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RESUMO 

 

Estudos têm sugerido que uma supernutrição em períodos precoces da vida 

ocasionam excesso de peso ou obesidade na vida adulta, desencadeando 

alterações metabólicas que levam ao surgimento de doenças crônico não-

transmissíveis, como diabetes e hipertensão. Entre essas alterações, 

encontram-se disfunções mitocondriais e desequilíbrio oxidativo. Entretanto, 

ainda há uma carência de estudos que associem o insulto da supernutrição 

neonatal sobre a bioenergética mitocondrial e estresse oxidativo no hipotálamo. 

O presente estudo analisou o efeito de uma supernutrição durante o período de 

lactação sobre a bioenergética mitocondrial e estresse oxidativo no hipotálamo 

de ratos wistar machos aos 60 dias de vida. Para induzir a supernutrição 

(Grupo supernutrido – GS) a prole foi reduzida para 3 neonatos por lactante 

três dias após o nascimento de acordo com estudos prévios (PLAGEMANN et 

al., 2009), e o grupo normonutrido (GN) foi mantido com 9 filhotes. Aos 60 dias 

de vida o hipotálamo foi coletado para as seguintes análises bioquímicas: 

capacidade funcional mitocondrial, consumo de oxigênio mitocondrial, potencial 

transmembrânico mitocondrial, peroxidação lipídica pelo método da 

quantificação do malondialdeído (MDA), avaliação das atividades das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), grupamento tiois 

totais (sulfidrilas).  Os dados foram expressos em média ± erro padrão da 

média (EPM), e analisados pelo teste t-student, com significância de p<0,05. 

Nossos resultados sugerem que uma supernutrição neonatal é capaz de induzir 

disfunção mitocondrial com elevação na produção de espécies reativas, bem 

como aumentar o dano a compostos lipídicos e à defesa antioxidante 

enzimática no hipotálamo.  

 

Palavras Chaves: Supernutrição. Hipotálamo. Estresse oxidativo. Disfunção 

mitocondrial. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Studies have suggested that supernutrition in early life leads to overweight or 

obesity in adulthood, triggering metabolic changes that lead to the emergence 

of chronic noncommunicable diseases such as diabetes and hypertension. 

Among these changes are mitochondrial dysfunctions and oxidative imbalance. 

However, there is still a lack of studies that associate the insult of neonatal 

supernutrition on mitochondrial bioenergetics and oxidative stress in the 

hypothalamus. The present study analyzed the effect of supernutrition during 

the lactation period on mitochondrial bioenergetics and oxidative stress in the 

hypothalamus of male Wistar rats at 60 days of age. To induce supernutrition 

(supernutrition group - GS) offspring were reduced to 3 infants per infant three 

days after birth according to previous studies (PLAGEMANN et al., 2009), and 

the normonutrient group (GN) was maintained with 9 pups. At 60 days of life the 

hypothalamus was collected for the following biochemical analyzes: 

mitochondrial functional capacity, mitochondrial oxygen consumption, 

mitochondrial transmembrane potential, lipid peroxidation by the 

malondialdehyde quantification method (MDA), antioxidant enzyme activities 

superoxide dismutase (SOD ), Catalase (CAT), total thiois grouping (sulfhydryl). 

Data were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM), and 

analyzed by the t-student test, with significance of p <0.05. Our results suggest 

that neonatal supernutrition is capable of inducing mitochondrial dysfunction 

with elevation in the production of reactive species, as well as increasing the 

damage to lipid compounds and the enzymatic antioxidant defense in the 

hypothalamus. 

 

Keywords; Supernutrition. Hypothalamus. Oxidative stress. Mitochondrial 
dysfunction. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Estudos evidenciam que durante o inicio da vida uma redução ou 

excesso de nutrientes definitivamente altera a modulação dos mecanismos 

hormonais e metabólicos, levando a um dano oxidativo em diversos tecidos 

(LAIGHT; VICENT, 1999). Alguns autores sustentam a afirmação que no início 

da vida o organismo é altamente sensível a mudanças na qualidade nutricional 

(TREVENZOLI et al., 2007; LAUSTSEN et al., 2007). Evidências clínicas e 

experimentais sugerem que o ambiente durante a infância tem um papel 

importante no surgimento de distúrbios metabólicos, hormonais e 

cardiovasculares a longo prazo (WATERLAND; GARZA,1999; ANDERSON; 

COHEN; NAUMOVA, 2006).   

