obtenção de ratas prenhes, advindas de 

ambiente intrauterina hiperglicêmico e alimentadas com dieta hiperlipídica, a 

aluna obteve uma pequena amostragem de animais prenhes. Estes animais foram 

tratados, mas durante o experimento, todos os animais prenhes e não-prenhes 

foram a óbito em virtude de uma contaminação bacteriana, confirmada por 

exames específicos realizados no Laboratório Clínico do Hospital Veterinário da 

FMVZ – Unesp. Desta forma, a aluna precisou reiniciar todo o experimento para 

obtenção de todos os grupos experimentais. No entanto, para apresentação desta 

tese (Capítulo 2) constam apenas os dados de animais não-prenhes. Os resultados 

sobre prenhez e tratamento com vitamina D e/ou cálcio continuam em andamento 

e estarão sob a responsabilidade desta aluna e de outras estudantes envolvidas no 

projeto completo para que sejam tabulados, analisados, discutidos e, 

posteriormente, publicados em revista de âmbito internacional.  
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APRESENTAÇÃO CIENTÍFICA 

 

GRADUAÇÃO 

 

Ingressei no curso de Biomedicina da Universidade Federal de Mato 

Grosso (UFMT) do Campus Universitário do Araguaia (CUA) em 2009. A opção 

pelo curso foi algo subjetivo em função do gosto pela disciplina de Biologia no 

ensino médio. Embora inicialmente eu quisesse cursar Medicina (talvez pelo 

bom retorno financeiro), no decorrer do curso as possibilidades e a riqueza do 

campo profissional foram aparecendo na medida que adquiria gosto pelo estudo. 

Neste sentido, foi decisiva a ação do professor Dr. Gustavo Tadeu Volpato, que 

ao final da disciplina de Histologia e Embriologia se dispôs a me orientar para 

realização de pesquisa de iniciação científica. 

Durante a graduação, tive a oportunidade de participar do Projeto de 

Extensão Pró Saúde Universitária: conhecer para se proteger sob orientação da 

professora Lucélia Campelo de Albuquerque Moraes, realizar duas pesquisas de 

iniciação científica e a monografia para conclusão de curso, além de participar 

de diversos eventos científicos, apresentando trabalhos. 

Iniciação científica e monografia: 

1- Repercussões materno-fetais de ratas tratadas com Himatanthus 

sucuuba do dia 0 ao 14o. da prenhez (Auxílio Pesquisa financiado pela 

FAPEMAT e Projeto Universal CNPq (Processo No. 453362/2009 sob a 

coordenação do Prof. Dr. Gustavo T. Volpato). Este trabalho teve como objetivo 

avaliar os efeitos do extrato de Himatanthus sucuuba, administrado durante o 

período de pré-implantação e de organogênese, sobre parâmetros maternos e 

fetais de ratas. Com este projeto, tive minha primeira bolsa de Iniciação 

Científica (PIBIC) sob orientação do Prof. Gustavo T. Volpato. 

2- Avaliação de ratos diabéticos tratados com extrato aquoso de 

folhas de Hancornia speciosa (Projeto de Auxílio Pesquisa Universal financiado 

pelo CNPq - Processo No. 472378/2011-2, sob coordenação do Prof. Gustavo T. 

Volpato). Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito hipoglicemiante de 
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Hancornia speciosa em ratas com diabete induzido por Streptozotocin. Este 

projeto proporcionou minha segunda bolsa de Iniciação Científica (PIBIC), 

também sob orientação do Prof. Gustavo T. Volpato. 

3- Estudo dos efeitos abortivos e teratogênicos do tratamento de 

ratas prenhes com Croton urucurana (sangue-de-dragão). Este trabalho visou 

avaliar os efeitos do extrato de Croton urucurana (sangue-de-dragão), 

administrado durante a prenhez, sobre parâmetros maternos e fetais de ratas. Este 

projeto constituiu meu trabalho de conclusão de curso no formato de uma 

Monografia para conclusão do Curso de Biomedicina na UFMT, sob orientação 

do Prof. Gustavo T. Volpato. 

Eventos científicos:  

1- Efeitos do extrato hidroalcoólico de Himatanthus sucuuba na 

prenhez de ratas Wistar: repercussões maternas. 14º Encontro Nacional de 

Biomedicina, 2011, Botucatu - SP.  

2- Efeitos do extrato hidroalcoólico de Himatanthus sucuuba na 

prenhez de ratas Wistar: repercussões maternas. X Workshop de Plantas 

Medicinais, 2012, Botucatu - SP. 

