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RESUMO

A obesidade, reconhecida pela Organizacdo Mundial da Salde como uma epidemia
global, estad associada a uma complexa interacdo de fatores genéticos, ambientais e
comportamentais. Este estudo investigou os efeitos da supernutricdo neonatal, em um
modelo experimental que mimetiza a obesidade precoce, e avaliou o potencial
terapéutico da modulacao serotoninérgica utilizando fluoxetina (FX). Para tanto, foram
utilizadas ratas Wistar, cujas ninhadas foram padronizadas em Normonutridas (9
filhotes por ninhada) e Supernutridas (3 filhotes por ninhada) no terceiro dia pos-natal.
Os grupos experimentais incluiram a prole fémea tratadas com salina (SS e NS) ou FX
(SF e NF) do 3° ao 21° dia de vida. Os resultados demonstraram que a supernutricao
neonatal (grupo SS) levou a um aumento significativo do peso corporal e do indice de
Lee aos 30 dias de vida, indicativo de obesidade. Esse grupo também apresentou maior
consumo de alimentos palataveis e labina, sugerindo alteracbes no comportamento
alimentar. Além disso, observamos um perfil metabélico desfavoravel, com elevacao
dos niveis de glicose e colesterol total. A intervencdo com FX no grupo SF reverteu
parcialmente esses efeitos, normalizando o indice de Lee e melhorando os parametros
metabdlicos. A nivel molecular, a supernutricdo provocou reducdo do contetudo de
NADH no hipotalamo e diminui¢cdo da atividade da enzima citrato sintase, indicando
comprometimento do metabolismo energético. Essas alteracdes foram acompanhadas
por um aumento do estresse oxidativo, evidenciado pela elevacao das espécies reativas
de oxigénio (EROS), oxidacéo de proteinas e malondialdeido (MDA). Notavelmente, o
tratamento com FX atenuou significativamente esses danos, restaurando os niveis de
NADH, aumentando a atividade de enzimas antioxidantes (como catalase e SOD) e
elevando os niveis de glutationa reduzida (GSH). No tronco encefalico, os efeitos
protetores da FX foram ainda mais pronunciados, com aumento da atividade da enzima
citrato sintase e reducdo dos marcadores de estresse oxidativo. Além disso, a
expressao do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) foi significativamente maior
nos animais tratados com FX em ambos os tecidos analisados, sugerindo um possivel
mecanismo neuroprotetor. Em conclusao, este estudo demonstrou que a supernutricdo
neonatal induz alteraces metabdlicas, oxidativas e comportamentais semelhantes as
observadas na obesidade. A modulacdo serotoninérgica com fluoxetina mostrou-se
eficaz em atenuar esses efeitos nas ratas supernutridas, melhorando o perfil
metabdlico, reduzindo o estresse oxidativo e promovendo a neuroprotecao via aumento
do BDNF.

Palavras-chave: Estresse oxidativo; Fluoxetina; Hipotalamo; Supernutricdo; Tronco
encefalico.



ABSTRACT

Obesity, recognized by the World Health Organization as a global epidemic, is
associated with a complex interplay of genetic, environmental, and behavioral factors.
This study investigated the effects of neonatal overnutrition, using an experimental
model that mimics early-life obesity, and evaluated the therapeutic potential of
serotonergic modulation with fluoxetine (FX). Female Wistar rat pups were used, with
litters standardized to Normonourished (9 pups per litter) or Overnourished (3 pups per
litter) on postnatal day 3. Experimental groups included female offspring treated with
saline (OS and NS) or FX (OF and NF) from days 3 to 21 of life. Results demonstrated
that neonatal overnutrition (OS group) led to a significant increase in body weight and
Lee index at 30 days of age, indicative of obesity. This group also exhibited higher
consumption of palatable food and lab chow, suggesting alterations in feeding behavior.
Furthermore, we observed an unfavorable metabolic profile, characterized by elevated
glucose and total cholesterol levels. FX intervention in the OF group partially reversed
these effects, normalizing the Lee index and improving metabolic parameters. At the
molecular level, overnutrition reduced hypothalamic NADH content and decreased
citrate synthase activity, indicating impaired energy metabolism. These changes were
accompanied by increased oxidative stress, evidenced by elevated reactive oxygen
species (ROS), protein carbonylation, and malondialdehyde (MDA) levels. Notably, FX
treatment significantly attenuated these damages, restoring NADH levels, enhancing
antioxidant enzyme activities (including catalase and SOD), and increasing reduced
glutathione (GSH) levels. In the brainstem, the protective effects of FX were even more
pronounced, with increased citrate synthase activity and reduced oxidative stress
markers. Additionally, brain-derived neurotrophic factor (BDNF) expression was
significantly higher in FX-treated animals in both tissues analyzed, suggesting a
potential neuroprotective mechanism. In conclusion, this study demonstrated that
neonatal overnutrition induces metabolic, oxidative, and behavioral alterations similar to
those observed in obesity. Serotonergic modulation with fluoxetine proved effective in
attenuating these effects in overnourished rats, improving metabolic profile, reducing
oxidative stress, and promoting neuroprotection via increased BDNF expression.

Keywords: Brainstem; Fluoxetine; Hypothalamus; Overnutrition; Oxidative stress.
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1.INTRODUCAO

A gestacdo, lactacéo e primeiros anos de vida constituem periodos criticos para
o desenvolvimento humano, marcados por intensa atividade metabdlica e acelerado
crescimento celular. Durante esta fase crucial, o0 ambiente nutricional exerce profunda
influéncia na regulacdo da expressdo génica através de mecanismos epigenéticos
como metilacdo do DNA e modificacbes de histonas. Estas alteracbes podem
determinar padrfes duradouros de expressdo génica, afetando o desenvolvimento e
funcionamento de diversos 6rgdos e sistemas, particularmente o sistema nervoso
central.

O desenvolvimento cerebral é um processo complexo que se inicia na vida
intrauterina e persiste até a idade adulta, envolvendo estagios sequenciais de
crescimento, maturacdo e organizacdo estrutural e funcional. Este processo €
modulado tanto por fatores genéticos quanto ambientais, sendo a plasticidade
fenotipica - capacidade do cérebro de se adaptar a estimulos externos - um aspecto
fundamental para o desenvolvimento neural saudavel. Tal plasticidade permite a
formacdo e refinamento de conexdes neuronais, adaptacdo a novos desafios e
recuperacao apos lesdes.

Neste contexto, a supernutricdo durante periodos criticos do desenvolvimento
pode levar ao sobrepeso e obesidade, desencadeando alteracbes metabdlicas e
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Este desequilibrio
oxidativo pode comprometer diversas func¢des cerebrais, incluindo cognicao e controle
motor. Apesar da relevancia deste fendbmeno, a maioria dos estudos experimentais tem
focado em modelos com animais machos, negligenciando importantes diferencas
sexuais nha obesidade. Evidéncias epidemiol6gicas demonstram variacbes nha
prevaléncia de obesidade entre homens e mulheres em diferentes faixas etarias,
influenciadas por fatores hormonais, comportamentais e sociais.

Esta lacuna é particularmente preocupante considerando que as diferencas
sexuais na obesidade afetam diretamente regifes cerebrais criticas como hipotalamo e
tronco encefalico, areas fundamentais para o controle alimentar e metabdlico. A
producdo excessiva de EROs nestas regides pode levar a estresse oxidativo,
resultando em disfun¢des do sistema nervoso autbnomo, alteracdes neuroendocrinas
e danos a populagBes neuronais especificas, incluindo neurdnios serotoninérgicos.

Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram gue a fluoxetina (FX) em ratos



machos supernutridos melhorou o balango oxidativo e aumentou a expressao de genes
relacionados a biogénese mitocondrial e plasticidade neural em regibes como
hipotalamo e tronco encefalico (Braz et al., 2020; Santana et al., 2023; Santos-Junior et
al.,, 2024). No entanto, permanecem escassos 0s dados sobre os efeitos da
supernutricdo e da modulagdo serotoninérgica em ratas fémeas durante periodos
criticos do desenvolvimento.

Diante desta lacuna, o presente estudo teve como obijetivo investigar os efeitos
da supernutricdo durante a lactacdo em ratas tratadas com FX ou solucdo veiculo,
avaliando parametros corporais, comportamento alimentar, perfil bioquimico, balanco
oxidativo e niveis do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) em regides

cerebrais chave, como o hipotadlamo e tronco encefalico.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Nutricdo materna e as repercussfes na saude da prole em desenvolvimento

A teoria de Barker, também conhecida como teoria desenvolvimentista da saude
e da doenca juntamente com a hipétese do fenotipo poupador, propde que caréncias
ou excessos nutricionais durante o periodo intrauterino e os primeiros anos de vida tem
um impacto significativo no desenvolvimento de doencgas cronicas na vida adulta, como
por exemplo, diabetes, hipertensdo e obesidade (Arima; Fukuoka 2020). Essa teoria
ressalta a importancia da nutricdo e do ambiente durante esses estagios criticos,
sugerindo que fatores como a desnutricdo, supernutricdo ou exposi¢ao a toxinas podem
programar o organismo para um maior risco de doencas. Essa programacdo pode
ocorrer por meio de alteracbes epigenéticas, como alteracbes na cromatina,
modificacdes de histonas e metilacdo no DNA e que, consequentemente podem moldar
a fisiologia do individuo ao longo da vida (Barker 1990).

Além disso, essa teoria destaca a capacidade do organismo de se adaptar a
condicdes iniciais. Por exemplo, um feto exposto a desnutricdo intrauterina ou até
mesmo a supernutricdo pode desenvolver mecanismos adaptativos que o tornam mais
eficiente na utilizacao de nutrientes, mas que também o deixam mais suscetivel a certas
doencas metabodlicas no futuro (Cortés-Albornoz et al., 2021). Essa plasticidade
fenotipica, ou capacidade de se adaptar as condi¢cdes iniciais, € uma caracteristica
central da teoria de Barker e destaca a importancia de intervencdes precoces e de um
ambiente saudavel durante os estagios iniciais da vida para prevenir doencas cronicas
na idade adulta (Moreno-Fernandez et al., 2020).

Desajustes nutricionais podem causar prejuizos aos sistemas em
desenvolvimento devido a sua influéncia nos processos bioguimicos e estruturais, como
alteracdes em rotas metabdlicas, expressao de genes e proteinas fundamentais para
processos de sinalizacdes e que podem influenciar o crescimento e funcionamento
adequado dos sistemas corporais, especialmente do sistema nervoso central (SNC)
(Munteanu; Schwartz, 2022). Por exemplo, a falta de nutrientes essenciais, tais como
vitaminas, minerais, acidos graxos 6mega3 e 6mega-6, pode comprometer a formacgéo
e a fungdo das células cerebrais, afetando a neurogénese, a migragdo neuronal, a
mielinizacdo e a sinaptogénese (Alvarado-Cruz et al.,, 2018). Esses processos sao
criticos para o desenvolvimento de circuitos neuronais adequados e para a
comunicacéo eficiente entre os neurdnios.

Em adicédo, desequilibrios nutricionais podem afetar a neuroquimica cerebral,



incluindo a producao e a fungédo de neurotransmissores. A falta de nutrientes, como
triptofano, tirosina e colina podem prejudicar a sintese de neurotransmissores
importantes, como a serotonina, dopamina e noradrenalina, que desempenham papéis
cruciais no humor, cognicdo e aprendizado (Gasmi et al.,, 2022). Essas alteracdes
neuroquimicas podem ter impactos duradouros no desenvolvimento cerebral, levando
a déficits cognitivos, emocionais e comportamentais ao longo da vida (Hawkey et al.,
2022).

Nesse contexto, a influéncia do excesso de nutricionais pode se estender aos
processos epigenéticos, que regulam a expressdo génica sem alterar a sequéncia de
DNA (Tiffon, 2018). Nutrientes como folato, metionina e colina, por exemplo,
desempenham papéis importantes na metilacdo do DNA e na expressdo génica
(Bekdash, 2021). Alteracbes nesses processos epigenéticos podem afetar a forma
como o0s genes relacionados ao desenvolvimento sdo expressos, potencialmente

contribuindo para disfungdes metabdlicas (Figura 1).

Figura 1 — Insultos Nutricionais
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Fonte: O autor (2024).

Na janela de desenvolvimento cerebral, uma série de eventos bioldgicos



significativos ocorrem, abrangendo diferenciacao e proliferacdo celular, mielinizagéo,
migracao de neurdnios e sinaptogénese (de Leeuw et al., 2022). A literatura indica que
esses processos sao suscetiveis a modificagcdes por meio de uma interacdo complexa,
ainda ndo completamente esclarecida, entre fatores genéticos, bioldgicos e ambientais
(Chiapperino; Paneni, 2022).

Ao longo desses periodos criticos do desenvolvimento humano, representados
pelos primeiros 1.000 dias desde a concepcao até os 2 anos de idade, o desequilibrio
nutricional assume papel relevante (Beluska-Turkan et al., 2019), uma vez que durante
esse periodo, o crescimento e desenvolvimento substanciais do cérebro, corpo e
sistema biolégico sdo notaveis. Levando em consideracdo essa alta plasticidade e
proliferacdo celular, uma dieta ndo saudavel nesse periodo pode desencadear
inflamac&o cerebral e inibicdo na sintese de novos neurénios (Carneiro; Pellerin, 2021).

Tanto a subnutricdo quanto a supernutricdo nos primeiros anos de vida estéo
associadas a diversas alteracdes, entre elas modificagcdes nos padrdoes de expressao
proteica na sinalizacdo cerebral da insulina, podendo resultar em caracteristicas
patoldgicas no cérebro, como disfuncéo sinaptica, estresse oxidativo e risco aumentado
de doencas neurodegenerativas (Scherer; Sakamoto; Buettner, 2021). Essa
descompensacao nutricional pode também culminar em comprometimento cognitivo e
neuroinflamacéo (Zhang et al., 2022).

O impacto de uma dieta em excesso durante o desenvolvimento cerebral pode
levar a inadequada concentracdo de nutrientes essenciais, comprometendo funcdes
cognitivas, a memoria e aumentando o risco de distdrbios neurolégicos. De forma
semelhante, o excesso de nutrientes estd associado ao aumento do peso corporal, risco

de doencas metabdlicas e neuroldgicas (Gorelick et al., 2011) (Figura 2).