A obesidade que é caracterizada pelo aumento no peso corporal que 

resulta em um acúmulo de gordura excessiva (SIKARIS, 2004), tem sido 

conhecido como um importante fator subjacente na patogênese de diversas 

doenças (ALBERTI; ZIMMET, 1998). Uma das prioridades atuais da 

Organização Mundial de Saúde (OMS) refere-se ao combate às doenças 

crônicas não transmissíveis (DCNT). Dados da OMS demonstram que, 

atualmente, mais de 1,4 bilhões de adultos estão com sobrepeso, dentre os 

quais 500 milhões são obesos, havendo mais de 40 milhões de crianças, 

abaixo dos cinco anos de idade, já com sobrepeso ou obesidade em 2013 

(WHO, 2014). 

              Evidências derivadas de estudos clínicos tem relacionado a obesidade 

e estresse oxidativo, estabelecendo uma correlação entre biomarcadores de 

estresse oxidativo, peroxidação lipídica (malondialdeído) e proteínas 

carboniladas, com o índice de massa corporal (IMC), quanto maior o IMC maior 

os níveis de biomarcadores (VINCENT; TAYLOR, 2006; SANKHLA et al., 

2012). As espécies reativas de oxigênio (EROs) estão envolvidas em várias 

funções fisiológicas e tem seus níveis regulados por elementos antioxidantes, 

dos quais destacam-se os enzimáticos. A diminuição destes e consequente 

aumento nos níveis de EROs, que em excesso são acumuladas nas 

mitocôndrias e no citoplasma causando danos oxidativos a componentes 
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celulares tais como lipídeos de membrana, proteínas e DNA estão diretamente 

relacionadas com diversas patologias (FERREIRA, 2013; BRAZ et al., 2015; 

BRAZ  et al., 2017; BOSSY-WETZEL et al., 2004; GOLDEN; HINERFELD; 

MELOV, 2002; MELOV, 2004). O sistema de defesa antioxidante tem a função 

de inibir e/ou reduzir os danos causados pela ação deletéria dos radicais livres 

ou das espécies reativas não-radicais (CLARKSON; THOMPSON, 2000).  

 Um estresse oxidativo no hipotálamo, órgão que responsável por 

controlar a homeostase energética pode estar ligado a disfunção do controle 

homeostático do balanço energético, podendo contribuir assim com o grau de 

obesidade (HOCHBERG, 2010). O controle homeostático do balanço energético 

corporal é exercido por populações específicas de neurônios, que em última 

instância levam ao consumo de energia.  Evidências crescentes sugerem que 

formas comuns de obesidade envolvem mudanças fundamentais no sistema 

homeostático favorecendo um elevado aumento da adiposidade corporal 

(VELLOSO; SANDE-LEE 2012; KIM et al., 2013; GAUR et al., 2014).  

Estudos sugerem que a obesidade está relacionada com alterações 

mitocondriais com a excessiva produção de EROs, conduzindo ao 

desenvolvimento de diversas doenças relacionadas aos danos oxidativos como 

hipertensão e diabetes (BONNARD et al., 2008; MATSUDA, 2013).    

Concomitante, alterações como estresse metabólico  intracelular no hipotálamo 

possivelmente podem está relacionadas com o desenvolvimento de obesidade 

(KIM et al., 2013; GAUR et al., 2014), visto que ele desempenha papel chave 

no controle alimentar (MORTON et al., 2014). Um dano a essa estrutura 

poderia ocasionar a desregulação do controle energético e, consequentemente, 

o acúmulo anormal de gordura corporal (HOCHBERG, 2010).  

Tomados em conjunto, esses dados reforçam a necessidade de conhecer 

o efeito de uma supernutrição sobre o hipotálamo; estrutura reguladora central 

do balanço energético.   Sendo assim, o presente estudo tem como pergunta 

condutora: Será que uma supernutrição no período de lactação podem causar 

uma disfunção mitocondrial e estresse oxidativo no hipotálamo? 
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2 BREVE REVISÃO DA LITERATURA  

 

              A obesidade do ponto de vista metabólico é um desequilíbrio entre a 

quantidade de energia (calorias) consumida na alimentação e a quantidade de 

energia gasta (dissipada). A manutenção do balanço energético é mantida 

através da relação entre ingestão calórica e dispêndio energético (SIKARIS, 

2004). Tanto o desbalanço na ingestão de nutrientes como a composição 

corporal materna são condições adversas que resultam em alterações 

permanentes na estrutura, fisiologia e metabolismo da progênie durante o 

período crítico de desenvolvimento (SULLIVAN; GROVE, 2010; DAVIDOWA; 

PLAGEMANN, 2001; DIETZ, 1994). 

