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RESUMO 

Insultos nutricionais na gestação e lactação estão associados a algumas doenças na 

vida adulta como hipertensão arterial. Um possível mecanismo é a disfunção 

mitocondrial, o desequilíbrio no sistema antioxidante e a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs). Entretanto, pouco se sabe se a restrição proteica 

atinge de forma igual ambos os gêneros por apenas uma geração. O objetivo do 

nosso trabalho foi testar a hipótese de que a restrição proteica durante a gestação e 

lactação está associada à disfunção mitocondrial e desequilíbrio oxidativo no tronco 

encefálico de ratos machos e fêmeas juvenis por mais de uma geração. Utilizamos 

ratas Wistar divididas de acordo com a dieta: Grupo Normoproteico (NP, 17% de 

proteina), Grupo Hipoproteico (HP, 8% de proteina) na primeira geração (F1), grupo 

NP e HP que foram reexpostos às respectivas dietas na segunda geração (F2) e os 

grupos NP e HP não reexpostos as dietas em F2. Após desmame, todos os grupos 

receberam dieta comercial de biotério (Labina) e o sacrifício foi realizado aos 30 dias 

de vida (F1 e F2). Avaliamos o consumo de oxigênio, controle respiratório (CR) e a 

produção de EROs pelas mitocôndrias. Como indicadores de estresse oxidativo, 

avaliamos a oxidação proteica e a peroxidação lipídica (níveis de malondialdeído-

MDA). No sistema antioxidante enzimático avaliamos a atividade: Superóxido 

Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa-S-Transferase (GST). No sistema 

antioxidante não enzimático avaliamos os níveis de Glutationa Reduzida (GSH), 

Glutationa Oxidada (GSSG) e o estado redox (ER) (GSH/GSSG).  Quando 

comparado os grupos NP e HP nas fêmeas, encontramos diminuição no consumo de 

oxigênio em F2. Em F2 – Labina foi encontrado aumento no consumo de oxigênio. A 

produção de EROs aumentou apenas em F2, no entanto apresentou uma diminuição 

nos níveis de oxidação proteica no grupo experimental. Os níveis de MDA 

aumentaram em F1 e F2 e diminuiu o nível de oxidação de proteína em F2 – Labina. 

A atividade da SOD diminuiu em F2 – Labina. A atividade da GST aumentou em F1 

e em F2.  Os níveis de GSSG aumentaram em F1 e F2 e diminuíram em F2 – 

Labina. O ER reduziu em F1 e aumentou em F2 – Labina. Em contrapartida, os 

machos apresentam aumento no consumo de oxigênio pelas mitocôndrias e 

diminuição em F1 e F2 quando comparado com o grupo HP. A produção de EROs 

estava aumentada em F1 e em F2. Os níveis de MDA e oxidação de proteina 



aumentaram em F1. A catalase e GST diminuíram. Em F2, a atividade da catalase 

diminuiu. Os níveis de GSH aumentaram apenas em F2 – Labina e os de níveis de 

GSSG aumentaram em F1 e F2, mas diminuiu em F2 – Labina. No ER encontramos 

redução em F1 e aumento em F2 – Labina. Logo, observa-se que esse modelo 

dietético é capaz de alterar a função mitocondrial e o sistema antioxidante em ambos 

os gêneros por mais de uma geração. Contudo, observa-se que os efeitos da 

desnutrição afeta de forma diferente os gêneros, o que sugere uma neuroproteção 

das fêmeas, possivelmente devido aos níveis de estradiol.  

Palavras – Chave: Desnutrição. Estresse oxidativo. Sexo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Nutritional insults in gestation and lactation are associated with some diseases in 

adult life such as high blood pressure. One possible mechanism is mitochondrial 

dysfunction, imbalance in the antioxidant system and the production of reactive 

oxygen species (ROS). However, little is known if the protein restriction equally 

affects both genders for only one generation. The objective of our study was to test 

the hypothesis that protein restriction during pregnancy and lactation is associated 

with mitochondrial dysfunction and oxidative imbalance in the brainstem of male and 

female rats for more than one generation. Used Wistar rats divided according to the 

diet: Normo protein group (NP, 17% protein), low protein group (LP, 8% protein) in 

the first generation (F1), NP and HP groups that were reexposed to the respective 

diets in the second (F2) and the NP and LP groups did not reexposed the diets at F2. 

After weaning, all groups received commercial diets (Labina) and sacrificed at 30 

days of age (F1 and F2). Evaluated oxygen consumption, control respiratory (CR) 

and ROS production by mitochondria. As indicators of oxidative stress, evaluated 

protein oxidation and lipid peroxidation (levels of malondialdehyde-MDA). In the 

enzymatic antioxidant system evaluated the activity: Superoxide Dismutase (SOD), 

Catalase (CAT), Glutathione-S-Transferase (GST). In the non-enzymatic antioxidant 

system we evaluated the levels of Reduced Glutathione (GSH), Oxidized Glutathione 

(GSSG) and state redox (ER) (GSH / GSSG). When comparing the NP and HP 

groups in females, we found a decrease in oxygen consumption in F2. In F2 - Labina 

was found an increase in oxygen consumption. The production of ROS increased 

only in F2, however showed a decrease in protein oxidation levels in the 

experimental group. MDA levels increased in F1 and F2 and decreased the level of 

protein oxidation in F2 - Labina. SOD activity decreased in F2 - Labina. GST activity 

increased in F1 and F2. GSSG levels increased in F1 and F2 and decreased in F2 - 

Labina. ER reduced in F1 and increased in F2 - Labina. On the other hand, males 

present an increase in oxygen consumption by mitochondria and a decrease in F1 

and F2 when compared to the HP group. Production of ROS was increased in F1 and 

F2. The levels of MDA and protein oxidation increased in F1. Catalase and GST 

decreased. In F2, catalase activity decreased. GSH levels increased only in F2 - 

Labina and those in GSSG levels increased in F1 and F2, but decreased in F2 - 



Labina. In the ER we found reduction in F1 and increase in F2 - Labina. Therefore, it 

is observed that this dietary model is able to alter the mitochondrial function and the 

antioxidant system in both genders for more than one generation. However, it is 

observed that the effects of malnutrition differently affect the gender, suggesting a 

neuroprotection of the females, possibly due to estradiol levels. 

Keyword: Undernutrition. Oxidative stress. sex. 
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1  APRESENTAÇÃO 

  

Evidências mostram que o período perinatal é muito importante para o 

desenvolvimento do corpo e do sistema nervoso. A ausência ou deficiência de 

nutrientes nesse período pode estar associada a várias doenças metabólicas como 

obesidade, diabetes, síndrome metabólica e hipertensão arterial na vida adulta.  

Atualmente a hipertensão é o fator de risco mais comum associado a doenças 

cardiovasculares e por isso compreender a relação entre nutrição e aumento da 

pressão arterial é crucial para elucidar com mais clareza os mecanismos etiológicos 

dessa patologia. 

  Estudos experimentais vêm demonstrando que vários fatores estão 

associados à etiologia da pressão arterial aumentada, tais como aumento da 

atividade simpática, disfunção renal e fatores hormonais. Além desses fatores, 

estudos vêm mostrando que disfunção no sistema antioxidante enzimático e não 

enzimático associado com o aumento na produção e liberação de espécies reativas 

de oxigênio e nitrogênio (EROs/ERNs) podem também estar relacionados à gênese 

do aumento da pressão arterial. Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa 

mostraram que animais submetidos à desnutrição proteica no período perinatal 

apresenta aumento no estresse oxidativo em corações e tronco encefálico e que 

esse desequilíbrio oxidativo reflete em aumento da pressão arterial na vida adulta. 

Entretanto, pouco se sabe se uma má nutrição em proteína durante a gestação e 

lactação pode afetar diferentemente os gêneros (maior ou menor susceptibilidade à 

indução de estresse oxidativo em machos e fêmeas) e se os efeitos observados na 

primeira geração submetida ao insulto nutricional podem ser transferidos para 

gerações posteriores (p.ex. segunda geração). 

Logo, para melhor compreender o estudo, está tese foi organizada na 

seguinte sequência: Introdução (Fundamentação Teórica); Objetivos; Resultados 

(Artigos Científicos); Conclusões; Perspectivas e Referências Bibliográficas.  

A Introdução mostra a fundamentação teórica, que nos levou a formular a 

proposta científica que conduziu esse trabalho de pesquisa. Objetivos mostra as 

análises que realizamos para obter subsídios para responder nossa problemática.  
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Artigos Cientificos os quais foram construídos a partir dos resultados obtidos e nos 

permitiu sugerir que nossa hipótese esta em acordo com que foi proposto. Os 

resultados foram obtidos no Laboratório de Bioquímica Geral, Molecular e do 

Exercício da Universidade Federal de Pernambuco no Centro Acadêmico de Vitória 

(UFPE-CAV). A seção Conclusões aborda de forma geral o que concluímos a partir 

dos resultados obtidos nesta tese. A seção Perspectivas discute as possibilidades 

de novos projetos a partir dos resultados obtidos durante a realização desta 

pesquisa, propondo elucidar ainda mais os mecanismos envolvidos nas doenças 

induzidas pela restrição proteica materna durante o período de desenvolvimento 

embrionário.  A seção Referências Bibliográficas lista as referências citadas na 

Introdução, nos Materiais e Métodos e na Discussão da tese. 

Esta tese deu origem a 2 artigos originais. O 1 artigo foi intitulado “Effect of 

maternal low-protein diet in female brainstem can be observed after generations?”, o  

qual será submetido a Nutrition Neuroscience (Qualis B1 em Medicina II). Nesse 

artigo objetivamos investigar os efeitos induzidos pela restrição proteica materna 

perinatal na função mitocondrial e no balanço oxidativo no tronco encefálico das 

fêmeas por mais de uma geração.  

O 2 artigo foi intitulado “Undernutrition affects brainstem’s mitochondrial 

through generation? o qual será submetido a Nutritional Research (Qualis B1 em 

Medicina II)  e teve como objetivo avaliar o efeito transgeracional em ratos machos 

induzido pela restrição proteica materna perinatal na função mitocondrial e no 

estresse oxidativo do tronco encefálico. 
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2 INTRODUÇÃO 

 

2.1 Nutrição e Desenvolvimento do Sistema Nervoso  

 

O cérebro necessita de uma nutrição adequada para poder ter um bom 

desenvolvimento, já que nos períodos iniciais da vida (gestação, lactação e primeira 

infância), o fator nutricional é crucial para sua formação, maturação e 

desenvolvimento dos componentes e funções do Sistema Nervoso Central (SNC) 

(PRADO E DEWEY, 2014; NURLIYANA et al., 2016). A nutrição é apontada como o fator 

não genético mais importante para o desenvolvimento do cérebro e é de 

fundamental importância na proliferação neuronal (neurônios), proliferação não 

neurais (astrócitos, oligodentrócitos e micróglia), formação das sinapses 

(sinaptogênese), crescimento dos axônios (axiogênese) e desenvolvimento da 

bainha de mielina (mielinização) que ocorrem no período da gestação e lactação. 

Em adição a esses efeitos a nutrição adequada desempenha um papel fundamental 

no controle das funções do SNC tais como cognição, comportamento e atividade 

motora (MORGANE et al., 1993; JOHNSON, 2001; PRADO E DEWEY, 2014).   

2.2 Ambiente perinatal, Restrição Proteica Materna e alterações bioquímicas e fisiológicas 

em diferentes tecidos   

 

O ambiente intrauterino e pós-natal estão associados ao período mais 

importante do desenvolvimento do organismo, justamente devido a alta taxa de 

proliferação e multiplicação celular com uma organogênese altamente acentuada, o 

que torna esse período extremamente delicado. Estudos sugerem que estresse 

ambiental nesses períodos pode vir a causar alterações bioquímicas e fisiológicas 

que em período mais tardios da vida aumentaria a propensão ao 

desenvolvimento/aparecimento de doenças (LUCAS, 1991). Esse insulto provindo do 

ambiente pode ser responsável pelo aparecimento tardio de algumas doenças 

metabólicas como obesidade, diabetes e hipertensão que pode aparecer anos após 

o insulto estressor, sendo essa hipótese conhecida como Origem 

Desenvolvimentista da Saúde e da Doença ou “Developmental Origin of Heath and 

Disease – DOHaD” (BARKER, 2004; 2005). Um dos principais insultos ambientais 

associados ao desenvolvimento de doenças é o insulto nutricional que quando 

presente no período crítico do desenvolvimento está correlacionado a mau 
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desenvolvimento e formação de vários tecidos, incluindo o cérebro (MORGANE et al., 

2002).  Um dos maiores marcadores de má nutrição fetal é o baixo peso ao nascer, 

o qual Winchester e colaboradores (2016), estudando 180 crianças prematuras 

mostraram uma associação da prematuridade com elevados níveis de cortisol salivar 

e consequentemente uma disfunção do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA) 

corroborando com a hipótese do DOHaD (WINCHESTER, SULLIVAN et al., 2016). De 

forma semelhante, Chong e colaboradores, (2012), mostraram que alterações no 

ambiente intrauterino resultando em baixo peso ao nascer estavam associadas a 

disfunções cardiovasculares como doença renal e hipertensão arterial em 

adolescentes que ao nascer pesavam < 2.500 g (CHONG E YOSYPIV, 2012). 

Já é bem estabelecido na literatura tanto em humanos quanto em modelos 

experimentais que uma ingestão nutricional inadequada no período perinatal pode 

levar as modificações bioquímicas e fisiológicas na vida adulta como: mudança no 

metabolismo lipídico (HOFFMAN et al., 2000; FRISANCHO, 2003), regulação epigenética 

(BURDGE, HANSON, et al., 2007), mudança no sistema antioxidante (BONATTO et al., 

2006; FEOLI, SIQUEIRA, ALMEIDA, TRAMONTINA, BATTU, et al., 2006; FEOLI, SIQUEIRA, 

ALMEIDA, TRAMONTINA, VANZELLA, et al., 2006), doenças metabólicas (LAKSHMY, 

2013), massa corporal (SINGHAL et al., 2003), desenvolvimento de obesidade 

abdominal (RAVELLI et al., 1999), mudança no número de glomérulos (PIRES et al., 

2006; KAWAMURA et al., 2007; VILLAR-MARTINI et al., 2009), entre outros efeitos.  

Além desses efeitos, a nutrição tem um papel crucial na maturação e 

desenvolvimento do sistema nervoso central. Insultos nutricionais no período crítico 

do desenvolvimento estão associados a efeitos deletérios no cérebro (MORGANE, 

MOKLER et al., 2002). Entre os insultos nutricionais no período embrionário, a 

restrição proteica pode induzir alteração no sistema antioxidante e no estado 

oxidativo cerebral (BONATTO, POLYDORO et al., 2006; FEOLI, A. M., SIQUEIRA, I. R. et 

al., 2006), diminuição dos níveis de fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), 

com prejuízo no aprendizado e na memória comportamental (VALADARES E DE SOUSA 

ALMEIDA, 2005; WANG, L. E XU, 2007) e déficit de atenção (MCGAUGHY et al., 2014),  

bem como alteração nas atividades eletrofisiológicas de células do hipocampo 

(RUSHMORE et al., 1998). Além disso, pode alterar a resposta ao medo e a ansiedade 

(HERNANDES E ALMEIDA, 2003), pode reduzir a ação da serotonina na ingestão 
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alimentar (LOPES DE SOUZA et al., 2008) e causar prejuízo na neurotransmissão 

serotoninérgica (HONORIO DE MELO MARTIMIANO et al., 2016). 

2.3 Estresse oxidativo, Restrição Proteica e Doenças Cardiovasculares 

 

Podemos entender o estresse oxidativo como sendo o desequilíbrio entre o 

sistema pró-oxidante (aumento na produção de EROs/ERNs) e os mecanismos de 

defesa antioxidante (enzimático e não enzimático) em favor ao aumento nas 

concentrações dos agentes pro-oxidantes, os quais podem promover destruição de 

estruturas celulares, como lipídeos, proteínas e material genético como DNA e RNA 

(HALLIWELL, B., 2006). Embora essas espécies reativas sejam muito tóxicas, não são 

totalmente removidas no organismo, pois em concentrações fisiológicas atuam na 

regulação de inúmeras funções, tais como crescimento celular, transdução de sinal, 

diferenciação celular, ativação do sistema imunológico, neurogênese entre outras 

(HALLIWELL, G. A., 2006; BALZER et al., 2015; HAMEED et al., 2015; MANDA-HANDZLIK E 

DEMKOW, 2015). A ação das EROs/ERNs nas mitocôndrias podem estar associado a 

um aumento ainda maior da produção dessas espécies reativas em condições 

patológicas e consequentemente a oxidação das biomoléculas presentes nas 

mitocôndrias (lipídeos, proteína e material genético) sendo apontado como 

mecanismo de indução de varias doenças incluindo as doenças cardiovasculares 

(JOMOVA et al., 2010; JIANG et al., 2016).  