Figura 2 - Consequéncias de uma supernutricdo durante o desenvolvimento
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2.2Modelo de reducao de ninhada: o efeito da nutricAo materna sobre a saude da

prole

O modelo de reducdo de ninhada proposto inicialmente por Plagemann

(Plagemann et al., 1992a) € um método experimental utilizado em estudos sobre
nutricdo e desenvolvimento. Ele foi desenvolvido para investigar os efeitos da reducéao
da quantidade de filhotes na quantidade de leite disponivel para prole durante a
amamentacao, simulando condicdes de superalimentacdo neonatal. Nesse modelo de
insulto nutricional, as ratas lactantes sao postas para acasalar, e apds o nascimento
dos filhotes (PND1), a prole de todos as lactantes sdo padronizados para um numero
amostral de nove animais por maes. A reducao de ninhada ocorre no terceiro dia apds
0 nascimento dos filhotes (PND3), onde os animais que compde o grupo controle (ou
normonutridos) sdo mantidos com o numero amostral de 9 filhotes por lactante,

enquanto os grupos supernutridos, efetivamente tem a ninhada reduzida, sendo entdo

formado por apenas 3 filhotes por lactante (Figura 3).

Figura 3 - Reducao de ninhada
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Nesse modelo, os filhotes sdo monitorados ao longo do periodo de
amamentacao e apds o desmame avaliando seu peso, crescimento, desenvolvimento
e comportamento alimentar. Ap6s o desmame, os filhotes sdo mantidos em condi¢cbes
padrdes de alimentacado e cuidados. Eles sdo acompanhados ao longo da vida adulta
para avaliar possiveis efeitos da manipulacdo da ninhada, como ganho de peso,
metabolismo, comportamento alimentar e susceptibilidade a doencas relacionadas a
obesidade e a disturbios metabdlicos (Braz; da Silva, et al., 2020a; de Andrade Silva et
al., 2021).

Trabalhos anteriores ao nosso, com o mesmo modelo de reducdo de ninhada,
demonstraram que esse meétodo induz a obesidade na prole, isso porque a oferta do
leite materno sera maior no grupo que foi reduzido (Braz; da Silva, et al., 2020a; Silva
et al., 2023). Além disso, um dos mecanismos pelo qual a supernutricdo induz ao
sobrepeso e obesidade pode ser a partir da regulagdo negativa de genes especificos
gue controlam a ingestédo alimentar, como AgRP, NPY, POMC e CART (de Andrade
Silva et al., 2021).

A superoferta de nutrientes para a prole em desenvolvimento, durante a

gestacdo e lactacdo, reproduz aspectos da dieta humana associada a obesidade



(Moullé; Parnet, 2019), proporcionando uma abordagem relevante para entender 0s
efeitos da nutricdo materna na programacdo metabodlica e no desenvolvimento da
obesidade na prole.

Com esse modelo de supernutricdo durante a lactacdo, € possivel investigar os
impactos da exposi¢do precoce a uma dieta, destacando a importancia do periodo
perinatal no estabelecimento de predisposicbes metabdlicas que podem perdurar ao
longo da vida. Essa abordagem experimental oferece compreensdo sobre o0s
mecanismos moleculares e fisioldégicos subjacentes a obesidade, incluindo alteracbes
no metabolismo energético, regulacdo do apetite, resposta inflamatoéria e modificagbes
epigenéticas (Harmancioglu; Kabaran, 2023).

Outro aspecto relevante desse modelo é a utilidade em estudos bioquimicos e
fisiologicos subjacentes aos efeitos da nutricio materna na programacao metabodlica,
fornecendo informacdes detalhadas sobre como a nutricdo materna pode influenciar a
regulacdo do apetite, 0 metabolismo energético e a deposi¢cdo de gordura na prole
(Franzago et al., 2019).

Especialmente em tecidos cerebrais como o hipocampo, hipotdlamo e tronco
encefalico, a supernutricAo pode causar modificacbes pontuais moleculares em
circuitos relacionados ao comportamento alimentar que resultam em um excesso
persistente de ingestdo de alimentos e ganho de peso corporal que dura até a idade
adulta (Braz; da Silva, et al., 2020a; Braz; Silva, et al., 2020; de Andrade Silva et al.,
2021; de Andrade Silva et al., 2023; de Santana et al., 2023). Além disso, durante a
lactacdo esse insulto desregula a fungcédo mitocondrial e 0s sistemas monoaminérgico,
no hipotalamo, tronco encefélico e hipocampo de ratos machos (de Andrade Silva et
al., 2021), com aumento marcante de biomarcadores de estresse oxidativo e reducao
da eficiéncia dos sistemas de defesa antioxidante enzimatico e ndo-enzimatico mesmo

depois de um periodo de 30 dias sem manipulacdo (de Santana et al., 2023).

2.3Neurodesenvolvimento do Tronco Encefalico e Hipotalamo

O tronco encefalico é uma parte essencial do SNC, localizada na base do
cérebro e conectando-o a medula espinhal. Sua neuroanatomia complexa inclui nicleos
cranianos, vias ascendentes e descendentes que transmitem sinais sensoriais e
motores, e diversas areas que desempenham papéis cruciais na homeostase do
organismo. E composto por trés regides principais: o bulbo, a ponte e 0 mesencéfalo
(Figura 4) (Horn-Bochtler; Buttner-Ennerver, 2011).



De modo geral, a funcdo do tronco encefélico esta associada ao controle
cardiovascular e da respiragéo, controle de reflexos cranianos como degluticdo, além
de estar envolvido na regulacdo do sono, da vigilia e da regulacdo da temperatura

corporal (Basinger; Hogg 2024).

Figura 4 - Localizag&o do tronco encefalico e a divisdo anatdémica
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Fonte: Fernandes (2023).

O bulbo, ou medula oblonga, desempenha um papel vital na regulacdo de
funcdes autondmicas. Além disso, esse tecido esta envolvido na regulacéo da presséo
arterial e da digestao (lordanova; Reddivari, 2023). A ponte, ou protuberancia anular,
esta localizada superiormente ao bulbo e atua como uma importante via de
comunicacédo entre diferentes partes do cérebro. Ela desempenha um papel crucial na
coordenacdo de movimentos voluntarios e na integracdo de informacfes sensoriais e
motoras (Rahman; Tadi, 2023). O mesencéfalo, a ultima por¢éo do tronco encefélico,
esta envolvido em fung¢des sensoriais, como audi¢ao e visdo, além de desempenhar um
papel na regulacéo do ciclo sono vigilia, resposta a estimulos de dor e coordenacéo

motora (Caminero; Cascella, 2023) (Figura 5).

Figura 5 —Divisdo neuroanatémica do tronco encefalico
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No processo de desenvolvimento embrionério, o tronco encefélico se forma a
partir do tubo neural, que se fecha e se desenvolve para formar o SNC. Ao longo do
desenvolvimento fetal, passa por um complexo processo de crescimento, diferenciacao
celular e conexao neural para assumir suas fungdes (Elshazzly et al., 2018). Durante o
desenvolvimento pés-natal e infantil, o tronco encefélico continua a amadurecer e a se
adaptar as demandas ambientais, refinando suas conexdes neurais e integrando-se
com outras regibes do cérebro para sustentar fungdes vitais e comportamentos
complexos (Hadders-Algra, 2018).

Outra importante regido cerebral é o hipotdlamo, uma pequena, mas crucial
regido localizada na base do cérebro, desempenha um papel central na regulacao de
varias funcbes fisiologicas e comportamentais do organismo (Figura 6). O
desenvolvimento do hipotalamo comeca durante as fases iniciais do desenvolvimento
embrionéario, quando o tubo neural se dobra e fecha para formar o cérebro em
desenvolvimento (Chhetri; Joe, 2023). Ao longo do desenvolvimento fetal e infantil, o
hipotalamo passa por estagios de maturacgéo, incluindo a proliferacéo celular, migracéo
neuronal, diferenciacdo celular e formacéo de conexdes sinapticas. Esses processos
séo influenciados por fatores genéticos e ambientais, que moldam a formacédo e a

funcédo final do hipotalamo (Hwang; Ku; Hashimoto-Torii, 2019).

Figura 6 — Localizacdo neuroanatdomica do hipotalamo



Fonte: Atlas de saude (2014).

Durante a infancia e a adolescéncia, o hipotalamo continua a se desenvolver e
a se adaptar, refinando suas conexdes neurais e ajustando sua atividade em resposta
a mudancas hormonais e ambientais. Essa plasticidade neuronal € fundamental para a
regulacdo adequada das funcgdes fisiolégicas e comportamentais ao longo da vida
(Vijayakumar et al., 2018).

Este complexo centro de comando € composto por diversos nucleos, cada um
especializado em fung¢des peculiares. O nucleo supraquiasmatico, esta localizado na
regido ventral do hipotalamo, proxima ao terceiro ventriculo cerebral, é fundamental
para a regulacdo do ritmo circadiano, contribuindo para a sincronizacao do relégio
bioldgico interno com os padrdes de luz e escuriddo ambientais (Ma; Morrison, 2023).
JA o ndcleo paraventricular, situado lateralmente ao terceiro ventriculo cerebral,
proximo ao nucleo supraquiasmatico e estd envolvido na producdo e liberacdo de
horménios, incluindo a oxitocina, desempenhando papéis cruciais na regulacdo do
comportamento social, vinculos emocionais e resposta ao estresse (Qin; Li; Tang, 2018)
(Figura 7).

Outro nucleo essencial é o nucleo ventromedial, mais especificamente, esse
ndcleo esté situado no centro do hipotalamo, proximo ao terceiro ventriculo cerebral,
gue desempenha um papel vital no controle do apetite e do metabolismo. Este nlcleo

€ sensivel a sinais hormonais e nutricionais, desencadeando respostas que influenciam



a ingestdo alimentar e o gasto energético (Khodai; Luckman, 2021). Além disso, o
hipotalamo possui o nucleo arqueado, localizado na base do terceiro ventriculo
cerebral, proximo ao nucleo ventromedial e ao ndcleo paraventricular, que também
desempenha um papel central na regulacdo do apetite, além de estar envolvido na
produgéo de hormonios liberadores e inibidores que afetam a atividade da glandula
pituitéria (Korf; Mgller, 2021). Essa diversidade de nucleos e suas fungdes especificas
destacam a complexidade do hipotalamo como uma peca-chave no controle

homeostatico do organismo.

Figura 7. Neuroanatomia do hipotalamo
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Tanto o tronco encefalico quanto o hipotalamo sdo componentes cruciais do SNC
gue desempenham papéis significativos no controle alimentar, regulando a ingestdo de
alimentos e o equilibrio energético. A relacdo entre essas duas regioes € complexa e
envolve a integracéo de sinais hormonais e neurais para regular o apetite, a saciedade
e outros aspectos do comportamento alimentar (Ludwig; Reddy; Varacallo, 2023).

A comunicacédo entre o tronco encefalico e o hipotdlamo é fundamental para a
percepcao de saciedade. Quando o estdbmago esta distendido apds a ingestdo de
alimentos, os receptores de estiramento enviam sinais ao tronco encefalico e ao
hipotalamo, indicando que o corpo esta satisfeito (Cai et al., 2024). Ainda recebem

sinais hormonais importantes relacionados ao estado energético do corpo. Hormdnios



como a leptina, produzida pelas células adiposas, e a grelina, liberada pelo estdbmago
em resposta a fome, influenciam diretamente a atividade do hipotalamo e do tronco
encefalico (Ludwig; Reddy; Varacallo, 2023).

Ainda, em ambos tecidos existem um conjunto de neurbnios que s&o
componentes do sistema serotoninérgico que utilizam a serotonina como
neurotransmissor. A serotonina € um neurotransmissor crucial que desempenha um
papel fundamental em wuma ampla variedade de funcbes fisiologicas e
comportamentais, incluindo regulacdo do humor, sono, apetite, funcdées cognitivas e
regulacdo do sistema nervoso autbnomo, como controle de frequéncia cardiaca
(Kanova; Kohout, 2021). Os neurfnios serotoninérgicos estdo localizados
principalmente no tronco encefalico, especificamente no nucleo da rafe, onde séo
originados (Walker; Tadi, 2023). A partir dai, eles enviam projecdes para varias regides
do cérebro, como o cortex cerebral, o hipotdlamo e o sistema limbico, afetando assim
uma ampla gama de funcdes.

Embora existam diferengas anatdbmicas significativas entre o cérebro humano e
de roedores, como a propor¢ao de tamanho e complexidade estrutural (Beauchamp et
al.,, 2022), € importante ressaltar que esses animais compartiiham semelhancas
bioguimicas e fisiologicas essenciais. Estas semelhancas permitem que estudos
experimentais em roedores fornecam achados valiosos sobre processos
neurobioldgicos relevantes para os humanos (Dominguez-Oliva et al., 2023).

Por exemplo, ambos possuem sistemas neurotransmissores semelhantes, como
o sistema dopaminérgico e serotonérgico, que desempenham papé€is cruciais em
funcbes cognitivas e emocionais (Strac; Pivac; Muck-Seler, 2016). Além disso, a
resposta do cérebro de roedores a estimulos externos, como drogas ou intervencées
dietéticas, pode refletir padrées semelhantes aos observados em humanos,
possibilitando a investigacdo de mecanismos subjacentes a condi¢des neurologicas e

distarbios alimentares (Figura 8).

Figura 8. Anatomia do cérebro de ratos
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Na década de 1930, o cientista italiano Vittorio Erspamer isolou pela primeira vez
uma substancia chamada "enteramina" do trato gastrointestinal. Sua pesquisa, que
inicialmente buscava compreender as propriedades fisioldgicas do intestino, revelou
que essa substancia tinha propriedades semelhantes a serotonina. Foi somente nas
décadas de 1940 e 1950 que Maurice Rapport, Arda Alden Green e Irvine Page,
pesquisadores norte-americanos, identificaram a enteramina como sendo a serotonina
ou 5-HT, confirmando as descobertas de Erspamer (Bakshi; Tadi, 2024).

O isolamento e a identificacdo dessa molécula assinalaram um marco significativo
na histéria da neurociéncia, proporcionando descobertas sobre a serotonina como
neurotransmissor e sua importancia em uma variedade de fungbes fisiologicas e
comportamentais. A colaboracédo entre esses cientistas permitiu a compreensio mais
profunda dessa substancia e eventualmente levou a avangos significativos no
tratamento de disturbios neuropsiquiatricos (Pourhamzeh et al., 2022).