3- Efeitos do extrato hidroalcoólico de Himatanthus sucuuba na 

prenhez de ratas Wistar: repercussões fetais. X Workshop de Plantas Medicinais, 

2012, Botucatu - SP. 

 

MESTRADO 

 

O ingresso no Programa de Pós-graduação em Imunologia e Parasitologia 

Básicas e Aplicadas do Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde da 

UFMT/CUA (Nível: Mestrado), sob orientação do Prof. Dr. Gustavo Tadeu 

Volpato, foi decorrente da produtividade advinda das pesquisas realizadas 

durante minha Graduação em função dos estágios de Iniciação Científica. A 

dissertação teve por título “Efeitos do exercício físico em ratas com diabéticas 

moderado: Repercussões maternas, imunológicas e fetais” (Auxílio Pesquisa 

FAPEMAT e Projeto Universal do CNPq - Processo No. 160425/2014 sob 
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coordenação do Prof. Dr. Gustavo T. Volpato). Além da dissertação, pude 

contribuir em diversos outros projetos que estão em andamento no Laboratório 

de Fisiologia de Sistemas e Toxicologia Reprodutiva (FisioTox), bem como 

participar e apresentar trabalhos em eventos científicos como: 1) Perfil 

bioquímico do tratamento do extrato de Hancornia speciosa em ratas diabéticas. 

XXIII Simpósio de Plantas Medicinais do Brasil, 2014, Goiânia - GO; 2) Efeitos 

do extrato de Croton urucurana na prenhez de ratas Wistar: Repercussões 

maternas. I Congresso de Biomedicina do Araguaia, 2014, Barra do Garças - 

MT. 

Além disso, neste período, participei da organização do Curso de 

Extensão “Tópicos teórico-prático de Fisiologia e Toxicologia Reprodutiva” em 

2014 e coorientei o aluno Iuri Francisco Júnior no Trabalho de Conclusão de 

Curso (TCC) para obtenção de seu título na graduação em Biomedicina/UFMT 

com projeto intitulado “Efeito da obesidade transgeracional no desempenho 

materno e na frequência de anomalias fetais”. Neste período, também participei 

como membro de diversas bancas de TCC e ministrei aulas para o Curso de 

Graduação na disciplina de Estágio Docência como convidada. 

Tive trabalhos premiados trabalhos em eventos científicos: 

1- Menção Honrosa ao trabalho: "Avaliação de ratos diabéticos 

tratados com extrato aquoso de folhas de Hancornia speciosa.", I Congresso de 

Biomedicina do Araguaia em 2014. 

2- Menção Honrosa ao trabalho: "Efeitos do extrato de Croton 

urucurana na prenhez de ratas Wistar: Repercussões maternas.", I Congresso de 

Biomedicina do Araguaia em 2014. 

 

O término de minha Dissertação se deu no dia 18 de fevereiro de 2015. 
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DOUTORADO 

 

Em março de 2015, iniciei o Doutorado no programa de Pós-graduação 

em Ginecologia, Obstetrícia e Mastologia (PGGOM), Faculdade de Medicina de 

Botucatu (FMB), da Universidade Estadual Paulista (UNESP) “Júlio de 

Mesquita Filho”, sob a orientação da Porfa. Dra. Débora C Damasceno e 

coorientação do Prof. Dr. Gustavo Tadeu Volpato. 

Durante o Doutorado, desenvolvi parte do projeto em Botucatu e outra 

parte na UFMT. Além das atividades terórico-práticas relacionadas ao projeto do 

Doutorado, participei das disciplinas do PGGOM e seminários dos laboratórios, 

ministrei aulas, participei e apresentei trabalhos em eventos científicos nacionais 

e internacionais com recebimento de prêmios, desenvolvi e redigi outros projetos 

e trabalhos de pesquisa junto alunos de ambos os laboratórios (UNESP e da 

UFMT) e fui convidada para participar em bancas de TCC da UFMT.  

Abaixo, seguem os artigos publicados e atividades desenvolvidas no 

decorrer do Doutorado: 
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Artigos publicados: 

1- Soares, T., Carmo, N. O. L., Gama, L. A., Moraes-Souza, R. Q., Resende, 

N. M. Cisticercose, uma doença negligenciada, mas não esquecida: uma 

revisão. Revista Panorâmica online, v. 19, 2015. 
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2- de Sousa Soares, T., Damasceno, D. C., Kempinas, W. D. G., Resende, F. 