Estudos prévios já mostraram que restrição proteica tanto no período pré-

natal quanto no pós natal pode induzir aumento da pressão arterial média (OLIVEIRA 

et al., 2004; DE BRITO ALVES et al., 2014), como também aumento de frequência 

cardíaca e um ligeiro aumento na resposta pressórica e bradicárdica com ativação 

quimioreflexa (PENITENTE et al., 2007). Além de induzir disfunção mitocondrial e 

estresse oxidativo em coração de ratos aos 100 dias de vida (NASCIMENTO et al., 

2014).  Corroborando com esses dados, De Brito Alves, (2014) além de encontrar 

corporal e comprimento tanto em ratos machos aos 30 quanto aos 90 dias de vida, 

observaram também aumento de freqüência respiratória basal e ventilação aos 30 

dias e aumento da freqüência respiratória e da pressão arterial aos 90 dias de vida 

(DE BRITO ALVES, NOGUEIRA et al., 2014).  
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Está bem claro que esse modelo de insulto nutricional é capaz de alterar as 

funções cardiovasculares, contudo, pouco se conhece sobre os mecanismos 

bioquímicas e moleculares que explicam essas alterações. Barros e colaboradores, 

(2015) estudando ratos adultos cujas mães foram submetidas a uma dieta baixa em 

proteína (8% de proteína) durante a gestação e lactação, verificou aumento no tônus 

simpático cardiovascular nesses animais o que pode está associado ao aumento da 

pressão arterial na vida adulta desses animais (BARROS, DE BRITO ALVES et al., 

2015).  

2.4 Estresse oxidativo, Restrição Proteica e Doenças Neurológicas  

 

Embora todos os tecidos do corpo estejam vulneráveis a sofrer lesão 

oxidativa, o sistema nervoso por vários motivos é extremamente sensível ao 

metabolismo oxidativo e consequentemente pelos efeitos maléficos que o estresse 

oxidativo pode causar nesse tecido (HALLIWELL, B., 2006; ISLAM, 2016).  

Entre os fatores associados ao estresse oxidativo no tecido neural é fato que 

as células neurais são altamente dependentes do consumo de oxigênio, o qual é 

usado quase que exclusivamente para manter a atividade dos neurônios e isso 

significa que os mesmos dependem totalmente da eficiência mitocondrial para a sua 

sobrevivência (AMES, 2000; ERECINSKA et al., 2004). 

 Todavia, elétrons podem vazar da cadeira transportadora de elétrons e 

produzir EROs que podem lesionar as biomoléculas inclusive da própria mitocôndria  

gerando uma maior produção de EROs e assim um ciclo oxidativo que caso não seja 

regulado pelo sistema antioxidante pode levar ao estresse oxidativo (HALLIWELL, B., 

2006). Vários outros fatores estão associados à vulnerabilidade neural ao estresse 

oxidativo como: presença de aminoácidos excitotóxicos, níveis de cálcio, oxidação 

dos neurotransmissores, níveis de ferro, ácidos graxos de cadeias poliinsaturadas 

que são muito susceptíveis ao ataque de EROs/ERNs e consequentemente dano 

neural (SPENCER et al., 1998; KUDIN et al., 2005; WARD et al., 2014; DI NUNZIO et al., 

2016) . Com isso o cérebro é extremamente sensível à lesão oxidativa e vários 

fatores estão correlacionados, como ilustrados na figura 1 abaixo. 
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Figura 1. Fatores associados à vulnerabilidade cerebral ao estresse oxidativo. 

(Halliwell e Gutteridge, 1999. Adaptado). 

 

  

 

 

 

 

Estudos tanto em humanos quanto em modelos experimentais mostram como 

um dos principais mecanismos moleculares associados a doenças 

neurodegenerativas o aumento de estresse oxidativo atrelado à disfunção 

mitocondrial (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2013; OKAZAWA et al., 2014), causando a 

injúria cerebral (HIEBERT et al., 2015; KILBAUGH et al., 2015), epilepsia (PEARSON et 

al., 2015; FOLBERGROVA et al., 2016), Alzheimer (FRIEDLAND-LEUNER et al., 2014; 

SWOMLEY E BUTTERFIELD, 2015), Esquizofrenia (FAIZI et al., 2014; RAJASEKARAN et al., 

2015), Esclerose lateral amiotrófica devido deficiência gênica na Superóxido 

Dismutase 1 (SOD1) (CARRI et al., 2015; PALOMO E MANFREDI, 2015).   

Nesse contexto vários estudos vêm mostrando que além de ser os possíveis 

mecanismos indutores de doenças neurodegenerativas, a disfunção mitocondrial 

associadas a níveis aumentados de EROs/ERNs, e o estresse oxidativo podem 

explicar a patogênese da hipertensão com origem no SNC, já que inervações de 

entrada e saída nessa região parece ser modulada pelos níveis dessas espécies 

reativas e o estresse oxidativo gerado nesse tecido (KISHI et al., 2004; ZIMMERMAN et 

al., 2004; KIMURA et al., 2005; PETERSON et al., 2006; HIROOKA, 2008; CHAN E CHAN, 

2012; 2013b).  
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Está cada vez mais evidente que a etiologia da hipertensão arterial a nível 

central apresenta um aumento da produção de EROs e ERNs (CHAN et al., 2005; 

CHAN E CHAN, 2013b). Chan et al., (2005)  demonstraram que o aumento de 

espécies reativas de oxigênio induzido por disfunção mitocondrial ou por aumento da 

atividade da NADPH oxidase, em conjunto com a diminuição da ação das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no bulbo contribuía com 

o estresse oxidativo crônico nessa região, levando a um aumento do tônus 

vasomotor simpático e a hipertensão. Em outro estudo, Chan e Chan (2013a) 

relatam que elevados níveis de angiotensina II no cérebro aumenta as 

concentrações dos ânions superóxido no bulbo e este aumento de ânion superóxido 

está associado ao aumento da  pressão arterial induzida por angiotensina II, a qual 

também apresenta uma hiperativação do sistema nervoso simpático.  

Além do tronco encefálico, outros núcleos e regiões também estão 

associados ao controle de pressão arterial a nível central (núcleos hipotalâmicos), 

logo, um desequilíbrio no sistema antioxidante nesses núcleos pode desregular os 

níveis pressóricos. Corroborando com essa afirmação, Yuan e colaboradores, (2013) 

estudando ratos machos adultos espontaneamente hipertensos verificaram que 

quando foram submetidos a um tratamento através da transfecção do gene da 

SOD1 no núcleo paraventricular desses animais, observou-se 4 semanas após a 

transfecção, uma diminuição significativa da pressão arterial, atividade simpática e 

níveis de angiotensina II (YUAN, ZHANG et al., 2013). 

Cardoso e colaboradores, (2006) investigando em ratos adultos não 

anestesiados os mecanismos associados ao estresse oxidativo mediado pela 

injeção de H2O2 no IV ventrículo, observaram que o nível aumentado de H2O2 é 

capaz de ativar os sistemas simpático e parassimpático por mecanismos diferentes. 

Associado a essa observação, verificaram também que o tratamento com um 

antioxidante (N-Acetil-Cisteína) (NAC) diminuiu a resposta pressórica nesses 

animais (MAXIMO CARDOSO, DE ALMEIDA COLOMBARI et al., 2006).  Não apenas o 

tratamento com a NAC regula a pressão arterial a nível central, pois estudando 

porcos tratados com nitrato orgânico, Zanzinger e Czachurski, verificaram diminuição 

da pressão arterial, da frequência cardíaca e da atividade do tônus simpático 

(ZANZINGER E CZACHURSKI, 2000).    
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No modelo de restrição proteica materna perinatal, em estudos separados, 

pesquisadores mostraram o aumento do tônus simpático em ratos machos juvenis e 

aumento da pressão arterial em ratos adultos, o que está associado a um aumento 

da produção de espécies reativas e alteração na função mitocondrial, além de 

indução de estresse oxidativo (DE BRITO ALVES, NOGUEIRA et al., 2014; BARROS, DE 

BRITO ALVES et al., 2015; FERREIRA, D. J. et al., 2016).  

O estresse oxidativo e o desequilíbrio no sistema antioxidante no cérebro, já 

estão bem evidenciados em ratos onde as mães sofreram uma restrição proteica no 

período crítico do desenvolvimento. Feoli e colaboradores (2006) verificaram em 

animais aos 60 dias de vida, aumento de peroxidação lipídica em cerebelo e córtex, 

assim como diminuição da atividade da catalase nesses animais (FEOLI, A. M., 

SIQUEIRA, I. R. et al., 2006). Em um estudo adicional, esse grupo de autores sugere 

que esse efeito da restrição proteica possa ser explicado pelos níveis diminuídos de 

glutationa e captação de aminoácido excitatório como o glutamato no córtex e no 

hipocampo (FEOLI, A. M., SIQUEIRA, I. et al., 2006), o que estaria associado a um 

aumento da reatividade glial ao nascer no córtex cerebral, hipocampo e cerebelo 

indicando uma astrogliose (FEOLI et al., 2008). Logo, a restrição proteica materna 

nos filhotes no ambiente pós-natal é capaz de alterar tanto o estado redox no 

hipocampo (BONATTO et al., 2005) quanto marcadores oxidativos no córtex e 

cerebelo (BONATTO, POLYDORO et al., 2006).  

Além dos mecanismos periféricos que controlam as funções cardíacas, Esler 

(2010a) mostra que pelo menos 50% das causas da hipertensão arterial é a nível 

central e não periférico, ou seja, a hipertensão neurogênica acomete quase metade 

dos hipertensos, o que torna ainda mais importante compreender a via central de 

controle da pressão arterial (ESLER, 2010a). Isso se explica devido à existência de 

vários núcleos específicos na região do tronco encefálico que são responsáveis pelo 

controle da atividade circulatória, ou seja, aferências neurais oriundas do sistema 

nervoso autônomo especificamente o sistema nervoso simpático sobre áreas que 

apresentam um papel crucial no controle das atividades cardiovasculares 

(frequência cardíaca e pressão arterial) como o Núcleo do Trato Solitário (NTS), 

Núcleo Retrotrapezóide e Região Ventro Lateral da Medula (RVLM) e esses núcleos 

fazem da região do tronco encefálico uma rota chave no controle da pressão arterial 
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e das funções cardiorrespiratórias (GUYENET, 2006; GUYENET, BAYLISS, et al., 2008; 

SPYER E GOURINE, 2009; MARINA et al., 2015). 

Ferreira e colaboradores, estudando o tronco encefálico de machos adultos 

onde as mães foram submetidas à dieta pobre em proteína (8% de proteína) durante 

a gestação e lactação mostraram que nessa região do SNC os animais desnutridos 

apresentaram aumento de peroxidação lipídica, redução na atividade enzimático da 

SOD, CAT, GPx, GST, GR e Glicose -6-fosfato Desidrogenase (G6PDH), GSH, 

GSSG e consequentemente diminuição no estado redox (GSH/GSSG) (Ferreira et 

al. 2015). Estudos adicionais desse mesmo grupo de autores mostraram que a 

desnutrição proteica perinatal induzia diminuição do quoeficiente respiratório, 

potencial elétrico de membrana mitocondrial e o aumento da produção de 

EROS/ERNs; esses autores sugerem que a disfunção mitocondrial em conjunto com 

o desequilíbrio oxidativo pode ser o mecanismo propulsor para o aparecimento de 

doenças induzidas pela restrição proteica perinatal (FERREIRA, D. S. et al., 2015; 

FERREIRA, D. J., DA SILVA PEDROZA et al., 2016). Contudo, pouco se conhece se 

esses efeitos oxidativos podem ser alterados em mais de uma geração e se 

acomete de forma igual machos e fêmeas.  

2.5 Estrógenos e Sistema Nervoso Central   

 

Durante o período reprodutivo, as fêmeas produzem hormônios importantes 

para o desenvolvimento das características sexuais secundárias e reprodutivas. 

Entre os hormônios femininos, atualmente, um número crescente de artigos vem 

destacando a importância dos estrogênios em inúmeras ações protetoras. A 

terminologia estrogênio é dada para um grupo de hormônios esteroidais, importantes 

no controle do ciclo reprodutivo. Os três principais estrogênios são estrona (E1), 17-

β-estradiol (E2) e o estriol (E3), que se diferenciam entre si de acordo com o número 

de grupamento hidroxila ou cetona (RYAN, 1982). O 17-β-estradiol é o estrogênio 

predominante durante os anos reprodutivos, tanto em termos de níveis séricos 

absolutos como em termos de atividade estrogênica, 60-80% do estrogênio 

circulante nas mulheres pré-menopausa é produzido pelos ovários, durante a 

gravidez pode ser secretado pela placenta muito embora outros órgãos também 

tenham esse papel e a ação desse hormônio  também depende de vários fatores 

(NELSON E BULUN, 2001).  
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Alguns estrogênios podem ser produzidos em pequenas quantidades por 

alguns tecidos periféricos como, por exemplo, fígado, glândula adrenal, glândulas 

mamárias e mesmo o tecido adiposo e na peri- e menopausa, ocorre uma grande 

redução na produção de estrogênios e consequente inabilidade responsiva à 

gonadotropina, ao hormônio folículo-estimulante (FSH) e ao hormônio luteinizante 

(LH) (FRIEDLANDER E JONES, 2002). Com isso a produção extra-glandular dos 

estrogênios se torna, predominante, sendo que o principal estrogênio plasmático 

verificado nesse período é a estrona, entretanto esse hormônio é menos potente que 

o 17-β-estradiol (NELSON E BULUN, 2001). 

 Apesar dos relatos do papel protetor dos estrogênios em tecidos cardíacos, 

estudos a respeito da função dos mesmos em algumas regiões específicas do 

cérebro ainda são escassos, como é o caso das regiões do tronco encefálico onde o 

papel dos estrogênios ainda é pouco discutido. Grupos de neurônios localizados no 

tronco encefálico, especificamente, em regiões do bulbo (Núcleo do Trato Solitário-

NTS e região rostro-ventro-lateral do bulbo-RVLM) constituem um sítio importante 

para o controle do sistema cardiovascular, pois, têm sido apontados como principais 

áreas no controle da atividade simpática e estão diretamente envolvidas na 

recepção dos sinais aferentes provenientes dos barorreceptores arteriais e 

quimiorreceptores centrais e periféricos (MIFFLIN, 1992; CIRIELLO et al., 1994; 

COLOMBARI et al., 1996; MACHADO et al., 1997; GUYENET, 2006; GUYENET, BAYLISS et 

al., 2008; GUYENET et al., 2010). 

Como relatado anteriormente, a região do tronco encefálico sofre influencia 

direta da função/disfunção mitocondrial e do estresse oxidativo, dessa forma é 

tentador especular que os estrogênios podem atuar como uma possível ferramenta 

terapêutica para combater o estresse oxidativo induzido pelo insulto nutricional. 

Corroborando com essa nossa hipótese, Bellanti et al. (2013) demonstrou que o 

estrogênio tem um papel importante na regulação do equilíbrio redox pelo aumento 

da expressão das enzimas antioxidantes e restauramento da capacidade 

antioxidante total em mulheres após a reposição de estrogênios (BELLANTI et al., 

2013).  

Esses hormônios de fato são muito importantes para a neuroproteção e seus 

mecanismos podem estar associados à modulação na função mitocondrial por várias 
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vias, sendo não apenas a nível neural, mas também nas células gliais (SIMPKINS E 

DYKENS, 2008; AREVALO et al., 2010). Essa modulação pelo estrógeno parece estar 

associada a diminuição da incidência das doenças neurodegenerativas e 

hipertensão arterial (PIETRANERA et al., 2015), pois em ratos espontaneamente 

hipertensos o E2 induziu neuroproteção com aumento de BDNF e diminuição de 

GFAP na região do hipocampo (PIETRANERA et al., 2014).  

