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RESUMO 

 

INTRODUÇÃO: O estado nutricional da genitora durante a gestação e a lactação 

tem suma importância não só no desenvolvimento fetal como também no perfil 

metabólico desse animal na vida adulta. A exposição ambiental da mãe pode 

contribuir para a promoção da reprogramação fetal, repercutindo de alguma forma 

na prole quando adulta. A proposta de avaliar os efeitos da nutrição materna 

(hipercalórica ou restrição calórica), bem como a dieta que a prole recebe após o 

desmame  na expressão gênica dos receptores de prolactina (Prlr) e de estrógeno 

alfa (Esr1) no tecido adiposo e no hipotálamo de genitoras e camundongos 

machos é pioneira. OBJETIVOS: Avaliar o perfil metabólico em camundongos 

fêmeas, parâmetros de estresse oxidativo no tecido adiposo e a expressão gênica 

dos receptores de prolactina (Prlr) e de estrógeno alfa (Esr1) no tecido adiposo e 

no hipotálamo das genitoras e de seus filhotes machos que receberam dieta 

controle (CONT), restrição calórica  (RD) ou hipercalórica (HD). METODOLOGIA: 

As mães foram alimentadas com sua respectiva dieta durante o acasalamento, 

gestação e lactação, e os filhotes após o desmame. Os grupos experimentais 

foram abreviados de acordo com as dietas materna em CONT, RD ou HD e dietas 

maternas/prole: CONT/CONT, CONT/RD, CONT/HD, RD/CONT, RD/RD, RD/HD, 

HD/CONT, HD/RD, HD/HD. O perfil lipídico, glicose, insulina e concentração 

sérica de leptina foram analisados por ELISA, seguindo as instruções do kit, 

somente nas genitoras. A formação de espécies reativas de oxigênio (ROS), as 

atividades das enzimas catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) foram 

analisadas no tecido adiposo das fêmeas e na prole machos.  A análise da 

expressão gênica relativa dos receptores Prlr e Esr1 no tecido adiposo e 

hipotálamo, foi feita através da reação em cadeia da polimerase quantitativa em 

tempo real (qPCR) e calculados pela fórmula 2-ΔΔCt. RESULTADOS: Encontramos 

um aumento significativo nos níveis de triglicerídeos, na concentração de leptina e 

diminuição na atividade da SOD das mães alimentadas com dieta HD. Mães RD 

apresentaram um aumento no tempo para engravidar. Também foi observado 

menor expressão do Prlr nos grupos de genitoras HD e RD no hipotálamo. 

Quando analisamos a prole, filhotes de mãe RD apresentaram menor ganho de 
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peso no período da lactação, também observamos efeito da dieta materna (dieta 

HD) no aumento de DCF nos grupos HD/CONT e HD/HD. Aumento da atividade 

da SOD nos grupos HD/CONT, HD/RD e HD/HD. Aumento da atividade da CAT 

no tecido adiposo do grupo HD/RD. A expressão gênica dos receptores Prlr e 

Esr1 no tecido adiposo da prole apresentou uma diminuição significativa no grupo 

RD/RD. No hipotálamo a expressão do Prlr na prole esteve diminuída 

significativamente no grupo RD/RD e RD/HD, a expressão do Esr1 também 

esteve diminuída significativamente no grupo RD/HD. CONCLUSÃO: 

Observamos efeito da dieta materna na expressão dos receptores Prlr e Esr1, 

relacionados ao metabolismo energético, bem como no desbalanço do estresse 

oxidativo a nível hipotalâmico e periférico, impactando na saúde da prole na vida 

adulta. 

 

 PALAVRAS-CHAVE: estresse oxidativo, metabolismo energético, restrição 

calórica, dieta hipercalórica, hipotálamo, tecido adiposo. 
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ABSTRACT 

 

INTRODUCTION: The nutritional state of the dams during lactation and pregnancy 

is of great importance, not only in the fetal development, but also in the metabolic 

profile of these animals in adult life. Several studies have shown that the 

environmental exposure of the mother can contribute to the promotion of fetal 

reprogramming, affecting in some way the offspring as adults. The proposal to 

evaluate the effects of maternal nutrition (hypercaloric or caloric restriction), as 

well as the diet that the offspring received after weaning, on the gene expression 

of prolactin and estrogen alpha receptors in the adipose tissue and hypothalamus, 

of dams and their male offspring, is pionner. OBJECTIVES: Evaluate the 

metabolic profile in mice dams, parameters of oxidative stress in the adipose 

tissue, and gene expression of the prolactin (Prlr) and alpha estrogen (Esr1) 

receptors in the adipose tissue and hypothalamus, in dams and in their male 

offspring that received control (CONT), caloric restriction (RD), or hypercaloric 

diets (HD). METHODOLOGY: The mothers were fed their respective diet during 

mating, pregnancy and lactation, and the offspring received after weaning. 

Experimental groups names were abbreviated according to maternal diets: CONT, 

RD or HD and maternal/offspring diets: CONT/CONT, CONT/RD, CONT/HD, 

RD/CONT, RD/RD, RD/HD, HD/CONT, HD/RD, HD/HD. The lipid profile, glucose, 

insulin, and serum leptin concentration were analyzed by ELISA, following the kit 

instructions only in the dams. The reactive oxygen species (ROS) production and 

the activities of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) enzymes were 

analyzed in the adipose tissue of dams and male offspring. The analysis of the Prlr 

and Esr1  relative gene expression in the adipose tissue and hypothalamus was 

performed by Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (qPCR), and 

calculated by the 2-ΔΔCT method. RESULTS: We found a significant increase in 

triglycerides and leptin levels, and a decrease in the SOD activity in the mothers  

fed with a HD diet. RD dams showed an increase in time to get pregnant. It was 

also observed in the dams a lower expression of Prlr in the HD and RD groups in 

the hypothalamus. When we analyzed the offspring, pups of RD dams showed 

lower weight gain in the lactation period, we also observed the effect of the 
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maternal diet (HD diet) in the increase of DCF in the HD/CONT and HD/HD 

groups; increased SOD activity in the HD/CONT, HD/RD, and HD/HD groups; 

increase of CAT activity in the HD/RD group in the adipose tissue. The gene 

expression of the Prlr and Esr1 receptors in the adipose tissue of the offspring 

showed a significant decrease in the RD/RD group. The Prlr expression in the 

offspring was significantly decreased in the RD/RD and RD/HD groups in the 

hypothalamus. The expression of Esr1 also showed a significant decrease in the 

RD/HD group in the hypothalamus. CONCLUSION: We observed an effect of the 

maternal diet in the expression of Prlr and Esr1 receptors, which are related to 

energy metabolism, as well as the disbalance of oxidative stress at hypothalamic 

and peripheral levels, impacting the health of the offspring in the adult life. 

  

KEYWORDS: oxidative stress, energy metabolism, caloric restriction, hypercaloric 

diet, hypothalamus, adipose tissue. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



13 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Dieta materna na gestação 

 

O apetite e a ingesta de alimentos estão aumentados na gravidez, com 

isso, ocorre uma resposta adaptativa do organismo com a função de facilitar o 

armazenamento de energia para as altas demandas metabólicas do período 

gestacional e da lactação (Ladyman et al., 2010). Caso a gestante apresente 

oferta energética inadequada, pode ocorrer limitação da disponibilidade dos 

nutrientes necessários para o desenvolvimento fetal (Melo et al., 2007).  

Estudos, tanto com seres humanos quanto com animais, têm mostrado 

associação entre perturbações do ambiente intrauterino e alteração nos padrões 

de crescimento bem como modificações metabólicas na vida adulta (Ross, 2014). 

Com isso, tem sido utilizado o conceito de early life programming, que se refere 

ao fenômeno ocasionado durante o período do desenvolvimento fetal e nas fases 

iniciais da infância, o qual define que perturbações durante essas fases causam 

alterações metabólicas permanentes (Mathias et al., 2014).  

Fatores ambientais aos quais a mãe possa ser exposta (como a dieta, 

infecções e hormônios do estresse)  podem afetar o ambiente materno, alterando 

os níveis circulantes de citocinas, lipídeos, hormônios do estresse e padrões 

metabólicos. Essas mudanças podem ser transmitidas pela placenta, impactando 

no desenvolvimento do feto. Dessa forma, tanto as células germinativas quanto as 

somáticas podem sofrer uma reprogramação, o que pode repercutir de alguma 

forma na vida do animal quando adulto (Bale, 2015) (Figura 1).  
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Figura 1: Interações complexas entre o ambiente materno, o placentário e o fetal 

durante o período gestacional. (Figura modificada de Bale, 2015). 

 

 

Para investigar a influência da dieta materna sobre a prole, modelos 

animais são amplamente utilizados. Tem-se observado que a dieta hiperlipídica 

ofertada para a mãe durante a gestação e/ou lactação aumenta a susceptibilidade 

da prole para o desenvolvimento de doenças crônicas na fase adulta, acarretando 

efeitos deletérios nos filhotes (como alta adiposidade corporal, níveis de 

triglicerídeos e glicemia elevados e sensibilidade reduzida à insulina, além de 

acarretar déficits de funções cognitivas) (Bale et al., 2010; Ainge et al., 2011; 

Fuente-Martin et al., 2013; Watkins et al., 2015).  