Este sistema é suscetivel a diversos fatores, como predisposicao genética,
estresse, estilo de vida, dietas e outros elementos ambientais. Situagdes de estresse
crbnico, como insultos ambientais, podem influenciar indiretamente o sistema
serotoninérgico, impactando a produgao, liberagdo e reabsorcdo da serotonina
(Bamalan; Moore; Khalili, 2023). O estresse prolongado pode induzir alteracbes nos

padroes de atividade cerebral e na expressdo de genes associados ao sistema



serotoninérgico (de Andrade Silva et al., 2023; Murnane 2019), contribuindo, assim,
para a desregulacdo do desenvolvimento do SNC, expressdo de genes e
comportamento alimentar (Galen; Horst; Serlie, 2021). Alteragcbes no sistema
serotoninérgico estao correlacionadas a disturbios neuropsiquiatricos, como depressao,
ansiedade e transtornos do humor (Moncrieff et al., 2023).

A relagéo entre os niveis de serotonina e o comportamento alimentar é mediada
por diversos mecanismos. A serotonina age como sinal de saciedade, sendo liberada
apos a ingestao de alimentos e interagindo com receptores especificos, como os
receptores 5-HT2C, para modular a sensagao de plenitude e suprimir o apetite (Shin;
Kim; Sohn, 2023). Adicionalmente, algumas pesquisas indicam que a diminui¢do nos
niveis de serotonina pode estar associada ao aumento do desejo por alimentos ricos
em carboidratos, especialmente aqueles contendo triptofano, um aminoacido precursor

de serotonina (Jenkins et al., 2016) (Figura 9).

Figura 9—Regulacéo da saciedade pela serotonina
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A 5-HT, além de suas fungdes como neurotransmissor, desempenha um papel

importante na reducéo da geragao EROs - moléculas altamente reativas contendo



oxigénio, que podem causar danos celulares por meio de processos de oxidagéo
(Pisoschi et al., 2021) contribuindo para a homeostase das rea¢des de oxidagao—
reducado (REDOX) do organismo, tanto por meios diretos quanto indiretos.

Em termos diretos, a serotonina age como um agente antioxidante, funcionando
como um doador de elétrons capaz de neutralizar radicais livres e outras EROs,
efetivamente eliminando essas moléculas reativas e protegendo as células contra o
estresse oxidativo (Hadi et al., 2024). Além disso, a presencga de serotonina estimula a
expressao intracelular de enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx), intensificando a eficacia da neutralizagao e eliminagéo de
EROs, robustecendo assim as defesas antioxidantes endogenas (Fanibunda et al.,
2019).

A atividade do sistema serotoninérgico € regulada por varios fatores, incluindo a
disponibilidade de serotonina e a sensibilidade dos receptores de serotonina nas
células-alvo. Disturbios no sistema serotoninérgico tém sido associados a uma
variedade de condigdes, incluindo transtornos de humor como a depressido e a
ansiedade, disturbios do sono, disturbios alimentares, entre outros (Liu; Zhao; Guo,
2018) (Figura 10).

Figura 10 - Regulagao de fungdes pela serotonina
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2.4 Inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (SSRIs)

Em pesquisas experimentais, uma intervengéo relevante para compreender os
mecanismos associados a compulsdo alimentar é a manipulagéo serotoninérgica. Além
de regular disfungdes mitocondriais, essa intervencao pode reduzir a geracdo em
excesso de EROs e beneficiar os sistemas antioxidantes (Silva et al., 2023).

Essa modulagdo acontece a partir de farmacos inibidores seletivos da
recaptagdo de serotonina (SSRIs), conhecidos por pertencerem a classe de
medicamentos utilizados principalmente no tratamento de transtornos de humor, como
depressao, ansiedade e alguns tipos de transtornos de ansiedade, como transtorno
obsessivo-compulsivo (TOC) e transtorno de ansiedade generalizada (TAG). Eles
atuam aumentando os niveis de serotonina nas fendas sinapticas modulando assim o
humor, sono, apetite e outros processos fisiolégicos (Bamalan; Moore; Khalili, 2023).

Os SSRIs funcionam inibindo seletivamente a recaptagdo de serotonina nos
neurdnios, 0 que significa que eles aumentam a disponibilidade de serotonina no
espaco sinaptico entre os neurénios (Lochmann; Richardson, 2024). Isso pode ajudar
a melhorar o humor e reduzir os sintomas associados a transtornos de humor, embora
0 mecanismo exato pelo qual os SSRIs produzem esses efeitos ainda nao seja
completamente compreendido (Figura 11). Alguns exemplos de SSRIs incluem
fluoxetina (Prozac), sertralina (Zoloft), paroxetina (Paxil), escitalopram (Lexapro) e

citalopram (Celexa).
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A FX é um dos principais e mais utilizados farmacos no tratamento de transtornos
de humor, como depressédo, TOC, TAG e transtornos alimentares, como bulimia
nervosa. Assim como outros farmacos da mesma classe, a FX atua aumentando os
niveis de serotonina, 0 que aumenta a disponibilidade desse neurotransmissor no
espaco sinaptico entre os neurénios. Isso pode ajudar a melhorar o humor e reduzir os
sintomas associados aos transtornos mencionados (Sohel; Shutter; Molla, 2024).

Estudos experimentais anteriores sinalizaram que a manipulagdo do sistema
serotoninérgico, a partir da utilizacdo de FX, conseguiu induzir um fenétipo magro em
ratos, além de melhorar a funcdo mitocondrial e a defesa antioxidante em areas centrais
como o hipocampo, hipotalamo e tronco encefélico (de Andrade Silva et al., 2021; Braz
et al., 2020), além de areas periféricas como coracao e figado (Braz et al., 2016;
Simdes-Alves et al.,, 2018). Acredita-se que esses efeitos sejam mediados pela
modulacdo de sistemas de neurotransmissores, incluindo a serotonina, que pode

influenciar as vias do estresse oxidativo (Gambini; Stromsnes, 2022).

2.5Func¢éao mitocondrial e estresse oxidativo



As mitocOndrias sdo organelas especialmente vulneraveis a desequilibrios
nutricionais. Essas organelas sdo encontradas em células eucarioticas, ou seja, células
gue tém um nudcleo definido e sdo encontradas em organismos que vao desde
unicelulares, como as leveduras, até os multicelulares, como os seres humanos (Picard;
Shirihai, 2022). As mitocOndrias sédo frequentemente chamadas de "usinas de energia"
das células, pois desempenham um papel fundamental na producdo de adenosina
trifosfato (ATP), que € a principal molécula de energia utilizada pelas células para

realizar suas funcdes (Valdebenito; Chacko; Duchen, 2023) (Figura 12).

Figura 12 - Respiragao celular
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Além da producdo de energia, as mitocondrias estdo envolvidas em muitos
outros processos celulares, incluindo a regulacdo do metabolismo, a sinalizacéo celular
e a apoptose (morte celular programada) (Nguyen et al., 2023). Elas também

desempenham um papel importante na regulagdo do equilibrio de ions dentro das



células e na geracdo EROS como subproduto do processo de producdo de energia
(Yang; Lian, 2020).

A estrutura das mitocondrias € Unica em relacdo a outras organelas celulares.
Elas tém uma membrana externa lisa e uma membrana interna altamente invaginada,
formando estruturas chamadas de cristas mitocondriais. A matriz mitocondrial, 0 espacgo
interno delimitado pela membrana interna, contém enzimas e DNA mitocondrial
(mtDNA), que sédo essenciais para a producdo de energia e para a replicacdo e
expressao do DNA mitocondrial (Klecker; Westermann, 2021). Uma caracteristica Unica
das mitocbndrias é que elas contém seu proprio DNA, conhecido como DNA
mitocondrial, que é diferente do DNA nuclear das células. Isso sugere que as
mitocondrias tém uma origem evolutiva distinta e pode ter sido derivada de bactérias
antigas que estabeleceram uma relacdo simbidtica com as células eucaridticas
ancestrais (Habbane et al., 2021).

Devido ao seu papel central na producdo de energia e em varios processos
celulares, as mitocondrias desempenham um papel crucial na saude e no
funcionamento adequado das células e dos organismos como um todo (San-Millan,
2023). Disfuncdes mitocondriais tém sido associadas a uma variedade de doencas
humanas, incluindo distlrbios metabdlicos, doencas neurodegenerativas e condicdes
relacionadas ao envelhecimento, como declinio cognitivo, e da fungdo imunoldgica e
doencas cardiovasculares (Chen; Zhao; Li, 2023b).

A disfuncdo mitocondrial pode surgir devido a varios fatores que afetam a
estrutura, funcdo ou regulacdo das mitocondrias. Esses fatores podem ser genéticos,
ambientais ou relacionados ao estilo de vida, e podem levar a uma ampla gama de
condi¢cBes patoldgicas (Kaarniranta et al., 2020). Um dos principais mecanismos € a
mutacdo do mtDNA, cuja principal funcdo é a producdo de algumas proteinas
envolvidas na respiragdo celular; mutagdées no mtDNA podem levar a defeitos na
sintese de proteinas dos complexos da cadeia transportadora de elétrons, afetando a
funcdo das mitocondrias podendo levar a uma producdo de energia insuficiente, ou a
producdo em excesso de EROs (Ryzhkova et al., 2018) (Figura 13).

Quando ha um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio
e a capacidade das células de neutraliza-las com antioxidantes pode ocasionar o
estresse oxidativo, o que pode desempenhar um papel retroalimentacdo para a

disfuncéo mitocondrial (Picca et al., 2020; Vona et al., 2021).



Figura 13 - Disfungdo mitocondrial
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Outro processo que pode levar a disfungdo nessa organela € o acumulo de
produtos toxicos, como EROs, espécies reativas de nitrogénio (ERNs), entre outros que
sado encontrados em doengas metabdlicas ou intoxicagdes, podendo interferir em suas
funcées homeostaticas (Reddam; McLarnan; Kupsco, 2022). Altera¢gdes na dinamica
mitocondrial, como um desequilibrio entre fuséo e fissdo, também podem ser um fator
contribuinte na disfungcao mitocondrial (Chen; Zhao; Li, 2023b).

Os processos de fusao e fissdo mitocondrial sdo essenciais para a manutencgao
da integridade e funcionalidade das mitocéndrias, permitindo que elas se adaptem a
diferentes demandas celulares e condi¢gdes ambientais, por exemplo, a demanda
energética, disponibilidade de nutrientes, envelhecimento celular e estresse oxidativo
(Adebayo et al., 2021). O equilibrio entre esses processos € crucial para a saude celular
e pode ser afetado por uma variedade de estimulos e condigdes patoldgicas (Figura
14).

A fusdo mitocondrial € um processo complexo que envolve a fusdo das
membranas externas e internas das mitocondrias para formar uma unica mitocéndria

(Gao; Hu, 2021). Esse processo comega com o reconhecimento e a aproximagao de



duas mitocondrias, mediados pelas proteinas mitofusinas (MFN1 e MFN2) na
membrana externa (Zaman; Shutt, 2022). As mitofusinas interagem para promover a
fusdo das membranas externas, facilitando a fusdo das membranas internas, que é
mediada pela proteina OPA1 na membrana interna (Chandhok; Lazarou; Neumann,
2018).

Figura 14 — Dinamica mitocondrial, fusdo e suas enzimas reguladoras (MFN1, MFN2
e OPA1) e fisséo e suas enzimas reguladoras (DRP1 e FIS1)
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Fonte: O autor (2024).

A OPAL regula a fusdao das membranas internas, garantindo a integracédo das
redes de compartilhamento de proteinas e lipidios das mitocondrias fundidas (Ge et al.,
2020). Apos a fusdo das membranas, ocorre a mistura de conteudos mitocondriais,

permitindo a complementagéo de func¢des entre as mitocondrias fundidas e a diluigéo



de danos em mitocondrias disfuncionais (Yapa et al., 2021).

Por outro lado, a fissédo mitocondrial € o processo pelo qual uma mitocéndria se
divide em duas mitocondrias separadas (Green; Hossain; Eckmann, 2022). Esse
processo comeca com a constricdo da mitocondria em um ponto especifico da
membrana externa, mediada pela Proteina semelhante & dinamina-1 (DNM1L), também
conhecida como Drpl. A Drpl se associa a mitocondria e forma um anel ao redor da
regido de constricdo, atuando como uma guilhotina molecular para cortar a mitocéndria
em duas partes separadas (Zerihun; Sukumaran; Qvit, 2023).

A Drpl é regulada por uma série de proteinas acessorias que controlam sua
localizagao e atividade, garantindo uma divisao precisa e equilibrada das mitocondrias.
Apos a divisdo, as duas mitocdndrias resultantes se separam e podem seguir caminhos
metabdlicos diferentes, dependendo das necessidades celulares (Rios et al., 2023).

Ha discussdes de que em condi¢cbes de desequilibrio bioquimicos, a partir da
supernutricdo materna, pode levar a um aumento na producéo de EROs, e levar a um
guadro de estresse oxidativo nas células da prole. Esse estresse pode afetar as
organelas celulares e interferir em vias metabdlicas criticas, como a cadeia respiratoria,
metabolismo de aminodacidos ou lipidico (Masenga et al., 2023). O excesso de EROs,
pode levar a disfuncdo celular, danos no DNA, comprometimento da funcao
mitocondrial, ativacdo de processos inflamatérios e contribuicdo para o
desenvolvimento de varias doencas, incluindo cancer, doencas neurodegenerativas e
cardiovasculares, além de acelerar o envelhecimento celular (Miwa et al., 2022).

As mitocdndrias sdo particularmente sensiveis aos danos oxidativos causados
pelas EROs devido a elevada presenca de lipidios, proteinas e DNA em sua
constituicdo, sendo susceptiveis a oxidacao (Juan et al., 2021). O ataque excessivo de
EROs as mitocondrias pode levar a perda de funcdes, tais como, disfuncdes na cadeia
respiratoria mitocondrial, resultando em uma producédo inadequada de ATP, que é a
principal fonte de energia para a célula (Tirichen et al., 2021).

Além disso, as EROs podem desencadear a abertura de poros na membrana
mitocondrial, comprometendo a integridade estrutural (Bernardi et al., 2023). Esse
evento pode levar a liberagdo de moléculas pré-apoptéticas, como a citocromo c, Fator
indutor de apoptose (AIF) desencadeando a apoptose, ou morte celular programada
(Jan; Chaudhry, 2019). Assim, a disfung&o mitocondrial induzida por EROs n&o apenas
afeta a producdo de energia, mas também desempenha um papel significativo na

regulacéo do destino celular (Riegger et al., 2023).



Essas moléculas sao geradas como subprodutos naturais do metabolismo
celular, mas sua producao aumentada, muitas vezes devido a fatores como poluicéo,
radiacbes ultravioleta, estresse e inflamacdo, pode sobrecarregar 0s sistemas
antioxidantes do organismo (Hassan; Ahmed; Hassan, 2024). Os antioxidantes,
incluindo enzimas como a superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
moléculas como a vitamina C, normalmente neutralizam as EROs, protegendo as
células contra danos oxidativos (Ighodaro; Akinloye, 2018).