 Nesse contexto, o E2 pode desempenhar efeitos consideráveis, atuando 

como um agente neuroprotetor por estimular efeitos antioxidantes.  De Marinis, et al 

(2013) demonstrou que o E2 exerce efeito protetor contra o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), reduzindo a apoptose nas células do neuroblastoma do hipocampo e 

aumentando a expressão de neuroglobina (NGB) em cultura primária de astrócitos 

corticais, além de induzir proteção contra o estresse oxidativo, eliminando EROs e 

controlando a inflamação (DE MARINIS et al., 2013). Corroborando com esse efeito 

protetor do E2, Patki et al. (2013), em um estudo com hipocampo,  em ratas com 

deficiência de E2 através da ovariectomia (OVX), observou um aumento do estresse 

oxidativo, associado ao aumento da pressão arterial, comportamento de ansiedade, 

deficiência de aprendizagem e memória. As ratas OVX apresentaram nível de 

estresse oxidativo, significativamente maior do que em relação ao grupo controle 

(com níveis normais de E2), avaliados pelos níveis de isoprostanos e também de 

carbonilação. Na avaliação da pressão arterial, verificaram aumento tanto na 

pressão sistólica como na diastólica o grupo OVX (Patki et al. 2013). Avaliando 

também o hipocampo de ratas OVX, onde duas semanas após a ovariectomia foi 

injetado 2 µL de β amilóide 25-35 (A-β25-35), Bernal-Mondragón, et al. (2013) 

percebeu que o estresse oxidativo gerado pela administração de A-β25-35 é 

suficiente para produzir um prejuízo olfativo, mas que esse efeito pode ser evitado 

com a administração do E2 antes e depois da injeção de A-β25-35 sugerindo uma 

utilização do estradiol para o tratamento do Alzheimer. Os autores sugeriram que o 

efeito protetor do estradiol é mediado pela modulação positiva da bioenergética 

mitocondrial do cérebro se tornando assim importante meio de tratamento para o 

Alzheimer (BERNAL-MONDRAGON et al., 2013). 

Em um estudo experimental com Parkinson, Misiak, et al. (2010) constataram 

que os neurônios mesencefálicos de machos são mais vulneráveis do que os 

neurônios de fêmeas ao 6-OHDA (6-hidroxidopamina), uma neurotoxina que destrói 
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terminais catecolaminérgicos utilizado em modelo experimental de doença de 

Parkinson. Além disso, os machos apresentaram de 1,5 a 2 vezes mais células 

apoptóticas e necróticas do que as células do sexo feminino. Em adição a essas 

observações, os autores verificaram que as mitocôndrias do sexo masculino 

produziam mais EROs do que, as mitocôndrias do sexo feminino. Quando os 

autores trataram essas células com E2, não observaram mais diferenças nos níveis 

de EROs. Os autores concluíram que os mecanismos subjacentes a essa maior 

vulnerabilidade de neurônios do sexo masculino em relação ao feminino pode ser 

devido a níveis mais elevados de EROs que em conjunto com uma regulação 

diferenciada da transcrição do gene mitocondrial, pode levar a uma redução na 

atividade da cadeia respiratória e aos baixos níveis de ATP observados nos machos 

em comparação com as fêmeas (MISIAK et al., 2010). Em outro estudo associado ao 

Parkinson, Campos, et al. (2012), tratou com E2 por 10 dias antes da indução do 

Parkinson usando 6-OHDA e verificaram que o E2 impediu a perda de neurônios 

dopaminérgicos induzida pelo 6-OHDA tanto na substância negra como no corpo 

estriado, e provocou um aumento dos níveis de proteína GDNF em ambas as áreas. 

Os autores concluíram que o E2 estimula o GDNF, fator neurotrófico derivado de 

células da glia que promovem a sobrevivência e diferenciação de neurônios 

dopaminérgicos em cultura (CAMPOS et al., 2012). 

De acordo com esse estudo, Martins et al. (2012), observou que ratas  OVX 

com 5 ou 10 meses de idade apresentavam elevados níveis de estresse oxidativo no 

estriado, córtex, hipocampo e cerebelo; e que quando estas eram tratadas com 

estradiol, os níveis de estresse oxidativo reduzia para níveis iguais ou até inferior os 

valores controle (MARTINS et al., 2012).  

2.6 Estresse Oxidativo e Diferença de Gênero 

 

O estresse oxidativo está muito associado à disfunção mitocondrial e como já foi 

discutido mais acima está intimamente relacionado ao desenvolvimento de doenças 

neurodegenerativas (ISLAM, 2016). Muito embora o aumento de EROs/ERNs esteja 

ligado a essas doenças, a incidência é bem menor nas fêmeas quando comparada 

aos machos (BALDERESCHI et al., 2000). Em uma meta – análise, Hirsch e 

colaboradores verificaram que a maioria dos artigos incluídos no estudo 

demostraram que a incidência na doença de Parkinson é maior em homens que em 
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mulheres em todos os grupos etários e que essa diferença só é significativa entre 60 

– 69 e 70 – 79 anos de idade (HIRSCH et al., 2016).  

Essa menor incidência de doenças neurológicas nas fêmeas provavelmente 

ocorra devido a menores níveis de estresse oxidativo e disfunção mitocondrial no 

sexo feminino quando comparado ao masculino; como mostrou Guevara e 

colaboradores (2009), avaliando o sistema antioxidante e mitocondrial de cérebros 

de ratos aos 24 meses de vida, verificou-se uma diminuição de oxidação de 

proteínas totais, proteína mitocondrial e peroxidação lipídica nas fêmeas, bem como 

aumento da atividade da citrato sintase, aumento de consumo de oxigênio nos 

estados 3 e 4 assim como o aumento da UCP – 4 e UCP-5 quando comparado aos 

machos (GUEVARA, SANTANDREU et al., 2009). Posteriormente, o mesmo grupo de 

pesquisa avaliando o papel da idade no sistema antioxidante e mitocondrial de 

cérebro de ratos de 6, 12, 18 e 24 meses de idade mostraram que o estresse 

oxidativo de fato acumula com o envelhecimento, com o aumento da atividade da 

cadeia transportadora de elétrons e falência do sistema antioxidante e embora esse 

efeito seja acentuado com a idade acontece de forma mais branda nas fêmeas 

quando comparado aos machos (GUEVARA et al., 2011).  

Borras e colaboradores, utilizando mitocôndrias isoladas de camundongos aos 

120 dias de idade demonstrou que as mitocôndrias de fêmeas apresentam um dano 

ao DNA mitocondrial 4 vezes menor quando comparadas nos machos e isso pode 

ser explicado pelo fato dele ter encontrado uma expressão gênica para algumas 

enzimas antioxidantes (SOD e GPx) bem maior nas fêmeas que os machos (BORRAS 

et al., 2003). Avaliando cérebros de ratos juvenis Chen, (2011) verificou aumento na 

GPx e na Glutamato – Cisteína Ligase (GCL) que é uma enzima chave na síntese 

da glutationa quando comprado ao machos. Esses dados sugeriram que as fêmeas 

teriam maior proteção devido ao aumento da atividade dessas enzimas (CHEN, JI et 

al., 2011). 

Estudos vêm demonstrando que um dos principais fatores que pode explicar a 

diferença sexual no desenvolvimento de doenças com base na neuroproteção é fator 

hormonal e logo a presença dos hormônios sexuais poderia proteger o sistema 

nervoso e o déficit desses hormônios aumentaria a vulnerabilidade do tecido neural 

à lesão e ao aparecimento de doenças (YAO et al., 2011; YAO et al., 2012; SIDDIQUI 
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et al., 2016). Os hormônios ovarianos como estrógeno e a progesterona têm um 

papel neuroprotetor e regula o estresse oxidativo bem como o metabolismo 

mitocondrial, como observado por Irwin e colaboradores (2008), onde utilizando 

mitocôndrias isoladas de cérebro de fêmeas adultas ovariectomizadas 

suplementadas com estrógeno (E2) e progesterona (P4), verificaram que tanto a 

reposição com E2 ou com P4 separadamente era capaz de aumentar a capacidade 

respiratória mitocondrial com aumento na expressão do complexo IV mitocondrial e 

da SOD, assim como no consumo  de oxigênio nos estados 3 e 4 e diminuição da 

produção de EROs e peroxidação lipídica. Agindo em conjunto (E2+P4), embora 

tenha efeito protetor, a magnitude da resposta é diminuída, ou seja, a reposição 

hormonal foi capaz de induzir alteração no metabolismo mitocondrial, bem como no 

sistema antioxidante enzimático o que atenua o estresse oxidativo e possíveis danos 

ao sistema nervoso (IRWIN, YAO et al., 2008).  

2.7 Efeitos intergeracionais e Insultos Nutricionais 

 

Estudos vêm mostrando que insultos do tipo nutricional, hormonal, toxinas, 

estresse e ambiente adverso, tanto no início quanto no decorrer da vida, podem ser 

encontrados em gerações subsequentes que não foram expostas a nenhum tipo de 

insulto (BALE, 2014; 2015). Logo, quando a mãe (geração F0) é exposta ao insulto, o 

útero também sofrerá o insulto podendo afetar com isso o desenvolvimento da 

primeira geração (F1), devido às modificações moleculares e bioquímicas nas 

células germinativas do feto, podendo também afetar a segunda geração (F2) ou 

terceira geração (F3), sendo esse fenômeno denominado efeito de transgeracional 

(SZYF, 2015). Segundo, Heard e Mastienssen (2014) quando F0 e F1 são expostos 

ao insulto e a transmissão dos efeitos desse insulto esta presente em F1 e F2 é 

denominado efeito intergeracional, sendo apenas após a geração F2 e suas 

subsequentes gerações que se denomina de efeito de  transmissão transgeracional 

(HEARD E MARTIENSSEN, 2014). 

Contudo, quando esses efeitos se desenvolvem na prole sem uma 

reexposição ao insulto, ou seja, se a mãe não sofrer mais o insulto inicial ou outro 

tipo de insulto no decorrer da vida, mas mesmo assim as gerações subsequentes 

apresentam as alterações induzidas pelo insulto original, o efeito é conhecido como 

transgeracional verdadeiro (JIRTLE E SKINNER, 2007; SKINNER, 2008). Em contra 
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partida, quando ocorrem várias exposições maternas aos insultos, tanto o insulto 

inicial como os diferentes tipos de insultos, esse efeito e denominado como efeito 

transgeracional de reexposição (BALE, 2015). 

2.8 Tipos de estudos e de insultos sobre Efeitos Intergeracional   

 

Em humanos são escassos os estudos transgeracionais, devido o longo 

tempo para obter os resultados, assim como, o registro dos dados por mais de uma 

geração torna os estudos longitudinais em humanos um tanto difícil, muito embora 

um dos primeiros estudos transgeracionais em humanos foi realizado com netos de 

mulheres que foram expostas a restrição calórica-proteíca durante a fome holandesa 

(período de 1944 – 1945), onde se observou uma maior adiposidade corporal nos 

netos onde as avós passaram fome do que nos netos do grupo controle (BROWN E 

SUSSER, 2008; PAINTER et al., 2008). De forma similar, Kaati et al., (2002; 2007) 

mostraram que os netos cuja as avós tiveram alimentação em abundância na 

infância, apresentavam na segunda geração uma maior probabilidade de 

desenvolver diabetes tipo 2 em meninas de 8 a 10 anos e meninos de 9 aos 12 anos 

de idade. 

A maioria dos estudos que se conhece sobre efeitos transgeracionais foi 

realizada em modelos animais desde os mais antigos (ZAMENHOF et al., 1971; BEACH 

et al., 1982) aos mais recentes (BALE, 2014; VICKERS, 2014). Atualmente existem 

diversos modelos que visam investigar as alterações entre gerações com modelos 

de glicocorticoides (BUCHWALD et al., 2012), exposição a drogas psicoativas (LAM et 

al., 2000; SLAMBEROVA et al., 2005), modelo vascular (ANDERSON, C. M. et al., 2006; 

ANDERSON, C. M. et al., 2009), entre outros (MAHSOUDI et al., 2007).  Utilizando 

cobaia tratadas com glicocorticoides, Crudo et al., (2012) mostrou que esse 

tratamento aumenta a metilação de DNA no fígado em F2. 

Contudo, os estudos mais comuns para investigar os efeitos transgeracionais 

são os que utilizam os modelos dietéticos com ênfase na restrição calórica (JIMENEZ-

CHILLARON et al., 2009) e dietas hiperlipídicas (HARRISON E LANGLEY-EVANS, 2009). 

Utilizando um modelo de crescimento intrauterino restrito, com uma diminuição do 

suprimento sanguíneo devido ao clampeamento arterial, Chernoff e colaboradores, 

(2009) mostraram diminuição na viabilidade das células germinativas e também o 



36 
 

peso da prole em F1. Um modelo muito utilizado também é o modelo de obesidade 

ou dieta hiperlipídica, como mostrado por King et al.,(2013) que avaliando 

camundongos machos e fêmeas por duas gerações verificaram aumento de peso 

em ambos os sexos na primeira geração e diminuição do peso nas fêmeas além de 

diminuição do colesterol nos machos de segunda geração. Em modelo de 

obesidade, Dunn e Bale (2011), demonstraram aumento no comprimento e peso de 

machos e fêmeas e resistência a insulina nas três gerações subsequentes de 

machos. 

Estudos que utilizam modelo de desnutrição proteica demonstraram diversos 

efeitos transgeracionais como em Zamenhof e colaboradores que utilizaram uma 

restrição durante a gestação e verificou uma diminuição no número de células 

cerebrais em F2 (ZAMENHOF, VAN MARTHENS et al., 1971). Martin e colaboradores 

utilizando uma restrição no período perinatal em ratos demonstraram baixo peso 

corporal em F1 e alto peso corporal e resistência a insulina em F2 (MARTIN et al., 

2000).  

Zambrano e colaboradores (ZAMBRANO et al., 2005), estudando ratos adultos 

que sofreram restrição proteica no período da gestação, lactação ou em ambos por 

mais de uma geração verificaram que o grupo de fêmeas que sofreu restrição 

durante a gestação e lactação e o grupo que sofreu só na lactação da primeira 

geração (F1) tiveram um peso corporal, ingestão alimentar e sensibilidade à insulina 

menor quando comparados a seus grupos controles. Já na segunda geração (F2) 

tanto as fêmeas quanto os machos mostraram resistência à insulina (ZAMBRANO, 

MARTINEZ-SAMAYOA et al., 2005). Em 2004 Benyshek e colaboradores utilizando um 

modelo de mães que sofreram restrição no período perinatal verificaram na prole ao 

nascer uma diminuição do peso em F1 e aumento do peso em ratos machos F2 

(BENYSHEK et al., 2004). 

 Burdge e colaboradores utilizando uma restrição proteica na gestação e 

lactação demonstraram em ratos machos uma diminuição do receptor para 

glicocorticoides e aumento na expressão de RNA para a enzima Fosfenolpiruvato 

carboxilase (PEPC)(BURDGE, SLATER-JEFFERIES, et al., 2007). Tanto em 2006 quanto 

em 2008, Benyshek e colaboradores utilizando a prole de ratas que sofreram 

desnutrição proteíca verificaram resistência à insulina por duas gerações F1 e F2 
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(BENYSHEK et al., 2006; BENYSHEK et al., 2008).  Bertram e colaboradores utilizando 

um modelo de restrição proteica em cobaias verificaram alteração no sistema 

neuroendócrino (aumento na atividade do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal) e 

aumento nos níveis de cortisol em F1 e F2 (BERTRAM et al., 2008). 

Em outro estudo com restrição proteica severa durante a gestação e lactação 

em ratos Wistar, Pinheiro e colaboradores, demonstraram aumento de resistência à 

insulina em F1 e F2 e aumento de glicemia e hiperinsulinemia em F2 (PINHEIRO et 

al., 2008). Submetendo ratas a restrição proteica durante a gestação, Torrens e 

colaboradores verificaram aumento de pressão arterial sistólica em F2 em machos e 

fêmeas (TORRENS et al., 2008). Por sua vez, Harrison e Langley – Evans utilizando o 

modelo de restrição proteica durante a gestação (9% de caseína) verificou aumento 

de pressão arterial em F1 e F2 além da diminuição do número de néfrons em F2 

(HARRISON E LANGLEY-EVANS, 2009). Carone e colaboradores utilizando também um 

modelo de restrição proteica (11% de proteina) em camundongos na gestação 

encontraram alterações na expressão gênica do SREBP, que atua como regulador 

chave do metabolismo de colesterol, por duas gerações (CARONE et al., 2010).  

Utilizando um modelo de desnutrição severa (5% de proteina) em ratos, 

Frantz e colaboradores demonstraram diminuição nos níveis de insulina e no 

número de células beta pancreáticas por três gerações (FRANTZ et al., 2011). 