M. C., Correa dos Santos, M. A., Hiruma‐Lima, C. A., & Volpato, G. T. 

(2015). Effect of Himatanthus sucuuba in maternal reproductive outcome 

and fetal anomaly frequency in rats. Birth Defects Research Part B: 

Developmental and Reproductive Toxicology, 104(5), 190-195. 
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3- Moraes-Souza, R. Q., Reinaque, A. P., Soares, T. S., Silva, A. L. T., 

Giunchetti, R. C., Takano, M. A., et al., (2017). Safety evaluation of a 

vaccine: Effect in maternal reproductive outcome and fetal anomaly 

frequency in rats using a leishmanial vaccine as a model. PloS one, 12(3), 

e0172525. 
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4- Afiune, L. A. F., Leal-Silva, T., Sinzato, Y. K., Moraes-Souza, R. Q., 

Soares, T. S., Campos, K. E., et al., (2017). Beneficial effects of Hibiscus 

rosa-sinensis L. flower aqueous extract in pregnant rats with diabetes. PloS 

one, 12(6), e0179785. 
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5- Moraes-Souza, R. Q., Soares, T. S., Carmo, N. O. L., Damasceno, D. C., 

Campos, K. E., & Volpato, G. T. (2017). Adverse effects of Croton 

urucurana B. exposure during rat pregnancy. Journal of 

ethnopharmacology, 199, 328-333. 
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6- Tadeu Volpato, G., Queiroz Moraes-Souza, R., Sousa Soares, T., Leal-

Silva, T., & Cristina Damasceno, D. (2017). Medicinal plants for diabetes 

treatment during pregnancy. Current medicinal chemistry, 24(4), 404-410. 
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7- Pinheiro, M. S., Rodrigues, L. S., Neto, L. S., Moraes-Souza, R. Q., 

Soares, T. S., Américo, M. F., et al., (2017). Effect of Bauhinia holophylla 

treatment in Streptozotocin-induced diabetic rats. Anais da Academia 

Brasileira de Ciências, 89(1), 263-272. 
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8- Justina, V. D., dos Passos Junior, R. R., Bressan, A. F., Tostes, R. C., 

Carneiro, F. S., Soares, T. S., et al., (2018). O-linked N-acetyl-

glucosamine deposition in placental proteins varies according to maternal 

glycemic levels. Life sciences, 205, 18-25. 
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9- Soares, T. S., Andreolla, A. P., Miranda, C. A., Klöppel, E., Rodrigues, L. 

S., Moraes-Souza, R. Q., et al., (2018). Effect of the induction of 

transgenerational obesity on maternal-fetal parameters. Systems biology in 
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RESUMO 

 

Objetivos: Avaliar as alterações bioquímicas geradas pela programação fetal 

frente ao diabete intrauterino materno e/ou pela dieta hiperlipídica (DHL) 

oferecida a filhas de ratas diabéticas. 

Principais métodos: Ratas Sprague-Dawley receberam Streptozotocin ou 

tampão citrato no 5º dia de vida e foram submetidos a um teste oral de tolerância 

à glicose na idade adulta para avaliação do nível glicêmico como critério de 

inclusão e exclusão. Posteriormente, foram acasaladas para obtenção da prole 

que, após o desmame, as fêmeas receberam dieta hiperlipídica ou padrão de 

acordo com o grupo experimental. Aos 120 dias, as ratas foram anestasiadas e 

mortas para coleta de sangue para determinação das concentrações de colesterol 

total (CHO), lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL), triglicérides (TG), 

aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e avaliação 

dos marcadores de estresse oxidativo [níveis de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), peróxido de hidrogênio (H2O2), grupos tióis (SH), e 

atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase 

(GSH-Px), e catalase (CAT). 

Principais achados: Os animais advindos de um ambiente intrauterino 

desfavorável apresentaram redução nos níveis de TBARS, H2O2, GSH-Px, ALT, 

AST, TG, CHO e VLDL e aumento de SOD. Além disso, os animais que 

receberam a DHL tiveram diminuição da atividade de GSH-Px e CAT e maior 

no nível de SOD. 

Significado: Portanto, a programação fetal causada pela hiperglicemia materna 

foi determinante para levar a alterações no perfil bioquímico e estado redox de 

filhas adultas de ratas diabéticas, independentemente do tipo de alimentação a 

qual foram submetidas desde o desmame até a vida adulta. 