Um estudo de De los Ríos et al. (2018), com ratos, demonstrou que a dieta 

hiperlipídica da genitora (2,91kcal/g, sendo que 28%, 13,5% e 58% de calorias 

eram de proteínas, gorduras e carboidratos, respectivamente), no período pré-

gestacional, gestacional e da lactação levou ao aumento do peso corporal, 

adiposidade, esteatose hepática,  hiperinsulinemia e resistência à insulina na 
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prole após o desmame. Também observaram redução nos níveis de prolactina 

sérica, redução da expressão do receptor de prolactina (Prlr) na glândula 

mamária, bem como alteração na estrutura e função da glândula mamária nas 

genitoras. 

Estudos prévios com roedores demostraram que a dieta hiperlipídica no 

período gestacional acarreta alterações na amamentação, além de severas 

alterações morfológicas (Buonfiglio et al., 2016; Hernandez et al., 2012), de forma 

a afetar a lactação, o fluxo sanguíneo local e causar apoptose de células 

(Svennersten-Sjaunja & Olsson, 2005). Ademais, deficiências no leite materno 

afetam consideravelmente o desenvolvimento da prole (Góes et al., 2012).  

Por outro lado, a restrição calórica tem sido amplamente estudada para 

avaliar a longevidade em animais de vida curta (como roedores) e, com isso, tem 

sido demonstrado que a restrição calórica moderada retarda o aparecimento de 

doenças crônicas, como arteriosclerose e diabetes, bem como reduz a incidência 

de doenças relacionadas com a idade avançada (Patel et al., 2005; Wang et al., 

2007; Genaro et al., 2009). Dietas de restrição calórica tem demonstrado ser 

protetiva, fornecendo ativação de vias anti-inflamatórias e antioxidantes (Lopez-

Lluch & Navas, 2016). Apesar dos resultados serem favoráveis, ainda não estão 

completamente elucidados os mecanismos de ação por meio dos quais a 

restrição calórica exerce seus efeitos (Fontana et al., 2010; Longo & Finch, 2003; 

Roth & Polotsky, 2012; Pallavi et al., 2012). A dieta de restrição calórica pode ser 

realizada por meio do controle do alimento fornecido ou pela alteração dos 

componentes presentes na dieta a fim de reduzir as calorias (Speakman & 

Mitchell, 2011).   

Contudo, dietas muito restritivas durante o período gestacional podem ser 

prejudiciais ao desenvolvimento da prole, causando efeitos deletérios, como baixo 

peso ao nascer, aumento da susceptibilidade de parto prematuro, aumento do 

risco de resistência à insulina, bem como desenvolvimento de diabetes e 

hipertensão (Symonds et al., 2009; Simmons et al., 2001). Uma restrição calórica 

moderada pode ser aconselhada em circunstâncias especiais, como diabetes 

gestacional (Moreno-Castilla & Hernandez, 2016).  
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Em relação à subnutrição materna, sabe-se que a mesma pode afetar o 

desenvolvimento placentário, alterando sua vascularização e o transporte de 

nutrientes para o feto, como isso, impacta o desenvolvimento do eixo hipotálamo-

hipófise-gônadas, prejudicando a formação do sistema musculoesquelético e 

tecido adiposo da prole. A subnutrição materna também é fator crítico para a 

saúde da prole a longo prazo, proporcionando o possível surgimento de doenças 

metabólicas e cardiovasculares na vida adulta (Funston et al., 2010; Watkins et 

al., 2015; Tsuneda, 2017). 

 

 

1.2 Prolactina e seu receptor 

 

A prolactina (PRL) é um hormônio secretado pela adeno-hipófise por 

células do tipo lactotrofos. Em humanos, apenas um gene codifica a PRL e está 

localizado no cromossomo seis p22.2‐p21.3, sendo composto por cinco éxons e 

quatro íntrons (Guelho et al., 2016). Este hormônio é constituído por cento e 

noventa e nove aminoácidos e três pontes bissulfídicas, sendo uma proteína da 

família dos hormônios somatotrópicos (Leite et al., 2007; Freeman et al., 2000).  

Em camundongos, ao menos vinte e seis genes agrupados em uma região 

de 1Mb do cromossomo treze codificam a PRL (Ain et al., 2004). A PRL possui 

múltiplas funções biológicas, atua na reprodução (impactando na fertilidade e no 

progresso da gestação), na lactação, no metabolismo energético, na 

imunorregulação, na osmorregulação (Figura 2).  Por apresentar funções tão 

diversas, a PRL tem sido foco de estudos sobre sua distribuição extra-hipofisária 

e outros mecanismos de regulação (Marano & Ben-Jonathan, 2014; Guelho et al., 

2016).  

A via dopaminérgica túbero-hipofisária está envolvida no controle da 

secreção de PRL, e o controle inibitório tônico é mantido pelo hipotálamo através 

da secreção da dopamina (Rang et al., 2016). O comprometimento do hipotálamo 

ou o bloqueio do sistema porta-hipotalâmico-hipofisário geralmente aumenta a 

secreção de PRL enquanto deprime a secreção dos outros hormônios adeno-

hipofisários (Guyton & Hall, 2011). A PRL possui duas vias regulatórias a partir do 
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hipotálamo, uma inibitória (mediada pela dopamina, que atua através do receptor 

de dopamina subtipo D2 (D2R), sendo o principal regulador da síntese e secreção 

de PRL) e outra excitatória (mediada pelo hormônio liberador de tireotrofina, pela 

ocitocina e peptídeo intestinal vasoativo) (Tovar & Diéguez, 2014).  

Por muitos anos, considerou-se que a PRL tinha como função apenas a 

lactação e a reprodução. No entanto, estudos recentes têm demonstrado diversos 

efeitos biológicos e estas funções são possíveis devido a ampla distribuição dos 

seus receptores em diferentes tecidos e tipos celulares (Ben-Jonathan & Hugo, 

2006; Marano & Ben-Jonathan, 2014; Carré & Binart, 2014; Binart, 2017). 

O PRLR pertence à superfamília dos receptores de citocinas 

transmembrana de classe I, sendo codificado por um único gene localizado no 

cromossomo cinco p14-p13.2 em humanos, cromossomo 15 em camundongos e 

cromossomo 2 em ratos (Patil et al. 2014; Sangeeta Devi & Halperin 2014; 

Carretero et al., 2018; Binart, 2017). O gene Prlr possui uma estrutura genômica 

complexa, inclui uma região promotora e múltiplos primeiros éxons, cuja a 

ativação regula a transcrição do gene (Swaminathan et al. 2008). As variantes do 

receptor podem ser geradas por splicing alternativo do primeiro transcrito ou por 

divisão pós-transcricional, obtendo diferentes isoformas que compartilham uma 

grande parte da estrutura e que constituem as duas metades do receptor 

completo (Patil et al. 2014). 

Em humanos, foram descritas até cinco isoformas do receptor de 

membrana solúveis: a forma longa (PRL-RL); a forma intermediária (PRL-RI), 

(presente em humanos mas não em camundongos) (Sangeeta Devi e Halperin 

2014); e as três isoformas curtas (PRL-RS) ΔS1, S1a e S1b, que compartilham 

um domínio extracelular comum, mas possuem um domínio intracelular 

divergente. Menos isoformas estão descritas em roedores, embora as principais 

isoformas, Prl-rl e Prl-rs, tenham sido encontradas em ratos e camundongos (Ben-

Jonathan & Hugo 2015; Carretero et al., 2018). 
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Figura 2: Ações metabólicas da prolactina na composição corporal, pâncreas, 

próstata, mama e tecido adiposo.  (Figura modificada de Ben-Jonathan et al., 2006) 

 

1.3 Vias de sinalização da prolactina no tecido adiposo 

 

O PRLR encontra-se na membrana plasmática dos adipócitos e sua 

ativação promove diversos efeitos na célula. A via clássica de ativação descrita é 

a via Janus Kinase (JAK) e do transdutor de sinal e ativador de transcrição 

(STAT) (via JAK/STAT). Entre oito membros da família STAT, quatro foram 

identificados com proteínas transdutoras do PRLR, sendo elas: STAT1, STAT3, 

STAT5a e STAT5b (Carré & Binart, 2014). A dimerização do receptor ocorre 

quando uma molécula de PRL se liga ao seu receptor, ativando a JAK2, que 

fosforila o receptor e se autofosforila em múltiplas tirosinas. O domínio SH2 das 
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STATs se liga às fosfotirosinas do PRLR e as moléculas STAT são fosforiladas 

pela JAK2 associada ao receptor. As STATs fosforiladas se dissociam do 

complexo receptor-JAK2 e movem-se para o núcleo da célula, onde ativam a 

transcrição dos genes-alvo promovendo assim a proliferação e a diferenciação 

celular. Após a ativação da via de sinalização teremos efeitos biológicos no tecido 

adiposo. Embora a JAK/STAT seja a via principal de ativação gênica, existem 

outras duas vias que são:  a PI3K-Akt e a proteína quinase ativada por mitógeno 

(MAPK) (Naliato et al., 2008; Carré e Binart, 2014) (Figura 3). 

 

 
 
Figura 3: Esquema representando as vias de sinalização da prolactina no tecido 

adiposo. (Figura modificada de Carré & Binart, 2014) 

 

A PRL ligando-se ao seu receptor, ativando-o, afeta o metabolismo lipídico. 