Estudando camundongos submetidos a uma restrição proteíca severa durante a 

gestação, Peixoto-Silva e colaboradores, encontraram uma diminuição no peso, 

aumento nos níveis de colesterol, leptina e resistência à insulina além de aumento 

no número de células betas pancreáticas (PEIXOTO-SILVA et al., 2011). Os estudos 

relacionados à restrição proteica e os efeitos intergeracionais estão resumidos na 

tabela 1 abaixo. 

 

Tabela 1. Estudos relacionados à restrição proteica, geração, espécies e principais 

resultados encontrados. 
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% proteína  Geração   Espécies Efeitos Sexo Autor 

      

8 % (gestação) 

 

F1, F2 e F3 

 

Sprague Dawley  M (ZAMENHOF, VAN 

MARTHENS et al., 1971) 

8 % (gestação e lactação) 

 

F1 e F2 Sprague Dawley 

e resistência a insulina nos animais 

hipernutridos em F2. 

 

M (MARTIN, JOHNSTON et al., 

2000) 

10 % (gestação e lactação) F1 e F2 Sprague Dawley 

resistência a insulina em F2. 

M/F (ZAMBRANO, MARTINEZ-

SAMAYOA et al., 2005) 

 

 

8 % (gestação e lactação) 

 

 

F1 e F2 

 

 

Sprague Dawley 

 

hipernutridos em F1 e F2. 

 

 

M/F 

 

 

(BENYSHEK, JOHNSTON et 

al., 2004) 

 

      

9 % (gestação e lactação) F1 e F2 Wistar  
* 

RNA para a PEPC
#
 em F1/F2. (Fígado) 

 

M (BURDGE, SLATER-

JEFFERIES et al., 2007) 

8 % (gestação e lactação) F1, F2 e F3 Sprague Dawley sistência a insulina em F1 e F2. M/F (BENYSHEK, JOHNSTON et 

al., 2006) 

      

8 % (gestação e lactação) 

 

F1, F2 e F3 Sprague Dawley  M/F (BENYSHEK, JOHNSTON et 

al., 2008) 

10 % (gestação) 

 

F1 e F2 Wistar 

 

 

M/F (BERTRAM, KHAN et al., 

2008) 

5 % (gestação e/ou lactação) F1 e F2 Wistar 

Glicemia, hiperinsulinemia e resistência 

em F2. 

 

M/F (PINHEIRO, SALVUCCI et al., 

2008) 

9 % (gestação) 

 

F1 e F2 Wistar  M/F (TORRENS, POSTON et al., 

2008) 

9 % (gestação) 

 

F1, F2 e F3 Wistar 

de néfrons em F2. 

M/F (HARRISON E LANGLEY-

EVANS, 2009) 

9 % (gestação) F1 e F2 Camundongo  

metabolismo de 

F1 e F2. 

 

M/F (CARONE, FAUQUIER et al., 

2010) 
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Em conjunto com os dados da literatura e nossa linha de pesquisa, construímos 

nossa hipótese. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 %  (gestação) F1, F2 e F3 Camundongo  

pâncreas em F1, F2 e F3.  

 

M (FRANTZ, AGUILA et al., 

2011) 

5 %  (gestação) F1 e F2 Camundongo 
colesterol, resistência a insulina, número 

de células pancreáticas em F1 e F2.  

M/F (PEIXOTO-SILVA, FRANTZ et 

al., 2011) 
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3 HIPÓTESE  

 

Restrição proteica materna no período crítico do desenvolvimento é capaz de 

alterar a função mitocondrial e o balanço oxidativo no tronco encefálico de ratos 

machos e fêmeas por mais de uma geração. 

4 OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivo Geral 

  

Investigar a influência da restrição proteica materna durante a gestação e 

lactação na capacidade mitocondrial e no balanço oxidativo no tronco encefálico de 

filhotes machos e fêmeas por duas gerações. 

4.2 Objetivos Específicos 

 

Avaliar no tronco encefálico de ratos jovens machos e fêmeas: 

 A capacidade respiratória mitocondrial; 

 A produção de espécies reativas de oxigênio (ROS); 

 Os níveis de peroxidação lipídica; 

 Os níveis de oxidação de proteínas; 

 A atividade das enzimas antioxidantes a superóxido dismutase (SOD), catalase 

(CAT) e glutationa-s-transferase (GST).   

 Os níveis de glutationa reduzida (GSH); 

 Os níveis de glutationa oxidada (GSSG); 

 A razão GSH/GSSG. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 
5.1 Animais e Dieta  

 

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes da colônia do 

Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Pernambuco. As 

progenitoras (n=32) pesando entre 220-250g foram abrigadas no biotério Centro 

Acadêmico de Vitória (CAV), sob condições padrão de temperatura, iluminação e 

umidade com água e ração comercial de biotério ad libitum (VAN ZUTPHEN, 1993). 

Foram submetidos períodos alternados e regulares de luz e escuridão (12/12 

horas) e um período de adaptação de 15 dias para sincronizar o ciclo circadiano. 

Após a adaptação, as ratas quando em período estral, foram acasaladas na 

proporção 2 fêmeas para 1 macho. A prenhez foi diagnosticada pela identificação 

de espermatozóides nas lâminas do esfregaço vaginal (MARCONDES et al., 2002). 

Metade dos animais nascidos a partir do 1o acasalamento (geração F1) após 

atingir a idade reprodutiva (aproximadamente 75 dias de vida) foram acasalados 

para obtenção da 2o geração (geração F2). O restante da geração F1 foi utilizado 

para as análises aos 30 dias de vida. Da mesma forma os animais da segunda 

geração (F2) foram decapitados para as análises aos 30 dias.  

 

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

COBEA e aprovação do Comitê de Ética em Estudos com Animais do Centro de 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco. O estudo foi 

aprovado pelo número do processo 23076.018417/2013-73 (Anexo I). As ratas 

prenhas foram divididas em grupos experimentais de acordo com a dieta 

fornecida: Normoproteico (NP, 17% de proteina) e Hipoproteico (HP, 8% de 

proteina) (Tabela 2). Na lactação, as ratas continuaram recebendo as 

respectivas dietas (Normo e Hipo) e após o desmame (21 dias de idade), os 

filhotes receberam dieta comercial de biotério (Tabela 3) . 

 

 

 

Tabela 2: Composição de dieta experimental isocalórica com diferentes teores de proteína.      



42 
 

       Ingredientes 

Quantidade* 

8 % 17% 

Caseína 94,12 g 200,0 g 

Mix Vitamínico 10,0 g 10,0 g 

Mix Mineral 35,0 g 35,0 g 

Celulose 50,0 g 50,0 g 

Bitartarato de Colina 2,5 g 2,5 g 

DL-Metionina 3,0 g 3,0 g 

Óleo de Soja 76,0 ml 76,0 ml 

Amido de Milho 503,4 g 397,486 g 

Amido Dextrinizado 132,0 g 132,0 g 

Sacarose 100,0 g 100,0 g 

THBT (antioxidante de 

gordura) 0,014 g 0,014 g 

*Quantidade para 1 kg de dieta. Descrito por Reeves, (REEVES et al., 1993) 

 

Tabela 3: Composição da dieta LABINA (Purina Brasil) Utilizada após o desmame. 

Ingredientes* Quantidade (g) Calorias (Kcal) 

Proteína 23,0 92,0 

Carboidratos 74,5 288,0 

Gordura 2,5 22,5 

Total 100,0 402,5 

*Composição básica: milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de  carne, farelo de arroz 

cru, carbonato de cálcio, fosfato bicálcico, sal, pré-mix. Fonte: Purina Brasil. 
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5.2 Processamento do material biológico para análise bioquímica  

 

Os troncos encefálicos foram homogeneizados em tampão de extração (Tris 

base 100 mM, pH 7,5; EDTA 10 mM; contendo um coquetel de inibidores de 

protease). Para quantificação proteica e posteriores avaliações, as amostras 

foram centrifugadas a 4.000 rpm, a 4° C, por 10 minutos e os sobrenadantes 

foram utilizados no período de uma semana. 

5.3 Processamento do material biológico para análises mitocondriais  

 

Aos 30 dias de vida, os animais de primeira (F1) e segunda (F2) geração foram 

decaptados por guilhotina e foi dissecado do encéfalo o tronco encefálico em 

aproximadamente 60 segundos sobre uma cama de gelo. O tecido foi 

homogeneizado em homogeinizador  IKA modelo RW 20 D S32 com uma 

rotação de aproximadamente 200 r.p.m. A homogeneização foi realizada dentro 

do gelo em um recipiente contendo o tronco encefálico dos animais e 2 ml de 

tampão de isolamento para mitocôndria gelado composto por Manitol (225 mM), 

Sacarose (75 mM), Hepes (4 mM), EGTA (0,5 mM) e Taurina (2 mM) com o pH 

do tampão equilibrado para 7.2.(LAGRANHA et al., 2010). 

5.4 Dosagem de Proteína  

 

Após o isolamento, as amostras foram usadas para a quantificação das proteínas 

totais determinada pela técnica de Bradford que utiliza o corante de Coomassie 

brilliant blue (BRADFORD, 1976). A quantificação foi feita através de uma proteina 

padrão como Albumina do Soro Bovina (BSA) em uma concentração de 

2mg/1ml. Esse método é baseado na interação entre o corante e as 

macromoléculas de proteínas que contém aminoácidos de cadeias laterais 

básicas ou aromáticas. Essa reação é fortemente absorvida em um comprimento 

de onda de 595 ηm no espectrofômetro. 

5.5 Isolamento das mitocôndrias  

 

As mitocôndrias foram isoladas de tronco encefálico de ratos machos e fêmeas 

F1 e F2, controles e submetidos à desnutrição, utilizando-se a técnica de 

centrifugação diferencial, segundo Anderson e Sims (ANDERSON, M. F. E SIMS, 
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2000) onde as amostras sofreram a 1° centrifugação a 4.000 rpm, a 4° C, por 5 

minutos. O sobrenadante foi recolhido para então fazer a 2° centrifugação a 

13.000 r.p.m.  por 10 minutos.  Logo após a 2° centrifugação, o pellet é 

ressuspenso em aproximadamente 100 l tampão de respiração (descrito abaixo) 

e as mitocôndrias foram usadas para as seguintes análises: capacidade 

respiratória mitocondrial e produção de espécies reativas de oxigênio.  

5.6 Medida da capacidade respiratória mitocondrial. 

 

O consumo de oxigênio das mitocôndrias do tronco encefálico (500μg) de ratos 

de ambos os gêneros foi medido polarograficamente utilizando-se um eletrodo do 

tipo Clark conectado a um oxímetro (Hansatech Instruments) a temperatura de 

28°C, em uma câmara de vidro fechada, termostatizada e equipada com agitador 

magnético (LAGRANHA, DESCHAMPS et al., 2010). Foi utilizado o tampão de 

respiração contendo KCl (120 mM), Hepes (4 mM), K2HPO4 (5 mM) e BSA a 

0,2% e foi utilizado como substrato do complexo I o glutamato  (10 mM) e o 

malato (2 mM) com o pH do tampão equilibrado para 7.2 – 7.4.  

5.7 Avaliação da produção de espécies reativas  

 

A produção de espécies reativas pelas mitocôndrias isoladas foi medidas 

fluorimétricamente através do probe 2’,7’- Dicloroflurescina Diacetato (DCF-DA) 

(5 mM),  previamente descrito por LeBel et al., (1992). A análise foi feita em placa 

de Elisa de 96 poços, utlizando o tampão de respiração pH 7.2 contendo KCl 

(120 mM), Hepes (4 mM), K2HPO4 (5 mM) e BSA a 0,2% e os substratos: 

glutamato  (10 mM), o malato (2 mM). Os resultados foram expressos em % em 

comparação ao controle do dia. 

5.8 Quantificação de peroxidação lipídica 

 

Para verificar a peroxidação lipídica utilizamos a reação com ácido tiobarbitúrico 

(TBA) que é uma técnica colorimétrica de acordo com Buege e Aust (1978). Um 

dos produtos da lipoperoxidação é o malondialdeído (MDA) que quando reage 

com o TBA forma uma solução rosa que é indicativo de da formação de 

substâncias reativas ao ácido Tiobarbitúrico. A reação aconteceu colocando a 

amostra (300μg) em tampão Tris-HCl 10 mM em um pH 7.4 com TBA a 0,73% e 
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o ácido tricloroacético (TCA) a 30% que foi lido em cubeta  em espectrofotómetro 

a 535 ηm. Os resultados foram expressos em % em comparação ao controle do 

dia. 

5.9 Níveis de oxidação de proteína 

 

A oxidação de proteína foi avaliada pelos níveis de carbonilas de acordo com 

Reznick e Packer (REZNICK E PACKER, 1994). A reação foi feita com a amostra 

(300μg) junto com o ácido tricloroacético (TCA) a 30%, Denitrofenildridrazina 

(DNPH) a 10 mM e cloridato de guanidina a 6M. A guanidina foi diluída em ácido 

clorídrico a 2,5 N. A reação foi realizada em cubeta de quartzo de 1 ml em 

espectrofotómetro de 370 ηm. Os resultados foram expressos em % em 

comparação ao controle do dia.  Os resultados foram quantificados usando o 

coeficiente de extinção do DNPH (22.000 M). 

5.10 Atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

 

A atividade da SOD foi avaliada através do método de auto-oxidação da 

adrenalina (15 mM) descrito por Misra & Fridovich (MISRA E FRIDOVICH, 1972) em 

tampão de carbonato (50 mM) pH 10.2, EDTA (5 mM). A adrenalina foi dissolvida 

em tampão e ácido acético a 0,5%. A reação foi verificada em cubeta de quartzo 

de 1 ml em espectrofotômetro a 480 ηm durante 3 minutos  (leituras a cada 30 

segundos). Os resultados foram expressos em % em comparação ao controle do 

dia. 

5.11 Atividade da Catalase (CAT) 

 

A atividade da catalase foi avaliada como descrito previamente por Aebi (AEBI, 

1984). A reação aconteceu pela decomposição do peroxido de hidrogênio (H2O2) 

a 300 mM por 3 minutos (leituras a cada 30 segundos) em um tampão fosfato (50 

mM) e pH 7,0. A leitura foi feita em cubeta de quartzo em espectrofotômetro a um 

comprimento de onda de 240 ηm. Os resultados foram expressos em % em 

comparação ao controle do dia. 

5.12 Atividade da Glutationa S transferase  (GST) 
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A atividade da GST foi avaliada de acordo com Habig (HABIG, PABST E JAKOBY, 

1974). A reação foi feita com a amostra, tampão fosfato de potássio (100 mM) em 

um pH levemente ácido (6,5), EDTA (1 mM), glutationa reduzida (60 mM) e a 

leitura foi feita em cubeta de quartzo de 1 ml no espectrofotómetro por 1 minuto a 

um comprimento de onda de 340 ηm. Os resultados foram expressos em % em 

comparação ao controle do dia. 

5.13 Níveis da Glutationa Reduzida (GSH)  

 

Os níveis de glutationa reduzida (GSH) foram verificados segundo o método de 

Hissin e Hilf (1976). A reação é feita com o tampão de ensaio (Tris base 50 mM, 

pH 8,0; EDTA 5 mM), amostra (300μg) e Ortoftaldeído (OPT) (1 mg/ 1 ml de 

metanol).  A leitura foi feita no espectrofluorímetro em um comprimento de onda 

350 ηm and 420 ηm, excitação e emissão respectivamente. Foi feito uma curva 

de GSH entre 0,5 até 12,0 M. Os resultados foram expressos em M/ mg 

proteina.  

5.14 Níveis da Glutationa Oxidada (GSSG)  

 

Os níveis de glutationa oxidada (GSSG) foram avaliados segundo o método de 

Hissin e Hilf (1976). A reação é feita com o tampão de ensaio (hidróxido de sódio 

(NaOH) 0,1N, NEM(N-Etilmaleimida) a 40 mM, amostra (300μg) e Ortoftaldeído 

(OPT) (1 mg/ 1 ml de metanol).  A leitura foi feita no espectrofluorímetro em um 

comprimento de onda 350 ηm and 420 ηm, excitação e  emissão 

respectivamente. Foi feito uma curva de GSSG entre 0,4 até 12,0 M.  Os 

resultados foram expressos em M/ mg proteina. Avaliamos o estado redox pela 

razão de GSH/GSSG segundo o método de Hissin e Hilf (HISSIN E HILF, 1976).  