No entanto, quando a producdo de EROs é excessiva, esses sistemas
antioxidantes podem ficar inadequados ou em quantidade insuficiente para neutralizar
todas as espécies reativas, levando a um desequilibrio e favorecendo a sobreposic¢ao
de um ambiente pré-oxidante causando danos as células, proteinas, lipidios e acidos
nucleicos (Murphy et al., 2022). O estresse oxidativo resultante desse desequilibrio
pode contribuir para o desenvolvimento de diversas condicfes patoldgicas, como
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (Vona et al., 2021).

Por outro lado, os antioxidantes desempenham um papel crucial na protecao
das células contra danos causados pelo estabelecimento do estresse oxidativo. Estas
moléculas tém a capacidade de neutralizar EROs, evitando que causem danos as
células e moléculas importantes no corpo (Caliskan et al., 2021). A estrutura dos
antioxidantes varia, mas muitos deles compartilham a caracteristica comum de doar
elétrons e hidrogénios para neutralizar as moléculas reativas e assim estabilizar as
moléculas (Santos-Sanchez et al., 2019).

Existem duas principais classificagbes de antioxidantes: enziméticos e nao
enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos sdo produzidos a partir do DNA celular,
como a Superoéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a GPx, entre outras enzimas.
Essas enzimas tém a capacidade de catalisar reacdes quimicas especificas que
convertem EROs em substancias menos prejudiciais.

Essas enzimas trabalham em conjunto para manter o equilibrio entre as reacdes
REDOX nas células, protegendo-as contra o dano oxidativo. Quanto a atuagéo, a SOD
catalisa a conversao do anion superoéxido (Oze-) em oxigénio molecular (O2) e perdxido
de hidrogénio (H202). Essa reacéo € fundamental, pois o anion superéoxido é uma ERO
altamente reativa que pode causar danos celulares. A SOD é encontrada em diferentes
compartimentos celulares, como o citoplasma, as mitocondrias e o espacgo extracelular
(Younus, 2018). (Figura 15).



Figura 15 - Principais enzimas antioxidantes eliminando diretamente os radicais
superoéxido e o peréxido de hidrogénio, convertendo-os em espécies menos reativas
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A catalase & uma enzima encontrada principalmente no peroxissomo, uma
organela celular. Sua funcéo principal é catalisar a decomposi¢cdo do H202 em agua
(H20) e 02. O peroxido de hidrogénio € um subproduto da acdo da SOD e, se
acumulado, pode se tornar toxico para as células. A catalase evita essa toxicidade
convertendo eficientemente o peroxido de hidrogénio em oxigénio e 4gua (Nandi et al.,
2019).

A GPx é membro de uma familia de enzimas que utiliza a glutationa reduzida
(GSH) como cofator para reduzir o H202 e outros peréxidos organicos em agua. Aléem
da acédo da GPx usando a GSH, outro membro importante € a glutationa redutase (GR)
gue estd envolvida na regeneracdo da glutationa oxidada (GSSG) para manter a
glutationa intracelular em sua forma reduzida. A glutationa em sua forma reduzida é
uma molécula com alto potencial antioxidante por si S0 e desempenha um papel vital
na protecdo celular contra danos oxidativos (Averill-Bates, 2023). Essas enzimas e
moléculas trabalham em conjunto para manter o equilibrio REDOX nas células,



protegendo-as contra o dano oxidativo. A coordenacéo eficaz entre a SOD, CAT e GPx
€ essencial para garantir a homeostase REDOX e a saude celular.

Por outro lado, os antioxidantes ndo enzimaticos sao substancias que nao sao
enzimas, mas desempenham um papel crucial na neutralizacdo de EROs. Entre os
antioxidantes ndo enzimaticos, destacam-se varias vitaminas, tais como a vitamina C
(acido ascorbico) e a vitamina E (tocoferol), bem como compostos como o &cido Urico,
a coenzima Q10, muitos flavonoides presentes em alimentos vegetais, entre outros
compostos (Pruteanu et al.,, 2023). A sinergia entre esses diferentes tipos de
antioxidantes, tanto enzimaticos quanto ndo enzimaticos, é essencial para manter o
equilibrio REDOX no organismo, prevenindo danos oxidativos e contribuindo para a

saude celular e o funcionamento adequado dos sistemas biologicos (Figura 16).

Figura 16 - Classificacao dos sistemas antioxidantes, enzimatico ou néao
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Fonte: O autor (2024).

2.6 Dismorfismo sexual

As diferencas bioquimicas e fisiologicas entre mulheres e homens séo
intrincadas e abrangentes, abarcando uma variedade de sistemas biol6gicos que vao
além das caracteristicas sexuais primarias, envolvendo diferencas secundarias, como
distribuicdo de gordura, desenvolvimento muscular e padrdes de crescimento (Ristori
et al., 2020). Essas diferencas sao influenciadas por uma complexa interagcdo entre

fatores genéticos, hormonais e ambientais, que moldam o desenvolvimento e a



expresséo dos caracteres sexuais ao longo da vida.

Em 2011, uma analise revelou que os estudos de neurociéncia em camundongos
machos superavam em mais de cinco vezes 0s estudos em camundongos fémeas
(Beery; Zucker, 2011). Essa disparidade ao longo do tempo levou a uma compreensao
deficiente do cérebro feminino, potencialmente resultando em diagndsticos
equivocados de condicdes mentais e neurolégicas em mulheres, além do
desenvolvimento de medicamentos com mais efeitos colaterais para elas (Zelco;
Wapeesittipan; Joshi, 2023).

Até o momento, a disparidade na incidéncia de algumas doencas entre homens
e mulheres permanece um fendmeno ndo sendo completamente elucidado. Observa-
se gue algumas condi¢Bes sdo mais frequentes em homens do que em mulheres, por
exemplo, os homens tém maior probabilidade do que as mulheres de ter casos graves
de COVID-19, hipertensao, diabetes e doencas cardiacas, no entanto, as mulheres
apresenta maior susceptibilidade esclerose multipla, e acidente vascular cerebral (Itoh
et al., 2023).

Os padrdes de distribuicdo de gordura variam entre os sexos. As mulheres
tendem a acumular mais gordura subcutanea, especialmente nas regides gluteas e
coxas, enquanto os homens tém uma distribuicdo mais centralizada, com maior
propensdo a gordura abdominal. Essas diferencas tém implicac6es na metabolizacédo
de nutrientes e no risco de doencas metabdlicas (Panuganti; Nguyen; Kshirsagar,
2023). A obesidade, por exemplo, afeta as mulheres de forma desproporcional. Estudos
indicam que as mulheres tém uma maior prevaléncia de obesidade em comparacao
com os homens e, consequentemente, enfrentam um maior risco de complicacdes
associadas. Além disso, dados mostram que as mulheres tém uma taxa de mortalidade
mais alta por complicacdes relacionadas a obesidade (Kapoor; Arora; Kalra, 2021)
(Figura 17).

Figura 17 - Dismorfismo sexual, destacando as principais disparidades entre homens
e mulheres.
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Estudos indicam que as respostas imunoldgicas também apresentam dimorfismo
sexual. Mulheres, em geral, tendem a ter respostas imunes mais robustas, o que pode
contribuir para uma maior resisténcia a infec¢ées, mas também pode estar associado a
uma maior incidéncia de doencas autoimunes. Homens, por outro lado, podem ter
respostas imunoldgicas mais atenuadas (Wilkinson et al., 2022).

Uma das diferencas mais proeminentes reside no sistema enddécrino, onde os
hormbnios sexuais desempenham um papel crucial. Mulheres produzem
predominantemente estrogénio e progesterona, enquanto homens tém niveis mais
elevados de testosterona. Essas disparidades hormonais afetam ndo apenas o
desenvolvimento sexual, mas também influenciam processos metabdlicos, regulacéo
do humor e resposta ao estresse (Hammes; Levin, 2019).

A diferenca sexo-especifica em relacdo ao estresse oxidativo estdo
relacionadas, em grande parte, as influéncias hormonais, especialmente o estrogénio
nas mulheres. Esse € o principal horménio sexual feminino, cujo papel € protetor e
significativo contra o estresse oxidativo (Lagranha et al., 2018). Ele possui propriedades

antioxidantes diretas e indiretas, ajudando a neutralizar os efeitos nocivos das EROs.



O estrogénio ndo é considerado um antioxidante classico, e sua contribuicéo
para a capacidade antioxidante também tem acdo secundaria em comparagdo com
enzimas antioxidantes especificas. A propriedade fisico-quimica do estrogénio,
contendo anéis aromaticos e uma cadeia lateral hidrofilica, pode permitir que eles
atuem como agentes redutores, doando elétrons para neutralizar EROs e reduzir o
estresse oxidativo (Kuzikov et al., 2020).

Em nivel molecular, o estrogénio interage com receptores especificos, como os
receptores de estrogénio alfa (ER-a) e beta (ER-B), presentes no nucleo celular.
Quando ligado a esses receptores, 0 estrogénio ativa a transcricdo génica de enzimas
antioxidantes, como a SOD e a GPx (Borras et al., 2021). Nesse sentido, a acao
antioxidante do estrogénio ocorre tanto pela inducdo da expressdo de enzimas
antioxidantes quanto pela sua capacidade intrinseca de neutralizar diretamente EROs,
proporcionando uma defesa abrangente contra o dano oxidativo e contribuindo para a
protecédo celular contra o estresse oxidativo.

Embora o estrogénio seja geralmente considerado um hormdnio protetor contra
0 estresse oxidativo nas mulheres, ha condicbes em que sua eficiéncia pode ser
comprometida. Duas situa¢des especificas incluem a presenca de obesidade e insultos
farmacoldgicos. A literatura sinaliza que a obesidade pode levar a condicdes como
inflamacéo crénica, resisténcia a insulina e disfuncdo endotelial (Kajikawa; Higashi,
2022). Além disso, em certos contextos clinicos, o uso de agentes farmacolégicos pode
desencadear reacdes adversas ou efeitos colaterais que comprometem o0s niveis e
sinalizacdo do estrogénio (Domingues; Wiltbank; Hernandez, 2023). Em conjunto,
esses fatores podem desafiar a eficacia protetora do estrogénio, uma vez que a
obesidade cria um ambiente propicio ao estresse oxidativo e a inflamacdo, mesmo em

presenca desse hormdnio.

3. HIPOTESE

A manipulacdo serotoninérgica durante os periodos de desenvolvimento pode
minimizar os efeitos negativos da supernutricdo e melhorar a fungdo mitocondrial,
balango oxidativo e neurogénese no hipotalamo e tronco encefélico de ratas em

idade juvenil.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar no tronco encefalico e hipotalamo de ratas supernutridas, aos 30 dias de vida,
os efeitos da manipulagdo serotoninérgica sobre os paradmetros corporais,



comportamentais, perfil bioquimico, fungdo mitocondrial, balango oxidativo e expresséo

génica da neurotrofina-BDNF.
4.2 Objetivos Especificos:

» Peso corporal e indice de Lee;
» Comportamento alimentar;
> Niveis sanguineos de glicose, colesterol, triglicerideos e HDL,
» Razao NAD+/NADH;

> Atividade de citrato sintase;
» Quantificacdo de espécies reativas;

» Niveis de peroxidacao lipidica e oxidagao proteica,;

» Atividade de enzimas antioxidante Superéxido Dismutase (SOD); Catalase
(CAT); Glutationa-S-transferase (GST);

Balanco REDOX (GSH/GSSG);

Niveis de tidis totais (Sulfidrilas);

» Expressdo do mRNA: BDNF.

Y VY

5. MATERIAIS E METODOS

5.1Animais e tratamento farmacolégico

Todos os procedimentos do experimento obedeceram as diretrizes éticas

estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (protocolo de aprovagéo no



0013/2023) (ANEXO A) e aos "Principles of Laboratory Animal Care" publicados pelo
National Institutesof Health, Bethesda, MD, EUA.

Dez ratas Wistar fémeas, com 80 dias de idade e pesando entre 150 e 200 g,
provenientes do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE). Apés recebimentos dessas ratas, elas foram postas em
biotério para aclimatacdo, com um ciclo invertido claro-escuro (12/12 horas). Apés a
aclimatacdo, foram acasaladas na propor¢cdo de duas fémeas para um macho. Os
animais foram mantidos a 23 + 1 °C com um ciclo claro-escuro de 12 horas e tiveram
livre acesso a agua e ragcdo comercial (Labina-Presence®) durante a gestacédo e a
lactacdo. Vinte e quatro horas apds o nascimento, a prole fémea (com um peso de 6-8
g) foram distribuidas aleatoriamente por grupos, com um namero de 9 filhotes por méae.
No terceiro dia pos-natal (PND 3), os grupos foram divididos para ajustar o tamanho da
ninhada: o grupo Normonutridas permaneceu com nove filhotes por ninhada, também
foi criado o grupo de Supernutridas com trés filhotes por ninhada. O tamanho reduzido
da ninhada aumentou a disponibilidade de alimentos para os filhotes, resultando em
maior ingestdo de alimentos e, consequentemente, maior peso corporal. Depois de
dividir os grupos de acordo com o insulto nutricional: Grupo Normonutridos (N) e Grupo
Supernutridos (S), 72h apo6s, foi iniciado a divisdo dos grupos conforme o insulto
farmacolégico, desse modo, houve a subdivisdo dos grupos N e S em: Grupo
Normonutridos + veiculo (solu¢do salina — NaCl 0,9%) — Grupo NS; Grupo
Normonutridos + fluoxetina (10mg/kg de peso corporal) — Grupo NF; Grupo
Supernutridos + veiculo — Grupo SS; Grupo Supernutridos + fluoxetina = Grupo SF.
Todos os grupos foram tratados diariamente por via subcutanea do 3° ao 21° dia de
vida. No PND 21, todas as fémeas foram desmamadas e alojadas em gaiolas com cinco
animais por gaiola, recebendo agua e racao comercial ad libitum até atingirem 30 dias
de idade. O horério de aplicacdo nos animais correspondeu a segunda hora apés inicio
do ciclo escuro (da Silva et al., 2015).