Ocorre inibição da lipoproteína lipase (LPL), que estará envolvida no aumento do 
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acúmulo dos ácidos graxos na célula (aumentando assim a adipogênese que 

fornece ácidos graxos livres (AGL) para o adipócito), e suprimindo a ácido graxo 

sintase (FAS), que converte malonil-CoA em AGL. Malonil-CoA (percursor na 

síntese de ácidos graxos) é derivado da glicose, que é transportada para a célula 

pelo transportador insulina-dependente GLUT4. Em humanos, foi sugerido que a 

inibição da lipogênese pela ação da PRL no tecido adiposo ocorra pela diminuição 

da concentração de malonil-CoA (Nilsson et al., 2009; Carré e Binart, 2014).  

Em síntese, inibindo a LPL e suprimindo a FAS, teremos um aumento no 

estoque de ácidos graxos no interior do adipócito, acarretando no aumento da 

gota lipídica e, consequentemente, aumento da adipogênese (Ben-Jonathan & 

Hugo, 2006). Adicionalmente, a PRL inibe a secreção de adiponectina e 

interleucina 6 (IL-6), inibe ou estimula a leptina (dependendo do estado 

metabólico do indivíduo) (Figura 4). 

LaPensee et al. (2006), em um estudo com camundongos, demonstrou que 

a PRL desempenha um papel significativo no metabolismo da glicose e no 

metabolismo lipídico, com destaque na regulação da secreção de várias 

moléculas pelos adipócitos. A PRL está presente no tecido adiposo dos adultos 

de muitas espécies (Ben-Jonathan et al., 2007; Freemark et al., 2002), bem como, 

durante o desenvolvimento fetal, especialmente em ovelhas (Symonds et al., 

1998; Pearce et al., 2005; Carré & Binart, 2014).  

Estudos com roedores indicam que a expressão do gene da PRL aumenta 

durante o período da lactação no tecido adiposo, esse aumento pode ocorrer pois 

a PRL é capaz de induzir a expressão do Prlr, tanto em estados diferenciados 

quanto em não-diferenciados (Ling et al., 2000; Carré & Binart, 2014). Em 

roedores, ao longo da lactação, a PRL promove no tecido adiposo, a diminuição 

da lipogênese, reduzindo as atividades da LPL, FAS e acetil-CoA (Barber et al., 

1992).  

Em humanos, a PRL regula a secreção de insulina durante a gravidez pois 

as células beta expressam alta densidade do PRLR (Ben-Jonathan & Hugo, 

2006). Ademais, tem sido demonstrado que a PRL inibe a atividade LPL no tecido 

adiposo branco humano (Ling et al., 2003; LaPensee et al., 2006; Brandebourg et 

al., 2007; Carré & Binart, 2014).  
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Figura 4: Efeito metabólico da prolactina no tecido adiposo. (Figura modificada de 

Ben-Jonathan, 2006) 

 

 

1.4 Hipotálamo, prolactina e regulação do metabolismo energético  

 

O hipotálamo tem importante papel na regulação do metabolismo 

energético e no ganho de peso corporal (Begg e Woods, 2013; Simpson et al., 

2009; Schneeberger et al., 2014; Stefanidis et al., 2014; Morton et al., 2006). Está 

localizado na parte ventral do diencéfalo e é organizado em populações neuronais 

distintas, denominadas núcleos. Os núcleos que desempenham papéis 

importantes na modulação do metabolismo energético são: núcleo arqueado 

(ARC), hipotálamo lateral (LHA), núcleo paraventricular (PVH), núcleo 

ventromedial (VMH) e núcleo dorsomedial (DMH) (González-García et al., 2016; 

Lopez et al., 2013, Velloso et al., 2011) (Figura 5). 
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Figura 5: Núcleos hipotalâmicos que participam da regulação do balanço 

energético e peso corporal. (Figura modificada de López et al., 2013) 

 
 
 
 

Como sensor homeostático, o hipotálamo recebe múltiplas informações, 

como a experiência sensorial de comer, o processo de ingestão, de absorção 

intestinal, bem como os níveis de metabólitos circulantes e do armazenamento 

energético. Uma vez que esta informação é integrada, o hipotálamo tem a 

capacidade de responder com ações apropriadas, tais como: regulação da fome, 

da saciedade e, subsequentemente, o comportamento alimentar (González-

García et al., 2016; Waterson et al., 2015; Schneeberger et al., 2014). 

É por meio dessa integração de sinais que o hipotálamo regula o equilíbrio 

de energia e gera uma saída adequada na modulação da ingestão de alimentos e 

do metabolismo energético (Morton et al., 2006; Waterson et al., 2015). A 

manutenção desta sintonia é fundamental, caso contrário, pode ocorrer um 
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desbalanço da homeostase energética corporal a longo prazo (Karnani et al., 

2011; Lam et al., 2005; Gao et al., 2008) acarretando uma série de distúrbios, 

como anorexia, hiperfagia, obesidade e suas complicações (como diabetes 

mellitus, hipertensão, doença hepática gordurosa) (Oh et al., 2016).  

Centralmente, a PRL participa da regulação da homeostase da glicose e no 

controle do apetite (Moore et al., 1986; Gerardo-Gettens et al.; 1989; Noel & 

Woodside., 1993; Buntin et al., 1999). PRLR são encontrados em núcleos do 

hipotálamo envolvidos na regulação homeostática da ingesta alimentar, como os 

núcleos ARC, VMH e PVH (Bakowska & Morrell., 1997; Pi & Grattan., 1998; 

Brown et al., 2010). Um estudo de Sauvé & Woodside (2000) demonstrou que 

injeções de PRL no núcleo PVH de ratos promove a estimulação da ingesta de 

alimentos de maneira dose-dependente. Estudos de associação genômica ampla 

revelaram que uma variante comum adjacente ao gene da PRL está associada ao 

desenvolvimento da obesidade (Meyre et al., 2009; Nilsson et al., 2011; Grattan, 

2015). 

Sabe-se que o consumo de dieta rica em gordura saturada desencadeia 

uma resposta inflamatória no hipotálamo, que tem sido caracterizada por uma 

expressão inicial de genes pró-inflamatórios seguidos de astrocitose hipotalâmica, 

microgliose e aparecimento de marcadores de lesão neuronal (Horvath et al., 

2010; Valdearcos et al., 2017). Em uma pesquisa recente, Lizarde et al., (2018) 

demonstrou que o consumo de uma dieta rica em gordura altera o metabolismo 

energético no hipotálamo de ratos.  No estudo, foi encontrado que uma dieta rica 

em gordura afeta significativamente os níveis hipotalâmicos de glicose, osmólitos 

e neurotransmissores. 

A proteína quinase hipotalâmica ativada por AMP (AMPK) integra diversos 

sinais hormonais e nutricionais para manter o balanço energético. Evidências 

recentes sugerem que diferentes hormônios, nutrientes e substâncias químicas 

sintéticas podem modular a atividade da AMPK no hipotálamo, regulando a 

ingestão de alimentos e o peso corporal por meio da expressão de neuropeptídios 

(Oh et al., 2016).  O metabolismo lipídico hipotalâmico desempenha um papel 

importante na regulação fisiológica do balanço energético através da modulação 

da atividade de enzimas que controlam a biossíntese lipídica (como a FAS e a 
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AMPK) impactando tanto na alimentação quanto no gasto energético (González-

García et al., 2016). 

 

 

1.5 Receptor de estrógeno alfa 

 

O receptor de estrógeno alfa (ESR1) atua como fator de transcrição ligante 

ativado, regulando a expressão de uma variedade de outros genes, controlando 

vias metabólicas e exercendo funções biológicas. A expressão do ESR1 é 

observada em diversos tecidos, inclusive nos tecidos com alta atividade 

metabólica e demanda energética, o que demonstra sua importante atuação no 

controle do balanço energético. Estudos, em humanos, sugerem interação entre 

ESR1 e doenças metabólicas, como diabetes, obesidade e doenças cardíacas 

(Ranhotra, 2010). 

Em camundongos, a deleção do gene Esr1 aumenta a adiposidade 

acarretando síndrome metabólica (Heine, 2000). Estudos com animais 

demonstram que o Esr1 é expresso em regiões do hipotálamo relacionadas com a 

regulação da homeostase energética, como o núcleo ventrolateral (VLH), aréa 

pré-óptica medial (MPOA), ARC e PVH (Osterlund et al., 1998; Merchenthaler et 

al., 2004; Simonian & Herbison, 1997; Voisin & Herbison, 1997; Simerly et al., 

1990; Frank et al., 2014). 

Estudos demonstraram que a supressão da expressão do Esr1 em 

neurônios do VMH resulta em um aumento significativo de peso corporal em 

camundongos fêmeas, mas não em machos. Além disso, as fêmeas ganharam 

uma quantidade significativa de tecido adiposo visceral perigonadal e 

manifestaram termogênese desregulada (Musatov et al., 2007; Frank et al., 2014). 