 

Palavras-chave: programação fetal, diabetes, estresse oxidativo, bioquímica, 

ratos.  
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INTRODUÇÃO 

 

Estudos epidemiológicos têm evidenciado que um ambiente intrauterino 

inadequado é considerado fator de risco para doenças cardiovasculares, diabete 

e síndrome metabólica na vida adulta [1-5], os quais reforçam a teoria proposta 

por Barker. Esta teoria prevê que fatores ambientais atuam no período fetal 

podendo levar a doenças na vida adulta destes indivíduos (Fetal Origin of Adult 

Diseases - FOAD) [6]. 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 nem só ao aparecimento de doenças, mas compreende 

também o estado da saúde e abrange outros períodos como a concepção, período 

embriofetal, período de amamentação e primeira infância do indivíduo exposto 

[7-11]. 

Segundo a Federação Internacional de Diabete (International Diabetes 

Federation – IDF), em 2017, 451 milhões de adultos eram portadores de diabete 

e estima-se que estes números devam aumentar para 693 milhões em 2045 [12]. 

Além disso, 21,3 milhões de nascidos vivos em 2017 foram afetados pela 

hiperglicemia durante a gestação [12]. Frente à importância dessa síndrome, há 

necessidade do desenvolvimento de novas estratégicas preventivas e 

entendimento sobre os mecanismos fisiopatológicos envolvidos [13]. A pesquisa 

em gestações humanas é complicada por restrições éticas porque envolve o bem 

estar da mãe e do feto, o que torna os modelos animais essenciais, não apenas 

por razões éticas, mas também por sua vantagem de ciclos de vida mais curtos, 

que são benéficos quando se estudam os efeitos transgeracionais [14, 15]. 

A hiperglicemia intrauterina pode transmitir o fenótipo diabetogênico 

para a próxima geração [16-18]. Portanto, a programação intrauterina está mais 

relacionada à presença da hiperglicemia materna do que ao tipo de diabete [19-

21]. Modelos animais que utilizam Streptozotocin (STZ) são usados para estudar 

tanto o Diabetes mellitus (DM) tipo 1 quanto o DM tipo 2 [22]. Esta droga causa 

destruição das células β-pancreáticas e, consequentemente, deficiência na síntese 

de insulina, levando à hiperglicemia [23, 24]. Quando STZ foi utilizado para 
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induzir diabetes em ratos em associação à dieta rica em gordura (DHL), foram 

verificadas alterações metabólicas semelhantes às do diabete humano [25-28]. 

Outro estudo mostrou que, ratas que receberam STZ durante a prenhez e seus 

descendentes foram submetidos à DHL, estes apresentaram diminuição da 

tolerância à glicose independente do período de administração de DHL [29]. 

Quando ratas receberam DHL do 16º dia de prenhez até o fim da lactação e sua 

prole recebeu STZ após o nascimento e DHL durante toda a vida, foi observado 

aumento nas concentrações séricas de glicose e na atividade de alanina 

aminotransferase (ALT) [30]. Ratas que receberam DHL 28 dias antes da 

prenhez até o parto e que foram injetadas com STZ durante a prenhez 

apresentaram recém-nascidos com alterações no metabolismo e disfunção 

mitocondrial em cardiomiócitos e com aumento na concentração de 

malondialdeído (MDA) [31]. 

Apesar do aumento crescente de mulheres com diabete e filhos que 

consomem alimentos hipercalóricos, não há estudos que relacionem as alterações 

bioquímicas séricas com a influência da hiperglicemia intrautero associada ou 

não com a dieta hiperlipídica após o nascimento. A hipótese deste estudo é que 

a dieta hiperlipídica oferecida a filhas de ratas diabéticas causa alterações 

bioquímicas mais pronunciadas quando comparadas à programação fetal gerada 

pelo diabete materno. Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar as alterações 

bioquímicas causadas pela programação fetal e dieta hiperlipídica oferecida a 

filhas de ratas diabéticas. 
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MATERIAIS E MÉTODO 

 

Animais 

Foram utilizados ratos da linhagem Sprague-Dawley mantidos no 

Biotério do Laboratório de Pesquisa Experimental de Ginecologia e Obstetrícia 

da Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp sob condições controladas de 

temperatura (22±2ºC), umidade (50±10%) e ciclo claro/escuro (12h). Água 

filtrada e ração foram oferecidas ad libitum. A Comissão de Ética para o Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu aprovou todos os 

procedimentos adotados neste estudo (Protocolo Número: 1218/2017). 

