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RESUMO

O periodo critico do desenvolvimento corresponde a gestacao, lactacdo e primeira
infancia, é uma etapa onde o0s sistemas neurais estdo mais suscetiveis a
plasticidades. Dessa forma, o presente trabalho se propbs a investigar em ratos
machos Wistar, submetidos a dieta obesogénica durante a gestacao e lactacédo, aos
60 dias de vida o balan¢o oxidativo no hipotalamo. Para tal, 16 ratas foram postas
para acasalar, quando detectamos a prenhez as ratas foram divididas em grupo
Controle (C) (n=8) que receberam dieta de biotério Presence®, equivalente a 10,9%
de gordura, 28,3% de proteina e 60,8% de carboidrato. E o grupo Obesogénico
(n=8) que recebeu uma dieta com altos teores de gorduras e alto teor de
carboidratos, 31,99% de gordura, 20,18% proteina e 47,82% carboidratos. Além
disso, houve a adicdo de leite condensado com 17,7% de gordura, 9,8% de proteina
e 72,3% de carboidratos. Essa dieta foi ofertada durante a gestacdo e lactacao.
Apo6s desmame (21 dias), os filhotes machos receberam dieta de biotério. Aos 60
dias, os animais foram eutanasiados para a realizacdo das analises bioquimicas.
Constatamos que o consumo de uma dieta obesogénica materna durante a
gestacao e lactacdo induz modificac6es no balango oxidativo no hipotdlamo de ratos
Wistar aos 60 dias de vida, percebidas a partir do aumento da oxidacao proteica e
reducdo nas atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST, e também do

sistema ndo enzimatico de defesa GSH e Estado REDOX.

Palavras-chave: dieta obesogénica; periodo critico; hipotalamo.



ABSTRACT

The critical period from development to pregnancy, lactation, and the first stage is a
neural stage that corresponds more to plasticity systems. The present work focuses
on an analysis of lactation in Wi males, selected for an obesogenic diet during
pregnancy, at 60 days of oxidative balance in the hypo. For female rats 16 posted for
mating, when we detected a pregnancy as were fortresses of fortresses in the
Control (C) group (n=8) that received a Presence® vivarium diet equivalent to 10.9%
fat, 28.3% protein and 60.8% carbohydrate. And the Obesogenic group=8) that
received a diet with high levels of carbohydrates, 31.99% of fat, 20.18% of
carbohydrates and 47.18% of carbohydrates. In addition, there was a condensed
milk protein with 17.7% fat, 9.8% carbohydrates and 72.3% carbohydrates. This diet
was offered during pregnancy and lactation. After weaning (21 days), the male pups
start to receive a commercial diet. At 60 days, the animals were euthanized for the
biochemical tests. We found the consumption of a obese diet during pregnancy and
lactation induce a imbalance of oxidative status, observed by the decrease in the
activity of SOD, CAT, and GST, and also by the decrease in non-enzymatic defense,
GSH levels and REDOX state.

Keywords: obesogenic diet; critical period; hypothalam
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1. INTRODUCAO

O periodo critico do desenvolvimento corresponde a gestacédo, lactacdo e
primeira infancia, € uma etapa onde 0s sistemas neurais estdo mais suscetiveis a
plasticidades (Li, 2022). Estudos vém mostrando que eventos nutricionais durante
essa fase sdo importantes na rapida proliferacdo e diferenciacéo celular, exercendo
um importante papel na maturagdo e funcionamento dos tecidos e 06rgéos
(DOBBING & SANDS, 1985; KAMINSK, 2020). Insultos alimentares nesse espaco
de tempo causam complicagOes tardias, por exemplo, a restricao proteica pode levar
a hipertensdo na vida adulta, por outro lado o excesso de nutrientes provocam
alteracbes permanentes no neurodesenvolvimento dos individuos aumentando o
risco de patologias na vida adulta (PLOTSKY et al. 1993; TALGE et al., 2007; DE
BRITO ALVES et al., 2014; FERREIRA et al., 2018).

Nesse contexto, além da associacdo entre insultos nutricionais durante o
inicio da vida e o aparecimento de doencas crénicas em longo prazo, outros fatores
podem influenciar o neurodesenvolvimento, como a propensdo genética, o0
sedentarismo e estimulos ambientais o que favorecem a perturbacbes
homeostaticas, exercendo grande influéncia na fisiopatologia de doencas
neurodegenerativas, tais quais, Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson e
Doenca de Huntington, além de sindromes metabdlicas como Obesidade, Diabetes,
Hipertensdo e Dislipidemia (FREEDAN et al.,, 1999; WEISS et al, 2004,
SAMUELSON et al., 2008). Portanto, fatores como supernutricdo ou dietas
obesogénicas materna ou pdés-natal podem contribuir para o desenvolvimento de
disfungdes metabdlicas ao longo da vida (BOURET et al., 2012).

Do ponto de vista metabdlico, a literatura discute que no quadro de sobrepeso
e obesidade, ha uma producéo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs),
moléculas quimicas extremamente reativas e energeticamente instaveis (FRANCA et
al.,, 2013; MANNA; JAIN, 2015). Caso haja uma superproducdo de EROs, os
sistemas antioxidantes ndo sdo capazes de proteger as células de maneiras
eficientes, promovendo um desequilibrio entre a geragdo de compostos oxidantes e
a atuacao dos sistemas de defesa antioxidante (BARBOSA et al., 2010), levando a
danos nas proteinas, lipidios e acidos nucleicos, e estabelecendo o quadro de
estresse oxidativo (BRIEGER et al.,, 2012). Uma vez estabelecido o estresse

oxidativo, hd um elevado risco do aparecimento de doencas cerebrais que podem
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gerar declinio cognitivo, motor ou mesmo de meméria (JOSEPH et al.,, 1998,
2008; ANSARI et al., 2008; KAMAT et al., 2008; SAYRE et al., 2008).