Evidências experimentais têm mostrado que uma supernutrição na 

infância induz sobrepeso, obesidade e doenças correlatas ao longo da vida 

adulta (PLAGEMANN et al., 1992; VOITS et al., 1996; PLAGEMANN, 2006; 

2011). O controle homeostático do balanço energético corporal é processado 

no cérebro a partir de sinais da adiposidade e saciedade provenientes da 

periferia que modificam tanto as vias anabólicas como as catabólicas, e 

consequentemente, alteram o comportamento de ingestão alimentar de acordo 

com o requerimento energético (THALER; SCHWARTZ, 2010; ABIZAID; 

HORVATH, 2012; KEEN-RHINEHART et al., 2013). O hipotálamo, que 

corresponde a conjuntos de corpos de neurônios dispersos em uma rede de 

substância branca (conjunto de axônios), compreende um dos principais 

centros integradores dos sinais de saciedade ou de fome (MORTON et al., 

2006). 

Uma das principais regiões hipotalâmicas envolvida nesse controle 

alimentar é o núcleo arqueado, que está localizado numa região altamente 

vascularizada, imediatamente adjacente à eminência mediana, permitindo o 

acesso a vários fatores circulantes (CONE et al., 2001; RODRIGUEZ; 

BLAZQUEZ; GUERRA, 2010). Esse núcleo que possui uma população de 

neurônios onde é expresso o neuropeptídeo proopiomelanocortina (POMC), 

apresenta um papel importante no controle do balanço energético por vias 

serotoninérgicas. Além do POMC, outras populações de neurônios, tais como 

as que expressam o neuropeptídeo Y (NPY), modulam o fluxo simpático a 
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partir do hipotálamo para órgãos-alvo, como o tecido adiposo marrom (TAM), 

influenciando no metabolismo periférico dos triglicerídeos (BRITO et al., 2007; 

BRUINSTROOP et al., 2012; GEERLING et al., 2014).  

O estresse oxidativo associado com obesidade altera a função de 

diferentes tipos celulares e teciduais, sendo um importante fator na indução de 

doenças metabólicas devido a peroxidacão lipídica, que constitui uma reação 

em cadeia dos ácidos graxos polinsaturados das membranas celulares, gerado 

pelos radicais livres que alteram a permeabilidade, fluidez e integridade das 

membranas (MAHATTANATAWEE, 2006; STAHL,  2001). Esses danos 

celulares, que se encontram aumentados nos indivíduos obesos, predispõem o 

organismo a diversas patologias tais como obesidade, diabetes, doenças 

cardiovasculares e inúmeras desordens neurológicas (FERREIRA et al., 1997). 

Contudo, o estresse oxidativo difere entre os sistemas e tecidos, onde alguns 

apresentam maior susceptibilidade a este tipo de danos (CERETTA, 2012; 

MANSEGO, 2011).  

Nesse contexto, destaca-se o cérebro que utiliza uma grande quantidade 

de oxigênio para produzir ATP, resultando em uma elevada susceptibilidade ao 

estresse oxidativo (GOLDEN et al., 2002; GOLDEN et al., 2001). Com isso, o 

estresse oxidativo intracelular é fortemente associado ao desenvolvimento de 

doenças neurodegenerativas (LIN; BEAL, 2006) e ao envelhecimento cerebral 

(BISHOP; LU; YANKNER, 2010). Apesar de a exploração a este respeito ser 

bastante limitada, há evidências na literatura apoiando esta hipótese. A 

exemplo, a obesidade induzida por dieta hipercalórica mostrou induzir ativação 

de NADPH oxidase associada ao estresse oxidativo no cérebro de ratos 

(ZHANG et al., 2005), indicando que o estresse oxidativo cerebral poderia 

mediar a patogênese das doenças metabólicas relacionadas com a 

supernutrição metabólica.  

A esse respeito, MA et al., 2014 identificaram dano oxidativo e disfunção 

mitocondrial no cérebro e no plasma de ratos induzidos a uma dieta 

hiperlipídica. Além disso, FURUKAWA et al., 2014 mostraram que a obesidade 

em camundongos ocasionou a redução na atividade de enzimas antioxidantes 

no tecido adiposo. Dessa forma, nota-se que alterações como estresse 

metabólico intracelular no hipotálamo podem estar diretamente relacionadas 
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com o desenvolvimento de obesidade (KIM et al., 2010; GAUR et al., 2014). 

Dessa forma podemos observar que mesmo com a crescente publicação sobre 

esse tema central supernutrição/obesidade, a disfunção mitocondrial e estresse 

oxidativo hipotalâmicos ainda não são tão elucidadas, é necessário mais 

estudos a respeito, associando principalmente o excesso de calorias durante a 

idade neonatal e suas repercussões tardias.  
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3 OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: Avaliar o efeito de uma supernutrição durante o período de 

lactação sobre a bioenergética mitocondrial e estresse oxidativo no hipotálamo 

de ratos wistar machos aos 60 dias de vida. 