 

Sequência experimental 

A sequência experimental do experimento está resumida na Figura 1. 

 

Figura 1. Sequência experimental.  
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Indução e confirmação do diabete moderado 

A indução do diabete moderado (Dmod) foi realizada com uso de droga 

β-citotóxica, Streptozotocin (STZ - Sigma Aldrich®, EUA), na dose de 70 mg/kg 

via subcutânea no 5º dia de vida pós-natal [32]. As fêmeas do grupo não-

diabético (controle) receberam volume do veículo (tampão citrato - 0,01M, pH 

4,5) correspondente ao do grupo que recebeu a droga diabetogênica no mesmo 

dia. Aos 75 dias de vida das ratas, o Teste Oral de Tolerância à Glicose (TOTG) 

foi realizado para inclusão ou exclusão das ratas nos grupos Dmod e Controle 

[33]. Para isso, as ratas permaneceram seis horas de jejum, foi coletada uma gota 

de sangue da cauda das ratas para determinação glicêmica (tempo 0) usando 

glicosímetro convencional. Em seguida, as ratas receberam solução de glicose 

(0,2 g/mL) via intragástrica na dose de 2,0 g/kg de peso corpóreo e decorridos 

30, 60 e 120 minutos as glicemias foram determinadas. 

Critérios de inclusão e exclusão  

Para o grupo não-diabético (controle), foram incluídas apenas as ratas 

com glicemia de jejum <100mg/dL e inferiores a 140 mg/dL nos demais pontos 

do TOTG. Os animais desse grupo que apresentaram TOTG alterado foram 

anestesiados e mortos. Para o grupo diabético, as ratas que apresentaram TOTG 

alterado (glicemia de jejum <200mg/dL e pelo menos um ponto do teste com 

glicemia 200 mg/dL após a sobrecarga) na vida adulta foram incluídas no 

grupo. Os animais que não apresentaram TOTG alterado também foram 

excluídos e mortos.  

Período de acasalamento, prenhez e lactação 

Na idade adulta, as ratas diabéticas e do grupo controle foram acasaladas 

por no máximo  durante 15 dias (correspondente a pelo menos três ciclos estrais). 

As ratas foram distribuídas três a três em gaiolas na presença de um rato macho 

durante a noite. Na manhã subsequente, os machos foram retirados e os 

esfregaços vaginais colhidos pela introdução de haste com algodão embebido em 

água destilada. Após análise microscópica do material depositado nas lâminas, a 

presença de espermatozoides confirmaram a prenhez, sendo este considerado o 
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dia zero. A prole foi obtida através de parto vaginal e, após o nascimento, 

somente os recém-nascidos fêmeas foram mantidos (máximo de oito filhotes por 

mãe) até o período de desmame (22º dia de vida). Nos casos em que houve mais 

de oito fêmeas, as excedentes foram mortas e, quando o número de fêmeas foi 

inferior, essas foram mantidas. Após o desmame, esses animais foram 

distribuídos nos grupos experimentais. 

 

Sequência experimental dos descendentes oriundos de mães diabéticas e não-

diabéticas  

Cálculo do tamanho amostral 

Considerando os 4 grupos experimentais e, baseado nos experimentos 

anteriores realizados em nosso laboratório com poder de 90% e confiabilidade 

de 95%, o tamanho amostral foi de 10 ratas por grupo. 

Grupos Experimentais 

 Logo após o desmame, as ratas foram pseudorandomizadas (mínimo de 

4 recém-nascidas fêmeas por mãe, sendo que 2 irmãs podiam ficar no mesmo 

grupo) e os quatro grupos experimentais foram assim constituídos: 

• FCont DP: Filhas de ratas controle que receberam dieta padrão; 

• FCont DHL: Filhas de ratas controle que receberam dieta hiperlipídica; 

• FDmod DP: Filhas de ratas diabéticas que receberam dieta padrão; 

• FDmod DHL: Filhas de ratas diabéticas que receberam dieta hiperlipídica. 

Dieta padrão ou hiperlipídica  

As filhas de ratas Controle e Dmod receberam dieta padrão (ração 

comercial) ou dieta hiperlipídica (Tabela 1) de acordo com o grupo experimental 

desde o desmame até a vida adulta (120 dias). A dieta hiperlipídica foi preparada 

seguindo protocolo adapatado de Francisqueti [34] na Unidade de Pesquisa 

Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu. A adaptação 

realizada foi com relação à ração comercial oferecida ao grupo controle porque 

Francisqueti [34] produziu uma ração padrão que continha dextrose, amido e 

grande quantidade de fibra. 
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Após o preparo da ração, a mesma foi mantida sob refrigeração até o 

momento do consumo dos animais. 