Sabe-se que o hipotalamo € a regido do encéfalo responsavel por manter o
controle metabdlico, por atuar no metabolismo da glicose, temperatura corporal e 0
ciclo circadiano (POP; CRIVII; OPINCARIU, 2018), sendo uma estrutura altamente
relevante para as regulacdes quer seja comportamental, emocional e homeostéatica.
Uma superproducdo de EROs no hipotdlamo pode causar disfuncdes do sistema
nervoso autbnomo e da fungcdo neuroenddcrina, resultando em um aumento da
vulnerabilidade do cérebro, causando um desbalanco na homeostase energética
corporal a longo prazo (LAM et al., 2005; GAO et al., 2008; KARNANI et al., 2011) e
consequentemente contribuindo para o aparecimento de doencas metabdlicas como
obesidade, diabetes tipo 2 e disturbios neurodegenerativos (DROUGARD et al.,
2015).

Apesar de dados mostrando a susceptibilidade do hipotadlamo frente as EROs,
ainda ha uma lacuna na literatura acerca do possivel estresse oxidativo provocado
pela dieta obesogénica materna. Dados do nosso laboratério ja demonstraram
previamente, com o modelo de supernutricdo, um aumento marcante no estresse
oxidativo no coracao, rim, hipotdlamo e tecido adiposo marrom (FREITAS et al.,
2018; PEDROZA et al., 2018; BRAZ et al., 2020a; BRAZ et al., 2020b). Entretanto,
até a presente data, a literatura ndo relata os efeitos de uma dieta obesogénica
durante a gestacdo e lactacdo sobre o estresse oxidativo no hipotalamo de ratos

jovens.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Programacéo Fetal

A programacéao fetal, proposta inicialmente pelo epidemiologista inglés David
Barker, discute que insultos ambientais adversos na vida uterina ou durante a
infancia estdo diretamente associadas com o aumento da susceptibilidade a
doengas crbénicas na vida adulta (BARKER, 2007). Em outros termos, agravos
ambientais e nutricionais precoces programam de maneira permanente o
crescimento do corpo, maturacdo de orgdos e tecidos e, em sequéncia, o
metabolismo, pactuando patologias em longo prazo. Dessa forma, o desequilibrio
nutricional materno e os disturbios metabdlicos podem ter efeitos persistentes e
intergeracionais na saude da prole e no risco de desenvolver doengas como
obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares (MARCINIAK et al.,, 2017,
SANTANA et al., 2019; SILVA et al., 2019).

A exposicdo precoce a nutricdo excessiva pode resultar em alteracbes
metabolicas e modificar a programacéo, levando ao aumento da suscetibilidade a
obesidade, inflamacéo e complicacdes no desenvolvimento (HAFNER et al., 2019).
Em discussdo semelhante, Lippert et al., (2020) traz que no periodo de aleitamento
materno uma dieta rica em gordura pode acarretar na prole mudancas duradouras
na expressado génica em circuitos dos neurotransmissores (LIPPERT et al., 2020).
Fernandes et al., (2021) demonstraram que a exposicao a dieta materna rica em
gordura no inicio da vida leva a altera¢gdes cerebrais que persistem na idade adulta,
mesmo apos modificacdes na dieta (FERNANDES et al., 2021).

Em termos de sintomas comportamentais decorrentes de dietas com alto teor de
gordura, Silva et al., (2021) discute que o excesso de nutrientes no periodo de
desenvolvimento inicial do cérebro, pode alterar o comportamento alimentar e,
portanto, propiciar obesidade no inicio da vida adulta (SILVA et al., 2021).
Semelhantemente, Gawlinska et al., (2021) afirmam que a prole submetida, durante
a gestacao e lactacédo, a dietas hiperlipidicas tem um maior risco de desenvolver
comportamentos depressivos e agressivos, além de prejuizo cognitivo e
predisposicdo a doencas metabdlicas (GAWLINSKA et al., 2021). De um ponto de
vista clinico, ja foi observado que o indice de massa corporal prévio a concepgao

apresenta forte relacdo com sintomas emocionalmente negativos e desatencdo em
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criancas, criando um paralelo entre o excesso de peso e problemas emocionais
(RODRIGUEZ, 2010). Desse modo, observa-se que a alimentacdo materna e aquela
a qual a prole é submetida durante o inicio da vida pode programar seu
metabolismo, o0 que aumenta sua chance de sobrevida imediata em relacdo a sua
condicdo nutricional (WANG et al., 2013; FALL, 2013; LEE, 2015), mas, em longo
prazo, pode resultar no desenvolvimento de doencas crénicas, dada a possibilidade
do ambiente metabodlico para qual se programou divergir daquele em que se
encontre na idade adulta (VICKERS, 2014).