Figura 18 - Desenho experimental



— Normo + salina = NS
Normonutridas (n=9

por lactante)
- Normo + FX = NF

— Super + salina = SS
Supernutridas (n=3 por

lactante)
L Super + FX =5SF

i 3

.--"" 1.2
' 4

Ratas prenhas | |

T Dia 1 Dia 3 Dia 21 Dia 30

Nascimento Formacéo Desmame e finalizagdo do Eutanasia
da prole dos grupos tratamento farmacolégico

Fonte: Autor (2024).

5.2  Avaliacéo do peso corporal

O peso foi monitorado em uma balanca analitica (S-400 com capacidade de
400 gramas e legibilidade de 0,01 gramas) (da Silva et al., 2015).

5.3 Indice de Lee

No dia da eutanésia, foram aferidos o0 comprimento nasoanal, peso corporal e foi
calculado o indice de Lee, comparativamente entre os grupos de estudo. Este indice foi
calculado dividindo-se a raiz cubica do peso corporal (g) pelo comprimento nasoanal
(cm) e multiplicando-se o resultado por 1000. Os resultados abaixo de 0,300 séo

considerados normais (Malafaia et al., 2013).

5.4  Comportamento alimentar

A ingestao de alimentos das ratas foi medida pela pesagem da racdo comercial
ou cookies, entre os dias 21 a 24, os animais foram adaptados a dieta nos trés primeiros

dias. As ratas foram alocadas em gaiolas individuais e receberam labina ou alimento



palatavel (biscoitos de chocolate - Chocookies; Nabisco®, East Hanover, NJ, EUA).
Além disso, foi realizado o consumo dentro do ciclo circadiano, onde a dieta foi ofertada
em um periodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo (um ciclo de 24 horas) entre
21 a 24 dias de idade, apos 3 horas de privacdo de alimento (24° dia de idade) usando
uma balanca digital (Marte, modelo balanca digital (Marte, modelo S-100 com 0,001 g
de sensibilidade). Os resultados foram expressos como g (da Silva et al., 2019).

5.5 Avaliacdo bioquimica do sangue

Ao trigésimo dias de idade, o sangue das ratas foi coletado para analise sérica
de glicose, lipoproteina de alta densidade (HDL), triglicérides, e colesterol total. Apés 5
minutos de centrifugacdo a 903 x g, as amostras foram analisadas no espectrofotémetro
(IL-592, ELEVE, China) usando um kit de diagndéstico adquirido comercialmente

(Biotecnic ® - Minas Gerais, Brasil).

5.6  Preparacdo das amostras para analises de estresse oxidativo

Aos 30 dias de idade, as ratas foram eutanasiadas por decapitacao, e as regides
cerebrais contendo o tronco encefalico e o hipotalamo foram rapidamente dissecadas
e preservadas a - 80°C para andlises posteriores. Os tecidos foram homogeneizados
em tampéao de extracéo (Tris Base 100 mM, pH 7,5; EDTA 10 mM; NP40 0,1% e os
inibidores de protease ortovanadato de sédio 1 mM; PMSF 2 mM). Com a
homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm, a 4° C, durante 10
minutos e o sobrenadante foi submetido a quantificacao de proteina. Todas as amostras
foram acondicionadas em freezer -20°C durante os procedimentos experimentais (Braz
et al., 2020a).

5.7 Dosagem de proteina

A concentracéo de proteina foi determinada pelo método de Bradford. 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 concentragdo de proteina na
solucéo analisada, onde uma solucéo de BSA a 2% foi utilizada como padréo (Bradford,
1976).

5.8 Razao NAD/NADH



Os niveis de NAD+ e NADH foram determinados conforme descrito
anteriormente. 100 ug de proteina por amostra foram incubadas com um tampao
contendo 50 mM-TRIS, e IMMEDTA (pH 7,4), as analises foram realizadas usando um
espectrofotometro (IL-592, ELEVE, China) em temperatura ambiente por 1 min. As
absorbancias foram lidas em dois comprimentos de onda, 260 nm e 340 nm, para NAD+
e NADH, respectivamente, para avaliar a cinética de oxidacdo do nucleotideo de piridina
(razdo NAD+/NADH) (Lehninger, 1971).

5.9 Atividade da enzima Citrato Sintase

Para verificar a capacidade oxidativa e a funcdo mitocondrial, foi avaliada a
primeira enzima do ciclo de Krebs, a citrato sintase. A atividade foi avaliada utilizando
um mix de reacdo contendo 100 mM de Tris-HCI (pH 8,2), 1 mM MgCI2, 1 mM EDTA,
0,2 mM 5,5- ditio-bis (2-&cido nitrobenzéico), 3 mM Acetil-CoA, 5 mM de oxaloacetato
e 200 pg de proteina. A reacao foi efetuada a uma temperatura de 25 °C e a atividade
foi medida através da avaliacdo da alteracdo da absorbéncia a 412 nm durante 3
minutos. Os niveis sao expressos em miligrama de proteina. Este protocolo foi efetuado

conforme descrito anteriormente por Le Page (Le Page et al., 2009).

5.10 Quantificacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio

por meio de uma sonda fluorescente, foi mensurada a producé&o mitocondrial de
espécies reativas. Essa mensuracao foi feita a partir da incubacdo de amostras (200
pg) em tampédo TRIS-HCL (40 mM) a pH 7,4; H2DCFDA (10 uM) durante 30 minutos a
30°C. ApoOs a incubacdo, a fluorescéncia das amostras foi medida num leitor de
microplacas Varioskan (ThermoFisher, EUA) a 485 nm de excitagdo e 525 nm de
emissao. Os resultados foram expressos em intensidade de fluorescéncia por miligrama
de proteina (da Silva et al., 2015).

5.11 Avaliagdo dos niveis de Malondialdeido
Para avaliar os niveis de Malondialdeido (MDA), um dos produtos da

peroxidacao lipidica, foram utilizados 200 ug de proteina que reagiram com acido

tiobarbittrico (TBA). O MDA ou substancias semelhantes ao MDA produzem um



pigmento cor-de-rosa com absor¢cdo maxima a 535 nm. A reacao foi iniciada pela adi¢cao
sequencial de &cido tricloroacético (TCA) a 30% e Tris-HCI (3mM) as amostras, seguida
de centrifugacéo a 4000 RPM durante 10 minutos. O sobrenadante

foi transferido para um tubo, misturado com um volume igual de TBA a 0,8% (v/v) e
fervido durante 30 minutos. A absorbancia da fase organica foi lida a 535 nm num
espectrofotdbmetro. Os resultados foram expressos em mM/mg de proteina (Buege;
Aust, 1978).

5.12 Avaliacdo do conteudo de Carbonilas

A oxidacdo de proteinas foi avaliada segundo Levine et al (1990). Para o efeito,
foi adicionado 30% de TCA a amostra (200 ug de poteina), onde foi misturado e logo
apos centrifugado durante 15 minutos a 10000 RPM. O sedimento foi suspenso em 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) 10 mM e incubado imediatamente no escuro durante 1
hora, com agitagdo de 15 em 15 minutos. As amostras foram entdo centrifugadas e
lavadas trés vezes com o tampao etil/acetato, e o sedimento foi suspenso em cloridrato
de guanidina 6 M. Em seguida, foi incubado durante 5 minutos num banho de agua a
30°C. A absorbancia foi lida a 370 nm e os resultados foram expressos em mM/mg de

proteina (Levine et al., 1990).

5.13 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada através do método de auto-oxidacdo da
adrenalina. Para isso, os sobrenadantes (200 ug de proteina) foram incubados com 880
Ml de carbonato de sédio (0,05%, pH 10,2, 0,1 mM EDTA) a 25°C, e a reagao foi iniciada
com 30 mM de epinefrina (em 0,05% de acido acético). A cinética de inibicdo da auto-
oxidacao da adrenalina foi monitorizada durante 180 segundos a 480 nm. O resultado
foi expresso em unidades por miligrama de proteina. Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de proteina necessaria para inibir a auto-oxidagao de 1 pmol de

epinefrina por minuto (Misra; Fridovich, 1972).

5.14 Catalase (CAT)

A atividade da catalase é diretamente proporcional a taxa de decomposi¢édo do



peréxido de hidrogénio, sendo assim, a atividade da enzima foi medida através da
avaliacdo do consumo de peroxido pelo decréscimo na absor¢édo a 240 nm. A atividade
dessa enzima foi medida no ensaio que consiste em tampéo fosfato 50 mM (pH 7,0),
H202 a 0,300 mM e uma amostra (200 ug de proteina). Os resultados foram expressos
em p/mg de proteina. Uma unidade de catalase foi definida como quantidade de

proteina requerida para converter 1umol de H202 em H20 por minuto (Aebi, 1984).

5.15 Glutationa-S-transferase (GST)

A atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST) foi determinada através do
meétodo espectrofotométrico que quantifica a formacao do conjugado 2,4-dinitrofenil-S-
glutationa (DNP-SG). Para esta analise, foram utilizados 200 pg de proteina do
sobrenadante tissular, diluidos em tampao fosfato 0,1 M (pH 6,5) contendo EDTA 1 mM,
mantidos a 25°C. A reacao enzimatica foi iniciada pela adicdo dos substratos 1-cloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 1 mM e glutationa reduzida (GSH) 1 mM. A cinética da
reacdo foi monitorizada pela medida da absorbancia a 340 nm, correspondente a
formacéo do produto DNP-SG. Uma unidade de atividade de GST foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para catalisar a formagao de 1 ymol de DNP-SG por
minuto nas condi¢cdes experimentais estabelecidas (Habig; Pabst; Jakoby, 1974). Os
resultados foram expressos em unidades de atividade enzimatica por miligrama de

proteina total (U/mg proteina).

5.16 Glutationa reduzida (GSH)

A GSH foi mensurada pelo método descrito por Hissin e Hilf (1976). Foram
utilizadas 200 pg de proteinas, tampao fosfato de sédio (pH 8,0) com EDTA, acrescida
de OPT (ortoftaldeido) a (1 mg/ 1 ml de metanol), e incubada por 15 minutos em
temperatura ambiente. A fluorescéncia foi determinada a 355 nm de excitagdo e 460nm
de emisséao no espectro de fluorescéncia Varioskan (Thermo Fisher, EUA). Também foi
estabelecida uma curva de calibracgdo utilizando diferentes concentragdes de GSH. Os
resultados foram expressos em umol de GSH/mg de proteina (Hissin; Hilf, 1976).

5.17 Glutationa oxidada (GSSG)



A GSSG foi avaliada a partir da incubacéo da amostra (200 ug de proteinas) com
Nethylmaleimide (40 mM) por 30 minutos a temperatura ambiente e com adi¢cdo do
tampao fosfato de sédio (NAOH, 100 mM). As aliquotas foram incubadas com OPT, nas
mesmas condi¢cdes da GSH e com a fluorescéncia lida no espectro de fluorescéncia
Varioskan (Thermo Fisher, EUA). Os valores da GSSG foram comparados com a curva
padrao e o estado REDOX determinado pela razdo de GSH/GSSG. Os resultados foram

expressos em pmol de GSSG/mg de proteina (Hissin; Hilf, 1976).

5.18 Niveis de tidis totais

A quantificacdo de tidis baseou-se na reducdo de 5,5'-ditiobis (acido 2-
nitrobenzoico) (DTNB) por tidis. Em resumo, 200 ug de sobrenadante proteico foram
misturados com 30 uyl de DTNB 10 mM e incubados no escuro. Depois disso, foi
adicionado um tampéao de extracédo (pH 7,4) para obter um volume final de 1 mL. A
absorbancia foi medida a 412 nm, e os resultados foram expressos em mol/mg de

proteina (Aksenov; Markesbery, 2001).

5.19 Expressédo do mRNA e Avaliacdo por RT-PCR

O RNA total foi extraido dos tecidos com o reagente Trizol, utilizando o método
do isotiocianato de guanidina (Chomczynski; Sacchi, 1987), de acordo com as
instrugdes do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os sedimentos de RNA foram
lavados com etanol a 75%, centrifugados a 7500 x g durante 5 minutos a 4°C, secos ao
ar e dissolvidos em agua ultrapura tratada com DEPC. A guantificacdo do RNA foi
efetuada em um espectrofotdmetro (Thermo Scientific, EUA) e a pureza foi avaliada
utilizando a razdo de absorbancia de 260/280 nm. Em seguida, foram realizadas
reacdes de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo real para [(2-
microglobulina (B2M), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) (Quadro 1),
utilizando o kit SuperScript® Il Platinum® YBR® Green gRT-PCR (Invitrogen, EUA).
As amostras foram processadas em duplicatas e os valores do ciclo limiar (Ct) de cada
gene-alvo foram normalizados para o f2M Ct determinado nas mesmas amostras. A

expressao relativa do RNAm foi determinada utilizando o método 2*-AACH.

Tabela 1 - Desenho de primers utilizado para a realizacdo dos experimentos da



dissertacao

Gene Forward primer (5'- 3') Reverse primer (3'- 5°)
B2M TGACCGTGATCTTTCTGGTG ACTTGAATTTGGGGAGTTTTCTG
BDNF ACGGTCACAGTCCTTGAAAAG GGATTGCACTTGGTCTCGTA

Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos utlizados para a
amplificacao por PCR dos genes B2M (B-2-microglobulina, gene de referéncia) e BDNF (Fator
Neurotrofico Derivado do Cérebro) nos experimentos realizados. As sequéncias estdo
apresentadas no sentido 5'—>3

5.20 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o Excel 2010 (Washington, EUA) e o Graph
Pad Prism 10 (GraphPad, La Jolla, CA, EUA). Como o numero de animais nos grupos
foi inferior a 10, os dados ndo atenderam aos pressupostos paramétricos. Os dados
foram entdo expressos como medianas com suas respectivas pontuacées minima e
maxima. Para comparar 0s grupos experimentais, foi feita uma andlise de variancia
usando o teste de Kruskal-Wallis com comparac¢des multiplas e pds-teste de Dunns. O

nivel de significancia em todos os casos foi mantido em 5% para todas as analises.

6. RESULTADOS
6.1Peso corporal

O peso corporal das ratas aos 30 dias de vida foi maior no grupo de ratas
supernutridas do que no grupo de ratas normonutridas, assim NS: 78,50 (73,00 - 85,00)
e SS: 102,0 (90,00 - 102,0) com significancia estatistica (p=0,047) (Tabela 2).

6.2indice de Lee

O indice de Lee indica obesidade em ratos, descrito anteriormente por Lee
(1928). Neste estudo, as ratas supernutridas também foram consideradas obesas
porque, ao comparar as fémeas dos grupos NS e SS, as ultimas apresentaram valores
de indice mais altos, NS: 288,0 (250,0 - 299,0), SS: 313,0 (300,0 - 338,0), com uma
diferenca estatistica de (p=0,001). Além disso, o tratamento com fluoxetina reduziu os
valores do indice no grupo SF de ratas quando comparado com as fémeas do grupo
SS, SS: 313,0 (300,0 - 338,0), SF: 291,5 (285,0 - 295,0), com uma significancia de
(p=0,021) (Tabela 2).