  

Objetivos específicos 

  

A) Avaliar o peso corporal de ratos normonutridos e supernutridos, aos 7, 14, 

21, 30, 45 e 59 dias de vida; 

B) Avaliar no hipotálamo de ratos normonutridos e supernutridos, aos 60 dias 

de vida: 

I – Capacidade funcional das mitocôndrias: 

1. Consumo de oxigênio mitocondrial; 

2. Potencial transmembrânico mitocondrial; 

 

II – A produção de espécies reativas derivados das mitocôndrias isoladas 

 

III – Quantificação do balanço oxidativo: 

1. Níveis de malondialdeído (MDA); 

2. Atividade da Superoxido dismutase (SOD); 

3. Atividade da Catalase (CAT); 

4. Níveis de grupos tiois totais (Sulfidrilas). 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1 ANIMAIS E INDUÇÃO A SUPERNUTRIÇÃO  

 

              Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar provenientes da colônia do 

Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco. As 

fêmeas selecionadas (n=8) entre 150-180g foram abrigadas em biotério sob 

condições padrão de temperatura, iluminação e umidade, com água e comida 

(dieta Labina – Purina S/A) ad libitum. Foram promovidos períodos alternados e 

regulares de luz e escuridão (12/12 horas) e um período de adaptação de 15 

dias para sincronizar o ciclo circadiano. Após a adaptação, as ratas quando em 

período estral, foram acasaladas na proporção 1 fêmea para 1 macho. Após a 

detecção da prenhez as ratas foram transferidas para gaiolas individuais e 

após o nascimento dos neonatos, os mesmos foram divididos em dois grupos 

experimentais, no qual o grupo supernutrido foi reduzido para 3 neonatos por 

lactante no terceiro dia, conforme as publicações do grupo de Plagemann 

(PLAGEMANN, 2006, 2011; PLAGEMANN et al., 1992, 1998), sendo: Grupo 

Supernutrido (S, n=3 por lactante) e Grupo Normonutrido (N, n=9 por lactante) 

A manipulação e os cuidados com os animais seguiram as recomendações do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e aprovação do Comitê de Ética 

em Estudos com Animais do Centro de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal de Pernambuco – Número do processo: 23076.017808/2014-51 

(Anexo 1). 

             Após o desmame (21 dias de vida) os filhotes passaram a receber 

dieta comercial de laboratório (Presence; 74,5% de carboidratos, 23% de 

proteínas e 2,5% de lipídeos) e água ad libitum. Atingida a idade experimental 

(60 dias) os animais foram sacrificados. 

 

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

4.2.1 Avaliação do peso corporal 

               O peso corporal dos ratos machos de ambos os grupos experimentais 

foram mensurados durante o período de lactação (3º, 7º, 14º dia de vida) e 
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também no 21º, 45º e 59º dia de vida. O peso foi registrado através de balança 

eletrônica digital (Marte, modelo S-100 com sensibilidade de 0.01g) (DA SILVA 

et al., 2014; DA SILVA et al., 2015).   

 

4.2.2 Coleta do material biológico e processamento para analises bioquímicas 

              

              Aos 60 dias de vida os animais foram decapitados e o hipotálamo 

removido para as análises de estresse oxidativo; homogeneizando-o em 

tampão de extração (Tris base 100 mM, pH 7,5; EDTA 10 mM; NP 40 (0,1%) e 

coquetel de inibidores de protease). Para quantificação proteica e demais 

análises as amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm, a 4°C, por 5 minutos e 

somente o sobrenadante foi utilizado (DA SILVA et al., 2014). 

 

4.2.3 Dosagem de proteína  

 

             A concentração de proteína da suspensão de cada tecido foi 

determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Este complexo 

absorve em comprimento de onda de 595 nm. A absorbância foi considerada 

diretamente proporcional à concentração de proteína na solução analisada, 

onde uma solução de albumina de soro bovino a 1% foi utilizada como padrão 

. 

 

4.2.4 Isolamento mitocondrial 

          Após a coleta, o hipotálamo foi imediatamente homogeneizado e as 

mitocôndrias isoladas por centrifugação diferencial conforme previamente 

publicado (LAGRANHA et al., 2010). As mitocôndrias foram isoladas e usadas 

para análise da capacidade funcional (consumo de oxigênio, potencial de 

membrana, e produção de ROS) após seu isolamento. 