2.2 Plasticidade e desenvolvimento cerebral

A plasticidade fenotipica é frequentemente definida na literatura como a
capacidade de genodtipos individuais de produzirem diferentes fenotipos quando
expostos a diferentes condi¢bes ambientais (PIGLIUCCI; MURREN; SCHLICHTING,
2006). Relativo a cenéarios ambientais, ha discussdes de termos como ambientes
obesogénicos, cuja principal caracteristica € facilitar a escolha de alimentos nao
saudaveis ou influenciar o comportamento sedentario (QUEIMADURA; EGGER,;
RAZA, 1999). Esse comportamento pode gerar perturbacdes durante a gravidez
tanto para a mae, quanto para a prole (FAZZI et al., 2017).

O ambiente intrauterino é um espaco interativo e estimulante ao
desenvolvimento do feto. Assim, a dieta materna ofertada durante a gravidez € um
agente que pode influenciar o desenvolvimento tipico e metabolismo fetal
(MITCHELL; DUNN; SULLIVAN, 2021). De igual maneira, o p6s-natal € um periodo
altamente suscetivel a agressdes ambientais, como a nutricdo desequilibrada,
afetando o metabolismo em longo prazo (NASCIMENTO et al., 2022). Nessa
perspectiva, hd uma correlacéo importante entre a nutricdo inadequada e a teoria da
Origem desenvolvimentista da saude e da doenca (DOHaD), cujo enredo debruca-se
sobre a vulnerabilidade & doencas advindas de fatores maternos e ambientais
(GLUCKMAN et al., 2010).

O desenvolvimento do cérebro progride através de uma série de estagios
comecando com a neurogénese e progredindo para a migracao neural, maturacao,
sinaptogénese, poda e formagédo de mielina (KOLB; GIBB, 2011). Em humanos, o
periodo critico corresponde a gestacdo, lactacdo e primeira infancia, em outros

termos, sdo fases de desenvolvimento, nas quais 0s sistemas neurais estdo mais
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suscetiveis a plasticidade (MORGANE, MOKLER e GALLER, 2002). Pesquisas
mostram que do nascimento aos 5 anos de idade, o cérebro de uma crianca se
desenvolve mais rapidamente do que em qualquer outro momento da vida (FIRST
THINGS FIRST, 2020) e, a partir disso, € capaz de reorganizar permanentemente as
estruturas, funcées e conexdes (APARICIO; MORENO, 2019).

O neurodesenvolvimento humano € criado através de interacBes complexas
continuas de influéncias genéticas e ambientais (LENROOT; GIEDD, 2010). Sendo
assim, essa interacdo pode exercer modulacdes sobre o cérebro e componentes
neuronais em formacdo (neurbnios, incluindo células gliais e vasculares)
modificando os sistemas de neurotransmissédo (DOBBING, 1971; MORGANE et al.,
1993; JOHNSON; XUE, 2018; CHERRY, 2022).

2.3 Metabolismo e nutricao

O metabolismo consiste em uma série de rea¢cdes que ocorrem dentro das
células dos organismos vivos para sustentar a vida (AYESHA; DODD, 2020). Posto
isto, existem dois grandes processos metabdlicos: o catabolismo e o anabolismo. O
primeiro refere-se a lise de moléculas orgéanicas, processo caracterizado pela
liberacdo de energia. O outro é relativo a sintese de compostos, esse mecanismo
armazena e requisita energia para sinteses de moléculas (NELSON; COX, 2014).
Sobretudo, a taxa metabdlica pode ser influenciada por alguns fatores, como, por
exemplo, idade, sexo, genética, nivel de atividade fisica e nutricdo (GALGANI,
RAVUSSIN, 2008; KASTENMULLER et al., 2015; COGNUCK et al., 2022).

Durante o periodo critico do desenvolvimento, a nutricdo inadequada pode
modificar o metabolismo celular, influenciando na génese de doencas metabdlicas
(PATEL; SRINIVASAN, 2010). Além disso, fatores como a genética e a dieta
materna durante a gravidez, lactacéo e alimentacao infantil nas fases iniciais da vida
podem ter efeitos em longo prazo na saude das criancas e podem predispor a
doencas com a obesidade (CAMPOY; ANJOS; BAUTISTA, 2012). Na perspectiva
das mudangas metabdlicas que ocorrem nos neurdnios sao criticamente importantes
para direcionar a plasticidade cerebral e a funcdo cognitiva (WATTS; POCOCK;
CLAUDIANOS, 2018). A plasticidade cerebral € regulada dinamicamente ao longo
da vida, atingindo o pico durante as janelas do inicio da vida (REH et al., 2020).

Desse modo, salienta-se que o metabolismo cerebral € altamente ativo e requer
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20% do oxigénio do corpo, enquanto representa apenas 2% do peso corporal total
de uma pessoa (VAKHARIA et al., 2018), esse mecanismo depende de um
suprimento circulatério continuo de glicose e oxigénio para neurdnios e astrocitos
(ZOCCOLI; SILVANI; FRANZINI, 2017).