Esses achados demostram que a atividade do Esr1, especificamente no VMH, é 

fundamental para a regulação do gasto energético no sexo feminino (Frank et al., 

2014). 
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1.6  Estresse Oxidativo 

 

Em 1985, Sies definiu o estresse oxidativo como “desequilíbrio do sistema 

pró-oxidante/antioxidante, em favor dos pró-oxidantes, levando ao dano 

potencial”. O estresse oxidativo ocorre quando as espécies reativas de oxigênio 

(EROs) não são contrabalançadas pela ação das defesas antioxidantes como, por 

exemplo, as catalisadas pelas enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e pela glutationa peroxidase (GPX). Pode ocorrer também por uma 

perturbação do equilíbrio redox das células (Pisoschi & Pop, 2015).  Os oxidantes 

também podem ser gerados por diferentes tipos de radiações, como raio-X, 

ultrassom e micro-ondas (Sies, 1997). 

O estresse oxidativo afeta proteínas, lipídios e o DNA, podendo levar à 

citotoxicidade (Betteridge, 2000). Sabe-se que a deterioração da capacidade de 

defesa antioxidante está associada ao declínio de função celular bem como a 

diversas patologias (como doenças cardiovasculares e câncer) e senescência 

(Sies, 1985; Halliwell, 2007; Lopez-Alarcóna & Denicola, 2013).  

O sistema de defesa antioxidante das células pode ser enzimático e não-

enzimático. Em relação as defesas enzimáticas, a SOD, a CAT e a GPX são 

enzimas essenciais na defesa celular contra o estresse oxidativo, protegendo as 

células contra danos causados por espécies reativas (Halliwell & Gutteridge, 

2007).  

Quanto as defesas não-enzimáticas, podemos destacar as vitaminas. A 

vitamina E, na forma α-tocoferol, possui potente efeito antioxidante e está 

presente em diversos alimentos consumidos na dieta, como em óleos vegetais, 

cereais e leguminosas (Devaraj et al., 2005). Há o ácido ascórbico, conhecido 

como vitamina C, também um eficiente antioxidante e está presente nos 

processos de regeneração do α-tocoferol (Devaraj et al., 2005). Somando-se aos 

demais antioxidantes não-enzimáticos, há o β-caroteno (precursor da vitamina A), 

abundante em frutas e vegetais amarelo-alaranjados (Krinsky & Johnson, 2005). 

A gravidez trata-se de um período de adaptação metabólica na qual ocorre 

um aumento da demanda energética e de oxigênio. Dessa forma, durante a 

gestação, mãe e feto sofrem de estresse oxidativo durante esse período (Mutinati 
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et al., 2013). Ademais, o aumento da peroxidação lipídica associada a redução 

das atividades antioxidantes podem contribuir para o desenvolvimento de 

complicações na gestação (Rejitha & Karthiayini, 2014). 

Estudos demonstram que a relação entre a dieta rica em gordura e o 

estresse oxidativo desempenham um papel crítico na patogênese de doenças 

(Muthulakshmi & Saravanan, 2013). A obesidade também é caracterizada por um 

estado oxidante-antioxidante desequilibrado (Karaouzene et al., 2011; Warolin et 

al., 2013; Kaur, 2014; Gallardo et al., 2015) e o estresse oxidativo pode ser tanto 

o gatilho quanto o resultado da obesidade (Rani et al., 2016). Quando a 

obesidade e a gravidez são combinadas, pode ocorrer um aumento acentuado da 

expressão do estresse oxidativo, acarretando assim em efeitos prejudiciais à 

saúde da mãe e da prole. 

A redução da ingesta calórica sem desnutrição tem sido descrita na 

literatura como uma abordagem protetora, contribuindo para o aumento da 

longevidade bem como proporcionando ativação de vias anti-inflamatórias e 

antioxidantes (Lopez-Lluch & Navas, 2016). A ativação de vias antioxidantes bem 

como a diminuição na formação de espécies reativas (principalmente 

mitocondriais) têm demonstrados serem fatores importantes   no aumento da 

expectativa de vida de animais alimentados com dieta de restrição calórica (Sohal 

& Weindruch, 1996; Barja, 2004; Gredilla & Barja, 2004). 

Dessa forma, nossa hipótese é que a dieta materna pode afetar tanto a 

saúde das mães quanto a dos filhotes. Assim, acreditamos que a dieta 

hipercalórica impactará de forma negativa nos parâmetros bioquímicos, 

promovendo estresse oxidativo por meio do aumento na produção de EROs, 

diminuição da atividade da SOD e da CAT e maior expressão gênica dos 

receptores Prlr e Esr1 nos tecidos avaliados. Por outro lado, nossa hipótese em 

relação a dieta de restrição, concentra-se nos benefícios que ela pode promover 

sobre os parâmetros estudados e na capacidade de reverter parâmetros já 

alterados.   
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2   OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral  

 

Avaliar o impacto de diferentes dietas, ao longo da gestação e da lactação, em 

parâmetros bioquímicos e na expressão de genes relacionados com o 

metabolismo energético, no tecido adiposo e no hipotálamo das genitoras e da 

prole (machos adultos) ao longo da vida. 

 

      2.2 Objetivos Específicos  

 

Avaliar nas genitoras, que receberam diferentes dietas ao longo da gestação e da 

lactação: 

- Perfil metabólico e peso corporal; 

- Formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) no tecido adiposo; 

- Atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no tecido 

adiposo; 

- Expressão gênica dos receptores de prolactina e de estrógeno alfa no tecido 

adiposo e no hipotálamo.  

   

 

Avaliar na prole (machos), que foram expostos a diferentes dietas ao longo da 

vida: 

- Peso corporal durante a lactação; 

- Formação de espécies reativas de oxigênio (ROS) no tecido adiposo; 

- Atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no tecido 

adiposo; 

- Expressão gênica dos receptores de prolactina e de estrógeno alfa no tecido 

adiposo e no hipotálamo na vida adulta.    
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ABSTRACT 

 

Several studies have examined the repercussion of the maternal nutritional status during 

pregnancy and lactation on the progeny. They demonstrated that the environment might 

contribute to the promotion of fetal reprogramming, which will have some impact in the 

offspring’s adult life. The present study analyzed: a) metabolic profile in mice dams, b) 

parameters of oxidative stress in the adipose tissue, and c) gene expression of the prolactin 

(Prlr) and alpha estrogen (Esr1) receptors, in the adipose tissue and hypothalamus, in dams 

and in their male offspring that received standard (CONT), restrictive (RD) or hypercaloric 

(HD) diet. The dams were fed during mating, pregnancy and lactation, and the lipid profile, 

glucose, insulin and leptin serum concentration were analyzed. In the adipose tissue, the 

reactive oxygen species (ROS) production and the activities of catalase (CAT) and 

superoxide dismutase (SOD) enzymes were also analyzed in the dams and in the male 

offspring. The gene expression analyzes of the Prlr and Esr1 receptors were also made. 

We found a significant increase in triglycerides and leptin concentrations, and a decrease  

in the SOD activity of the HD-fed dams. In the offspring, we observed the maternal diet 

effect (HD-fed dams) in the increase of DCF, SOD and CAT in the adipose tissue of RD-

fed offspring. The expression of Prlr in the adipose tissue of the offspring also 

demonstrated a maternal diet effect, where RD/RD had a decreased expression compared 

to HD/RD; and RD/RD had lower expression of Esr1, compared to HD/RD. In the 

hypothalamus we found a decrease in the expression of Prlr in RD and HD dams, when 

compared to CONT; and a decreased Prlr expression in RD/RD and HD/RD, when 

compared to CONT/RD; also, a reduction in the expression of Prlr in RD/HD when 

compared to CONT/HD. The gene expression of Esr1 in the hypothalamus of the offspring 
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had a maternal diet effect as well, with a decreased expression in RD/HD compared to 

CONT/HD and HD/HD. In conclusion, HD promoted metabolic dysfunction in the dams, 

and although RD did not cause any harmful effect during the reproductive period and 

lactation, it may cause subfertility. Also, nutritional interventions during the reproductive 

period should be carefully applied, since the impact on the metabolic parameters of the 

mother can reflect on the health of the offspring. 

 
 
Keywords: oxidative stress, energy metabolism, caloric restriction, hypercaloric diet, 

hypothalamus, adipose tissue. 

 
 
 
1. INTRODUCTION 

Mounting evidence has shown that maternal nutritional status may affect the 

progeny not only in a short-term but also in a long-term way, since some dysfunctions 

caused by maternal diet may appear only in the offspring adulthood. The consumption of a 

high-fat diet by the mother during pregnancy is associated with reduced insulin and 

glucose sensitivity, increased body size and adiposity, hypertension, dyslipidemia, 

cardiovascular disease, alteration in reproductive hormones, and modifications on sexual 

performance of the offspring
[26,19] 

. On the other hand, nutrient restriction in the intrauterine 

life, which could be caused by protein restriction, caloric restriction or intrauterine artery 

ligation, is associated with low weight at birth, prematurity, increased risk of lung 

infections, chronic obstructive pulmonary disease, increased risk of glucose intolerance, 

insulin resistance, diabetes and hypertension
[42,41]

. Thus, restrictive diets during pregnancy 

can be harmful, but a moderate caloric restriction is advised in special circumstances such 
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as gestational diabetes mellitus 
[28]

. Nonetheless, caloric restriction has been described as a 

protective approach that may increase longevity by providing activation of anti-

inflammatory and antioxidant pathways
[23]

. 