Tabela 2. Medidas murinomeétricas e perfil bioquimico em ratas com 30 dias de vida.

Normo + Sal Super + Sal Normo + FX Super + FX
Peso corporal (g) 78.50 (73.00 — 85.00) 102.0 (90.00 — 102.00) * 63.00 (60.00 — 64.00) 79.00 (75.00 — 86.00)
indice de Lee (g/cm?) 288.0 (250.0 — 299.0) 313.0 (300.0 — 338.0) * 290.0 (249.0 — 388.0) 291.5 (285.0 — 295.0) &
Glicose (mg/dL) 166.5 (160.2 — 175.8) 191.5 (187.3 — 229.7) 165.7 (139.4 — 184.3) 148.7 (135.6 — 154.2) &
Colesterol total (mg/dL) 68.56 (67.42 — 72.52) 81.02 (75.35 — 88.39) 65.16 (62.32 — 66.86) 56.66 (46.46 — 60.06)
HDL (mg/dL) 95.82 (75.23 — 97.87) 94.79 (92.72 — 99.68) 84.08 (79.66 — 92.88) 78.98 (76.15 — 81.47)
Triglicerideos (mg/dL) 73.33 (55.56 — 78.89) 72.22 (51.11 - 87.78) 66.67 (60.00 — 88.89) 66.67 (63.33 — 73.33)

Tabela 2. Peso corporal aos 30 dias de idade, indice de Lee e andlise do soro de ratas normo ou supernutridas durante o periodo de lactacao,
tratadas ou ndo com fluoxetina. Os dados foram entdo expressos como medianas, pontua¢gées minimas e maximas. Para comparar 0s grupos
experimentais, foi utilizada uma analise de variancia usando o teste de Kruskal-Wallis com comparac6es mdltiplas e o pés-teste de Dunn. Para o
peso corporal, o p foi *p<0,047 vs. NS; para o indice de Lee foi *p<0,001 vs. NS e &p<0,021 vs. SF; glicose &p<0,0007 vs. SF; colesterol total
&p<0,0004 vs. SF; para HDL e triglicerideos, os resultados ndo foram significativos (ns).



Preferéncia alimentar
(Cookies) (g)

6.3 Comportamento alimentar

Nossa pesquisa revelou uma preferéncia significativa por alimentos mais
palataveis, como cookies, nas ratas do grupo SS. Elas consumiram uma quantidade
maior de cookies em comparacado com o grupo de ratas NS, com um valor de NS: 2,50
(2,00 - 3,00), SS: 3,91 (3,83 - 5,70, p=0,013, Figura 19 A). Além disso, as ratas do grupo
SS comeram mais labina, um alimento menos palatavel, do que as ratas do grupo NS,
NS: 2,88 (2,00 - 2,90), SS: 3,20 (3,00 - 3,30), com significancia (p=0,018). As ratas
fémeas do grupo SF comeram menos do que as ratas do grupo SS, SS: 3,20 (3,00 -
3,30) e SF: 1,20 (1,00 - 1,40), com uma significancia de (p=0,0002). E interessante notar
que as ratas do grupo NF comeram mais labina do que as ratas NS, NS: 2,88 (2,00 -
2,90) e NF: 3,11 (3,00 - 4,00). Por fim, as fémeas do grupo SF comeram menos do que
as ratas NF, NF: 3,11 (3,00 - 4,00) e SF: 1,20 (1,00 - 1,40), a significancia foi
respectivamente (p=0,046 e p=0,0004) (Figura19B).

Em termos de consumo total, entre os cookies e a labina, as ratas supernutridas
do grupo SS comeram mais do que as ratas do grupo NS, com NS: 5,38 (4,00 - 5,88) e
SS: 7.03 (7.00 - 9.00). Além disso, as ratas do grupo SF comeram menos do que as
ratas SS, assim SS: 7,03 (7,00 - 9,00) e SF: 3,70 (3,70 - 3,90), com significancia
(p=0,045; p=0,0001), respectivamente (Figura 19C).

10+ * *kk
10 10+ =
& Ehx ]
- =
8- & _ 8 o 8
ED * Es
® g 6 = 4 T
m o * EE - 1
TS5 4 28 o / —
cm _ ) o=
ne 24 / ‘q-; 2= _—
2 v o —
o, % a ., : 'A .
0 / - 0
NS ss NF SF NS ss NF SF

Figura 19. Comportamento alimentar em ratas normo ou supernutridas durante o periodo de
lactagdo, tratadas ou ndo com fluoxetina. (a) Preferéncia alimentar (Cookies); (b) Preferéncia
alimentar (labina); (c) Preferéncia alimentar (ingestdo total). A distribuicdo dos dados foi
verificada com o teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram entdo expressos como medianas,
pontuacBes minimas e maximas. Para comparar 0s grupos experimentais, foi feita uma analise
de variancia usando o teste de Kruskal-Wallis com comparacdes mdltiplas e o pés-teste de
Dunn. *p 0,05, **p < 0,01, p < 0,001, ****p < 0,0001.



6.4 Andlises bioquimicas no sangue

Os niveis de glicose no sangue foram reduzidos nas ratas SF em relacdo as
ratas do grupo SS, com SS: 191,5 (187,3 - 229,7) e SF: 148,7 (135,6 - 154,2), com
significancia (p=0,0007). Os niveis de triglicerideos e HDL ndo diferiram entre os
grupos. Por fim, os niveis de colesterol total foram encontrados reduzidos nas ratas SF
em comparacao as ratas SS, com SS: 81,02 (75,35 - 88,39) e SF: 56,66 (46,46 -60,06),
sendo a significancia (p=0,0004) (Tabela 2).

6.5Funcéao celular e mitocondrial do hipotalamo e tronco encefalico

Com relacdo a avaliacdo das coenzimas nos estados reduzido e oxidado, o
contetdo de NADH no hipotadlamo néo diferiu entre os grupos (Figura 20 A); entretanto,
no tronco encefalico, o contelddo dessa coenzima foi afetado pela supernutricdo nas
ratas SS em relacdo as ratas NS, com NS: 0,49 (0,40 -1,33) e SS: 0.31 (0.08 - 0.49).
Apesar da supernutricdo, as ratas tratadas com fluoxetina foram capazes de mostrar
niveis aumentados de NADH em comparacdo com o grupo de ratas SS, assim, SS:
0,31 (0,08 - 0,49) e SF: 0,80 (0,40 - 1,12), a significancia foi de, respectivamente,
(p=0,032; p=0,004) (Figura 20 B). O conteudo de NAD+ nao diferiu entre 0os grupos em
nenhum dos tecidos avaliados (Figuras 20 C e D). A relacdo NAD+/NADH no
hipotalamo n&o apresentou diferenca (Figura 20 E); entretanto, no tronco encefalico
essa relacao foi maior no grupo de ratas SS do que no grupo SF, assim SS: 4,92 (4,36
- 8,00) e SF: 3,82 (3,57 - 3,83), com significancia (p=0,017), foi também foi maior nas
ratas fémeas NF do que nas fémeas do grupo SF, assim NF: 5,66 (4,05 -7,14) e SF:
3,82 (3,57 - 3,83), com significancia (p=0,006) (Figura 20 F).

A atividade da enzima citrato sintase apresentou menor atividade no hipotalamo
de ratas SS em comparacdo com ratas NS, assim NS: 2,89 (1,13 - 3,49) e SS: 0,68
(0,19 - 2,08), a significancia de (p=0,048). Além disso, as ratas NF apresentaram uma
reducdo na atividade dessa enzima em comparagdo com o grupo de ratas NS, sendo
NS: 2,89 (1,13 - 3,49) e NF: 0,91 (0,42 - 1,30), com significancia (p=0,036) (Figura 20
G). No tronco encefalico, a atividade da enzima citrato foi menor nas ratas NF em
comparacao com as ratas NS; assim, NS: 1,11 (0,67 - 1,50) e NF: 0,52 (0,44 - 0,63),
com significancia de (p=0,025). Com relagdo a manipulacdo serotoninérgica, esse
tratamento aumentou a atividade dessa enzima nas ratas fémeas SF em comparacao
com NF, portanto, o grupo NF: 0,52 (0,44 - 0,63) e SF: 1,68 (1,29 —2.29), também em
relacéo as ratas do grupo SS, assim SS: 0.67 (0.33 - 0,74) e SF: 1,68 (1,29 —2,29), com



significancia, respectivamente, (p=0,002; p=0,012) (Figura 20 H).

Com relagdo a producéo de espécies reativas totais no hipotalamo (Figura 20 1),
as ratas do grupo SS produziram mais espécies reativas do que as ratas NS, assim,
NS: 0,801 (0,708 - 0,860) e SS: 0,932 (0,887 — 0,946) (p=0.003). Além disso, as ratas
NF produziram mais dessas moléculas do que as ratas NS, NS: 0,801 (0,708 - 0,860)
e NF: 0,945 (0,924 - 0,959), com significancia (p = 0,004). No tronco encefélico, as ratas
NF apresentaram niveis mais altos de espécies reativas do que as ratas NS, NS: 0,879
(0,827 - 0,929) e NF: 0,936 (0,914 - 0,985), (p=0,011). Elas também apresentaram
niveis mais altos do que as ratas do grupo SF, NF: 0,936 (0,914 - 0,985) e SF: 0,886
(0,865 - 0,918), com significancia (p=0,019) (Figura 20 J).
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Figura 20. Funcdo mitocondrial no hipotalamo e tronco encefalico de ratas normo ou
supernutridas durante o periodo de lactagdo, tratadas ou ndo com fluoxetina (a) NADH no



hipotadlamo; (b) NADH no tronco encefalico; (c) NAD+ no hipotalamo; (d) NAD+ no tronco
encefélico. (e) Razdo NAD+/NADH no hipotalamo; (f) Razado NAD+/NADH no tronco encefalico;
(9) Atividade da enzima citrato sintase no hipotalamo; (h) Atividade da enzima citrato sintase no
tronco encefélico; (i) Niveis de EROS no hipotalamo; (j) Niveis de EROS no tronco encefalico.
Os dados foram entdo expressos como medianas, pontuacbes minimas e maximas. Para
comparar 0s grupos experimentais, foi utilizada uma analise de variancia usando o teste de
Kruskal-Wallis com compara¢des multiplas e pés-teste de Dunn. *p < 0,05, **p < 0,01, p< 0,001,
****n < 0,0001.

6.6 Biomarcadores de estresse oxidativo no hipotadlamo e tronco encefélico

Em relagdo aos biomarcadores de estresse oxidativo, 0s niveis de
malondialdeido, um marcador de peroxidacao lipidica, foram maiores no hipotdlamo de
ratas NF, embora a manipulacéo serotoninérgica tenha conseguido reduzir esses niveis
em ratas SF, portanto NF: 13,92 (10,33 - 15,33) e SF: 9,61 (8,46 - 12,18), com
significancia (p=0,026) (Figura 21 A). No entanto, no tronco encefélico, ndo houve
diferenca entre os grupos (Figura 21 B).

Quanto aos niveis de oxidacdo de proteinas no hipotalamo, as ratas do grupo
SS apresentaram niveis mais elevados de oxidacao de proteinas do que as ratas NS,
assim, NS: 1394 (12,73 - 2545) e SS: 37,12 (33,33 - 42,12), com
significancia(p=0.044). O grupo das ratas NF também apresentaram niveis aumentados
de danos, mas a manipulacdo serotoninérgica nas ratas supernutridas reduziu esse
dano, com NF:28,94 (17,58 —30.30) e SF: 8,48 (6,06 - 10,91), (p=0,0,041). Além disso,
a supernutricdo em ratas SS aumentou a oxidacao de proteinas, mas a manipulacao
serotoninérgica nesse grupo reduziu esse prejuizo, com SS: 37,12 (33,33 - 42,12) e SF:
8,48 (6,06 - 10,91) (p=0,0001) (Figura 21 C).

No tronco encefalico, a resposta a supernutricdo foi semelhante em ratas
fémeas, onde o grupo SS apresentou niveis aumentados de dano proteico em
comparacao com o grupo NS, NS: 15,82 (14,55 - 16,18) e SS: 25,09 (22,36 - 30,91),
(p=0,042), também apresentou niveis mais elevados do que as ratas SF, assim SS:
25.09 (22,36 - 30,91) e SF: 7,90 (5,82 - 11,27), (p=0,0002), o grupo NF também
apresentou niveis mais altos de oxidagcao de proteinas em comparagcdo com as ratas
SF, assim NF: 2291 (20,55 - 2491) e SF. 7,90 (5,82 - 11,27), com
significancia(p=0,008) (Figura 21 D).
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Figura 21. Biomarcadores de estresse oxidativo no hipotdlamo e no tronco encefalico de ratas
normo ou supernutridas durante o periodo de lactagédo, tratadas ou ndo com fluoxetina. (a) MDA
no hipotalamo; (b) MDA no tronco encefalico; (¢) Carbonilas no hipotalamo; (d) Carbonilas no
tronco encefalico; os dados foram entdo expressos como medianas, pontuacfes minimas e
maéaximas. Para comparar 0s grupos experimentais, foi utilizada uma andlise de variancia
usando o teste de Kruskal-Wallis com comparac¢des multiplas e pos-teste de Dunn. *p < 0,05,
**p < 0,01, p=< 0,001, ****p < 0,0001.

6.7 Sistema antioxidante enzimatico no hipotalamo e tronco encefalico

A atividade da enzima superoxido dismutase no hipotalamo foi maior nas ratas
SS em comparagdo com as ratas NS, NS: 24,13 (17,38 - 43,95) e SS: 55.56 (47.93 —
69.49) (p=0,032) (Figura 22A). No tronco encefalico, essa enzima apresentou atividade
mais significativa nas ratas SF do que nas ratas NF, NF: 8,91 (7,88 - 14,76) e SF: 30,60
(24,88 - 32,26) (p=0,001) (Figura 22B).