5.15 Níveis de Estradiol  

 

Os níveis de Estradiol foram analisados no soro através do kit de Elisa Interkit. O 

kit contém: Placa com 96 poços, calibradores (0, 30 100, 300, 1000 pg/mL – 0.5 

mL cada), Anticorpo (1x 7mL), conjugado (1x 12mL), controles 1 e 2 – 0.5 mL 

cada, substrato (1x 11mL), solução de bloqueio (1x 11mL) e solução de lavagem 

(10x concentrado – 1x 100 mL). As amostras foram descongeladas 

completamente e ficaram em temperatura ambiente antes do teste. Utilizamos 25 
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μl de cada amostra em cada poço. A leitura foi feita a 450 ηm em 

espectrofotômetro.  Os resultados foram expressos em pg/mL. 

5.16 Análise Estatística  

 
A construção do banco de dados e as análises estatísticas foram desenvolvidas 

no programa Excel (versão 2007, Microsoft, USA) e Graphpad Prisma 5 

(GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA), respectivamente. Para 

determinação de normalidade da amostra foram utilizados os testes de 

normalidade Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Diferenças entre grupos foram 

consideradas estatisticamente significativas quando p ≤ 0,05. Os resultados 

estão expressos como média ± EPM (erro padrão da média). A comparação 

entre os dados do grupo normoprotéico (NP) e  hipoproteíco (HP) foi realizado 

pelo teste “t” de Student não pareado. O nível de significância considerado foi 

p<0,05. 

 

6 RESULTADOS 

 

6.1 Maternal low-protein diet effect in female brainstem can be observed through 

generation? 

 

Esses resultados correspondem aos efeitos de uma restrição proteica no período 

crítico do desenvolvimento em tronco encefálico de ratas fêmeas juvenis na primeira 

geração e com reexposição ou não ao insulto nutricional na segunda geração.  

Artigo 1 – Artigo a ser submetido na Revista Nutritional Neuroscience  

Fator de Impacto: 2.6 

Qualis: B1 (Medicina II) 
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ABSTRACT 

Previous observations in animals and humans showed that insults in critical period of 

development can be associated with diseases in adult life. It has been shown in 

brainstein that diet poor in protein induce the mitochondrial dysfunction, increased of 

lipid peroxidation and oxidative imbalance in adult males. Little is known about such 

effects of protein restriction for more than one generation and in females. Therefore, 

the present study aims to evaluate the effect of a diet poor in protein during brain 

developmental period on mitochondrial function and oxidative balance in the 

brainstem from females for more than one generation. Wistar offspring were divided 

into six groups according mothers’ diets: control (NP, 17 % of protein) and low-

protein (LP, 8 % of protein) groups in the first (F1), control (NP, 17 % of protein) and 

low-protein (LP, 8 % of protein) groups in the second (F2) and control (NP, 17 % of 

protein) and low-protein (LP, 8 % of protein) groups that received comercial chow 

(Labina, Purina) in second geration (F2 Labina). After weaning, all groups received 

commercial chow until sacrifice at the 30th day in F1 and F2. It was found increase in 

production of Reactive Species (ROS) in LP-group in F2, decrease in mitochondrial 

oxygen consumption and Respiratory Control (RCR). The RCR also decrease in LP-

group in F2 Labina.  It was found an increase in lipid peroxidation in LP-group in F1 

and F2 Labina, but a decrease in protein oxidation in F2-Labina.  The redox state 

was found decreased in F1 and F2 Labina. The findings suggest that in the frist 

generation LP diet does not induce mitochondrial dysfunction, but induces alteration 

in lipid peroxidation with modulation in enzymatic antioxidante system. Also our data 

suggest that in the second generation nutritional insult can be observed and when 

the second generation is submitted to the re-exposure to the nutritional insult the 

effects are greater than in the frist generation. 

 

Key Words: Transgenerational effects; Maternal low-protein diet; Mitochondrial; 

Brainstem; Female. 
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Introduction  

Nutritional insults during critical period of development it’s one of the most 

studied factor associated with neurological pathogenesis (BONATTO, POLYDORO et al., 

2006; FEOLI, A. M., SIQUEIRA, I. et al., 2006; FEOLI, LEITE et al., 2008). Maternal low-

protein diet during the vulnerable period of the brain development may cause serious 

injuries, affecting several biological process in brain (GRESSENS et al., 1997) such as 

phosphorylation of synaptic membrane proteins (SINGH E SHANKAR, 1999), neuronal 

connections and neurotransmitter systems(MORGANE, MOKLER et al., 2002; NAYAK E 

CHATTERJEE, 2003; DUTRA-TAVARES et al., 2015). Recently, data from our laboratory, 

evaluating the effect of maternal low-protein diet on brainstem showed that in male 

offsprings with 22 and 100 days of age shows mitochondrial dysfunction, increases in 

oxidative stress biomarkers and reduction on antioxidant defense in both enzymatic 

and non-enzymatic system (FERREIRA, D. S., LIU et al., 2015; FERREIRA, D. J., DA SILVA 

PEDROZA et al., 2016).  

Additionally, de Brito Alves et al., using the same experimental model of 

protein restriction showed an increase in arterial blood pressure in adult offsprings (at 

90 d of age)(DE BRITO ALVES, NOGUEIRA et al., 2014). Barros et al., have shown in 

juvenile rats that perinatal protein restriction increases sympathetic tone (BARROS, DE 

BRITO ALVES et al., 2015). Although the controversy about the mechanisms involved 

in hypertension, studies have suggested that more than 50% of hypertension begins 

in disorder in central nervous system (CNS), wherein the nucleus located in the 

brainstem such as rostral ventrolateral medulla (RVLM) and nucleus of the solitary 

tract (NTS) regulate the blood pressure (GUYENET, 2006; ESLER, 2010a; GUYENET, 

STORNETTA et al., 2010; KUMAGAI et al., 2012). Studies have shown, that an increase 

in reactive oxygen (ROS) and nitrogen (RN) species followed by oxidative stress in 
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RVLM and/or NTS are close related to the hypertension (WANG, G. et al., 2004; 

ESCOBALES E CRESPO, 2005; PETERSON, SHARMA et al., 2006; NISHIHARA et al., 2012; 

CHAN E CHAN, 2013b; a; MARINA, ANG et al., 2015). 

One possible mechanism attributed to developmental plasticity studies is the 

evidence that the modulations in intra-uterine environment can be passed through of 

generations from mother (F0) to daughter (F1) and/or successive generations (F2, 

F3, F4…)(ZAMBRANO, MARTINEZ-SAMAYOA et al., 2005). Many mechanisms have been 

suggested to mediate transgenerational effects, such as tissue remodeling, feto-

placental endocrine exchange, and epigenetic mechanisms (GODFREY, 2002; 

LILLYCROP et al., 2005; HEARD E MARTIENSSEN, 2014). Recent study evaluating the 

transgenerational effect of protein malnutrition demonstrated that mitochondrial 

transcription factor A (i.e mtTFA) and number of mitochondrial DNA were significantly 

reduced in fetal pancreas, while nuclear and mitochondrial oxidative stress biomarker 

(i.e. 8-oxo-deoxy guanine) were significantly increased in female F2 (HANAFI et al., 

2016).  Previous studies have shown that elevated concentrations of ROS can lead 

damage mitochondrial either at or near the site of their formation, which could 

damage biomolecules (i.e lipids, proteins and/or DNA) with consequent disruption in 

mitochondrial function (GIULIVI et al., 1995; IDE et al., 2001) (AYE et al., 1995; 

AKSENOV et al., 2001).  

 Beside the recent paper associating the transgeneration effect on the 

mitochondrial dynamics, it is not totally clear whether the maternal low-protein diet 

effect during perinatal period can be transmitted through successive generation and 

how function mitochondria and oxidative status are affected. Thus, in the present 

study, we aimed test the hypothesis that protein restriction during gestation and 

lactation alter the mitochondrial respiration and oxidative balance in female’s 
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brainstem at 30 days old in two consecutives generation (i.e F1 and F2). 

Material and Methods  

Ethical Standards 

Experiments were carried out in accordance with the National Institutes of 

Health guide for animal experimentation (NIH Publications No. 80-23, revised 1978) 

and endorsed by the Ethical Committee of the Biological Science Center of the 

Federal University of Pernambuco (No 23076.018417/2013-73) 

Experimental Groups and Diet: 

F1 Offspring  

 Female rats at 90 days were mated (two females for one male) and on the first day 

of pregnancy, determined through the spermatozoa presence in the vaginal smear, 

they were divided into two groups in accord to dietary manipulations. Mothers (F0) 

were fed with diets, based on 17% protein (normo-protein) or 8% protein (low-

protein), both with the same energetic value as previously described by Nascimento 

et al.,(2014) and 24h after birth, the litters were standardized to eight pups (F1). The 

litters were maintained on their respective diets until weaning (21 d of age) when 

started to receive laboratory chow (Labina; Purina Agriband) until complete 30 days 

of life when was sacrificed for experimental procedure.  They were selected 3 pups 

each litter to prevent litter effect. 

F2 Offspring  

 Mating F1 males and females at 70-90 days of age, generated F2 offspring, 

always taking care for the parents do not have any relationship. During gestation and 

lactation period, we divided the parents (F1) in two groups, F2 offspring with or 
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without maternal low-protein diet re-exposure.  The offsprings compose the following 

groups of F2 offspring: 1) NP-F2: pups from mothers and fathers that received 

normoprotein diet during developmental and mating period; 2) LP-F2 (pups from 

mothers and fathers that received low-protein diet during developmental and mating 

period; 3) NP-F2 labina: pups from mothers and fathers that received normoprotein 

diet during developmental and diet commercial chow during mating period; 4) LP-F2 

labina: pups from mothers and fathers that received low-protein diet during 

developmental and diet commercial chow during mating period.   The litters were 

maintained on their respective diet until weaning (21 d of age) when started to 

receive laboratory chow (Labina; Purina Agriband) until complete 30 days of life. 

They were selected 3 pups each litter to prevent litter effect. 

Preparation of mitochondria 

After the brainstems were removed, they were immediately minced and 

homogenized, using a potter-Elvehjem pestle and glass tube connected to a digital 

homogenizer IKA@ RW 20, in an ice-cold mitochondrial isolation buffer containing 

225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 4 mM HEPES, 2 mM Taurine and 0.5 mM EGTA, 

pH 7.4. Subsequently, the samples were centrifuged at 4°C for 5 min at 4.000 RPM, 

the supernatants were collected and centrifuged once more at 4°C for 10 min at 

13.000 RPM. After the last centrifugation, the pellets were re-suspended in the 

respiration buffer (RB) consisting of 120 mM KCl, 4 mM HEPES, 5 mM K2HPO4 and 

0.2% BSA (w/v), pH 7.4. The mitochondria were kept on ice during the assay 

(LAGRANHA, DESCHAMPS et al., 2010)  
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Measurement of mitochondrial respiration 

Mitochondria were incubated in RB (1 mg protein/mL) in a 600 SL chamber 

connected to a Clark-type oxygen electrode (Hansatech Instruments, Pentney King's 

Lynn, UK) at 28°C. The mitochondrial respiration was assessed using Complex I 

substrates (10 mM glutamate/0.4 mM malate) and the mitochondrial phosphorylation 

started with 0.8 mM ADP (NASCIMENTO, FREITAS et al., 2014; FERREIRA, D. J., DA SILVA 

PEDROZA et al., 2016). 

Measurement of RS production 

The RS production was assessed by the dihydrodichlorofluorescein diacetate 

(H2DCF-DA) method (FERREIRA, D. J., DA SILVA PEDROZA et al., 2016). Briefly, 0.1 mg 

of mitochondria was incubated in RB with complex I substrates, as described in the 

mitochondrial respiration section, followed by the addition of 5 µM H2DCF-DA, which 

in the presence of reactive species forms a fluorescent product at 485 ηm excitation 

and 530 ηm emission. The reaction was followed by gentle shaking for 8 min in 

FLUOstar OMEGA (BMG Labtech, USA) at 28ºC.  The results were expressed in 

units of fluorescence of DCF formation. 

Sample preparation for oxidative stress and antioxidant analyses 

After frozen at 20ºC, brainstems from NP and LP rats were immersed in cold 

buffer containing 50 mM TRIS and 1mM EDTA, pH 7.4, with the addition of 1 mM 

sodium orthovanadate and 200-μg/mL phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF). Then 

they were homogenized with digital homogenizer IKA@ RW 20 using a potter-

Elvehjem pestle and glass tube on ice for no more than 1 minute. Homogenates were 

centrifuged at 4.000 RPM for 10 min at 4ºC and the protein used for oxidative status 

analyses after determination of protein concentration using the Bradford method and 
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read at a wavelength of 595ηm absorption at room temperature (RT) (BRADFORD, 

1976). 

Evaluation of Lipid Peroxidation 

Lipid peroxidation was analyzed using malondialdehyde (MDA) levels as 

previously published (BUEGE E AUST, 1978). Three hundred µg of protein was 

sequentially mixed to 30% (w/v) Trichloroacetic acid (TCA) and 10 mM TRIS buffer at 

30°C, pH 7.4. This mixture was centrifuged at 1.700 RPM for 10 min and the 

supernatant was boiled for 15 min with 0.73% (w/v) thiobarbituric acid. The pink 

pigment yielded then was measured at 535ηm absorption at RT and the results were 

expressed in % compared to control. 

Determination of Protein Oxidation 

The protein oxidation was assessed using the procedures highlighted by 

Reznick and Packer (REZNICK E PACKER, 1994). With the samples on ice, 30% (w/v) 

TCA was added to the sample and then centrifuged for 14 min at 4.000 RPM. The 

pellet was re-suspended in 10 mM 2,4dinitrophenylhydrazine and immediately 

incubated in a dark-room for 1h with agitation every 15min. Samples were washed 

and centrifuged three times in ethyl/acetate buffer and the final pellet was re-

suspended in 6M guanidine hydrochloride, incubated for 30 min at 37°C and the 

absorbance read at 370 ηm. The results were expressed in % compared to control. 

Measurement of superoxide dismutase (SOD) activity 

SOD determination was performed in accordance with the protocol developed 

by Misra and Fridovich (MISRA E FRIDOVICH, 1972). In brief, three hundred µg of 

protein were added to 0.05 M Carbonate buffer with 0.1 mM EDTA, pH 10.2. The 
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reaction was started with 150 mM epinephrine and the SOD activity was determined 

by adrenaline auto-oxidation inhibition at 30°C. The decrease in absorbance was 

followed for 1.5 min at 480 ηm at RT and the results were expressed in % compared 

to control. 

Measurement of Catalase (CAT) activity 

The CAT activity was performed as previously described by Aebi (AEBI, 1984). 

Briefly, 0.3 M hydrogen peroxide and three hundred µg of protein were added to a 50 

mM phosphate buffer, pH 7.0 at 20°C and the absorption decay was monitored for 3 

min at 240 ηm. The results were expressed in % compared to control. 

Measurement of Glutathione-S-transferase (GST) activity 

GST activity was measured as described previously by Habig et al., (HABIG, 

PABST E JAKOBY, 1974; HABIG E JAKOBY, 1981). Three hundred µg of protein was 

incubated in a 0.1 M phosphate buffer, pH 6.5 containing 1mM EDTA at 30°C and 

the assay started with the addition of 1 mM 1 chloro-2.4-dinitrobenzene and 1 mM 

GSH. The formation of 2.4-dinitrophenyl-S-glutathione was monitored through the 

absorbance at 340 ηm and the results were expressed in % compared to control. 

Measurement of reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) 

To assess GSH levels, the samples were firstly diluted in a 0.1 M phosphate 

buffer containing 5 mM EDTA, pH 8.0. Then, an aliquot from the diluted sample was 

incubated with o-Phthaldialdehyde (OPT) at RT for exactly 15 min. Fluorescence 

intensities measured at 420 ηm and excitation at 350 ηm were compared with a 

standard curve of known concentrations of GSH. To determine GSSG levels, the 

samples were incubated with 0.04 M N-ethylmaleimide for 30 min in RT followed by 
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addition of 0.1M NaOH. When this mixture was ready, the same steps of the GSH 

assay were followed to determine the GSSG levels. The Redox State was 

determined by the ratio of GSH/GSSG as previously described (HISSIN E HILF, 1976). 

The results were expressed in GSH and/or GSSG levels (μmol/mg protein). 

Note: All reagents used were obtained from Sigma 

Statistics 

All values are expressed as means ± SEM. Once the data were tested for 

normal distribution, unpaired Student t test was used to assess the differences 

between groups. Comparisons were considered statistically significant at p≤0.05 and 

statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6.0® software (GraphPad 

Software, Inc.). 