It has been shown that prolactin (PRL) affects glucose and lipid metabolism
[4, 11]

. In 

adipose tissue, PRL inhibits adiponectin and interleukin-6 secretion and, depending on the 

metabolic state, decreases or stimulates leptin secretion, affecting the adipogenesis 
[21]

. In 

the hypothalamus, PRL has an integrative role in the regulation of energy balance, acting 

on the modulation of food intake and energy metabolism 
[27, 14, 32, 10, 29, 41]

, and their 

receptors are located in the nuclei of the hypothalamus involved in the homeostatic 

regulation of food intake, such as arcuate, ventromedial and paraventricular nuclei 
[1, 36, 9]

. 

A growing number of studies are focusing on the repercussion of the maternal 

nutritional status, during pregnancy and lactation, on the progeny. They have demonstrated 

that early diet manipulations can impact physiological programming. These results 

contribute to the understanding that the environment and the behavior can affect the fetal 

reprogramming, through epigenetic mechanisms that can modify the gene expression 

transgenerationally 
[37, 2]

. Here, we fed female mice during mating, pregnancy and lactation 

with three types of diets: standard (CONT), restrictive (RD) or hypercaloric (HD) diets. In 

addition, RD has been showing beneficial results on the modulation of metabolism, but its 

utilization during pregnancy is still controversial. Thus, the aim of the present study was to 

analyze the metabolic profile in dams’ mice, oxidative stress and gene expression of the 

prolactin (Prlr) and alpha estrogen (Esr1) receptors, in the adipose tissue and 

hypothalamus, of the dams and male offspring that received CONT, RD and HD. 

 

 

2. EXPERIMENTAL PROCEDURE 
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2.1 Animals  

Eighty two male and 24 female BALB/c albino mice were obtained from the 

Animal Housing Facility of Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre 

(UFCSPA). Animals were properly housed and maintained under controlled temperature 

(23±1°C), humidity (55±5%) and illumination (12 h light/dark cycle; lights on at 4 a.m.) 

conditions. All procedures followed the ethical rules established by the guidelines of the 

Brazilian Society for Neuroscience and Behavior and the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals of the Institute for Laboratory Animal Research. The Institutional 

Animal Care and Use Committee of UFCSPA (#388/15 and 544/17) approved this study. 

All efforts were made in order to minimize animal suffering and to use only the number of 

animals necessary to produce reliable scientific data. 

 

2.2 Experimental procedures 

Dams Experiment 

Sixty days old females, weighing between 18-24 g, were divided into three groups 

(n=8 females per group) and housed individually with water ad libitum. The control group 

(CONT) received standard mice chow (Nuvital, Curitiba, Brazil) ad libitum, with a total 

energy content of 3.4 kcal/g (63% carbohydrate, 26% protein, 11% fat); the restrictive diet 

group (RD) had a 30% caloric restriction; and the hypercaloric diet group (HD) received a 

chow (Pragsoluções Biociências, Jaú, Brazil), with total energy content of 4.9 kcal/g 

(40.30% carbohydrate, 11.35% protein, 48.34% fat). 

Before the beginning of the experiment, the amount of chow consumption was 

monitored and based on that, we determined the amount of food that would be offered to 

RD group, considering that these mice should receive 30% less chow than CONT animals. 
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This monitoring was performed during the whole experiment. Male mice were housed 5 

per cage with food and water ad libitum. 

After 25 days of diet administration, female were housed with male mice, in a ratio 

of 3:1, for mating. Confirmation of gestation was performed by the identification of sperm 

in vaginal smears. During pregnancy, females were kept in individual cages. Body weight 

and naso-anal length of the dams was measured on the postpartum day (PPD) 22. Lee 

index was calculated by the cube root of the body weight (g) divided by the nasoanal 

length (cm) multiplied by 1000 
[6]

. Thus, females were fed with CONT diet, RD or HD 

before mating, as well as during pregnancy and lactation, totalizing approximately 70 days 

of diet intervention. 

 

Offspring Experiment 

After delivery, the pups were standardized in 8 per group, totalizing 9 groups. The 

litters were weighed on the 3, 8, 12 and 21 PPD. After weaning, male pups of each 

mother’s group who received the three types of diet (CONT, RD, HD) started to be fed 

with one of these three types of diets: CONT, HD or RD. Male mice were housed in three 

or four per cage.  

The experimental groups were abbreviated accordingly maternal/offspring diets: 

CONT/CONT, CONT/RD, CONT/HD, RD/CONT, RD/RD, RD/HD, HD/CONT, HD/RD, 

HD/HD. 

 

2.3 Tissue and blood collection  

On the PPD 22, mice dams were euthanized by decapitation and trunk blood was 

collected in sterile tubes. These blood samples were centrifuged at 3,000 rpm for 10 min at 
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4°C and stored at -20°C for posterior analysis. Abdominal adipose (around stomach, 

spleen, pancreas, small and large intestines) tissue and the hypothalamus were dissected 

protected from light, rapidly frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C. 

At the 100 PPD, the male offspring were euthanized by decapitation and the tissues 

of interest were collected (abdominal adipose tissue and hypothalamus) following the same 

procedures that were taken with the samples of the mothers. 

 

2.4 Serum Analysis  

The concentration of glucose, triglycerides and total cholesterol in the serum were 

analyzed in the dams by enzymatic colorimetric method using commercial kits (Labtest) 

according to the manufacturer's specifications. Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) kits were used to determine insulin (Sigma-Aldrich) and leptin (Sigma-Aldrich) 

concentration according manufacturer’s instructions. 

 

2.5 Oxidative stress parameters 

The oxidative stress parameters were analyzed in the dams and offspring. Tissues 

were vigorously vortexed in Tris-HCl lysis buffer (10 mM; pH 7.4 with PMSF 1%) and 

then centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at 4°C. The supernatants were used for the 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and 2′,7′-dichlorofluores-cein (DCF) assays, 

and all procedures were performed under cold conditions. Protein content was determined 

by the Lowry method
[23]

 using bovine serum albumin as standard.  

 

2.5.1 Superoxide dismutase activity 
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SOD activity was evaluated by inhibition of the superoxide-dependent autoxidation 

of epinephrine. Briefly, 170 µL of a mixture containing 50 mM glycine buffer, pH 10.2, 

and 10 mM catalase were added to 20 µL of each tissue sample. Next, 10 µL of 60 mM 

epinephrine were also added to the sample. The absorbance reading at 480 nm was started 

immediately and recorded every 36 s over 10 min. The inhibition of autoxidation of 

epinephrine occurs in the presence of SOD, whose activity can indirectly be assayed 

spectrophotometrically. One SOD unit is defined as the amount of SOD necessary to 

inhibit 50% of epinephrine autoxidation and the specific activity is reported as SOD 

Units/mg protein.  

 

2.5.2 Catalase activity 

CAT activity was assayed according previously described method
[23]

 based on the 

disappearance of H2O2 at 240 nm wavelength. Briefly, 10 µl of each sample were added to 

180 µl of potassium phosphate buffer (KH2PO4 20 mM, Na2HPO4 30 mM pH 7). 

Subsequently, 10 µl of 25 mM H2O2 were added and the absorbance was recorded 

immediately, every 36 s for 5 min, at 240 nm. One CAT unit is defined as one µmol of 

hydrogen peroxide consumed per minute and the specific activity is calculated as CAT 

Units/mg protein. 

 

2.5.3 Dihydrodichlorofluorescein diacetate (H2DCF-DA) oxidation assay  

The DCFH-DA assay is a reliable method for measuring intracellular reactive 

oxygen species (ROS). The method is based on the deacetylation of the DCFH-DA probe, 

and its subsequent oxidation by ROS into a highly fluorescent compound (2′,7′-

dichlorofluores-cein; DCF). For this assay, phosphate-buffered saline (pH 7.4), 1 mM 
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DCFH-DA, and 5 µL of tissue homogenate were incubated in 96-well dark plates at 37°C 

for 30 min. Fluorescence was obtained with excitation and emission wavelengths at 480 

nm and 520 nm, respectively. All experiments were carried out in a dark room to prevent 

the oxidation of DCHF-DA. The results were expressed as intensity of fluorescence from 

DCF per mg of protein.  

 

2.6 Molecular Analysis 

2.6.1 Total RNA extraction 

The molecular analysis was realized in the dams and offspring. Total RNA from the 

hypothalamic and adipose tissue were extracted by the TRIzol® method, according to the 

manufacturer's specifications. Samples were incubated with chloroform at room 

temperature, and then centrifuged. After centrifugation, it was in three phases: one phase 

containing chloroform and phenol, one interfase, and one aqueous phase. The latter was 

removed for RNA isolation. The quantification was done by spectrometry BioSpec-nano ® 

(Shimazu, Kioto, Japan) at 260nm and 280nm. 

 

2.6.2 RT-PCR 

After total RNA extraction, cDNA synthesis (complementary DNA) was performed 

by reverse transcription reactions (reverse transcription kit). RNA was incubated with oligo 

(dT), dNTPs and DEPC water (diethyl pyrocarbonate) for 5 minutes at 65 ° C, followed by 

1 minute on ice. Then, buffer solution, DTT (dithiothreitol) and RNaseOUT, were added 

for 2 minutes at 37 ° C. Finally, the enzyme M-MLV-RT was added for cDNA synthesis, 

for 1 hour at 50 ° C. The synthesis reaction was inactivated by incubation at 70 ° C for 15 

min. 
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2.6.3 qPCR analysis of gene expression 

Table 1 shows all primer sequences used in this study, which were designed using 

the software Primer-3
[39]

 based on mice mRNA sequences in the GenBank database
[5]

. The 

specificity of the primers was checked using BLAST search against nucleotide collection 

(nr) of the NCBI database. All primers were purchased from Invitrogen, São Paulo, Brazil.  