No hipotalamo, a atividade da enzima catalase, foi modulada positivamente pela
manipulagcéo serotoninérgica nas ratas do grupo SF em comparagao com as ratas NF,
NF: 240,5 (190,2 - 743,5) e SF: 807,9 (571,2 - 1092) e modulou positivamente em
relagdo ao grupo SS, assim SS: 324,2 (250,0- 553,4) e SF: 807,9 (571,2 - 1092),
(p=0,011; p=0,032), respectivamente (Figura22 C). No tronco encefélico, a atividade da



catalase seguiu a mesma tendéncia, uma vez que a manipulacdo serotoninérgica
aumentou a atividade dessa enzima em ratas SF em comparacao com as ratas NF, NF:
143,7(80,23-245,7) e SF: 463,9 (204,4-625,7), com significancia (p=0,013), e também
houve uma atividade mais significativa nas ratas SF em comparacdo com as ratas SS,
assim SS:132,2 (77,50-197,6) e SF: 463,9 (204,4-625,7), com significancia (p=0,001)
(Figura 22 D).

A atividade da enzima Glutationa-S-transferase no hipotdlamo foi menor nas
ratas SS do que nas ratas NS, NS: 0,047 (0,031 - 0,051) e SS:0,019 (0,016 - 0,026),
com significancia (p=0,035) (Figura 22 E). No tronco encefalico, a atividade da enzima

GST nao mostrou diferencga significativa entre os grupos (Figura 22 F).
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Figura 22. Atividade enzimatica antioxidante no hipotalamo e tronco encefélico de ratas normo
ou superalimentadas durante o periodo de lactacdo, tratadas ou ndo com fluoxetina. (a)



Atividade da SOD no hipotalamo; (b) Atividade da SOD no tronco encefélico; (c) Atividade da
catalase no hipotalamo; (d) Atividade da catalase no tronco encefalico; (e) Atividade da GST no
hipotalamo; (f) Atividade da GST no tronco encefélico. Os dados foram entdo expressos como
medianas, pontua¢gfes minimas e maximas. Para comparar 0S grupos experimentais, foi
utilizada uma analise de variancia usando o teste de KruskalWallis com compara¢des mdultiplas
e pos-teste de Dunn. *p < 0,05, **p < 0,01, p < 0,001, ****p < 0,0001.

6.8 Sistema antioxidante nao-enzimatico no hipotalamo e tronco encefalico

A GSH no hipotdlamo apresentou niveis mais altos nas ratas SF quando
comparadas as ratas SS, assim SS: 3,24 (3,01 - 3,85) e SF: 5,84 (3,93 - 7,47); além
disso, também apresentou niveis reduzidos em relagédo as ratas NS, assim NS: 4,28
(3,95 - 583) e SS:3,24 (3,01 - 3,85), com significancia (p=0,031 e p=0,032,
respectivamente) (Figura 23 A).Ndo houve diferenca entre os grupos de tronco
encefélico (Figura 23 B).Quanto ao conteudo de glutationa oxidada, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos nos dois tecidos (Figura 23 C, D). O estado
REDOX no hipotalamo foi afetado pela supernutricdo nas ratas SS, em rela¢éo ao grupo
NS, NS: 454,8 (422,6 - 671,3) e SS: 335,6 (318,5 - 440,1), com significancia(p=0,044)
(Figura 23 E). No entanto, no tronco encefalico, ndo foi significativo (Figura 23 F).

No hipotalamo, os niveis de tiois totais foram menores nas ratas SS do que no
grupo de ratas NS, NS: 0,015 (0,012 - 0,018) e SS: 0,012 (0,011 -0,013), com
significancia (p=0,017). No tronco encefélico, o contetdo de tidis foi significativamente
maior nas ratas SF do que nas ratas NF, NF: 0,029 (0,020 -0,031) e SF: 0,039 (0,036 -
0,064), com significancia (p=0,017) (Figura 23 G, H).



HIPOTALAMO ITRONCO ENCEFALICO

A) B)

10 10
g 8 * * Es -
LB T £ —
gi 4 - ﬁ E 8‘34 %
— - Ié ---c —

w
b

T
NS

b
w
"

T
NS 88 N

C)
R 7 = i =
L = =
E) F)

GO0

400

Estado REDOX
Estado REDOX

-

X\
M-

w
4

T
NS 55 NS 55 NF 5F

G) H)

0010

Sulfidrilas
{mMimg de proteina)

0.005

0.000=%

S\
I

S\
e

NIS 55 SIF le 85 SIF

Figura 23. Sistema antioxidante ndo enzimatico no hipotalamo e tronco encefélico de ratas
normo ou supernutridas durante o periodo de lactacdo, tratadas ou ndo com fluoxetina. (a)
Niveis de GSH no hipotalamo; (b) Niveis de GSH no tronco encefélico; (c) Niveis de GSSG no
hipotalamo; (d) Niveis de GSSG no tronco encefélico; (e) Estado REDOX no hipotalamo; (f)
Estado REDOX no tronco encefalico; (g) Conteldo total de tiol no hipotalamo; (h) Contetudo
total de tiol no tronco encefalico. Os dados foram entdo expressos como medianas, pontuacdes
minimas e maximas. Para comparar 0s grupos experimentais, foi utilizada uma analise de
variancia usando o teste de Kruskal-Wallis com comparac¢des multiplas e pds-teste de Dunn. *p
< 0,05, *p < 0,01, p <0,001, ***p < 0,0001.



6.9 Expressao génica no hipotalamo e tronco encefalico

Quanto aos niveis de expresséao génica do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) no hipotalamo constatamos que foram mais expressos nas ratas SF do que NF
(SF: 2,000 £ 0,100; NF: 1,200 + 0,100; p=0,0173; n= 4) também foi maior em ratas SF
do que SS (SF: 2,000 = 0,100; SS: 0,700 £ 0,200; p= 0,0004; n=4) (Figura 31 A). No
tronco encefalico, observamos que a expressao desse gene foi maior nas fémeas SF
do que nas ratas do grupo NF (SF: 1,400 £ 0,1000; NF: 1,000 £ 0,100; p=0,0411; n=4)
(Figura 31 B).
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Figura 24. Expressao génica no hipotalamo e tronco encefélico de ratas wistar aos 30 dias de
vida. (a) Expressao do BDNF no hipotalamo. (b) Expressdao do BDNF no tronco encefalico.
Dados apresentados como média + SEM (N=4). Para comparag¢do dos grupos pela ANOVA
two-way seguidos de teste de Tukey para multiplas comparagdes. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.



7. DISCUSSAO

Neste estudo, avaliamos os efeitos da supernutricdo durante o desenvolvimento
em ratas fémeas jovens em relacédo as alteragGes corporais e comportamentais, na
funcdo mitocondrial, no equilibrio oxidativo e na expressdo de genes envolvidos na
neuroplasticidade no tronco encefalico e hipotalamo. A associacdo entre a ingestao
excessiva de nutrientes no inicio da vida e os disturbios metabdlicos estd gerando
preocupacdes clinicas no mundo todo. O sobrepeso ou a obesidade, que estdo
positivamente associados a um desequilibrio entre a ingestdo de alimentos e o gasto
de energia, sdo considerados fatores de risco para muitas doencas, entre elas as
doencas neurologicas cronicas (Wen et al., 2022).

Até o momento, estudos experimentais referentes aos efeitos da supernutricdo
e obesidade foram realizados apenas em ratos machos, mas no presente estudo,
avaliamos os efeitos da supernutricdo em ratas fémeas, e observamos que a
supernutricdo durante o periodo de lactacao resultou em um fenétipo obeso em ratas
com 30 dias de idade. Além de aumentar o consumo de alimentos apds o desmame, a
supernutricao alterou os niveis plasméticos de colesterol total e glicose, como também
resultou em deficiéncias em termos de funcdo mitocondrial, equilibrio oxidativo e
expressdo génica. O impacto geral do excesso de ingestdo de nutrientes durante
periodos criticos do desenvolvimento, caracterizado como supernutri¢cdo, € multifatorial
e ainda precisa ser mais investigado. No entanto, a disfuncéo mitocondrial atrelado ao
estresse oxidativo sdo relatados como mecanismos subjacentes a supernutricdo e
obesidade (Gambini; Stromsnes, 2022).

Entre os modelos de insultos nutricionais, Plagemann mimetizou em grupos
experimentais, a supernutricdo reduzindo o tamanho da ninhada, a fim de investigar as
possiveis consequéncias permanentes da superalimentacdo poés-natal na prole
(Plagemann et al., 1992b). Nesse modelo, no periodo pés-desmame, geralmente os
filhotes da ninhada reduzida tém um peso corporal maior em comparagao com 0 grupo
de controle (da Silva et al., 2019; Braz et al., 2020a). Além disso, a maior disponibilidade
de leite materno pode levar a um maior consumo de alimentos e, consequentemente,
ao excesso de peso (de Andrade et al., 2021; Braz et al., 2020b; Liu et al., 2013). Essas
observacfes sdo apoiadas pelo fato de que o rato recém-nascido ndo tem o controle
da ingestdo alimentar até o 14° ou 16° dia de vida pos-natal (McMillen; Adam;
Mahlh&ausler, 2005).

Isso ocorre porque o controle hipotalamico no inicio da vida pos-natal ainda néo



esta totalmente estruturado (Miller; Aoki, 1992). Semelhante ao que foi observado
anteriormente, a supernutricdo em ratas fémeas também aumentou o peso corporal.
Esses achados estdo de acordo com Braz et al., (2020) e Silva et al., (2021), cujo
aumento do peso corporal esta relacionado a grande oferta de leite materno e a
consequente falta de sinalizacdo de saciedade em ratos machos (Liu et al., 2013).

Atualmente, estratégias estdo sendo adotadas para o controle do peso corporal,
dentre elas a utilizacdo de farmacos da categoria dos Inibidores Seletivos de
Recaptacéo de Serotonina (ISRS), entre os quais a fluoxetina (hnome comercial Prozac)
se destaca entre os mais comercializados (Serralde-Zuiiga et al. 2022). Em estudos
experimentais, com ratos machos supernutridos, ja foi demonstrado que a manipulacao
serotoninérgica resultou na perda de peso em relagéo ao controle (Braz, et al., 2020a;
de Andrade Silva et al., 2021; da Silva et al., 2019). No presente estudo com fémeas,
observamos uma reducédo significante do peso corporal nas ratas supernutridas
tratadas com fluoxetina (SF) em relagéo as supernutridas (SS). A atenuagao do ganho
do peso corporal também foi percebida nas ratas normonutridas tratadas com fluoxetina
(NF). Confirmando o efeito secundéario do farmaco, jA que o objetivo principal do
medicamento € tratar transtornos psiquiatricos.

Outro indicador de excesso de peso € o indice de Lee, que € um indice usado
para determinacao da obesidade em ratos, cujo resultado configura o indice nutricional
e a consequente medicao da obesidade (Malafaia et al., 2013), e pode ser considerado
um indicador de alteracfes lip€micas e glicémicas. Em nosso estudo, o aumento do
indice de Lee foi acompanhado por alteragdes no conteudo de glicose e colesterol total
plasmatico nas fémeas superalimentadas, corroborando o estudo de da Silva et al.
(2019), que demonstrou que em ratos machos superalimentados apresentaram
distUrbios metabdlicos em relacéo aos niveis glicémicos e lipidicos (da Silva et al. 2019).
Padrbes semelhantes de disturbios metabolicos foi observado em estudos anteriores
(Enes-Marques; Giusti-Paiva, 2018) e no estudo atual em ratas fémeas, o que pode ser
justificado pela disfungéo mitocondrial e estresse oxidativo que podem contribuir para
uma série de alteracbes metabdlicas que resultam em niveis elevados de glicose e
lipidios no sangue de ratos ou ratas obesos (as) (Ziomber-Lisiak et al., 2022; Bhatti;
Bhatti; Reddy, 2017).

Os altos indices glicémicos e lipidicos observados na prole supernutrida
corroboram também com estudos experimentais anteriores (Xavier et al., 2019), que
mostraram que a reducdo do tamanho da ninhada induz ajustes metabdlicos e

histolégicos nas mées durante a lactacao, com efeitos precoces na prole. Isso implicou



gue as maes lactantes que superalimentaram tiveram alterac6es no contetdo do leite,
com maior valor energético, maior teor de gordura e maior teor de triglicerideos (Xavier
et al., 2019), podendo influenciar diretamente a ingestdo de nutrientes e hormoénios que
regulam o desenvolvimento metabdlico, resultando em mudancas duradouras no peso
corporal e na saude metabdlica da prole (Bokor et al., 2024).

Destacamos que 0s niveis glicémicos e lipémicos foi reduzido a partir da
administracdo da fluoxetina nas ratas supernutridas (SF) nesse estudo. Em estudos
clinicos, a fluoxetina também apresentou um efeito positivo na melhoria do controle da
glicemia e no controle do peso em pessoas obesas (Zhang et al., 2022), sugerindo que
esse efeito nos niveis sanguineos também seja um importante efeito secundério desse
farmaco.

A anormalidade nos niveis plasmaticos de glicose e colesterol total, nas ratas
supernutridas (SS) esta em sintonia com o0 maior consumo de alimentos palataveis,
como cookies, em comparacdo com ratas nao obesas. Essa preferéncia por alimentos
altamente palataveis pode estar associada a alteragcdes neurocomportamentais e
metabdlicas relacionadas a obesidade (Ali et al., 2018), mostrando a complexidade das
interacbes entre o SNC e a regulacdo do apetite. Em nosso estudo, nas ratas
supernutridas observamos um aumento significativo no consumo de alimentos
palataveis, como cookies, em comparacao com ratas controle. Além disso, as fémeas
obesas também consumiram mais racdo padrdo (Labina®) em comparacdo com 0O
grupo de ratas ndo obesas, mostrando um comportamento hiperfagico associado a
supernutricao no inicio da vida. Além disso, observamos que ratas obesas comem mais
no geral em comparacao com ratas nao obesas. Esses resultados estdo de acordo com
os dados de da Silva et al., (2019) e Silva et al., (2021), sugerindo que a preferéncia
por alimentos palataveis e o0 aumento no consumo total de alimentos podem ser
fendmenos observados em ambos 0s sexos, embora os estudos anteriores tenham sido
realizados apenas em ratos machos.

Isso indica uma possivel relag@o entre a obesidade e a resposta ao consumo de
alimentos altamente palataveis, independentemente do sexo dos animais (Stice et al.,
2009). Vale ressaltar, que uma das ac¢Oes da fluoxetina, por meio da modulacdo dos
niveis de serotonina, é controlar o apetite, 0 que pode causar uma reducao da ingestao
de alimentos e uma diminuicdo do peso corporal, resposta essa que observamos nas
ratas normonutridas (NF) e supernutridas (SF), confirmando o papel da fluoxetina como
um importante modulador do apetite independente do género do animal.