 

Tabela 1. Composição das rações utilizadas durante o experimento. 

Informação 

Ração 

Padrão Hiperlipídica 

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

Umidade (%) 7,45 3,65 

Matéria Seca (%) 92,55 96,35 

Matéria Mineral (%) 6,66 2,84 

Proteína Bruta (%) 25,76 26,77 

Extrato Etéreo (%) 3,49 15,19 

Fibra Bruta (%) 43,63 45,42 

 

Obtenção das amostras de sangue  

Aos 120 dias de vida, as ratas de cada grupo foram submetidas à anestesia 

com tiopental sódico, via intraperitoneal, seguida de decapitação e de coleta de 

sangue para determinação das concentrações de colesterol total (CHO), 

lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL), triglicérides (TG), aspartato 

aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e avaliação dos 

marcadores de estresse oxidativo.  

 

Avaliação dos parâmetros bioquímicos 

Amostras de soro foram coletadas e utilizadas para avaliação da função 

hepática por meio da atividade de AST e ALT e determinação das concentrações 

de TG e CHO para avaliação da dislipidemia pela técnica de espectrofotometria 

usando kits comerciais (Wiener®, Rosário, Argentina) de acordo com as 

instruções do fabricante. O VLDL-colesterol foi determinado por cálculo 

matemático aproximado proposto por Friedwald et al. [35]. 
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Avaliação de biomarcadores de estresse oxidativo 

As amostras de hemácias lavadas foram utilizadas seguindo os protocolos 

de Yagi [36] e Buege & Aust [37] para substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS); Boyne & Ellman [38] modificados por Hu [39] para 

grupos tióis reduzidos (-SH); Noble & Gibson [40] para peróxido de hidrogênio 

(H2O2); Marklund & Marklund [41] para superóxido dismutase (SOD); método 

de Lawrence & Burke [42] para glutationa peroxidase (GSH-Px) e Aebi [43] para 

catalase (CAT). 

 

Análise Estatística 

Os resultados foram estatisticamente analisados por comparação entre as 

médias das variáveis dos grupos pelo teste de Análise de Variância (ANOVA) 

seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey. Para todas as comparações 

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

 

A avaliação da função hepática de filhas adultas (120 dias de vida) 

advindas de ambiente hiperglicêmico revelou menores atividades de ALT e AST 

independentemente do tipo de ração oferecida (Figura 2 - A e B).  

 

Figura 2. Média e desvio-padrão das concentrações séricas de alanina 

aminotransferase – ALT (A) e aspartato aminotransferase – AST (B) de ratas 

descendentes de mães não-diabéticas (FCont) ou diabéticas (FDmod) que 

receberam dieta padrão (DP) ou hiperlipídica (DHL).  

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

seguida do Teste de Comparações Múltiplas de Tukey).  
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Os marcadores do perfil lipídico avaliados no 4º mês de vida foram 

apresentados na Figura 3. As concentrações de CHO, TG e VLDL foram 

menores nos grupos de animais advindos de um ambiente intrauterino 

hiperglicêmico, independentemente do consumo de uma alimentação 

hiperlipídica (Figura 3 – A, B e C). 

 

Figura 3. Média e desvio-padrão das concentrações de colesterol (A), 

triglicérides (B) e lipoproteína de muito baixa densidade – VLDL-c (C) de ratas 

descendentes de mães não-diabéticas (FCont) ou diabéticas (FDmod) que 

receberam dieta padrão (DP) ou hiperlipídica (DHL).  

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

seguida do Teste de Comparações Múltiplas de Tukey). 
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Para avaliação do estado redox, foram determinadas as concentrações de 

TBARS, H2O2 (Figura 4) e grupos tióis reduzidos (-SH) além da atividade das 

enzimas antioxidantes endógenas SOD, GSH-Px e CAT (Figura 5). Nas filhas de 

diabéticas, foi observada menores concentrações de TBARS e de H2O2 e 

diminuída atividade de GSH-Px, bem como aumento nas atividades de SOD e 

CAT independentemente da alimentação pós-natal. Além disso, as filhas de ratas 

controle que receberam DHL apresentaram menor atividade de GSH-Px e CAT, 

e aumento da atividade de SOD. 