The analysis of the expression of the target genes (Prlr and Esr1) was performed at 

the transcriptional level, in which the mRNA content was evaluated, using specific primers 

to amplify the cDNAs of the genes that were studied. As an internal control of gene 

expression, Actin beta (ActB) and Peptidylprolyl isomerase (PPIA) genes (reference genes 

selected by previous experiments) were analyzed
[30]

. Amplification products were analyzed 

using the SYBR™ Green method by Real-Time PCR (Life Technologies), and the relative 

quantification analysis was performed according to the results of the amplification 

efficiency tests of the genes, by the 2
-ΔΔCT

 method
[22]

. 

 

2.7 Statistical analyses 

Data were expressed as mean ± S.E.M. Results were analyzed by one-way or two-

way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison test. 

Statistical analyses were made using GraphPad Prism 6, (La Jolla, USA). Differences were 

considered statistically significant when p<0.05.  

 

3. RESULTS  

Table 2 shows serum biochemical parameters including glucose, triglycerides and 

total cholesterol concentration and weight gain and Lee’s index of standard (CONT), 

restrictive (RD) and hypercaloric (HD) diet-fed mice. We found a significant increase in 
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serum triglyceride concentration in HD when compared to RD and CONT groups 

[F(2,16)=14.76, p=0.0004]. Leptin concentration were also higher in HD group 

[F(2,16)=12.79, p=0.0007]. Serum glucose, cholesterol and insulin concentration and 

weight gain and Lee Index did not show significant differences among groups (p>0.05). 

The characteristics of mice pregnancy and of their pups are showed in the Figure 1. 

RD-fed mice exhibited an increased time (number of days) to become pregnant in 

comparison to the CONT group [F(2,33)=4.035; p=0.027], while no difference was 

observed in the HD group (Figure 1A). There was no significant difference in the number 

of pups per dam among groups (p>0.05) (Figure 1B). Figure 1C shows that HD group had 

a decrease in weight gain during pregnancy when compared with CONT group 

[F(2,35)=4.212; p=0.023] and on the weight gain of the pups evaluated until the 21 PND, 

RD group presented lower weight gain when compared with CONT group [F(2,42)=3.639; 

p=0.034] (Figure 1D). 

Figure 2 shows ROS formation and antioxidant activity in the adipose tissue in the 

dams. We did not find any differences in ROS production (Figure 2A), neither in the CAT 

activity among groups (Figure 2C). However, SOD activity was significantly decreased in 

HD group when compared to CONT [F(2,17)=3.409; p=0.050] (Figure 2B). There were no 

differences in SOD/CAT ratio among groups (Figure 2D).  

Figure 3 shows ROS formation and antioxidant activity in the adipose tissue of the 

offspring. Two-way ANOVA showed a maternal and offspring diet effects [F(2,62)=34.01; 

p<0.0001 and F(2,62)=3.821; p=0.027; respectively]. There was also an interaction 

between maternal and offspring diets [(F(4,62)=8.842; p<0.0001]. 

ROS production was significantly increased in HD/CONT when compared to 

CONT/CONT and RD/CONT (p<0.0001 for both comparisons). In HD/HD ROS 
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production was higher than RD/HD and CONT/HD (p<0.0001 for both comparisons) 

(Figure 3A). Concerning SOD activity (Figure 3B), we found a maternal diet effect 

[F(2,60)=38.99; p<0.0001]. There was a significant increase in SOD activity in the 

offspring from HD dams, regardless offspring diet. But when we analyzed CAT activity 

(Figure 3C) we found a maternal diet effect [F(2,44)=3.997; p=0.025]. Post-hoc analysis of 

CAT activity showed an increase in HD/RD group when compared to CONT/RD (p=0.01). 

There were no differences in SOD/CAT ratio among groups (Figure 3D). 

Figure 4A shows the gene expression of Prlr Fig. 4A) and Esr1 (Fig. 4B) in the 

adipose tissue of the dams, and no significant difference was found among groups. The 

expression of Prlr in the adipose tissue of the offspring is demonstrated in figure 5A, and 

found a maternal diet effect [F(2,57)=3.542; p=0.035]. RD/RD shown decreased 

significant in the gene expression of the Prlr when compared to HD/RD group (p=0.013). 

Thus, figure 5B demonstrated maternal diet [F(2,58)=5.200; p=0.008] effect where RD/RD 

had lower gene expression of Esr1 when compared to HD/RD group (p=0.019).  

In the figure 6, we found a decreased significant in the gene expression of Prlr in the 

hypothalamus of RD and HD dams when compared to CONT dams [F(2,16)=11.39; 

p<0.0001], however, in the gene expression of Esr1 in the same area in the CNS we did not 

find significant differences among groups. 

The gene expression of Prlr in the hypothalamus of the offspring (Figure 7A) 

showed a maternal diet effect [F(2,39)=13.26; p<0.0001]. There was a decreased Prlr gene 

expression in RD/RD and HD/RD when compared to CONT/RD (p=0.016 and p=0.048, 

respectively); and significant reduction in the expression of Prlr in the RD/HD when 

compared to CONT/HD (p=0.003). In relation to results of gene expression of Esr1 (Figure 

7B) in the hypothalamus of the offspring we observed again maternal diet effect 
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[F(2,44)=3.659; p=0.033]. In the post-hoc test, we found a decrease in the gene expression 

in RD/HD compared to CONT/HD (p=0.026) and HD/HD (p=0.028). 

 

4. DISCUSSION 

Existing data demonstrate that proper nutrition is fundamental to preserve mother’s 

health and to ensure offspring survival
[8]

. Pregnancy and lactation are characterized by 

high metabolic demand due to mother’s physiological changes and to satisfy the 

requirements for fetal growth as well. In the present study, we show that restrictive diet 

consumption during pregnancy and lactation was able to modify the weight gain of the 

offspring, and RD-fed mice take longer to get pregnant, indicating that this diet may affect 

the reproductive function. Interestingly, the weight gain during pregnancy was less in the 

HD-fed mice. 

As expected, we showed an increase in triglycerides and leptin serum concentration 

in HD-fed mice. It was previously demonstrated that cafeteria diet consumption during 

pre-gestational, gestational and lactation periods leads to hypertriglyceridemia and 

hyperleptinemia
[31,19]

. However, differently from our study, they also found increased body 

weight, abdominal fat content and insulin concentration. It is worth to mentioning that 

cafeteria diet has been considered more obesogenic than high-fat diet
[34]

 , which might 

explain these different results. Metabolic profile of RD-fed mice was similar to CONT 

mice indicating that caloric restriction does not exert a significant impact on the evaluated 

parameters.  

There is a concern about caloric restriction during pregnancy, which may hamper the 

adequate development of the progeny. Our results show that neither RD nor HD interfere 

in the number of pups, demonstrating that these nutritional approaches do not imply in 
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short-term consequences on the progeny development. However, RD-fed females showed a 

delayed time to pregnancy in comparison to the CONT group. Obesity is usually associated 

with infertility, however, 
[7]  

it seems that the consumption of a hypercaloric diet for a short 

period of time prior pregnancy, as performed here, is not sufficient to affect reproductive 

function. On the other hand, caloric restriction in mice, even for a few days before mating 

might exert a mild impact on the fertility. Leptin is an adipokine that modulate 

reproduction. Excessive or deficient concentration of leptin lead to alteration in 

reproductive function
[40]

. Leptin plays a role in follicular development, but excessive 

concentration lead to anovulation and its deficiency causes hypothalamic-pituitary gonadal 

axis dysfunction
[35]

. In the present study, there was no significant difference in leptin 

concentration between CONT and RD groups, but RD-fed mice showed almost half of the 

leptin serum concentration compared to CONT, which could be related to long time of 

these females to become pregnant.  

 Pregnancy per se is a condition of increased oxidative stress, as well as the obesity 

that is characterized by unbalanced oxidant-antioxidant status
[13]

. When excessive gain 

weight and pregnancy are combined, massive oxidative stress may occur, which can be 

harmful to the mother and offspring’s health. On the other hand, caloric restriction may 

exert a protective function because it enhances cellular autophagy, diminishes 

inflammation and oxidative stress, and thus, increases longevity
[16]

. In this sense, caloric 

restriction is expected to improve the oxidative responses of metabolic tissues. Thus, 

caloric restriction does not seem to be a proper protective measure in the pre-gestational, 

pregnancy and lactation periods. The special need for nutrient intake seems to be a much 

more important factor in these periods.  
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The adipose tissue is the main energetic source of the organism. Adipocytes are the 

unique specialized cells for lipids storage as triacylglycerol in their cytoplasm, having 

intense metabolic activity and contributing to the control of the body's energy 

homeostasis
[20]

. Our findings showed that the adipose tissue was slightly affected as a 

consequence of the diet modification, since only HD group showed a decrease in SOD 

activity compared to CONT, which may predispose to oxidative stress. However, we did 

not find differences in ROS formation related to diet type. In this sense, is important to 

consider that adipose tissue has high concentration of antioxidant enzymes to manage the 

high production of ROS. In obese individuals, the expression and activity of antioxidant 

enzymes such as CAT, SOD, and GPX decreased in the adipose tissue
[12]

. These data 

indicate that an increase in ROS production and a decrease in antioxidant enzymes in 

obesity can lead to oxidative stress in adipose tissue 
[25]

. The absence of oxidative stress in 

the adipose tissue of dams can be associated with the physiological adaptations following 

pregnancy and lactation. It has been proposed that lactation resets the metabolism, since it 

mobilizes the energy storages to milk production, preventing the development of metabolic 

and cardiovascular diseases
[41]

. Thus, it is reasonable to suppose that we did not find a 

remarkable oxidative stress condition in the present study since we evaluated tissues from 

female mice following lactation.  