A literatura tem discutido que dietas ricas em gordura causam resisténcia a
insulina em diversos tecidos centrais tais como, hipotalamo e hipocampo e
periféricos, como o musculo e o figado (HANCOCK et al., 2008; LIU et al., 2015;
KLEINRIDDERS et al., 2015). Esse prejuizo induzido por dietas hiperlipidicas pode
afetar a plasticidade sinaptica cerebral por meio do comprometimento dos processos
sensiveis a insulina subjacentes a sobrevivéncia neuronal, aprendizado e
memoria (LIU et al.,, 2015). A resisténcia cerebral a insulina além de modificar o
comportamento alimentar, pode acarretar prejuizos cognitivos e problemas no
metabolismo periférico da glicose, propiciando diabetes mellitus tipo Il (SPINELLI;
FUSCO; GRASSI, 2019). Embora o cérebro seja considerado um 0rgao
independente de insulina — horménio cuja funcéo é regular a entrada da glicose para
dentro da célula, estudos demonstram que a insulina tem duas outras funcoes
importantes no cérebro: controlar a ingestdo de alimentos e regular as funcdes
cognitivas, principalmente a memdria (CETINKALP; SIMSIR; ERTEK, et al., 2014),
além de regular a sinalizacdo neuronal e a plasticidade (KLEINRIDDERS et al.,
2015).

2.4 Estresse oxidativo e sistema nervoso central

Sabe-se que as mitocondrias - organela responsavel pela maior produgéo de
adenosina trifosfato (ATP) dentro da célula— desempenha papel fundamental na
homeostase. Essas organelas também s&o responsaveis por uma variedade de
sinalizacéo intracelular que modulam as fun¢des celulares (GUO et al., 2016). Além
disso, essa organela é uma das principais fontes geradoras de espécies reativas de
oxigénio (EROS), essas moléculas s&o geradas principalmente durante a
fosforilagdo oxidativa na cadeia de transporte de elétrons (LENAZ, 1998; MURPHY,
2008).

Acredita-se que as mitocondrias desempenhem um papel biolégico crucial na
maioria dos distirbios neurodegenerativos (KAUSAR; WANG; CUI, 2018). O

excesso de EROs produzidos pelas mitocondrias podem ser responsavel pela
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maioria das anormalidades associadas a doencgas, como por exemplo no cérebro,
devido ao seu alto consumo de oxigénio e conteudo rico em lipidios, sdo altamente
suscetivel ao estresse oxidativo (SALIM, 2017), sendo assim, uma superproducéo
de EROs no hipotalamo podem acarretar prejuizos neuronais, como apoptose ou
necrose celular, além de doencas neurodegenerativas, formagdo de tumores e
distirbios mentais (GYENGESI; PAXINOS; ANDREWS, 2012; DROUGARD et al.,
2015).

Sabe-se que em neurdnios, por necessitarem de uma alta disponibilidade de
energia, caso ocorra uma alteracdo negativa na dinamica mitocondrial (fuséo e
fissdo) h4d um comprometimento na atividade dessas organelas o que esta
associado a patogénese de doencgas neurodegenerativas (LU, 2009; ZHU; WANG,;
BAOMIN, 2018).

Dados na literatura ja apontam que alteracbes metabdlica ocasionada pela
dieta desregulada causa aumento do estresse oxidativo (FREITAS et al., 2018;
AQUINO et al., 2019; BRAZ et al., 2020; HOU et al., 2022), condicdo resultante de
um desequilibrio entre a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e a capacidade de remocédo dessas EROs (sistema de defesa antioxidante)
nas células e tecidos, ocasionando uma reducdo na capacidade de detoxificagédo
dos produtos reativos (PIZZINO et al., 2017).

Durante o periodo critico do desenvolvimento, insultos nutricionais podem
modificar o padrdo saudavel do desenvolvimento do sistema nervoso central,
podendo causar modificacbes genéticas que podem perdurar na vida adulta
(SKINNER; NARCHI, 2021; KEUNEN et al.,2014). Plagemann et al. (2006; 2011)
demonstraram que a supernutricdo no periodo da lactacdo induz sobrepeso,
obesidade, alteracao no perfil lipidico plasmatico, além de alteragbes neuronais que
podem ser a causa das doencgas subsequentes (PLAGEMANN, 2006; 2011). De
forma semelhante, dietas ricas em gordura durante o desenvolvimento induzem nao
apenas estresse oxidativo, mas também inflamacdo e modificacdes estruturais no
hipotalamo (CAVALIERE et al., 2018).

Apesar de dados mostrando a susceptibilidade do hipotalamo frente as EROs,
ainda ha lacunas na literatura acerca do efeito da dieta obesogénica materna no
periodo de gestacdo e lactagcdo em relagdo ao balanco oxidativo no hipotalamo de

ratos macho com 60 dias de vida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar em ratos machos Wistar aos 60 dias de vida, submetidos a dieta

obesogénica durante a gestacao e lactacao, o balanco oxidativo no hipotalamo.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar no hipotalamo da prole aos 60 dias de vida:
e Biomarcadores de estresse oxidativo: TBARS (MDA) e Carbonilas;
e Atividade de enzimas antioxidantes: Superoxido dismutase (SOD),
Catalase (CAT), Glutationa S-transferase (GST);
e Sistema antioxidante ndo enzimatico: Glutationa reduzida (GSH),
Glutationa oxidada (GSSG), estado REDOX celular (GSH/GSSG) e
Sulfidrilas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais e dieta