 

4.2.5 Capacidade funcional da mitocôndria  

           I. Medida do consumo de oxigênio: O consumo de oxigênio em 

suspensões de mitocôndrias isoladas foi realizado polarograficamente 
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utilizando-se um eletrodo tipo Clark. As suspensões foram mantidas em 

câmara de vidro fechada, termostatizada a 28°C e sob agitação constante, em 

meio de reação contendo KCl 120 mM, MOPS 5 mM, KH2PO4 5 mM, EGTA 1 

mM e BSA 0,2%, pH 7,2. (Liu et al., 2011); 

             II. Potencial elétrico da membrana mitocondrial (ΔΨ): OΔΨ foi 

monitorado através da medida das alterações de fluorescência da safranina O 

na suspensão mitocondrial. A safranina O é um cátion lipofílico que é 

acumulado por mitocôndrias em quantidades proporcionais ao potencial de 

membrana. O acúmulo da safranina no microambiente mitocondrial promove 

uma diminuição da fluorescência global da suspensão (PHAM et al., 2014). As 

mitocôndrias foram adicionadas ao meio de reação a 37°C contendo KCl 130 

mM, HEPES 10 mM, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 30 µM, pH 7,2, 

safranina O 5µM e substratos. O desacoplador CCCP (1 µM) foi utilizado para 

despolarizar a membrana mitocondrial. A análise foi realizada nos 

comprimentos de onda de 495 nm (excitação) e 586 nm (emissão) no leitor de 

fluorescência FLUOStart (OMEGA, USA) (Liu et al., 2011); 

             III. Estimativa da produção de espécies reativas: A geração de 

espécies reativas (oxigênio e nitrogênio) foi monitorada por técnica 

fluorimétrica, usando o corante permeável a membrana H2DCF-DA (diacetato 

de diclorodihidrofluorenceína, 5 µM) em 488 nm de excitação e 525 nm de 

emissão no leitor de fluorescência FLUOStart (OMEGA, USA) (LIU et al., 

2011). 

 

4.2.6 Medida da Substância Reativa ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS) 

           Para a dosagem de TBARS será utilizada a técnica colorimétrica de 

Buege e Aust (1978) para avaliar a lipoperoxidação. Colocou-se uma alíquota 

do homogenizado, de ácido tricloroacético a 10% e de ácido tiobarbitúrico que 

reage com os produtos da lipoperoxidação para formar um composto de 

coloração rosada. A mistura foi incubada por 15 minutos a 100ºC e em seguida 

resfriada. Na sequência, foi adicionado n-butanol e as amostras agitadas por 

30 segundos, com o objetivo de extrair o pigmento formado. O material foi 

centrifugado a 3000 xg por 10 minutos, sendo então a fase com o n-butanol 



17 
 

    
  

utilizada para a leitura da absorbância a 535nm, utilizando cubetas de quartzo. 

Os resultados foram expressos em nmoles de TBARS por mg de proteína. 

 

4.2.7 Defesa antioxidante enzimática 

 

 

           l. Atividade enzimática: Superóxido dismutase (SOD): A atividade da 

SOD foi avaliada através do método de auto-oxidação da adrenalina, podendo 

ser medido em espectrofotômetro a 480nm. Em uma cubeta de quartzo de 1mL, 

adicionou-se tampão fosfato, amostra e adrenalina. A absorbância foi registrada 

por um período de aproximadamente 3 minutos. Os resultados foram expressos 

em Unidades por mg proteína (MISRA & FRIDOVICH, 1972). 

 

 

         II. Atividade enzimática: Catalase (CAT): A atividade da catalase foi 

medida através da avaliação do consumo de peróxido de hidrogênio pelo 

decréscimo na absorção a 240 nm ([ ] máx do H2O2) de um meio de reação, 

contendo tampão fosfato (pH=7,0) e H2O2. Os resultados foram expressos em 

U/mg de proteína (AEBI, 1989). 

 

4.2.8 Defesa antioxidante não-enzimática 

 

          Quantificação de grupos tiois totais (Sulfidrilas) Foi realizada através do 

incubamento à temperatura ambiente da amostra com 5,5dithiobis(2nitrobenzoie 

acid) (DTNB) 10 mM por trinta minutos, e posterior leitura a 412nm segundo 

(Ellman, 1959). 

 

4.2.9 Análise estatística 

          Todos os dados foram analisados segundo a normalidade da distribuição. 

Os dados que apresentaram-se dentro da distribuição gaussiana foram 

expressos em média e erro padrão da média (EPM). Estes dados foram 

analisados pelo teste t student para dados não pareados. Foi adotado o nível de 
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significância de p<0,05 em todos os casos. A construção do banco de dados e 

as análises estatísticas foram desenvolvidas no programa Excel (versão 2007, 

Microsoft, USA) e Graphpad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, 

USA), respectivamente. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1 AVALIAÇÃO DO PESO CORPORAL 

 

Figura 1. Peso corporal de ratos dos grupos normonutrido e supernutrido.  