On the other hand, we have demonstrated that the hypercaloric diet consumed by the 

mothers during gestation and lactation leaded to oxidative unbalance in the adipose tissue 

in male offspring, showed by high production of ROS and SOD activity, independently on 

the diet consumed by the offspring.Thus, we demonstrated the effect of maternal diet on 

SOD and CAT activity in response to ROS production. 
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To the best of our knowledge, this is the first study showing the effects of RD and 

HD on the gene expression of Prlr and Esr1 in the adipose tissue and hypothalamus of 

dams and male offspring mice. When we analyze the gene expression of Prlr and Esr1 in 

the adipose tissue of dams, we didn’t find any effect of the diet consumed for them, 

although HD-fed dams had high plasma triglycerides and leptin levels even though they 

lose weight during pregnancy. One of the aspects we need to considerer is that our study 

was performed with dams right after the lactation. In this phase important hormonal and 

metabolic changes occur and prolactin plasmatic concentration is naturally high in all 

groups. However, by analyzing the adult offspring, we found the influence of the maternal 

diet on the adipose tissue homeostasis, since the offspring from RD dams, that also 

received a RD, showed a decrease in the gene expression of Prlr and Esr1. Thus, it was 

observed that the expression of the evaluated genes was regulated by RD, showing and an 

effect of maternal diet in the offspring.  

In the adipose tissue, PRL plays an important role in lipid metabolism by regulating 

the secretion of molecules by adipocytes such as, leptin, interleukin-6 and adiponectin, 

besides it promote adipogenesis
[21]

. Our study demonstrated that the combination of RD 

diet consumed by the mother and the offspring throughout life promoted the reduction in 

the expression of Prlr in the offspring, which directly affects the energetic metabolism of 

these animals. Prlr was reduced in the adipose tissue, we can infere a decreased 

intracellular signaling, which promotes the storage of fatty acids in the lipid droplet, and 

consequently, decreased adipogenesis [3]. In addition, the adipose tissue is also the target 

of estrogenic action because it has nuclear receptors where this hormone binds and acts as 

a transcription factor
[38]

. Previous studies have shown
[18]

 that the deletion of Esr1 in mice 

promotes an increase in body adiposity.  
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According to our findings, during lactation, the offspring of RD-fed dams, showed 

reduced weight gain. Therefore, it is essential to carry out studies that elucidate the 

understanding between the interaction of the maternal diet in the gestational and lactation 

periods, with the offspring diet throughout life
[37]

. Bale (2015)
[2]

 has already described that 

environmental factors, such as maternal nutrition during pregnancy, can promote fetal 

reprogramming of the germinative and/or somatic cells, which will have some impact on 

the offspring’s life as adults. We suggest that epigenetic mechanisms could be influencing 

the physiological programming of the descendants, particularly associated to early 

nutritional manipulation, since regardless of the diet that the offspring went through life, 

maternal nutrition was more important to interfere in the evaluated parameters shown here. 

The central role of the hypothalamus in controlling food intake is well recognized. 

This area has a role in altering physiological programming, particularly associated to early 

nutritional manipulation
[24]

. Furthermore, it has been shown
[33]

 that prenatal and early 

postnatal periods are critical for regulation of expression of hypothalamic orexigenic 

neuropeptides and their receptors, which also can be programmed by factors related to 

maternal diet. Previous studies
[12, 13, 15-17] 

demonstrated that the adult offspring, from HD-

fed dams, presented hypertension, hypercholesterolemia, hyperphagia, overweight, and 

increased visceral fat, liver weight, blood glucose, and triglycerides levels. It is reasonable 

to suppose that these results could be associated with alterations in hypothalamic 

development. In our analyses of gene expression in the hypothalamus of the dams, we 

found a decrease of Prlr in RD and HD, compared to CONT. Regarding the offspring, 

there was an effect of the maternal diet with a decrease in Prlr expression in RD/RD and 

HD/RD, compared to CONT/RD; and a significant reduction in the expression of Prlr  in 

the RD/HD, when compared to CONT/HD. In the expression of Esr1 there was also a 
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maternal diet effect, with a decrease in RD/HD, compared to CONT/HD and HD/HD. 

These hypothalamic differences reinforce previous findings that this area has an important 

role in the nutrition of the females in the reproductive phase, and to their descendants in 

the adult life. 

Based on our findings, we can affirm that maternal nutrition impacts the expression 

of Prlr and Esr1, which are involved in energy metabolism, both peripherally and 

centrally. Possibly, there are epigenetic mechanisms affecting the gene expression, since 

the environment and food behavior of the dams went through different manipulations, thus 

reflecting in the adult life of the offspring, showing a transgenerational transmition of the 

effects of the maternal diet. However, the intracellular mechanisms by which this happens 

need to be elucidate by future studies. In summary, nutritional interventions during the 

reproductive period should be carefully applied, since the impact on the metabolic 

parameters of the mother can reflect on the health of the offspring. 
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FIGURES LEGENDS 

 

 

Table 1. Primers used for SYBR® Green assays. 

Table 2. Serum biochemical parameters such as glucose, triglycerides, total cholesterol, 

insulin, leptin concentration and Lee index in dams Balb/c mice fed with control (CONT), 

restrictive (RD) and hypercaloric (HD) diets. Data expressed as mean ± SEM compared by 

the one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. *p<0.05 when 

compared to CONT and RD. 

Figure 1. Time (in days) to become pregnant (A), number of newborns per mice (B), 

weight gain of dams during the pregnancy (C), and the weight gain of the pups evaluated 

until the 21
st
 postnatal day (D), of the control group (CONT), caloric restriction group 

(RD), and hypercaloric diet group (HD). Data expressed as mean ± SEM compared by the 

one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. *p<0.05 when compared 

to CONT. 

Figure 2. The 2′,7′-dihydrodichlorofluorescein (DCF) oxidation assay (A), superoxide 

dismutase (SOD) (B) and catalase (CAT) (C) activities, and SOD/CAT ratio (D) in the 

adipose tissue of control (CONT), caloric restriction (RD), and hypercaloric diet (HD)-fed 

dams. Data are expressed as mean ± SEM compared by the one-way ANOVA followed by 

Tukey’s multiple comparison test. *p<0.05 when compared to CONT. 

Figure 3. The 2′,7′-dihydrodichlorofluorescein (DCF) oxidation assay (A), superoxide 

dismutase (SOD) (B) and catalase (CAT) (C) activities, and SOD/CAT ratio (D) in the 

adipose tissue of control group (CONT), caloric restriction group (RD), and hypercaloric 

diet group (HD) offspring. Data are expressed as mean ± SEM compared by the one-way 

ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test. *p<0.05 when compared to 
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CONT/CONT and RD/CONT; CONT/HD and RD/HD. 
#
 p<0.05 when compared to 

CONT/RD. 

Figure 4.  Gene expression of the Prlr (A) and of the Esr1 (B) in the adipose tissue of 

control (CONT), caloric restriction (RD) and hypercaloric diet (HD)-fed dams. Data are 

expressed as mean ± SEM compared by the one-way ANOVA followed by Tukey’s 

multiple comparison test.  

Figure 5. Gene expression of the Prlr (A) and of the Esr1 (B) in the adipose tissue of 

control (CONT), caloric restriction (RD) and hypercaloric diet (HD)-fed offspring. Data 

are expressed as mean ± SEM compared by the two-way ANOVA followed by Tukey’s 

multiple comparison test. *p<0.05 when compared to CONT/RD; 
&
 p<0.05 when 

compared to HD/RD. 

Figure 6. Gene expression of the Prlr (A) and of the Esr1 (B) in the hypothalamus of the 

dams control group (CONT), caloric restriction group (RD) and hypercaloric diet group 

(HD). Data are expressed as mean ± SEM compared by the one-way ANOVA followed by 

Tukey’s multiple comparison test. *p<0.05 when compared to CONT. 

Figure 7. Gene expression of the Prlr (A) and of the Esr1 (B) in the hypothalamus of the 

control (CONT), caloric restriction (RD) and hypercaloric diet (HD)-fed offspring. Data 

are expressed as mean ± SEM compared by the two-way ANOVA followed by Tukey’s 

multiple comparison test. *p<0.05 when compared to CONT/RD; **p<0.05 when 

compared to CONT/HD; 
##

 p<0.05 when compared to CONT/HD and HD/HD. 
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Table 1. Primers sequences used. 