Foram utilizadas 16 ratas da espécie Rattus novergicus albinus, da linhagem
Wistar provenientes do Departamento de Fisiologia da UFPE, com idade entre 90 e
120 dias, peso entre 220 e 250 g e nuliparas. Os animais foram mantidos em
biotério de experimentacdo com temperatura de 22° * 2, ciclo claro-escuro de 12/12
horas. Para o acasalamento, foi monitorado o ciclo estral das ratas e em seguida
foram colocadas para acasalar na proporcao de duas fémeas para um macho. Logo
apos a deteccao da prenhez, as ratas foram divididas em grupo Controle (CT) (n=8)
gue receberam dieta de biotério Presence® e o grupo Obesogénico (OB) (n=8) que
recebeu uma dieta com altos teores de gorduras e alto teor de carboidratos. A dieta
Presence nutricdo animal é composta por 10,9% de lipidios, 28,3% de proteinas, e
60,8% de carboidratos. A dieta obesogénica € composta por alto teor em acidos
graxos saturados, adaptada a partir da composicao da dieta ocidentalizada utilizada
no estudo de Ferro Cavalcante et al., (2013), com 31,5% da energia proveniente das
gorduras, 19,6% das proteinas e 49,4% dos carboidratos, além disso propiciamos
livre acesso ao consumo de leite condensado (Italac), com 17,7% de lipideos, 9,8%
de proteinas e 72,3% de carboidratos (valores % em kcal). A dieta foi ofertada
durante a gestacdo e lactacdo. Apds desmame (21 dias), os filhotes machos
receberam dieta de biotério. Aos 60 dias, os animais foram eutanasiados para a
realizacéo das analises. O presente projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Centro de Biociéncias da UFPE, seguindo as normativas
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), processo
n° 0061/2019.

4.2 Coleta do material biol6gico

Aos 60 dias de vida, todos os animais foram decapitados por guilhotina e
foram submetidos a cirurgia para retirada do hipotalamo, sendo acondicionado em -

20 °C para procedimentos posteriores.

4.3 Processamento do material biol6gico para analise bioquimica
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Os tecidos coletados foram homogeneizados em tampao de extracdo (Tris
Base 50 mM, pH 7,4; EDTA 1 mM; ortovonadato de sédio 1 mM; PMSF 2 mM). Apos
a homogeneizacédo, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm, a 4° C, por 10
minutos e o sobrenadante foi submetido a quantificagdo de proteina. Todas as
amostras foram acondicionadas em freezer a -20 °C durante os procedimentos
experimentais (BRAZ et al, 2016).

4.4Dosagens de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD et al., 1976). O principio do método baseia-se na determinacdo da
concentracdo da absorbancia do complexo proteina-corante. Este complexo absorve
em comprimento de onda de 595 nm. A absorbancia é considerada diretamente
proporcional a concentracdo de proteina na solucéo analisada, onde uma solucéo de

BSA a 2% foi utilizada como padréo.
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5. BIOMARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO
5.1 Avaliacéo dos niveis de malondialdeido

Para a dosagem de MDA foi utilizada a técnica colorimétrica de Buege & Aust
(1978), sendo uma técnica muito utilizada para avaliar a lipoperoxidacdo, pois o
acido tiobarbiturico reage com os produtos da lipoperoxidagdo, entre eles o
malondialdeido. Onde se adiciona o &cido tricloroacético a 20%, TRIS-HCL 0,01 M,
e acido tiobarbitarico a 0,73% que reage com os produtos da lipoperoxidagao
formando um composto de coloragdo rosada. A mistura foi incubada por 15 minutos
a 100°C e em seguida resfriada. O material foi centrifugado a 4000 RPM por 5
minutos e posteriormente feita a leitura da absorbancia a 535nm, utilizando cubetas
de quartzo. Os resultados foram expressos em mmols de TBARS/mg de proteina
(200ug)

5.2 Avaliagdo do conteudo de carbonilas

A oxidacdo de proteinas foi avaliada segundo Reznick e Packer (1994). Os
grupos carbonilas reagem com o 2,4-dinitrophenil-hydrazina (DNPH). Utilizamos o
DNPH a 10mM e a guanidina 6M e foram diluidos em HCL 2,5 M. Os valores da
absorbancia foram obtidos a 380nm e expressos em mmol de carbonilas/mg de
proteina.Utilizamos o homogenato de hipotdlamo com concentragcdo 200ug de

amostra, junto ao acido tricloroacético a 20%.
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6. ATIVIDADES DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
6.1 Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada através do método de auto-oxidacdo da
adrenalina, o qual compete com a SOD podendo ser medido em espectrofotometro a
480 nm. Em uma cuteba de quartzo de 1 mL, adiciona-se tampé&o carbonato (50mM,
pH 10.2 a 37° C), amostra 200ug e adrenalina 15mM. A absorbancia foi registrada
por um periodo de aproximadamente 1,5 minutos. Os resultados foram expressos
em U/mg proteina (MISRA & FRIDOVICH, 1972).

6.2 Catalase (CAT)

A atividade da CAT é diretamente proporcional a taxa de decomposi¢cdo do
peréxido de hidrogénio, sendo assim, a atividade da enzima pode ser medida
através da avaliacdo do consumo de peroxido pelo decréscimo na absorcdo a 240
nm([] méx do H,O, de um meio de reacdo, contendo tampéao fosfato (50mM, pH=7,0)
e H,O, (300mM). Utilizamos 200ug de amostra Os resultados foram expressos em
U/mg de proteina (AEBI,1984).