 

Dados expressos como média ± erro padrão. N=6 por grupo *p<0,05; **p<0,01, 

***p<0,001. 

 

            Analisando o peso corporal dos animais, verifica-se que o grupo 

supernutrido apresentou um ganho significativo de peso em todas as idades 

analisadas, exceto no terceiro dia pós-natal – Figura 1 (Dia 7 – C:14,38±0,18 / 

S:18,67±0,33; p=0,0001/ Dia 14 – C:24,63±0,49 / S:31,33±0,33; p=0,0001 / Dia 

21 – C:34,50±0,92 / S-42,33±0,33; p=0,0008 / Dia 30 – C:74,71±1,42 / S-

84,33±1,20; p=0,0036 / Dia 45 – C:147,1±2,64 / S-172,7±5,84; p=0,0016 / Dia 

59 – C:267,9±5,78 / S:290±8,07; p=0,043). 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA BIOENERGÉTICA MITOCONDRIAL 
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Figura 2. Consumo de oxigênio (A), produção de espécies reativas 

mitocondriais (B) e potencial de membrana (C) no hipotálamo de ratos dos 

grupos normonutrido, supernutrido.  

 

. Dados expressos como média ± erro padrão. N=4-6 por grupo. *p<0,05; 

**p<0,01, ***p<0,001. 

           Ao analisar o consumo de oxigênio em mitocôndrias do hipotálamo de 

ratos supernutridos e normonutridos (Figura 2A), nota-se um aumento 

significativo no estado 2 (estado basal) com substratos específicos do 

complexo I, em comparação ao grupo normonutrido (N:1,34±0,10 vs 

S:4,73±0,74 nmol/min/mg prot; n=4-5, p=0,0001). O estado de fosforilação 

oxidativa ou estado 3 (estimulado por ADP) não diferiu entre os grupos 

(N:12,09±1,85 vs S:12,69±2,11 nmol/min/mg prot; n=4, p=0,722). Após a 

adição de Oligomicina, avaliamos o estado 4 (estado de repouso), onde o 

grupo supernutrido novamente obteve um maior consumo de oxigênio 

comparado ao grupo normonutrido (N:1,74±0,33 vs S:5,90±1,04 nmol/min/mg 

prot; n=5, p=0,011). O estado desacoplado, estimulado por CCCP, foi maior no 

grupo supernutrido em comparação ao grupo normonutrido (N:11,80±3,00 vs 

S:10,80±2,20 nmol/min/mg prot; n=5, p=0,031). O controle respiratório mostrou-
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se diminuído no grupo supernutrido (N:6,78±0,71 vs S:3,24±0,39 prot; n=4-5, 

p=0,016).   

           A produção de espécies reativas mitocondriais no grupo supernutrido foi 

significativamente maior em relação ao grupo normonutrido (N:8,03±1,56 vs 

S:12,32±0,48 área sobre a curva; n=3-4, p=0,057), enquanto o potencial de 

membrana mitocondrial sofreu uma redução no grupo supernutrido quando 

comparado ao grupo normonutrido (N:16,06±1,81 vs S:6,72±1,09 área sobre a 

curva.; n=3-4, p=0,016). 

 

5.3 AVALIAÇÃO DO BALANÇO OXIDATIVO 

 

Figura 3. Resultados da peroxidação lipídica (A), da atividade das enzimas 

antioxidantes SOD (B) e catalase (C), e grupamentos tiois totais (D) no 

hipotálamo de ratos dos grupos normonutridos e supernutridos.  

 

Dados expressos como média ± erro padrão. N=5-8 por grupo. *p<0,05; 

**p<0,01, ***p<0,001. 
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             Em relação as análises de estresse oxidativo, nota-se um aumento 

significativo na peroxidação lipídica (Figura 2A) no grupo supernutrido em 

comparação ao grupo normonutrido (N:86,78±4,23 vs S:98,80±2,17 mmol/mg 

prot; n=4-5, p=0,030) e   uma diminuição significativa na atividade da enzima 

antioxidante superóxido dismutase (Figura 2B) do grupo supernutrido em 

comparação ao grupo normonutrido (N:10,31±0,82 vs S:6,11±0,38 U/mg prot; 

n=5-6, p=0,0171). Não houve alteração significativa na atividade da enzima 

antioxidante catalase (N:2,043±0,16 vs S:2,19±0,20 U/mg prot; n=4-5, 

p=0,5906) bem como nos níveis de sulfidrilas (N:0,355±0,024 vs 

S:0,279±0,0654 U/mg prot; n=4, p=0,2743). 