Results  

Mitochondrial Respiration  

The oxygen consumption (mol O2/min/mg protein) of the brainstem 

mitochondria was differently modulated by protein restriction through the generations, 

(F1 and F2). When we evaluated oxygen consumption in F1 animals, exposed or not 

to nutritional insult, no differences were found between the NP and LP in the 

conditions assessed:  Basal (10.5±0.6 vs 9.6±0.7), ADP-Stimulation (27.1±3.2 vs 

28.7±2.1), Resting (4.9±0.6 vs 5.0±0.4) and Uncoupling (12.6±2.2 vs 13.2±2.3) 

(Figure 1A). The respiratory control (RCR) also did not changed between NP and 

LP-group (6.5±0.4 vs 5.5±0.2) (Figure 1a).  

F2 animals, even after nutritional insult re-exposure, did not present 

differences in oxygen consumption in the basal state (NP: 3.9±0.4 vs LP: 4.4±0.4) 
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and resting (NP: 7.7±0.6 vs LP: 5.8±1.2) (Figure 1B). However, when those animals 

were stimulated with ADP, the low-protein animals were not able to increase their O2 

consumption as the same as the NP group (NP: 3.9±0.4 to 28.9±1.9 and LP: 4.4±0.4 

to 17.2±1.0, p<0.01). The lower O2 consumption in F2 LP animals was also verified in 

the uncoupling situation (27.2±1.2 vs 16.2±1.5, p<0.01) (Figure 1 B). The large 

difference between O2 consumption in ADP-stimulated condition was followed by a 

decrease in the respiratory control ratio in the F2 LP animals, leading, therefore, to 

the reduction in the RCR (8.6±0.9 vs 3.5±0.2, p<0.05) (Figure 1b).  

In animals that were not re-exposed to nutritional insult (F2 labina), differences 

were found between groups in the basal (9.3±1.1 vs 24.9±1.9, p<0.05), but not in 

ADP-Stimulation (40.9±4.7 vs 56.2±5.8) and Resting states (6.3±0.5 vs 5.3±0.4) 

(Figure 1C). The RCR, otherwise, showed to be decreased in the animals that had 

their grandparents exposed to protein restriction (6.0±1.2 vs 3.2±0.3, p<0.05) (Figure 

1c). 

ROS production  

 It seems that protein restriction does not modulate mitochondria function of 

young female rats in the 1st generation. Our data showed that ROS production (NP: 

2.8±0.31 vs LP: 2.3±0.4) (Figure 2A) was not modulated by maternal protein 

restriction in F1. At the 2nd generation (F2), the re-exposure to the nutritional insult 

enhanced the mitochondrial parameters evaluated by increased the ROS production 

(NP: 9.8±1.7 vs LP: 42.0±7.1, p<0.01) (Figure 2B).   

 When F2 animals were not re-exposed to protein restriction, received 

laboratory chow instead of casein 8%, the mitochondrial parameters were likely 
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modulated in the female rats. The ROS production was markedly decreased in LP 

animals (NP: 13.3±0.8 vs LP: 7.7±1.5, p<0.01) (Figure 2C). 

Biomarkers of oxidative damage  

 As oxidative biomarkers, we evaluated indicatives of lipid and protein oxidation 

into brainstem of female pups that had their parents insulted, or not, by a protein 

restriction during gestational and lactation period. Whilst the oxidation of proteins has 

been decreased only without re-exposed F2 (NP: 100.0±12.2 vs 58.7±6.7; Carbonyl 

content relative to control, p<0.05) and not in F1 (NP: 100.0±9.7 vs 107.8±13.1; 

Carbonyl content relative to control) and in re-exposed F2 (NP: 100.0±9.1 vs 

73.4±9.5; Carbonyl content relative to control) (Figure 3B, D and F), the lipid 

oxidation was fading through generations. In the first generation, LP animals had a 

markedly increase in lipid oxidation, over 200%, (NP: 100.0±3.1 vs 321.8±22.2; MDA 

levels relative to control, p<0.01) (Figure 3A). In the second generation, although 

less expressive, the animals re-exposed to nutritional insult still had higher levels of 

lipid peroxidation then NP group. (NP: 100.0±13.8 vs LP: 173.7±20.9; MDA levels 

relative to control, p<0.05) (Figure 3C), while the LP animals without re-exposure 

showed similar results of the NP (NP: 100.0±21.9 vs LP: 82.5±6.3; MDA levels 

relative to control) (Figure 3E). 

Antioxidant Enzymatic System  

When the antioxidant enzymatic system was evaluated in the female 

brainstems, we observed an increase only in GST activity at F1 and F2 group. 

Aditional to a decrease in SOD activity at F2-Labina (Figure 4).  

Non-enzymatic System  
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The non-enzymatic system involves basically vitamins and intracellular thiols, 

which is mainly represented by glutathione reduced (GSH). In this context, we 

evaluated the GSH levels, its oxidized form (GSSG) and the ratio between them 

(GSH/GSSG). Although the GSH levels had not changed throughout the study 

(Figure 5 A, D and G), the increase in glutathione oxidized in the first generation led 

to a decrease (56%, p<0.01) in the redox state (Figures 5B and 5C). On the other 

hand, LP animals that were not re-exposed to the protein restriction, had its redox 

state augmented (Figure 5I) by decreasing the GSSG levels (55.6%, p<0.05) 

(Figure 5H). 

Discussion 

Various factors are relevant to growth and brain function and the nutrition if 

inadequate is one of the principal non-genetic factors that can affect the brain 

development in early life (MORGANE, MOKLER et al., 2002; PRADO E DEWEY, 2014). 

Previous experiments model it has demonstrated that nutritional insults are 

associated with impaired in various areas of brain development and dysfunction 

mitochondrial, which may relates to increased production of reactive of oxygen 

species (FEOLI, A. M., SIQUEIRA, I. R. et al., 2006; TATLI et al., 2007; FERREIRA, D. S., 

LIU et al., 2015). In the present study, we evaluate whether a protein restriction in the 

period pre and pos natal it is able to induced mitochondrial alterations that can is 

associated with increased ROS and oxidative imbalance from brainstem juveniles 

females rats.  

Studies has shown that mitochondrial deficiency and oxidative stress although 

they are not the only factor are one of the most important behind the etiology of 

neurodegenerative diseases as Parkinson's disease, Alzheimer's and amyotrophic 
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lateral sclerosis (HATTORI, 2004; REALE et al., 2012; TROULINAKI E BANO, 2012; 

SACCON et al., 2013; EHINGER et al., 2015; INDO et al., 2015; REQUEJO-AGUILAR E 

BOLANOS, 2016), which seems associated energy demand and oxidative metabolism 

in the brain, activity of  antioxidant system and respiration capacity mitochondrial 

(HAYLETT et al., 2016; PAHRUDIN ARROZI et al., 2016) and increased ROS production  

in the brain as consequence of redox imbalance (CHINTA E ANDERSEN, 2008).  

In the study, we investigated if the brainstem of females animals that receiving 

diet poor in protein during the gestation and lactation has increased production of 

ROS for more generation. We verified increase in ROS production only in animals re-

exposed to the insult (Figure 2). Feoli et al., (2006), studying brain areas 

(cerebellum, cortex and hippocampus) of rats to 60 days age that receiving diet poor 

in protein  (7% of casein), not found increased levels of ROS in animals 

experimental, in any region studied, associated with no difference in the system 

enzymatic that is responsible for combating high levels of ROS (activity of enzyme 

superoxide dismutase, glutathione peroxidase and catalase) (FEOLI, A. M., SIQUEIRA, 

I. R. et al., 2006).  

Studies show that due to the oxidative metabolism of the brain is very 

vulnerable to injury due to increased levels of reactive oxygen and nitrogen species 

(ROS and RNS), which is associated with oxidative stress (ZANZINGER, 2002; 

HALLIWELL, B., 2006). Our results showed increased lipid peroxidation in the 

brainstem of females in both the first generation and the second generation (re-

exposed a dietary restriction). Previous results of our laboratory showed, using the 

same dietary model, increase in malondialdehyde MDA levels in the brainstem of 

male rats with 100 days of age (FERREIRA, D. S., LIU et al., 2015).  The increase in the 

production of ROS this region should be associated with the damage in lipid 
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membranes, as in models with increased ROS level as showed by Nishihara et al., 

(2012) using the model spontaneous hypertensive rats found high (MDA) levels in 

rostral ventrolateral medulla (RVLM), the region most important in the modulation of 

sympathetic activity and blood pressure control (NISHIHARA, HIROOKA et al., 2012). 

On the enzymatic antioxidant system, our findings show a decreased in the 

superoxide dismutase activity in the group of animals without re-exposure to protein 

restriction. Our result corroborates with the work that found a great decrease in SOD 

activity studying the hippocampus and cerebellum of male rats at 21 days, that 

suffered protein restriction (8% casein) comparing with normal diet (BONATTO, 

POLYDORO et al., 2005; BONATTO, POLYDORO et al., 2006). In an experimental model 

similar to our, showed decrease of SOD in the branstein of rats males at 100 days 

(FERREIRA, D. S., LIU et al., 2015). Studying cortex and cerebellum of rats that 

suffered protein restriction on postnatal period up to 60 days, Tatli et al., (2007) found 

decrease in the activity of SOD (TATLI, GUZEL et al., 2007). Genetic factors may be 

associated to SOD decrease, as verified by Partadiredja et al., (2005) that showed a 

deficit in the expression of Cu/Zn-SOD in cerebellum of malnourished mice 

(PARTADIREDJA, SIMPSON et al., 2005). However, the decrease in SOD activity in the 

group that was not re-exposed the diet is consistent with the decrease in the 

production of ROS found in the same group of animals.  

We found no difference in catalase activity, contradicting other studies that 

observed decrease in the activity of this enzyme, which can be explained by the 

analyzed region, the gender of the animals and the experimental model used 

(BONATTO, POLYDORO et al., 2006; FEOLI, A. M., SIQUEIRA, I. R. et al., 2006; TATLI, 

GUZEL et al., 2007). The activity of glutathione transferase enzyme (GST) was 

increased in the brainstem of first and second generations only of female rats. 
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Studies previous of our laboratory studying males to 100 days of life both in heart 

(NASCIMENTO, FREITAS et al., 2014)  and brainstein (FERREIRA, D. S., LIU et al., 2015) 

showed decreased in the activity of  GST compared to the control group. The GST it 

plays an important role in neuroprotection against oxidative stress in models of 

neurodegenerative diseases (SMEYNE E SMEYNE, 2013; MAZZETTI et al., 2015). 

When evaluating the non-enzymatic antioxidant system we found no 

difference in the levels of GSH in the first and second generations of animals that 

have been exposed and re-exposed to perinatal protein restriction. However, the 

oxidized glutathione (GSSG) levels were increased in the brainstem of females 

exposed and re-exposured to low protein diet compared to control and decreased in 

the group without re-exposure. The redox state (GSH/GSSG) decreased in animals 

exposed to low-protein diet and increased in the not re-exposed animals.  

 Glutathione is a major endogenous antioxidant, a ubiquitous thiol tripeptide 

that is synthesized using, glutamate, cysteine, and glycine, provides protection from 

oxidative stress-induced damage through the reduction of ROS. GSH acts alone or in 

concert with other enzymes to reduce superoxide radicals, hydroxyl radicals, and 

peroxynitrites (DRINGEN, 2000; DRINGEN et al., 2000). In the system nervous (SN), the 

levels of GSH is an important mediator of oxidative stress and when oxidized 

becomes glutathione disulfide or oxidized (GSSG) which it is also an important 

marker of brain injury or oxidative stress (GU et al., 2015).  

Analyzing heart of adult male that were submitted to a diet poor in protein 

during the gestation and lactation was found a decrease in the redox state and 

increase in GSSG levels (NASCIMENTO, FREITAS et al., 2014). Using the same 
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experimental model Ferreira et al., (2015), showed a reduction of the redox state in 

the brainstem of male rats at 100 days (FERREIRA, D. S., LIU et al., 2015). 

Taken together, our results show that the group of females who were not 

exposed to restriction protein are less vulnerable to oxidative stress. Although insults 

in early life can affect mitochondrial function, studies have demonstrated that sub-

lethal doses of several insults (i.e. ischemia-reperfusion, hypoxia, caloric restriction), 

could trigger several signaling cascade that confer protection against the lethal dose 

of the insult (DIRNAGL et al., 2003; MERGENTHALER E DIRNAGL, 2011). Studies have 

focused on understanding the role of mitochondria in cerebral preconditioning (DAVE 

et al., 2001; RAVATI et al., 2001; LONG et al., 2002; DIRNAGL E MEISEL, 2008). 

 Our data suggest that a restriction of protein during the pregnancy and lactation 

it is able to induce changes in mitochondrial respiration for more than one generation 

in brainstein of female juvenis. Diet changes the oxygen consumption and we believe 

that it is associated with increased lipid peroxidation and changes in non-enzymatic 

antioxidant enzyme system and the redox states in brainstem of females for more 

than a generation even though there is preconditioning in females who have not 

suffered the re-exposure.  

However, other studies should be conducted to better understand other 

antioxidant factors, enzymatic and non-enzymatic, that can explain the possible 

changes behind some diseases involved with mitochondrial dysfunction and 

inadequate nutrition. 
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FIGURES 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure Legends   

Figure 1. Mitochondrial oxygen consumption in brainstem from 30 day-old females 

rats that received a low-protein diet throughout perinatal period. (A) First generation 

(F1), (B) second generation F2 (with re-exposed to the nutritional insult) and (C) F2 

(without re-exposed to the insult). White bars represent normo-protein group (NP) 

and black bars represent low-protein group (LP) (n = 6–10 rats per group). Values 

are means ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 is the difference between diet.  

Figure 2. The production of reactive oxygen (ROS) species from 30 day-old females 

rats that received a low-protein diet throughout perinatal period. (A) Production of 

ROS in F1; (B) Production of ROS in F2 (with re-exposed to the nutritional insult); (C) 

Production of ROS in F2 (without re-exposed to the nutritional insult). White bars 

represent normo-protein group (NP) and black bars represent low-protein group (LP) 

(n = 6–10 rats per group). Values are means ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 is the 

difference between diet. 

Figure 3. Biomarkers of oxidative stress from 30 day-old females rats that received a 

low-protein diet throughout perinatal period. (A) Levels of lipid peroxidation and (B) 

protein oxidation in F1. (C) Levels of lipid peroxidation and (D) protein oxidation in F2 

(with re-exposed to the nutritional insult).  (E) Levels of lipid peroxidation and (F) 

protein oxidation in F2 (without re-exposed to the nutritional insult). White bars 

represent normo-protein group (NP) and black bars represent low-protein group (LP) 

(n = 6–10 rats per group). Values are means ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 is the 

difference between diet. 

Figure 4. Effects of perinatal low-protein diet on enzymatic antioxidant activities from 

30 day-old females rats that received a low-protein diet throughout perinatal period. 
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(A) Superoxide dismutase (SOD), (B) Catalase (CAT), (C) glutathione-S-transferase 

(GST) in brainstem from female at 30 days of life in F1. (D) SOD, (E) CAT and (F) 

GST in F2 (re-exposed to the nutritional insult) and (G) SOD, (H) CAT and (I) GST in 

F2 (without re-exposed to the nutritional insult). White bars represent normo-protein 

group (NP) and black bars represent low-protein group (LP) (n = 6–10 rats per 

group). Values are means ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 is the difference between 

diet.  

Figure 5. Effects of maternal low-protein diet on redox state from 30 day-old females 

rats that received a low-protein diet throughout perinatal period. (A) redox state in F1, 

(B) redox state in F2 (with re-exposed to the nutritional insult) and (C) in F2 (without 

re-exposed to the nutritional insult).  White bars represent normo-protein group (NP) 

and black bars represent low-protein group (LP) (n = 6–10 rats per group). Values 

are means ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 is the difference between diet. 
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6.2 Undernutrition affects brainstem’s mitochondria through generation? 