6.3 Glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da GST é diretamente proporcional a taxa de formacdo do
composto DNP-SG (dinitro fenil S glutationa), podendo, desta forma, ser medida
através do monitoramento da taxa de formacdo do composto. Em uma cubeta de
guartzo de 1 mL, adiciona-se tampéao fosfato de potassio (100 mM), pH= 6,5),
amostra (200 ug), GSH (1 mM) e CDNB (1 mM). A absorbancia foi registrada por um
periodo de aproximadamente 1,5 minutos com controle da temperatura (30 °C). Os

resultados foram expressos em U/mg proteina (HABIG; JAKOBY, 1981).
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7. DEFESA ANTIOXIDANTE NAO ENZIMATICA
7.1 Quantificacdo do balangco REDOX (GSH/GSSG)

Para avaliacdo dos niveis de GSH, utilizamos amostra (200ug), e
adicionamos ao tampao fosfato (0,1 M, pH= 8,0) contendo EDTA (5mM) e incubada
com ophthaldialdehyde (OPT, 1mg/ml) a temperatura ambiente por 15 min, quanto a
intensidade de fluorescéncia foi medida em comprimentos de onda de excitacdo de
350 e emissao de 420 nm, respectivamente. Os niveis de GSSG foram avaliados,
incubando uma aliquota da amostra com N- ethylmaleimide (40 mM) por 30 min a
temperatura ambiente seguida da adicdo de tampao fosfato de sodio (NaOH,
100mM). Apos esse procedimento, 0s mesmos passos para avaliacdo da GSH foram
utilizados para determinar os niveis de GSSG. A intensidade de fluorescéncia foi
mensurada a 350 nm de excitacdo e 420 nm de emissado e comparadas com uma
curva padrdo de GSH ou GSSG com valores pré- estabelecidos (0,5-10 pM). O
estado REDOX foi determinado pela razdo de GSH/GSSH (HISSIN e HILF, 1976).

7.2 Niveis de ti6is totais

A quantificacdo das sulfidrilas é baseada na reducado do 5,5'-dithio-bis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) por tiois, gerando um derivado de cor amarela (TNB). A
leitura é feita em espectrofotdmetro, a 412nm. Os valores foram expressos em pmol
de TNB/mg de proteina (AKSENOV; MARKESBERY,2001).
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8. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média. Para
comparacao dos dados foi utilizado o teste t de Student para dados nao pareados. O
nivel de significancia foi mantido em 5% (p<0,05) para todas as analises. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism, versao 6.0.2

para Windows.
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9. RESULTADOS

Biomarcadores de estresse oxidativo

Ao analisar a peroxidacao lipidica (Fig. 1A) verificamos que nao houve
diferencas significativas entre ambos os grupos (CT= 2,443 £ 0,3779 e OB= 3,162 +
0,4477, p= 0,2471). No entanto, ao analisar a oxidacdo proteica (Fig. 1B),
constatamos que houve um maior nivel de oxidagcdo proteica nos animais que
receberam a dieta obesogénica quando comparado aos animais controle (CT= 63,49
+ 8,352 e OB=112,4 + 13,22, p= 0,0293).
Figura 1. Biomarcadores do estresse oxidativo: Niveis de malonaldeido (A) (MDA) e
Carbonilas (B) no hipotalamo de ratos machos de 60 dias submetidos a dieta obesogénica

durante a gestacdo e lactacdo. Valores expressos em mmol/mg de proteina. Dados
expressos como média + erro padrdo. N=6 para cada grupo. *p<0,05.
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Atividade enzimética antioxidante

No hipotalamo, observamos uma reducéo significativa da atividade da enzima
antioxidante superéxido dismutase (SOD) (Fig. 2A) nos animais que receberam a
dieta obesogénica se comparada a seu controle (CT= 87,80 + 7,700; OB= 61,97 +
3,682, p= 0,0127). De maneira semelhante constatamos uma diminuicdo na
atividade da Catalase (CAT) (Fig. 2B) nos animais que foram submetidos a esse tipo
de dieta (CT= 610,5 + 92,31; OB= 336,2 + 37,13, p= 0,0310). Esta reducéao
permaneceu atividade da Glutationa S-Transferase (GST) (Fig. 2C) no grupo que foi
submetido a dieta se comparado ao grupo controle (CT= 0,0936 + 0,007124; OB=
0,05816 + 0,008933, p= 0, 0124).
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Figura 2. Atividade antioxidante: (A) Superéxido Dismutase (SOD), (B) Catalase (CAT) e
(C) Gutationa S-tranferase (GST) no hipotalamo de ratos machos de 60 dias submetidos a
dieta obesogénica durante a gestacdo e lactagdo. Valores expressos em U/mg de proteina e
mmol/mg de proteinas. Dados expressos como média + erro padrdo. N=6 para cada grupo.
*p<0,05.
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Atividade do sistema antioxidante ndo enzimatico

A quantificagdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) (Fig. 3A)
demonstrou-se diminuida no grupo submetido a dieta obesogénica materna quando
comparado ao seu controle (CT= 5,080 £ 0,6623; OB= 3,031 = 0,1160, p= 0,0042).
Quanto a glutationa oxidada (GSSG) (Fig. 3B) ndo apresentou diferenca estatistica
entre os grupos (CT= 0,2173 + 0,01427; OB= 0,2611 + 0,01919, p= 0,1115). O
Estado REDOX (Fig. 3C) foi significativamente prejudicado no grupo obesogénico se
comparado ao seu controle (CT= 23,35 + 2,557; OB= 12,16 + 1,167, p= 0,0009). Nao
foram percebidas diferencas significativas entre o grupo obesogénico e o controle na
guantificacdo do conteudo de tidis totais (-SH) (Fig. 3D) (CT=0,0415 + 0,005965;
OB=0,05843 + 0,005168, p= 0,0696).
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Figura 3. Atividade do sistema antioxidante ndo enzimatico: (A) Glutationa Reduzida (GSH),
(B) Glutationa Oxidada (GSSG), (C) Estado REDOX, (D) Sulfidrilas no hipotadlamo de ratos
machos de 60 dias submetidos a dieta obesogénica durante a gestacao e lactacéo. Valores
expressos em pmol/mg de proteina. Dados expressos como média + erro padrdo. N=6 para
cada grupo. **P < 0,01, e ***p<0,0008.
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10. DISCUSSAO