 

 

Figura 4. Média e desvio-padrão das concentrações de substâncias reativas ao 

ácido tiobarbitúrico – TBARS (A) e peróxido de hidrogênio - H2O2 (B) de ratas 

descendentes de mães não-diabéticas (FCont) ou diabéticas (FDmod) que 

receberam dieta padrão (DP) ou hiperlipídica (DHL). 

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

seguida do Teste de Comparações Múltiplas de Tukey). 
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Figura 5. Média e desvio-padrão das atividades de superóxido dismutase – SOD 

(A), níveis de grupos tióis reduzidos – SH (B), atividades de glutationa 

peroxidase – GSH-Px (C) e catalase  – CAT (D) de ratas descendentes de mães 

não-diabéticas (FCont) ou diabéticas (FDmod) que receberam dieta padrão (DP) 

ou hiperlipídica (DHL).  

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

seguida do Teste de Comparações Múltiplas de Tukey). 
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DISCUSSÃO 

 

A influência da exposição intrauterina materna e ambiente pós-natal, 

características genéticas e estilo de vida em populações humanas é de difícil 

reconhecimento [44]. A proposta do nosso estudo foi criar um ambiente 

intrauterino hiperglicêmico que, associado ao consumo de dieta hiperlipídica, 

permitisse avaliar as alterações no metabolismo. Diante disso, foi possível 

verificar que os fatores ambientais (FCont DHL), a influência do ambiente 

intrauterino (FDmod DP) e a união desses dois fatores (FDmod DHL) ocorreu 

de maneira diferente quanto aos parâmetros analisados. 

A dieta é a principal fonte de compostos oxidantes [45] e, considerando 

que a gordura animal está associada ao estresse oxidativo no músculo 

esquelético, rim, fígado e tecido adiposo [46-51] e é capaz de modificar os fatores 

de estresse oxidativo séricos [52], era esperado esse resultado em nosso estudo. 

O estresse oxidativo já foi demonstrado pela redução na atividade de enzimas 

antioxidantes e aumento de marcadores de lipoperoxidação ou de espécies 

reativas do oxigênio em fêmeas que receberam DHL [53-61]. Em nosso estudo, 

foi observado que a DHL dada às fêmeas tinha banha de porco como fonte de 

gordura, que pode ter alterado o estado antioxidante ao diminuir as atividades de 

GSH-Px e CAT, apesar do aumento da atividade de SOD. A SOD converte o 

radical superóxido (O₂-) em H2O2 e oxigênio molecular (O2), enquanto a CAT e 

as peroxidases convertem o H2O2 em água (H2O) [62]. GSH-Px é uma seleno-

proteína que protege a hemoglobina contra a degradação oxidativa em células 

vermelhas [63]. Nossos achados sugerem que a maior atividade de SOD ocorreu 

para prevenir ou reparar os danos causados pelo O₂-, enquanto a menor atividade 

de GSH-Px e CAT ocorreu pelo rápido consumo e exaustão dos estoques destas 

enzimas. 

Estudos realizados em sangue de cordal umbilical de recém-nascidos de 

mulheres com diabete gestacional sugerem que a tolerância normal à glicose ao 

nascer ocorre pela hiperinsulinemia fetal que promove maior captação de glicose 

[64-66]. Tem sido verificada a inibição da proliferação de células β e aumento 
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da morte dessas células tanto em humanos quanto em animais que são expostos 

à hiperglicemia [67-69]. Ratas com diabete induzido quimicamente ao 

nascimento apresentaram maior número e menor área total das ilhotas 

pancreáticas, maior porcentagem de células marcadas para proliferação celular e 

menor para PDX-1 em células das ilhotas pancreáticas sendo observada 

intolerância à glicose na idade adulta quando submetidos à sobrecarga de glicose 

(TOTG) [70]. No presente estudo, foi verificado que o modelo de indução de 

Dmod no 5º dia de vida (STZ 70 mg/kg) nas ratas foi eficaz para reproduzir um 

ambiente intrauterino hiperglicêmico capaz de modificar a programação fetal ao 

promover redução nos níveis de TBARS, H2O2, GSH-Px, ALT, AST, TG, CHO 

e VLDL e aumento de SOD na vida adulta de seus descendentes. 