           O presente estudo se propôs a investigar o efeito de uma supernutrição 

durante o período de lactação sobre a bioenergética mitocondrial e estresse 

oxidativo no hipotálamo de ratos machos adultos da linhagem Wistar. 

Analisando o peso corporal dos animais (Figura 1), verifica-se que o grupo 

supernutrido de fato apresentou um ganho significativo de peso após a indução 

da supernutrição, e essa diferença se manteve até o término do experimento. 

De acordo com alguns estudos o excesso de alimento é prejudicial, levando a 

alterações metabólicas. Entre as principais, destacam-se a presença de 

disfunção mitocondrial (BONNARD et al., 2008; HOLMSTROM et al., 2012; 

RITOV et al., 2010) e estresse oxidativo (FURUKAWA, 2004; KEANEY et al., 

2003; CODONOER et al., 2010).  

Sabe-se que as mitocôndrias desempenham um papel central no 

metabolismo energético, sendo que sua principal função é converter os 

macronutrientes, provenientes da dieta, em ATP (AW TY et al., 1989). Nesse 

sentido, pode-se afirmar que o adequado desempenho mitocondrial é de vital 

importância para as células (ROGGE, 2009). Ao analisar o consumo de 

oxigênio em mitocôndrias do hipotálamo de ratos supernutridos na lactação 

(Figura 2A), observou-se que a supernutrição foi capaz de aumentar 

significativamente o estado basal e de repouso, que estão muito associados a 

um maior desacoplamento da cadeia respiratória, assim como um aumento no 

estado de velocidade máxima da respiração mitocondrial (estado desacoplado). 

Na presença de desacoplamento mitocondrial, há um maior prejuízo à função 

mitocondrial, contribuindo, portanto para uma formação de espécies reativas de 
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oxigênio em excesso, também como consequência de um aumento da 

atividade da cadeia respiratória mitocondrial (COLOMBANI et al., 2009).  Isso 

foi observado por exemplo, em um estudo realizado por Hai et al 2017, os 

animais induzidos à obesidade por dieta hiperlipídica, apresentaram uma maior 

atividade mitocondrial dos complexos I e III em vários tecidos, como coração e 

fígado. Por serem as principais fontes de EROs mitocondriais essa atividade 

aumentada é fortemente associada a danos na cadeia respiratória (HAI et al., 

2017). Analisando o controle respiratório mitocondrial, indicativo da qualidade 

funcional da mitocôndria, observamos que os animais supernutridos obtiveram 

uma redução de mais de 50% em relação aos animais normonutridos (FIGURA 

2A). Apesar dessa grande relevância do metabolismo energético para as 

células, poucos estudos têm investigado essa disfunção no hipotálamo.   

        As EROs são conhecidas por afetar negativamente as membranas 

celulares, proteínas e DNA (HALLIWELL, 2007), nesse contexto, as 

mitocôndrias são altamente susceptíveis ao dano oxidativo. O 

comprometimento da cadeia respiratória mitocondrial leva a diminuição na 

produção de ATP em conjunto com o aumento na produção de EROs pela 

própria cadeia respiratória mitocondrial (LOPEZ et al., 2013: DI et al., 2010). O 

resultado disso é um ciclo que se repete, contribuindo também para o aumento 

da inflamação local.  Nesse contexto, a integração entre esses processos pode 

causar dano celular no hipotálamo, centro regulador da homeostase energética 

corporal. Analisando os níveis de produção de espécies reativas de oxigênio 

nossos resultados mostraram que os animais supernutridos aumentaram 

significativamente a produção de EROs quando comparados com os 

normonutridos (Figura 2B). Demais estudos tem mostrado o efeito da dieta 

hiperlipídica sobre outras áreas cerebrais. A exemplo, MA et al., 2014, 

induziram obesidade em ratos, por meio do consumo de uma dieta 

hiperlipídica, por um período de 10 semanas, e identificaram elevada produção 

de EROs e disfunção mitocondrial no tecido cerebral desses animais (MA et al., 

2014).  

            Pesquisas como a de Hai-Tao e colaboradores indicam que a dieta rica 

em gordura causa dano oxidativo em tecidos e células, o que acelera a 

ocorrência de apoptose, e causa a diminuição do potencial de membrana 
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mitocondrial provocando dano oxidativo a tecidos e mitocôndrias (HAI et al., 

2017). Ao analisar o potencial de membrana (Figura 2C), nossos dados 

mostram que houve uma diminuição significativa no grupo supernutrido quando 

comparado ao normonutrido.  Estando o potencial de membrana intimamente 

relacionado à produção de ATP, a diminuição nesse parâmetro pode ter levado 

a não alteração do estado de fosforilação oxidativa (estado 3) das mitocôndrias 

nos animais supernutridos, uma vez que, segundo (Dimroth et al., 2000), a taxa 

de síntese de ATP aumenta com o aumento no potencial de membrana 

mitocondrial.   