 

Esses resultados correspondem aos efeitos de uma restrição proteica materna no período 

crítico do desenvolvimento em tronco encefálico de ratos machos juvenis na primeira 

geração e com reexposição ou não ao insulto nutricional na segunda geração.  
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Abstract 

Previous observations have shown that diet poor in protein during development 

induces the mitochondrial dysfunction in brainstem. However, little is known about 

the effects of maternal protein restriction on mitochondrial function for more than one 

generation in brainstem from male rats. Therefore, the present study aims to 

evaluate the effect of maternal protein restriction on mitochondrial function in 

brainstem of male rats for two generation. Wistar offspring were divided into 

experimental groups according mothers’ diets: control (NP, 17 % of protein) and low-

protein (LP, 8 % of protein) groups in the first (F1), control and low-protein groups in 

the second (F2) and control and low-protein groups that received diet commercial 

chow (Labina, Purina) in second generation (F2 Labina). After weaning all groups 

received commercial chow until sacrifice at the 30th day in F1 and F2. It was found 

increase in Reactive Oxygen Species-ROS production in LP-group in F1, and 

decrease in mitochondrial of oxygen consumption and Respiratory Control-RCR. In 

F2, the state 2 of mitochondrial consumption increased 47% and the state 3 

decreased 42% in LP-group, RCR was decreased 54% in addition to increase in 

ROS production 100% in LP-group. In F2-Labina the state 4 of mitochondrial 

consumption increased 350% and 100% in the uncoupling. It was found an increase 

in lipid peroxidation (73%) and oxidation of protein (90%) in LP-group in F1 alone. 

Related to enzymatic defense system we observe a decreased in the catalase 

activity in F1 (39%) and F2 (38%) while, glutathione-s-transferase (GST) decreased 

only in F1 (51%). The levels of glutathione oxidized (GSSG) increased in LP-group in 

F1 (45%) and F2 (15%) and decreased (36%) in LP- group F2 Labina. The redox 

state (GSH/GSSG) was found decreased in LP-group in F1 (25%) while in F2 Labina 

we observe an increase (47%). Our findings confirm that maternal protein restriction 

during development induces mitochondrial dysfunction leading to oxidative damage 

in brainstem in frist generation and in the secound generation. The animal may be 

more susceptibility dependent up whether they receive an additional insult, otherwise 

the animals will not show mitochondrial dysfunction neither alteration in oxidative 

status in brainstem, leading to a decrease in the risk to develop neurological 

diseases. 

Key Words: Mitochondrial; Transgenerational effects; Maternal low-protein diet; 

Brainstem; Male. 
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Introduction 

Epidemiological studies have shown that along with obesity, diabetes mellitus 

and metabolic syndrome, hypertension is an important public heath problem in word 

((WHO, 2014)). The hypertension it is one of the major risk factors to development of 

cardiovascular disease (CVD) such as stroke and heart failure ((KOKUBO E IWASHIMA, 

2015; WRITING GROUP et al., 2016)). The World Heath Organization (WHO) shown 

that cardiovascular disease as the main cause of death, with 17.5 million of which 9.4 

million have hypertension as the cause of death ((WHO, 2014)).  

Esler et al., ((2010)) shown that more of 50% of all cases of hypertension has 

neurogenic origin due to an increase in sympathetic activity ((ESLER, 2010b)). These 

neural controls of blood pressure and cardiovascular functions are located in regions 

of brain as rostral ventrolateral medulla (RVLM), retro trapezoid nucleus, 

hypothalamus and nucleus of the solitary tract (NTS) ((ALLEN, 2002; GUYENET, 2006; 

GUYENET, STORNETTA, et al., 2008; SPYER E GOURINE, 2009; DAMPNEY, 2016)). 

Studies shown that one possible factor associated to the mechanism behind to the 

neurogenic hypertension it is the increase in the levels of reactive oxygen species 

(ROS), mitochondrial dysfunction and deregulation in the antioxidant system in areas 

of sympathetic activity responsible for the control of blood pressure ((LOPEZ-

CAMPISTROUS et al., 2008; CHAN E CHAN, 2013b; FRANCIS E DAVISSON, 2014; 

DAMPNEY, 2016)). Apparently, the increased levels of ROS play a key role in the 

neuropathogenesis of hypertension ((PETERSON, SHARMA et al., 2006; MAJZUNOVA et 

al., 2013)) and which can be explained, in part, by the decrease in the effectiveness 

of the mitochondrial respiratory complexes, leading to a disruption in the 

mitochondrial function ((ILOPEZ-CAMPISTROUS et al., 2008)). Cardoso et al., ((2006)) 

shown that the injection of hydrogen peroxide (H2O2) into the brainstem deregulates 

blood pressure via sympathetic and parasympathetic activities and these responses 

(higher pressor response) were abolished or reduced by pre-treatment with the 

antioxidant agent, N-acetil-l-cysteine-NAC, suggesting that the increase in blood 

pressure depend of an increases in ROS in neural controls ((MAXIMO CARDOSO, DE 

ALMEIDA COLOMBARI et al., 2006)).  

Among the nutritional insults in the embryonic period, protein restriction has 

several deleterious effects such as, changes in the antioxidant system, induction of 

oxidative stress in the brain and cardiovascular dysfunction, which can be associated 
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with increases in blood pressure ((OLIVEIRA, CARDOSO et al., 2004; BONATTO, 

POLYDORO et al., 2005; BONATTO, POLYDORO et al., 2006; FEOLI, A. M., SIQUEIRA, I. R. 

et al., 2006; PENITENTE, FERNANDES et al., 2007)). De Brito Alves et al., ((2014)) 

studying the offspring of rats that were submitted to the maternal protein restriction in 

critical period of development (gestation and lactation) observed an increase in blood 

pressure in adults rats ((DE BRITO ALVES, NOGUEIRA et al., 2014)) and using the same 

experimental model Barros et al., ((2015)) found increased sympathetic tone. Ferreira 

et al., ((2016)) using the same experimental model verified in isolated mitochondria 

an increase in ROS production, decreased of mitochondrial membrane potential and 

alteration in the antioxidant system. Recently, de Brito Alves et al. ((DE BRITO ALVES 

et al., 2016)) using offsprings from mothers that received a diet poor in protein during 

gestation and lactation period, showed that this nutritional insult induce increase in 

blood pressure, in addition to induction of lipid peroxidation and decrease in mRNA 

and activity of antioxidant enzymes. 

 Recent evidences shown that some environmental factors may affect not only 

the individual themselves in later periods, but can be transgenerational transmitted 

((AIKEN E OZANNE, 2014; BALE, 2015)). Therefore, studies show that in case of 

exposure of females to insult, during pregnancy the fetus may be affected in the 

uterus, and the germ cells of the fetus can affect more than one generation for non-

genetic inheritance ((HEARD E MARTIENSSEN, 2014; SZYF, 2015)).  

 Therefore, it is not totally clear whether the maternal low-protein diet effect can 

be transmitted through successive generation and how mitochondria and oxidative 

status are affected. Thus, in the present study, we aimed test the hypothesis that 

maternal protein restriction in perinatal period (gestation and lactation) alters the 

mitochondrial respiration capacity and oxidative balance in male’s brainstem at 30 

days old in two consecutives generation (i.e. F1 and F2).  

Material and Methods 

Ethical Standards 

Experiments were carried out in accordance with the National Institutes of 

Health guide for animal experimentation (NIH Publications No. 80-23, revised 1978) 

and endorsed by the Ethical Committee of the Biological Science Center of the 

Federal University of Pernambuco (n° 23076.018417/2013-73). 
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Experimental Groups and Diet: 

F1 Offspring  

 Female rats at 90 days were mated (two females for one male) and on the first day 

of pregnancy, determined through the spermatozoa presence in a vaginal smear, 

they were divided into two groups in accord to dietary manipulations. Mothers (F0) 

were fed with diets, based on 17% protein (normo-protein) or 8% protein (low-

protein), both with the same energetic value as previously described by Nascimento 

et al.,((2014)) and 24h after birth, the litters were standardized to eight pups (F1). In 

the present study only male offsprings were used for F1 and F2. The litters were 

maintained on their respective diets until weaning (21 d of age) when started to 

receive laboratory chow (Labina; Purina Agriband) until complete 30 days of life 

when was sacrificed for experimental procedure.  

F2 Offspring  

 Mating F1 males and females at 70-90 days of age, generated F2 offspring, 

always taking care for the parents do not have any relationship. During gestation and 

lactation period, we divided our parents (F1) in two groups, F2 offspring with and 

without maternal low-protein diet re-exposure.  The offsprings compose the following 

groups of F2 offspring: 1) NP-F2: pups from mothers and fathers that received 

normoprotein diet during developmental and mating period; 2) LP-F2 (pups from 

mothers and fathers that received low-protein diet during developmental and mating 

period; 3) NP-F2 labina: pups from mothers and fathers that received normoprotein 

diet during developmental and diet commercial chow during mating period; 4) LP-F2 

labina: pups from mothers and fathers that received low-protein diet during 

developmental and diet commercial chow during mating period.   The litters were 

maintained on their respective diet until weaning (21 d of age) when started to 

receive laboratory chow (Labina; Purina Agriband) until complete 30 days of life. 

Preparation of mitochondria 

After the brainstems were removed, they were immediately minced and 

homogenized, using a potter-Elvehjem pestle and glass tube connected to a digital 

homogenizer IKA@  RW 20, in an ice-cold mitochondrial isolation buffer containing 
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225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 4 mM HEPES, 2 mM Taurine and 0.5 mM EGTA, 

pH 7.4. Subsequently, the samples were centrifuged at 4°C for 5 min at 4,000 RPM, 

the supernatants were collected and centrifuged once more at 4°C for 10 min at 

13,000 RPM. After the last centrifugation, the pellets were re-suspended in the 

respiration buffer (RB) consisting of 120 mM KCl, 4 mM HEPES, 5 mM K2HPO4 and 

0.2% BSA (w/v), pH 7.4. The mitochondria were kept on ice during the assay 

((LAGRANHA, DESCHAMPS et al., 2010)). 

Measurement of mitochondrial respiration 

Mitochondria were incubated in RB (1 mg protein/mL) in a 600 SL chamber 

connected to a Clark-type oxygen electrode (Hansatech Instruments, Pentney King's 

Lynn, UK) at 28°C. The mitochondrial respiration was assessed using Complex I 

substrates (10 mM glutamate/0.4 mM malate) and the mitochondrial phosphorylation 

started with 0.8 mM ADP ((NASCIMENTO, FREITAS et al., 2014)). 

Measurement of reactive species production 

The RS production was assessed by the dihydrodichlorofluorescein diacetate 

(H2DCF-DA) method ((FERREIRA, D. J., DA SILVA PEDROZA et al., 2016)). Briefly, 0.1 

mg of mitochondria was incubated in RB with complex I substrates, as described in 

the mitochondrial respiration section, followed by the addition of 5 µM (H2DCF-DA), 

which in the presence of reactive species forms a fluorescent product at 485 nm 

excitation and 530 nm emission. The reaction was followed by gentle shaking for 8 

min in FLUOstar OMEGA (BMG Labtech, USA) at 28ºC. The results were expressed 

in H2DCF-DA formation (ηmol/min/mg protein). 

Sample preparation for oxidative stress and antioxidant analyses 

After frozen at 20ºC, brainstems from NP and LP rats were immersed in cold 

buffer containing 50 mM TRIS and 1mM EDTA, pH 7.4, with the addition of 1 mM 

sodium orthovanadate and 200μg/mL phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF). Then 

they were homogenized with digital homogenizer IKA@ RW 20 using a potter-

Elvehjem pestle and glass tube on ice for no more than 1 minute. Homogenates were 

centrifuged at 4.000 RPM for 10 min at 4ºC, at room temperature (RT) and the 

protein used for oxidative status analyses after determination of protein concentration 
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using the Bradford method and read at a wavelength of 595 ηm absorption at room 

temperature (RT) ((BRADFORD, 1976)). 

Evaluation of Lipid Peroxidation 

Lipid peroxidation was analyzed using malondialdehyde (MDA) levels as 

previously published ((BUEGE E AUST, 1978)). Three hundred µg protein was 

sequentially mixed to 30% (w/v) Trichloroacetic acid (TCA) and 10 mM TRIS buffer at 

30°C, pH 7.4. This mixture was centrifuged at 1.700 RPM for 10 min and the 

supernatant was boiled for 15 min with 0.73% (w/v) thiobarbituric acid. The pink 

pigment yielded then was measured at 535 ηm absorption at RT and the results were 

expressed in % compared to control. 

Determination of Protein Oxidation 

The protein oxidation was assessed using the procedures highlighted by 

Reznick and Packer (1994) ((REZNICK E PACKER, 1994)). With the samples on ice, 

30% (w/v) TCA was added to the sample and then centrifuged for 14 min at 4.000 

RPM. The pellet was re-suspended in 10 mM 2,4dinitrophenylhydrazine and 

immediately incubated in a dark-room for 1h with agitation every 15min. Samples 

were washed and centrifuged three times in ethyl/acetate buffer and the final pellet 

was re-suspended in 6M guanidine hydrochloride, incubated for 30 min at 37°C and 

the absorbance read at 370 ηm. The results were expressed in % compared to 

control 

Measurement of superoxide dismutase (SOD) activity 

SOD determination was performed in accordance with the protocol developed 

by Misra and Fridovich (1972) ((MISRA E FRIDOVICH, 1972)). In brief, three hundred µg 

of protein were added to 0.05 M Carbonate buffer with 0.1 mM EDTA, pH 10.2. The 

reaction was started with 150 mM epinephrine and the SOD activity was determined 

by adrenaline auto-oxidation inhibition at 30°C. The decrease in absorbance was 

followed for 1.5 min at 480 ηm and the results were expressed in % compared to 

control. 

Measurement of Catalase (CAT) activity 
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The CAT activity was performed as previously described by Aebi (1984) 

((AEBI, 1984)). Briefly, 0.3 M hydrogen peroxide and three hundred µg protein were 

added to a 50 mM phosphate buffer, pH 7.0 at 20°C and the absorption decay was 

monitored for 3 min at 240 ηm and the results were expressed in % compared to 

control. 

Measurement of Glutathione-S-transferase (GST) activity 

GST activity was measured as described previously by Habig, Pabst ((HABIG, 

PABST, FLEISCHNER, et al., 1974; HABIG E JAKOBY, 1981)). Three hundred µg of protein 

was incubated in a 0.1 M phosphate buffer, pH 6.5 containing 1mM EDTA at 30°C 

and the assay started with the addition of 1 mM 1 chloro-2.4-dinitrobenzene and 1 

mM GSH. The formation of 2.4-dinitrophenyl-S-glutathione was monitored through 

the absorbance at 340 ηm and the results were expressed in % compared to control. 

Measurement of reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) 

To assess GSH levels, the samples were firstly diluted in a 0.1 M phosphate 

buffer containing 5 mM EDTA, pH 8.0. Then, an aliquot from the diluted sample was 

incubated with o-Phthaldialdehyde (OPT) at RT for exactly 15 min. Fluorescence 

intensities measured at 420 ηm and excitation at 350 ηm were compared with a 

standard curve of known concentrations of GSH. To determine GSSG levels, the 

samples were incubated with 0.04 M N-ethylmaleimide for 30 min at RT followed by 

addition of 0.1M NaOH. When this mixture was ready, the same steps of the GSH 

assay were followed to determine the GSSG levels. The Redox State was 

determined by the ratio of GSH/GSSG as previously described ((HISSIN E HILF, 

1976)). The results were expressed in GSH and/or GSSG levels (μmol/mg protein). 

Note: All reagents used were obtained from Sigma 

Statistics 

All values are expressed as means±SEM. Once the data were tested for 

normal distribution, a Student t test was used to assess the differences between 

groups. Comparisons were considered statistically significant at p≤0.05 and statistical 

analyses were performed using GraphPad Prism 6.0® software (GraphPad Software, 

Inc.) 
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Results 

Respiratory Mitochondrial  

Evaluating the consumption of oxygen by animal mitochondria in first 

generation (F1), we found an increase in state 2 between LP – group  (10.2 ± 1.0 

nmol O2/min/mg prot) when compared to the NP – group  (6.9 ± 0.8 nmol O2/min/mg 

prot) and decrease in state 3 in LP – group  (24.6±3.4 nmol O2/min/mg prot) when 

compared to the NP – group  (42.3 ± 4.8 nmol O2/min/mg prot). When assessing the 

state 4, no difference was observed between groups NP (3.4 ± 0.4 nmol O2/min/mg 

prot) v.s LP (4.1 ± 0.2 nmol O2/min/mg prot), as well as uncoupling state (NP – 

group: 46.7 ± 3.9 v.s LP – group: 42.5 ± 6.1 nmol O2/min/mg prot). The respiratory 

control ratio was decreased LP – group  (3.13 ± 0.8) when compared to the male NP 

– group  (6.8 ± 0.8) (Fig. 1A).  