A teoria do DOHaD abrange vários períodos importantes do 

desenvolvimento como pré-gestacional, concepção, gestação e primeira infância, 

nos quais as exposições específicas podem proteger ou predispor indivíduos ao 

desenvolvimento de doenças crônicas [71]. A partir de então, estudos clínicos 

randomizados [72-76] demonstraram que o controle glicêmico intensivo precoce 

reduzia o risco de complicações diabéticas microvasculares mas o corpo se 

comportava como se o ambiente glicêmico inicial pudesse ser lembrado pelos 

órgãos-alvo (olhos, rins, coração, membros) o que deu o nome ao fenômeno de 

“memória metabólica”, “memória hiperglicêmica” ou “legacy effect” [77, 78]. 

Em modelos experimentais de diabete de intensidade glicêmica moderada 

(glicemia abaixo de 270 mg/dL) [79], a prole apresenta resistência à insulina, 

desbalanço redox (aumento da atividade de SOD, redução de GSH-Px, altos 

níveis de TBARS, redução da capacidade de absorção de radicais de oxigênio 

– ORAC) [80], aumento de triglicerídeos [80-82] e colesterol séricos [81], 

deposição de lipídios no fígado, pulmões e coração [83, 84], aumento do peso 

corporal [80, 81, 85] e hipertensão [86-88]. Há evidências de aumento na 

atividade de SOD em pacientes diabéticos o que sugere uma resposta adaptativa, 

provavelmente pelo aumento da produção de ânion superóxido, o que levaria a 

um aumento no produção de H2O2, que por sua vez, provavelmente exigiria uma 

maior atividade de CAT e GSH-Px [89-92]. Em nosso estudo, os descendentes 



36 
 

parecem ter sofrido modificação na programação fetal frente ao ambiente 

intrauterino hiperglicêmico. Tendo em vista que estes descendentes teriam que 

se defender aos oxidantes gerados pela hiperglicemia intrauterina, levou a uma 

memória metabólica que ainda no início da vida adulta foi capaz de responder de 

forma eficiente aos insultos oxidativos confirmado pela menor quantidade de 

H2O2 e TBARS e maior atividade de enzima antioxidante (SOD). Esta adaptação 

da memória metabólica também parece ser responsável pela menor atividade de 

ALT e AST [93-95], diminuição dos níveis de triglicérides, colesterol e VLDL. 

Entretanto, embora estas concentrações menores de TG e colesterol que o grupo 

controle [57, 58] possam parecem um fator de proteção, a longo prazo poderão 

trazer prejuízos. Triglicérides são a maior fonte de gordura do nosso organismo 

e a redução de seus níveis representa falta de energia ao corpo podendo gerar 

problemas futuros para a prole de mães diabéticas; a redução da concentração de 

colesterol, que é componente essencial das membranas celulares dos mamíferos, 

também poderá repercutir em doenças cardiovasculares e alterações hormonais. 

Alterações na vida adulta mais tardia já pode ser evidenciada visto que as filhas 

de ratas diabéticas apresentam intolerância à glicose (90%) e algumas delas já 

mostram-se diabéticas (10%). Enquanto que, as que se alimentaram com dieta 

hiperlipídica também advindas de ambiente hiperglicêmico, 60% delas eram 

intolerantes e 40% diabéticas, confirmando anormalidade no metabolismo de 

carboidrato (dados não publicados por nosso grupo de pesquisa). 

A associação de um ambiente intrauterino desfavorável e consumo 

excessivo de lipídios (DHL) a partir do desmame gerou consequências similares 

às encontradas em filhos de mães diabéticas consumindo dieta adequada, 

mostrando que a interferência da programação fetal advinda de um ambiente 

intrauterino alterado foi mais significativa para a prole. Embora fosse esperada 

uma resposta mais evidente com a associação da vida intrauterina hiperglicêmica 

e consumo de uma alimentação de alta caloria, não houve esta resposta e isso 

pode ser explicado pela “predictive adaptative response” [96-98]. Trata-se de 

uma forma de plasticidade fenotípica frente às condições nutricionais e 

energéticas intrauterinas que conferem uma vantagem de sobrevivência a curto 
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prazo quando as condições ambientais se mantem similares às anteriores. No 

entanto, com o aumento da longevidade, mudança do hábito de vida e quantidade 

de calorias dos alimentos e diminuição do gasto calórico, muitas doenças surgem 

a partir desta resposta adaptativa preditiva [96]. 

 

CONCLUSÃO 

 

Portanto, a programação fetal causada pela hiperglicemia materna foi 

determinante para levar a alterações no perfil bioquímico e estado redox de filhas 

adultas de ratas diabéticas, independentemente do tipo de alimentação a qual 

foram submetidas desde o desmame até a vida adulta. 
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