Neste trabalho nos propomos a investigar no hipotalamo de ratos jovens o0s
efeitos de uma dieta obesogénica ofertada durante a gestacéo e lactagdo, sobre o
balancgo oxidativo.

Uma das principais caracteristicas do estresse oxidativo é o aumento
marcante da peroxidacdo lipidica, cuja caracteristica primordial € a ruptura da
membrana e a consequente morte celular (DESAI; FARRIS; RAIO, 2014). Em
estudos anteriores, a literatura aborda que a peroxidagéo lipidica desempenha um
papel fundamental na patogénese de doencas, por exemplo, em disturbios
imunoldgicos (RAMANA,; SRIVASTAVA; SINGHAL, 2013), doencas
neurodegenerativas (SULTANA; PERLUIGI; BUTTERFIELD, 2012) e inflamagé&o
associada a doencas cardiovasculares e intestinais (SOTTERO et al., 2018; ZHONG
et al., 2019). Nossos dados de lipoperoxidacdo (Fig 1A) ndo demonstraram diferenca
significativa entre ambos 0s grupos, entretanto uma tendéncia ao aumento no grupo
gue receberam a dieta obesogénica durante o desenvolvimento; diferentemente do
gue foi visualizado por TAN e NORHAIZAN (2019), uma vez que o0 consumo de uma
dieta rica em gordura causou peroxidacao lipidica nos animais, possivelmente, por
ter havido uma potencializacdo da geracdo de EROS devido ao alto consumo de
acido graxos e carboidratos na dieta e posteriormente confirmando um quadro de
estresse oxidativo. Em outro estudo, SCHUSTER et al., (2018) discutem que lesGes
hipocampais sado encontradas em animais alimentados com a dieta rica em gordura,
assim como JAIS e BRUNING (2017) que afirmam que a inflamacé&o hipotalamica &
uma resposta aguda precoce a altas concentracdes de &cidos graxos livres,
resultando em desacoplamento da ingestdo caldrica e do gasto energético,
promovendo excessos e ganho de peso adicional. MORALES et al., (2022)
demonstraram que a adesdo materna a padrdes alimentares saudaveis durante a
gravidez pode reduzir o dano ao DNA e a oxidacao lipidica em méaes e filhos.

A Carbonila é outro biomarcador do estresse oxidativo, que é formada por um
atomo de oxigénio que tem uma ligacéo dupla com um atomo de carbono (Chemistry
Library, 2022). A carbonilacdo de proteinas, uma das modificaces de proteinas
oxidativas irreversiveis mais prejudiciais, € considerada uma das principais
caracteristicas dos disturbios relacionados ao estresse oxidativo (FEDOROVA;
BOLLINENI; HOFFMANN, 2014). O conteudo de carbonila de proteina é o
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biomarcador mais geral e bem utilizado de dano proteico oxidativo grave. Além
disso, modificacbes em proteinas estruturais podem causar ou agravar doencas
neurodegenerativas, sindromes metabdlicas e insuficiéncia renal cronica (DONNE et
al., 2003). Nossos dados de oxidacédo proteica (Fig 1B) demonstraram que 0 grupo
alimentado pela dieta obesogénica apresentaram maiores niveis de danos as
proteinas. Corroborando com os nossos dados, MENDEZ et al., (2014) discutiram
em modelos hiperlipidicos e hiperglicidicos os efeitos metabdlicos e constataram que
0 consumo dessa dieta a longo prazo aumentou a oxidacao de proteinas no plasma
e no figado.

Além disso, TAN e NORHAIZAN (2019) explanou que o acumulo de ERO’s
geradas em resposta ao consumo de uma dieta hiperlipidica leva a mutacdo no DNA
e oxidacdo de moléculas como proteinas, e esse acumulo leva a desequilibrios
REDOX e estresse oxidativo (BOJKOVA; KURHALUK; WINKLEWSKI, 2021).

A fim de combater as principais espécies reativas de oxigénio fisioldgicas,
como o radical superéxido (O,7), hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio (H2O,)
existem o sistema antioxidante enzimatico que catalisa reagbes para neutralizar
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (IGHODARO; AKINLOYE, 2018). As
principais enzimas responsaveis por atuar para suprimir ou prevenir a formagéo de
espécies reativas nas células sdo a SOD, CAT e a GST.