Conforme mencionado anteriormente jA se sabe que a supernutricdo e



obesidade induz alteracbes metabdlicas que podem estar relacionadas a inUmeras
doencgas cronicas (Ahmed; Sultana; Greene, 2021). O principal sitio regulador e
controlador do metabolismo celular sdo as mitocéndrias, uma vez que desempenham
um papel fundamental na biologia da maioria das células eucaribticas, estando
envolvidas na regulacdo do metabolismo, no controle da homeostase do calcio
intracelular, no inicio de reagfes inflamatorias e no controle de vérias vias que
influenciam a vida e a morte celular (Casanova et al., 2023). Estudos demonstraram
gue o comprometimento mitocondrial devido a obesidade esta intimamente associado
ao remodelamento progressivo ou a faléncia de 6rgdos (Hadjispyrou et al., 2023; Liao
et al., 2023).

No hipotdlamo das ratas estudadas, verificamos que no contexto da funcao
mitocondrial, ndo houve diferenca nos conteudos das coenzimas NAD+ e NADH.
Entretanto, no tronco encefalico, o conteddo de NADH foi reduzido nas fémeas
supernutridas. Vale a pena observar que a manipulagdo do sistema serotoninérgico
conseguiu aumentar os niveis de NADH nessas ratas. A propor¢édo de NAD+/NADH foi
menor nas supernutridas tratadas com fluoxetina quando comparado com as fémeas
supernutridas (SS) e normonutridas (NF). Isso pode indicar um aumento na atividade
metabdlica relacionada a oxidacdo de substratos, uma vez que a relacdo NAD+ / NADH
€ necessario para o funcionamento adequado das reacfes de oxirreducao celular (Xie
et al., 2020).

Ainda referente a funcdo mitocondrial, avaliamos a atividade da enzima citrato
sintase, uma das enzimas mais importantes do sistema oxidativo por ser a primeira
enzima que catalisa as reac¢des do ciclo do acido citrico; nossos dados mostraram que
a atividade dessa enzima foi consistentemente afetada pela supernutricAo no
hipotalamo. No entanto, a atividade da enzima no tronco encefalico foi restaurada em
fémeas supernutridas tratadas com fluoxetina em comparagdo com seus controles.
Esses resultados indicam uma resposta diferenciada da atividade da enzima citrato
sintase a supernutricdo e a manipulagdo serotoninérgica em diferentes regifes do
cérebro. A reducéo da atividade dessa enzima nas fémeas superalimentadas pode ser
atribuida a alteracdes metabdlicas e bioenergéticas associadas a obesidade (Marino et
al., 2025). Essa condicao é frequentemente associada a disfungdes metabdlicas, como
resisténcia a insulina e desregulacdo do metabolismo de lipidios e carboidratos, que
podem afetar a atividade de enzimas envolvidas no metabolismo energético, como a
citrato sintase (Savage; Petersen; Shulman, 2007).

No tronco encefalico e no hipotdlamo, observamos uma reducéo na atividade da



enzima citrato sintase nas ratas normonutridas tratadas com fluoxetina (NF), ao
contrario do que foi observado por Silva et al. (2021) no cértex pré-frontal de ratos
machos, onde houve um aumento na atividade dessa enzima aos 22 dias. Ainda ndo
foi totalmente elucidado se esse aumento € dependente do tecido, da idade ou do sexo
(de Andrade Silva et al., 2021). No entanto, ja se sabe que a manipulacdo do sistema
serotoninérgico pode ndo ser benéfica em ratos eutrdficos devido a um equilibrio
delicado na regulacédo dos neurotransmissores e da homeostase metabdlica (Silva et
al., 2023; de Santana et al., 2023; de Andrade Silva et al., 2023; de Andrade Silva et
al., 2021; Braz et al., 2020; Braz et al., 2020b).

Durante a obesidade, € comum observar niveis aumentados de EROS (Braz et
al., 2020), entretanto ainda ndo se sabe, se é a causa ou o efeito da disfuncao
mitocondrial e do desequilibrio no metabolismo celular causada pela obesidade
(Kuznetsov et al., 2022). As EROS séao produtos naturais do metabolismo celular, mas,
em excesso, podem levar ao estresse oxidativo, causando danos as biomoléculas e
comprometendo a fungdo mitocondrial (Hong et al., 2024). O aumento da producéo de
EROS no hipotalamo de ratas supernutridas pode ser explicada provavelmente pela
prépria obesidade, jA nas ratas normonutridas tratadas com fluoxetina, tanto no
hipotdlamo como no tronco encefélico, pelo insulto farmacoldgico. Outro possivel
mecanismo envolvido no aumento de EROS em ambos tecidos das ratas normonutridas
tratadas com fluoxetina pode ser explicado pela reducéo da atividade da enzima citrato,
uma vez que a disfuncdo mitocondrial pode resultar em dano celular (Chen; Zhao; Li,
2023; Chhimpa et al., 2023).

Apesar desse possivel mecanismo, ndo podemos descartar a possibilidade de
haver mecanismos de regulacdo cruzada, uma vez que a expressao reduzida da citrato
sintase pode levar a formacao excessiva de superoxido e a apoptose celular (Cai et al.,
2017), em conjunto, podemos sugerir que a obesidade independente da espécie,
género ou idade esta associada ao aumento de EROS e que mais estudos faz-se
necessario para se entender os mecanismos mais especificos atrelados a essa
desordem molecular e celular.

As principais espécies reativas de oxigénio, como o0 O2.-, H202, e o radical
hidroxila (. OH), podem levar a peroxidacdo de lipidios e a oxidacdo de proteinas,
levando ao quadro que é conhecido como estresse oxidativo (Aranda-Riveira et al.,
2022). Experimentalmente, a peroxidacado lipidica pode ser avaliada pelos niveis de
compostos que reagem com o acido tiobarbiturico, entre eles o malondialdeido; nas

ratas avaliadas nesse estudo, ndo observamos diferenca no hipotalamo das ratas



supernutridas, entretanto a manipulacédo serotoninérgica reduziu o dano lipidico nas
fémeas supernutridas tratadas com fluoxetina em comparacdo com as fémeas
normonutridas tratados com fluoxetina. No tronco enceféalico, ndo houve diferenca entre
0s grupos. Em geral, ha diferencas entre os sexos na suscetibilidade a oxidacao lipidica.
As mulheres tendem a ter niveis mais altos de antioxidantes endégenos, bem como
interferéncia hormonal, o que pode conferir prote¢édo adicional contra a oxidacao lipidica
(Tiberi et al., 2023) e justificando nossos dados principalmente no tronco encefalico.

Em adicdo as analises da peroxidacao lipidica, avaliamos a oxidacdo de
proteinas, cujo resultados em ambos os tecidos indicam um aumento dos danos as
proteinas das ratas supernutridas, contudo o tratamento com a fluoxetina nas fémeas
contribuiu para a reducao nos niveis de oxidacao de proteinas quando comparado com
ambos o0s grupos controle. E importante considerar que, apesar da protecio
antioxidante conferida pelo estrogénio e outras propriedades fisico-quimicas que
podem reduzir a oxidacao lipidica, as mulheres ainda podem sofrer danos oxidativos
em proteinas ou DNA devido a vérios outros fatores, como estresse ambiental. Esses
fatores podem incluir condicbes especificas, como inflamacdo cronica, excessos
nutricionais ou exposicao a agentes oxidantes exégenos, que podem desafiar a eficacia
protetora do estrogénio e aumentar a oxidacdo de proteinas (Clarkson; Thompson,
2000).

A reducao dos niveis de peroxidacdo de lipidios e o aumento dos niveis de
oxidacdo de proteinas observados nesse estudo podem ser explicados pela afinidade
do estrogénio contra a peroxidacdo de lipoproteinas e danos ao DNA (Sowers et al.,
2009; Wilson et al., 2002). A protecdo oferecida por esse horménio em termos de
peroxidacao lipidica pode ser devida a sua capacidade de inibir a geracao do radical
superoéxido e impedir a propagacédo da cadeia (Ayala; Mufioz; Arglelles, 2014; Tian et
al.,, 2016). Curiosamente, alguns estudos indicam que o0 estrogénio aumenta a
expressdo de enzimas antioxidantes, conferindo uma melhor resposta ao sistema
antioxidante (Nilsen; Brinton, 2004; Chen; Nilsen; Brinton, 2006). Em nosso estudo, a
atividade da enzima SOD apresentou diferencas especificas dependendo do tecido. No
hipotalamo, a atividade foi aumentada em resposta a obesidade. No tronco encefalico,
a atividade foi aumentada em resposta ao tratamento farmacologico, € importante
pontuar que essa enzima é responsavel por catalisar a dismutacdo do superéxido em
peréxido de hidrogénio e oxigénio (Kar; Bhandar; Kavdia, 2012), no entanto, a atividade
da Superoxido dismutase deve ser acompanhada por um aumento da atividade da

enzima catalase, que é responsavel pela degradacédo do peroxido de hidrogénio (Nandi



et al.,, 2019). Assim, a SOD agiria como uma “faca de dois gumes” se n&o for
acompanhada por um aumento na catalase ou demais enzimas com capacidade de
detoxificar o peréxido de hidrogénio; aparentemente para o hipotalamo de ratas
supernutridas, esse aumento da SOD pode justificar 0 aumento na peroxidacédo de
proteinas, mas para afirmar categoricamente mais enzimas precisariam ser avaliadas.

Em ambos os tecidos, a atividade da catalase foi aumentada pela manipulacao
serotoninérgica em ratas supernutridas. Nossos resultados séo apoiados por estudos
semelhantes com ratos machos supernutridos, mostrando que o tratamento foi benéfico
em termos de estimulagéo da atividade da catalase tanto no hipocampo de machos aos
22 dias (de Andrade et al., 2023), como no hipotalamo e tronco encefalico de ratos
machos aos 90 dias (de Santana et al., 2023). A enzima glutationa S-transferase (GST)
no hipotalamo apresentou menor atividade nas ratas supernutridas e normonutridas
tratadas com fluoxetina, sinalizando menor atividade antioxidante nesses grupos de
ratas, corroborando novamente com dados observados em machos supernutridos e
avaliados aos 22 dias de vida (de Andrade Silva et al., 2023), e novamente sugerindo
gue os efeitos deletérios da supernutricdo durante o desenvolvimento independe de
género e idade.

O sistema antioxidante é composto tanto pelas enzimas como por moléculas,
gue ndo sao enzimas, mas tem a capacidade de neutralizar as EROS minimizando
assim a acao deletéria dessas moléculas reativas. Entre as moléculas antioxidantes
nao enzimaticas, avaliamos os niveis de glutationa reduzida e tidis totais (-SH). Em
relacdo a GSH, ndo observamos diferengca no tronco encefalico; no entanto, no
hipotalamo, observamos que a supernutricdo afeta os niveis da glutationa, enquanto a
manipulacdo serotoninérgica nas ratas supernutridas consegue restaurar os niveis da
GSH. Acompanhado por essa diminui¢do, observamos uma diminuicéo significativa no
status REDOX no grupo de ratas obesas; corroborando nossos resultados com dados
anteriores da literatura que mostraram que a superalimentacao diminui o status REDOX
em machos com 22 dias (de Andrade et al., 2023).

E importante destacar que a resposta ao insulto nutricional ou farmacoldgico
pode ser dependente do tecido e da idade, entretanto, no geral a capacidade
antioxidante é maior nas fémeas (Katalinic et al., 2005), sobretudo, ha discussdes de
gue o estrogénio, nas fémeas, pode modular mais eficientemente o sistema enzimatico
de defesa (Strehlow et al., 2003; Bellanti et al., 2013). Além disso, pelo menos em ratos
machos, a capacidade antioxidante foi aumentada pela manipulacdo serotoninérgica
(Braz et al., 2016).



No que se refere ao contetdo de tidis totais (-SH), no hipotdlamo observamos
gue nas ratas supernutridas ocorreu uma reducao nos niveis de -SH, indicando uma
diminuicdo na capacidade antioxidante nessas condicdes de superalimentacéo, e
corroborando com estudos prévios (Cakirca et al., 2023). Ja no tronco encefalico, ndo
observamos diferenca nas fémeas supernutridas, mas nas fémeas supernutridas
tratadas com fluoxetina os niveis desse marcador de defesa antioxidante foram
elevados. Essas diferencas nas respostas antioxidantes entre o hipotalamo e o tronco
encefalico podem ser devidas as diferentes funcdes e demandas metabolicas dessas
regides cerebrais, bem como a complexidade do sistema serotoninérgico e suas
interacbes com outros sistemas neuromoduladores e vias metabdlicas (Donovan;
Tecott, 2013).

Estudos prévios sugerem que a uma alimentacdo desreguladas é capaz de
danificar vias de neurotransmissores, como 0 sistema serotoninérgico além de alterar
os niveis de BDNF por varios fatores (Sandrini et al., 2018). O BDNF é uma proteina
gue desempenha um papel fundamental no desenvolvimento, crescimento e
manutenc¢ao dos neurdnios no SNC (Li et al., 2022). Em nossos resultados, observamos
apenas alteracdo nas ratas supernutridas tratadas com fluoxetina, em ambos tecidos
avaliados, cujo resultados sugerem um aumento na expressao desse gene, que pode
estar relacionado com a regulacdo do comportamento alimentar, uma vez que nas
fémeas supernutridas tratadas com fluoxetina observamos uma maior saciedade em
comparacao com as supernutridas salina, corroborando com estudos prévios (Taha et
al., 2022; de Andrade et al., 2023). Mas como um ponto limitante de nosso estudo néo
avaliamos os niveis proteicos do BDNF, o que esperamos em um futuro poder fazer
tanto em fémeas como em machos submetidos a supernutricdo e ao tratamento com
fluoxetina, e além de avaliar a expressao génica, avaliar também a expresséo proteica
do BDNF.

8. CONCLUSAO

Portanto, esses achados sugerem que a supernutricdo, durante a gestacao e



lactacdo, ratas resulta em alteragBes fenotipicas, comportamentais, bioquimicas e
moleculares, causando danos significativos a biomoléculas essenciais, além de
prejudicar a atividade de enzimas antioxidantes e do metabolismo oxidativo. No entanto,
a manipulacdo serotoninérgica demonstrou ser benéfica em ratas fémeas
supernutridas, melhorando a eficicia da atividade do sistema antioxidante, a atividade
da enzima do metabolismo oxidativo (i.e., citrato sintase), aumentando a expressdo do
BDNF - gene associado a neurogénese e, consequentemente, reduzindo marcadores

de estresse oxidativo.
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