         No presente estudo, observou-se que a supernutrição no período crítico 

de desenvolvimento foi capaz de aumentar significativamente os níveis de 

peroxidação lipídica (Figura 3A). A peroxidação lipídica constitui uma reação 

em cadeia dos ácidos gordos polinsaturados das membranas celulares, 

gerando radicais livres que alteram a permeabilidade, fluidez e integridade da 

membrana (MAHATTANATAWEE, 2006; STAHL, 2001). Esses danos 

celulares, que se encontram aumentados nos indivíduos obesos, predispõem 

às co-morbidades como hipertensão arterial sistêmica, dislipidemia, eventos 

tromboembólicos, diabetes mellitus, além de neoplasias (FERREIRA, 2007; 

ALVES, 2011).   

             Alguns aspectos contribuem para vulnerabilidade do cérebro ao dano 

oxidativo como alta taxa metabólica e consumo de oxigênio, presença de 

ácidos graxos poli-insaturados que podem ser facilmente oxidáveis e elevado 

teor de metais no SNC, permitindo a geração de EROs, (GOLDEN et al., 2002; 

GOLDEN et al., 2001). O aumento de compostos oxidantes no cérebro é de 

grande preocupação, visto que a exposição crônica à ERO no cérebro pode 

causar grande dano nas membranas celulares, levando a perda da integridade 

e viabilidade celular (LASSMANN, 2011; SUN et al., 2010).  

             Em contraste à grande produção de EROs, o SNC dispõe de baixos 

níveis de enzimas antioxidantes, comparado à outros órgãos (HALLIWELL, 

2006). Nesse contexto o insulto nutricional da supernutrição pode ter um efeito 

deletério em potencial que comprometa ainda mais o hipotálamo. No que se 

refere á atividade da SOD (Figura 3B), observamos uma diminuição 
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significativa na atividade da SOD, a qual atua como agente redutor e oxidante 

para formar H2O2 + O2 (FLOHÉ; OTTING, 1984). Logo, quanto menor a 

atividade da SOD maior acúmulo de íon superóxido, podendo favorecer assim 

a formação de outras espécies reativas e indução do estresse oxidativo 

(MCCORD; FRIDOVICH, 1969; FERREIRA; LAGRANHA, 2013). No entanto no 

presente estudo, a supernutrição não causou alteração na atividade da enzima 

antioxidante CAT (Figura 3C) no hipotálamo. Possivelmente, essa não 

alteração da atividade da catalase seja devido a redução da atividade da SOD 

nos supernutridos quando comparados ao grupo controle, uma vez que a 

catalase tem como substrato o peróxido de hidrogênio (H2O2) derivado da 

atividade da SOD, pela dismutação do íon superóxido (FERREIRA; 

MATSUBARA, 1997; FERREIRA; LAGRANHA, 2013). Avaliando em sequência 

a defesa antioxidante não enzimática através dos níveis das sulfidrilas (Figura 

3D), nossos dados mostram que nos animais supernutridos não houve uma 

diferença significativa, apenas uma tendência a diminuição na atividade das 

sulfidrilas, sem alterações significativas. 

        A disfunção mitocondrial e estresse oxidativo hipotalâmicos ainda são 

pouco elucidados, apresentando uma carência de respostas específicas. 

Tomados em conjunto, esses dados reforçam a necessidade de conhecer o 

efeito de uma supernutrição sobre o hipotálamo; estrutura reguladora central do 

balanço energético. 
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6 CONCLUSÃO  

 

           Nossos resultados sugerem que uma supernutrição neonatal é capaz de 

induzir disfunção mitocondrial com elevação na produção de espécies reativas, 

bem como aumentar o dano a compostos lipídicos e à defesa antioxidante 

enzimática no hipotálamo. Tais achados sustentam o efeito deletério da 

supernutrição/obesidade sobre o hipotálamo, podendo ocasionar o 

comprometimento do balanço energético e aumentando a susceptibilidade para 

doenças metabólicas induzidas por disfunção mitocondrial. Apesar dos nossos 

resultados, acreditamos que mais estudos são necessários para o melhor 

entendimento dos mecanismos envolvidos na disfunção hipotalâmica causada 

pela disfunção mitocondrial, bem como a relação dessas alterações com o 

acúmulo de gordura corporal.  
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