A SOD é descrita como a principal enzima antioxidante contra o anion
superoéxido (O , ) (FUKAI e USHIO-FUKAI, 2011), cuja principal funcdo é catalisar
a dismutacdo do superdéxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, sendo
responsavel pela regulacdo dos niveis basais de estresse oxidativo decorrentes da
producao mitocondrial e citosolica de superoxido (TRIST et al., 2020). Além do mais,
h& discussdes de que a deficiéncia na atividade de SOD 2 especifica do cérebro
causa morte perinatal e é essencial para a sobrevivéncia infantil e funcdo neural
central em camundongos (IZUO et al.,, 2015). Dado a importancia clinica desta
enzima, nossos dados demonstraram que o0s animais alimentados pela dieta
hiperlipidica dispuseram de modulacfes negativas quanto a atividade da SOD se
comparado ao seu controle. EMAMI et al., (2016) discutem que a dieta rica em
gordura diminui a atividade da SOD no plasma de ratos. Enquanto LU et al., (2021)
asseguraram gue o consumo dessa dieta reduz a atividade da SOD no hipocampo

de camundongos; ambos os autores corroboram com nossos achados.
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Ainda no que concerne ao sistema antioxidante enzimatico constatamos, ao
analisar as enzimas CAT e GST, que sao fundamentais na dismutacédo do peroxido
de hidrogénio (H;0,), e responsavel pela detoxificacdo celular de compostos
xenobioticos, respectivamente; que a dieta hiperlipidica conseguiu modular
negativamente a atividade de ambas as enzimas nos animais alimentados pela dieta
se comparado aos seus controles. Nossos dados respaldam-se em estudos que
demonstraram que a atividade de CAT foi menor na prole de mées expostas a dietas
hiperlipidicas em comparacdo com as de maes que receberam uma dieta padrédo
(EMILIANO et al.,, 2011; RESENDE et al., 2013; BRINGHENTI et al.,, 2015) e
também diminuicéo significativa na atividade da enzimas GST (NOEMAN; HAMODA,
BAALASH, 2011; NASCIMENTO et al., 2020). Esses dados podem sugerir que a
dieta foi assimilada pela GST como noxio, uma vez que o cérebro é vulneravel aos
danos oxidativo advindos do excesso de acido graxo na dieta (CHIANESE et al.,
2018; WANG; MICHAELIS, 2010).

A glutationa reduzida (GSH) é considerada um dos mais importantes defesas
nao enzimatica das nossas ceélulas, e sua relacdo com glutationa oxidada (GSSG)
pode ser utilizada como marcador dos niveis de estresse oxidativo (ZITKA et al.,
2012). A GSH ao doar o seu grupamento - SH gera a GSSG como produto da reacao.
Sob estresse celular, os niveis de GSH caem a medida que o GSSG se acumula na
célula, embora também possa reagir com o grupo sulfidrila livre de uma proteina
para formar um dissulfeto misto ou ser transportado para o meio extracelular (LU,
2013). Por esse motivo a razdo GSH/GSSG é considerada um dos indicadores mais
eficiente do estresse oxidativo celular.

A razdo da oxidac&o-reducédo é denominada como o estado REDOX que diz
respeito a parametros metabdlicos que € importantissimo para entender o
funcionamento normal e sobrevivéncia celular. Em nossos resultados, observamos
gue os niveis de GSH foram menores nos animais alimentados pela dieta rica em
gordura se comparados ao seu controle. A GSSG em compensacao ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos. Quanto ao estado REDOX intracelular
visualizamos em nosso estudo que o consumo da dieta materna hiperlipidica
durante a gestacao e lactacao prejudicou os parametros necessarios que possibilita
a célula combater os elevados niveis de EROs, podendo causar prejuizos
intracelulares, afirmamos isso visto que o0 grupo obesogénico teve um menor nivel

REDOX do que o grupo controle. Semelhantemente ao nosso estudo ANDRICH et



33

al., (2019) constatou que a GSH muscular ap6s uma dieta rica em gordura, mesmo
em curto prazo de tratamento, estava reduzida, esses autores também mostraram que
a razdo GSH/GSSG estava prejudicada.

O grupo sulfidrila, ou tiol total, ¢ um grupo com um &tomo de enxofre e
hidrogénio, caracterizado por um grupo funcional vistos em compostos
organicos. Essas moléculas s&o cuidadosamente balanceadas para manter a
homeostase REDOX em varios compartimentos celulares, proteger os organismos
de estressores oxidativos e xenobiodticos e participar ativamente nos processos de
regulacdo e sinalizagdo REDOX (ULRICH; JAKOB, 2019). Nossos dados de tidis
totais demonstraram que nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Em suma, nossos dados mostram que a dieta obesogénica leva a extenuacao
da atividade da enzima SOD, consequentemente, menos dismutacdo do anion
superéxido, este por sua vez pode vir a inibir a atividade da CAT o que levaria ao
acumulo de H,0O; e induz, posteriormente, o quadro de estresse oxidativo, o que em
nossos dados pudemos observar pelo aumento excessivo e marcante de danos em

macromoléculas, mensurado neste estudo através da oxidac&o de proteinas.
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11. CONCLUSAO

Portanto, diante do exposto, é possivel concluir que o consumo de uma dieta
obesogénica durante a gestacédo e lactacao induz na prole modificacdes oxidativas
no hipotadlamo de ratos macho Wistar aos 60 dias de vida. Concluimos também que
0 consumo da dieta materna obesogénica pode alterar o balanco oxidativo,
percebidas a partir do aumento da oxidacdo de proteinas e diminuicdo da atividade
enzimatica antioxidante e ndo enzimatica nos animais alimentados pela dieta. Em
vista disso, investigacbes futuras serdo importantes para buscar o maior
entendimento sobre a correlacéo entre dietas obesogénicas e o desenvolvimento de

doencas neurodegenerativas.
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