 

Gene Primer F Primer R 

Prlr 5’GCTTGCTGGGAAGTACGGAA3’ 

 

5’TTTCTCCGGATCCGTTTCG3’ 

Esr1 5’CAAGAACGTTGTGCCCCTCT3’ 

 

5’TGTAAGGAATGTGCTGAAGT

GGA3’ 

PPIA 5’TATCTGCACTGCCAAGCATGAGT

G3’ 

 

5’CTTCTTGCTGGTCTTGCCATT

CC3’ 

ActB 5’TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG

3’ 

 

5’TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

AT3’ 

 

Abreviations: Prlr: prolactin receptor; Esr1: alpha estrogen receptor; PPIA: peptidylprolyl 

isomerase A; ActB: actin beta. 
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Table 2.  Serum glucose, triglycerides, total cholesterol, insulin, leptin concentration and 

Lee index in female Balb/c mice fed a standard (CONT), restrictive (RD) and hypercaloric 

(HD) diets. 

Data are expressed as mean ± SEM. One-Way analysis of variance followed by Tukey’s 

multiple comparison test. * p<0.05 compared to CONT and RD groups. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 CONT 

(n= 6-8) 

RD 

 (n=6-7) 

HD 

(n= 5-7) 

Glucose 

(mg/dL) 

153.2 ± 1.65 140.2 ± 11.04 162.2 ± 7.52 

Triglycerides 

(mg/dL) 

116.1 ±8.1 78.6 ± 5.61 183.1 ± 20.87
 
*

 

Total cholesterol  

(mg/dL) 

113.7 ± 7.24 97.30 ± 3.32 107.4 ± 9.45 

Insulin  

(pg/mL) 

27.38 ± 7.9 33.94 ± 10.94 15.96 ± 2.82 

Leptin  

(ng/dL) 

140.3 ± 23.4 82.3 ± 21.7 326.7 ± 51.9 * 

Lee's Index 338.2 ± 6.75 337.0 ± 3.94 328.8 ± 5.84 
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Figure 1.  

 

C O N T R D H D

0

5 0

1 0 0

1 5 0

A

T
im

e
 (

in
 d

a
y

s
)

*

C O N T R D H D

0

2

4

6

8

1 0

B

N
u

m
b

e
r 

o
f 

n
e

w
b

o
rn

s
 p

e
r 

m
ic

e

 

W
e

ig
h

t 
g

a
in

 p
e

r
 p

u
p

d
u

r
in

g
 l

a
c

ta
ti

o
n

 (
g

)

C O N T R D H D

0

1 0

2 0

3 0

*

D

W
e

ig
h

t
 g

a
in

 d
u

r
in

g

p
r

e
g

n
a

n
c

y
 (

g
)

C O N T R D H D

0

2

4

6

8

1 0

*

C



56 
 

Figure 2. 
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Figure 3.  
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Figure 4. 
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Figure 5.   
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Figure 6. 

Hypothalamus 
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Figure 7. 
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4 DISCUSSÃO 

 
 

Estudos que avaliem os efeitos de diferentes tipos de dieta materna 

(restrição calórica e hipercalórica) na saúde da prole, bem como o efeito da dieta 

que a prole recebe após desmame, ainda são escassos na literatura científica. E, 

até onde nós sabemos, nossa proposta de descrever os efeitos da restrição 

calórica e da dieta hipercalórica na expressão gênica dos receptores Prlr e Esr1 

no tecido adiposo e no hipotálamo de genitoras e camundongos machos é 

pioneira. 

Para termos resultados mais robustos e contextualizar com o desfecho 

encontrado na prole, analisamos o perfil metabólico, o peso corporal e o estresse 

oxidativo no tecido adiposo das genitoras que receberam dieta CONT, RD ou HD 

ao longo da gestação e da lactação.  

Como esperávamos, encontramos um aumento nos níveis de triglicerídeos 

e na concentração sérica de leptina nas genitoras que receberam dieta HD, sendo 

assim observado uma alteração metabólica no tecido adiposo dessas fêmeas. 

Interessantemente, encontramos menor ganho de peso durante a gestação no 

grupo HD, isso pode estar relacionado ao período analisado (reprodutivo), 

caracterizado por ocorrer alterações nas demandas metabólicas quando 

comparado a roedoras virgens. Quando avaliamos o peso dos filhotes no período 

da lactação, filhotes de mãe RD apresentaram menor ganho de peso quando 

comparados ao CONT.  

Em relação ao estresse oxidativo no tecido adiposo das genitoras, não 

observamos diferença entre os grupos quanto a formação de ROS, atividade da 

CAT e razão SOD/CAT. Todavia, observamos diminuição na atividade da SOD no 

grupo genitoras HD, o que pode predispor ao estresse oxidativo. Nesse sentido, é 

importante considerar que o tecido adiposo possui alta concentração de enzimas 

antioxidantes para gerenciar a alta produção de ROS, o que pode corroborar em 

não termos observado diferença na formação de ROS e na atividade da CAT.  

Quando analisamos a prole, observamos aumento significativo de DCF no 

grupo HD/CONT e HD/HD. Quanto a atividade da SOD, verificamos aumento 

significativo nos grupos HD/CONT, HD/RD e HD/HD, bem como atividade da CAT 
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aumentada no grupo HD/RD. Diante desses resultados, é possível inferir que há 

um importante efeito da dieta materna (dieta HD) levando ao desequilíbrio 

oxidativo no tecido adiposo da prole, independente da dieta consumida pelos 

descendentes ao longo da vida. 

Em relação ao efeito da dieta RD e HD na expressão gênica dos 

receptores Prlr e Esr1 no tecido adiposo das genitoras, não observamos diferença 

entre os grupos. Possivelmente, nosso período de intervenção tenha contribuído 

para este resultado pois a gestação e a lactação são períodos de grande 

modificação em parâmetros fisiológicos no organismo materno. Entretanto, 

quando avaliamos o hipotálamo, encontramos menor expressão do Prlr tanto no 

grupo HD quanto no RD, mas nenhuma diferença na expressão gênica do Esr1. 

Na prole, a expressão gênica dos receptores Prlr e Esr1 no tecido adiposo 

demonstraram efeito da dieta materna, foi observado uma diminuição significativa 

na expressão de ambos receptores no grupo RD/RD. Centralmente, a expressão 

do Prlr na prole apresentou significativa diminuição  nos grupos RD/RD e RD/HD. 

Da mesma forma, a expressão do Esr1 esteve diminuída significativamente no 

grupo RD/HD no hipotálamo.  

Nossos achados exprimem que a dieta exerce diferente impacto na 

expressão dos receptores estudados quando avaliamos sua expressão a nível 

central e periférico. Este estudo evidencia, através de novas informações, a 

importância da dieta materna, uma vez que demonstramos que há efeito das 

diferentes dietas das genitoras  na alteração da expressão gênica dos receptores 

Prlr e Esr1 no tecido adiposo e hipotálamo da prole na vida adulta. Possivelmente, 

esse efeito ocorra por mecanismos epigenéticos por meio da reprogramação fetal. 

Para elucidarmos melhor os mecanismos envolvidos nessa reprogramação, 

estudos futuros são necessários. 
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5 CONCLUSÕES 

 
 
 Em relação às genitoras: 

- Foi observado que a  dieta hipercalórica alterou os  parâmetros 

metabólicos analisados através do aumento dos níveis de triglicerídeos e leptina;  

- As genitoras que receberam dieta hipercalórica apresentaram menor 

ganho de peso durante a gestação; 

- A restrição calórica aumentou o tempo das genitoras para emprenhar e os 

filhotes ganharam menos peso durante a lactação; 

 - As diferentes dietas não modificaram os parâmetros de estresse 

oxidativo no tecido adiposo das genitoras;  

- Tanto a restrição calórica quanto a dieta hipercalórica não modificaram a  

expressão gênica dos receptores Prlr e Esr1 no tecido adiposo; 

- Tanto a restrição calórica quanto a dieta hipercalórica promoveram uma 

diminuição na  expressão gênica do receptor Prlr no hipotálamo; 

- A restrição calórica e a dieta hipercalórica não impactaram na expressão 

gênica do receptor Esr1 no hipotálamo; 

- Intervenções nutricionais durante o período reprodutivo devem ser 

aplicadas de forma criteriosa pois impactos no metabolismo energético das 

genitoras podem refletir na saúde da prole.  

 

 

Em relação aos filhotes machos: 

- Foi observado um aumento na formação de espécies reativas de oxigênio 

e na atividade das enzimas SOD e CAT nos filhotes oriundos de fêmeas que 

receberam dieta hipercalórica;  

- A associação da dieta de restrição calórica materna com a dieta de 

restrição calórica dos filhotes ao longo da vida promoveu uma diminuição na  

expressão gênica dos receptores Prlr e Esr1 no tecido adiposo;  

- A prole de genitoras alimentadas com dieta de restrição calórica, 

independentemente da dieta recebida ao longo da vida, apresentaram menor 

expressão gênica do Prlr no hipotálamo; 
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- A dieta de restrição calórica da genitora associada à  dieta hipercalórica 

da prole após o desmame impactou na  redução da expressão gênica do receptor 

Esr1 no hipotálamo. 
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