In second generation (F2) (with re-exposed in the nutritional insult), was 

verified an increase in the oxygen consumption in the state 2 in LP – group (8.01 ± 

0.6 nmol O2/min/mg prot) when compared to the NP – group  (5.0 ± 0.4 nmol 

O2/min/mg prot). The consumption in the state 3 was decreased in LP – group (30.2 

± 2.7 nmol O2/min/mg prot) when compared to the NP – group (40.6 ± 3.1 nmol 

O2/min/mg prot). State 4 and uncoupling state wasn’t altered by LP diet (State 4= 

LP– group: 22.2 ± 2.7 v.s NP – group: 30.3 ± 2.5 nmol O2/min/mg prot; Uncoupling= 

LP – group: 25.0 ± 2.6 v.s NP – group 27.5 ± 1.5 nmol O2/min/mg prot). The 

respiratory control ratio was decreased LP – group  (4.2 ± 0.3) when compared to the 

male NP – group  (8.0 ± 0.5) (Fig. 1B).  

When assessing mitochondrial consumption in F2 – Labina (without re-

exposed in the insult original), we found no difference in state 2 (LP – group: 4.8 ± 

0.5 v.s NP – group: 4.1 ± 0.3 nmol O2/min/mg prot), as well as in state 3 (LP – group: 

55.5 ± 7.0 v.s NP – group: 45.1 ± 1.5 nmol O2/min/mg prot). We found increased in 

state 4 (LP – group: 25.8 ± 3.3 v.s NP – group: 4.6 ± 0.2 nmol O2/min/mg prot) and in 

uncoupling state (LP – group: 40.7 ± 2.1 v.s NP – group: 19.5 ± 0.6 nmol O2/min/mg 

prot). The respiratory control ratio showed no difference (LP – group: 9.1 ± 0.6 v.s NP 

– group: 10.3 ± 1.0) (Fig. 1C).  

Production of ROS 
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When we evaluated mitochondrial ROS production from F1 and F2 (with re-

exposed to the nutritional insult) we found an increase in the LP – group (F1 LP: 7.8 

± 1.3 v.s NP: 2.1 ± 0.4 a.u.; F2 LP: 11.3 ± 0.9 v.s NP: 4.1 ± 0.5a.u) (Fig. 2A-B). We 

did not find difference in F2-Labina (without re-exposed in the insult original) (LP: 

15.0 ± 1.7 v.s NP: 18.2 ± 2.5 a.u) (Fig. 2C).    

Lipid peroxidation and protein oxidation  

 When analyzed the effect of maternal restriction in protein in the oxidation of some 

biomolecules (lipids and proteins), we found in F1 an increase in lipid peroxidation 

between LP – group  (172.9 ± 26.7) when compared to the NP – group (100.0 ± 4.9) 

(Fig. 3A) and increase in protein oxidation between LP – group (190.6 ± 33.4) when 

compared to the NP – group (100.0 ± 12.6) (Fig. 3B).   

 In F2 (with re-exposed in the insult original), no difference was found in lipid 

peroxidation between LP – group (106.6 ± 15.4) when compared to the NP – group 

(100.0 ± 12.5) (Fig. 3C) and in protein oxidation between LP – group (98.8 ± 8.1) 

when compared to the NP – group (100.0 ± 5.6) (Fig. 3D).  

 In F2-Labina (without re-exposed in the insult original) we found no difference in 

lipid peroxidation between LP – group (100.0 ± 21.4) when compared to NP – group 

(100.0 ± 8.0) (Fig. 3E) and decreased in protein oxidation between LP – group (61.2 

± 3.2) when compared to NP – group (100.0 ± 17.1) (Fig. 3F). 

Antioxidant enzymatic system 

After the analysis of oxidative stress biomarkers, the enzymatic antioxidant 

capacity was evaluated. In F1, we did not find difference in activity of SOD between 

LP – group (117.4 ± 17.6) when compared to NP – group (100.0 ± 9.4) (Fig. 4A), 

however we observed a decrease in CAT activity in LP – group (61.7 ± 7.2) when 

compared to NP – group (100.0 ± 10.0) (Fig. 4B) and decrease GST in LP group 

(49.1 ± 10.2) when compared to NP – group (100.0 ± 8.9) (Fig. 4C). 

 In F2 (with re-exposed in the insult original), we did not find difference in activity of 

SOD between LP – group (84.3 ± 11.1) when compared to NP – group (100.0 ± 18.2)  

(Fig. 4D), but a decreased in CAT activity between LP – group (68.6 ± 6.9) when 

compared to NP – group (100.0 ± 5.3) (Fig. 4E) and no difference in activity of GST 
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between LP – group (85.2 ± 16.5) when compared to the NP – group (100.0 ± 15.9) 

(Fig. 4F).  

 When analyzed the animals in F2 – Labina (without re-exposed in the insult 

original) we did not find significant difference in any enzymatic activity. 

Antioxidant non-enzymatic system and redox state  

 We analyse the non-enzymatic system through levels of reduced glutathione 

(GSH) and oxidized glutathione (GSSG) and redox state (GSH/GSSG ratio). In F1, 

we did not find difference in the levels of GSH in LP – group (23.4 ± 1.4) v.s NP – 

group (22.0 ± 1.5) (Fig. 5A), but an increase in GSSG at LP – group (4.6 ± 0.3) v.s 

NP – group (3.1 ± 0.2) (Fig. 5B), with a decreased in the redox state LP – group (5.2 

± 0.6) v.s NP – group (7.0 ± 0.3) (Fig. 5C). 

 In F2 (with re-exposed in the insult original), no difference was observed in the 

levels of GSH in LP – group (28.4 ± 1.4) v.s NP – group (27.0 ± 1.5) (Fig. 5D), but 

also an increase in GSSG in LP – group (9.3 ± 0.3) v.s NP – group (8.1 ± 0.2) (Fig. 

5E), but no difference in the redox state in LP – group (2.9 ± 0.2) v.s NP – group (3.3 

± 0.1) (Fig. 5F). 

 In F2 – Labina (without re-exposed in the insult original) we observed an increase 

in the levels of GSH in LP – group (30.5 ± 0.1) v.s NP – group (25.0 ± 0.0) (Fig. 5G) 

associated to a decreased in the levels of GSSG in LP – group (3.0 ± 0.4) v.s NP – 

group (4.0 ± 0.0) (Fig. 5H), which results in an increase in the redox state in LP – 

group (8.7 ± 0.1) v.s NP – group (6.1 ± 0.0) (Fig. 5I). 

Discussion  

 According to Developmental Origins of Health and Disease (DOHAD) theory 

insults in the early stages of life are associated with several diseases throughout life 

such as hypertension, type 2 diabetes, dyslipidemia, psychological disorders and 

cancers ((BARKER, 2007; FUKUOKA E SATA, 2016)). We showed this paper the effects 

of maternal protein restriction in the brainstein of juvenile rats males for two 

generation.  Our results shown that maternal low protein diet can changes the 

mitochondrial respiration capacity and oxidative stress in the offspring.  
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 Mitochondrial activity is very important for the normal function of the nervous 

system, using a Huntington Disease (HD) model Lou et al., (2016) shown that in 

striatum and cortex from rats with 9 weeks a significant decrease in oxygen 

consumption, indicating less capacity in generation of energy ((LOU et al., 2016)). In 

model of calorie restriction Cerqueira et al., (2012) using 6-month-old rats, show in 

vivo and in cultured cerebellar neurons an increase in the mitochondrial oxygen 

states (St 3, St 4 and uncoupled) and according to the authors the increase in 

oxidative phosphorylation may increase energy production and is associated with the 

increase in neural survival.  

 Ferreira et al., (2015), shown in offspring, with 22 days of age, that mother were 

submitted to protein restriction (8% of protein) during the gestation and lactation, an 

increase in St 2, decreased in the state ADP – stimulation (St 3) and in RCR 

((FERREIRA, D. J., DA SILVA PEDROZA et al., 2016)). Corroborating with these previous 

data, our results showed similar effect in mitochondrial capacity in rats with 30 days 

of age. 

Ours results shown increased in the ROS production in the brainstems of F1 

offsprings; this data also agrees with Ferreira et al., ((FERREIRA, D. J., DA SILVA 

PEDROZA et al., 2016)) which used the same nutritional insult and brain tissue. The 

mitochondrial dysfunction and the vulnerability to oxidative stress depends on the 

brain area involved ((WANG, X. E MICHAELIS, 2010)), using protein restriction model 

(7% of protein), Feoli et al., (2006) did shown difference in ROS production in cortex, 

hippocampus and cerebellum ((FEOLI, A. M., SIQUEIRA, I. R. et al., 2006)). 

Increased levels of ROS can damage biomolecules such as proteins, lipids 

and DNA as product of oxidative stress. Peroxidation of membrane lipids leads to 

loss of membrane fluidity and elasticity, impaired cellular functioning, and even cell 

rupture and consequently oxidative damage behind some neurodegenerative 

diseases ((SULTANA et al., 2006; NIKI, 2008)). The oxidation of protein and lipids was 

verified in our results only in malnourished animals in the first generation (F1). 

Corroborating with our findings, Bonatto et al., ((BONATTO, POLYDORO et al., 2006)) 

using Wistar rats where the mothers were submitted to protein restriction in the 

critical period of development (7% of protein) found increased in the peroxidation in 

the cortex and cerebellum in the males at 21 days of age, Feoli et al., at 60 days of 
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age ((FEOLI, A. M., SIQUEIRA, I. R. et al., 2006)) and Ferreira et al., in the brainstein in 

adult rats ((FERREIRA, D. S., LIU et al., 2015)) and oxidation of protein at 60 days of 

age ((FERREIRA, D. J., DA SILVA PEDROZA et al., 2016)) using the experimental model 

of 8% of protein.  

The antioxidant system has a key role in the brain’s protection against 

oxidative damage. Ours results shown decreased in the activity of catalase in the first 

(F1) and second (F2) generation and GST only F1. Some experimental studies have 

demonstrated that undernutrition is capable of decreased the activity of catalase 

((BONATTO, POLYDORO et al., 2006; FEOLI, A. M., SIQUEIRA, I. R. et al., 2006; 

PARTADIREDJA et al., 2009; FERREIRA, D. S., LIU et al., 2015)), SOD ((FEOLI, A. M., 

SIQUEIRA, I. R. et al., 2006; FERREIRA, D. S., LIU et al., 2015)) and GST ((FERREIRA, D. 

J., DA SILVA PEDROZA et al., 2016)) in different brain’s area. The activity of GST is very 

important, because deleterious modification in GST isoforms have been associated 

with various pathological processes such as glioblastoma, Alzheimer's disease, 

Parkinson's disease, stroke and epilepsy ((KUMAR et al., 2016)). Partadiredja et al., 

(2005) shown expression of both cytosolic and mitochondrial SOD is altered by 

undernutrition during early life in the cerebellum and/or the forebrain. However, the 

direction of the change in expression was different for these two enzymes. While 

undernutrition appeared to increase the level of MnSOD expression in the 

cerebellum, it decreased the expression of Cu/ZnSOD in both the cerebellum and 

forebrain regions compared to control values ((PARTADIREDJA, SIMPSON et al., 2005)). 

In the non – enzymatic antioxidant system, glutathione play the most important 

action. Glutathione is a peptide comprised of three amino acids (cysteine, glutamate 

and glycine) with antioxidant function and in normal conditions are in the reduced 

state (GSH), but in conditions where there is an increase in the pro-oxidant 

molecules GSH is transformed into oxidized glutathione (GSSG) ((DRINGEN, 2000)). 

Ours results shown levels increased of GSSG in F1 and F2. In F2- Labina, higher 

levels of GSH and lower levels of GSSG were found, suggesting in these animals a 

transgenerational resistance. The redox state decreased in F1 and increased in F2 – 

Labina. Since, reduced levels of GSH are associated with neural damage and the 

development of neurodegenerative diseases since deficiency has been identified as 

an early event in the progression as the Parkinson's disease ((DIAZ-HUNG et al., 

2016)), with our data we could speculated that in the second generation there is a 
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possible resistance to neurological diseases induced by mitochondrial dysfunction 

and oxidative stress, only in individuals that doesn’t suffer an additional insult. 

Together we showed that maternal protein restriction during development 

induces mitochondrial dysfunction and oxidative stress in brainstem in first 

generation and in the second generation of animals that receive an additional insult, 

otherwise if the insult not occur, the animals will not show mitochondrial dysfunction 

neither alteration in oxidative status in brainstem, decreasing the risk in develop 

neurological diseases. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure Legends 

Figure 1. Mitochondrial oxygen consumption in brainstem from 30 day-old males rats 

that received a low-protein diet throughout perinatal period. (A) First generation (F1) 

and ratio control respiratory (RCR) (a). (B) Second generation F2 (with re-exposed to 

the nutritional insult) and (RCR) (b). (C) F2-Labina (without re-exposed to the 

nutritional insult) and (RCR) (c). White bars represent normo-protein group (NP) and 

black bars represent low-protein group (LP) (n = 6–10 rats per group). Values are 

means ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 is the difference between diet and Student's t 

test was used. 

Figure 2. The production of reactive species (ROS) in brainstem from 30 day-old 

males rats that received a low-protein diet throughout perinatal period. (A) Production 

of ROS in F1, (B) in F2 (with re-exposed to the nutritional insult) and (C) in F2-Labina 

(without re-exposed to the nutritional insult). White bars represent normo-protein 

group (NP) and black bars represent low-protein group (LP) (n = 6–10 rats per 

group). Values are means ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 is the difference between 

diet and Student's t test was used. 

Figure 3. Biomarkers of oxidative damage in brainstem from 30 day-old males rats 

that received a low-protein diet throughout perinatal period. (A) Levels of 

Malondialdehyde (MDA) and (B) oxidation of protein in F1. (C) MDA and (D) 

oxidation of protein in F2 (with re-exposed to the nutritional insult).  (E) Levels of 

Malondialdehyde (MDA) and (F) oxidation of protein in F2-Labina (without re-

exposed to the nutritional insult). White bars represent normo-protein group (NP) and 

black bars represent low-protein group (LP) (n = 6–10 rats per group). Values are 

means ± SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 is the difference between diet and Student's t 

test was used. 

Figure 4. Effects of perinatal low-protein on enzymatic antioxidant activities in 

brainstem from 30 day-old males rats that received a low-protein diet throughout 

perinatal period. (A) Superoxide dismutase (SOD), (B) Catalase (CAT), (C) 

glutathione-S-transferase (GST) in brainstem from animals at 30 days of life in F1. 

(D) SOD, (E) CAT and (F) GST in F2 (with re-exposed to the nutritional insult) and 

(G) SOD, (H) CAT and (I) GST in F2-Labina (without re-exposed to the nutritional 

insult). White bars represent normo-protein group (NP) and black bars represent low-
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protein group (LP) (n = 6–10 rats per group). Values are means ± SEM. * p < 0.05; ** 

p < 0.01 is the difference between diet and Student's t test was used.   

Figure 5. Redox state in brainstem from 30 day-old males rats that received a low-

protein diet throughout perinatal period. (A) Redox state in F1, (B) Redox state in F2 

(with re-exposed to the nutritional insult) and (C) in F2-Labina (without re-exposed to 

the nutritional insult).  White bars represent normo-protein group (NP) and black bars 

represent low-protein group (LP) (n = 6–10 rats per group). Values are means ± 

SEM. * p < 0.05; ** p < 0.01 is the difference between diet and Student's t test was 

used. 
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6.3 Resultado Complementar 

6.3.1 Níveis de Estradiol   

 

Figura 1. Níveis de estradiol em soro de ratas aos (20, 30, 122 dias de idade) que 

foram submetidos a dieta Normoproteica (NP, 17 % de proteina, n:4) ou Hipoproteica 

(HP,  % de proteina, n:4) durante a gestação e lactação na primeira geração (F1). a 

– foi considerada diferença significativa entre o grupo Normo (30N ou 122N) quando 

comparado com o grupo normo (20N) e b - foi considerada diferença significativa 

entre o grupo Hipo (30H ou 122H) quando comparado com o grupo normo (20N): 

P<0.005; test t de Student não pareado). 
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7 CONCLUSÕES 

 

1- Em relação aos efeitos da desnutrição sobre a função mitocondrial e estado 

oxidativo: 

Com os nosso dados podemos concluir que a restrição proteica materna no 

período crítico do desenvolvimento é capaz de causar disfunção mitocondrial 

aumentando assim a produção de moléculas pró-oxidantes que promovem dano a 

biomoléculas chaves para a manutenção da saúde ou indução de patologias, como 

proteínas e lipídios. Esses efeitos, possivelmente, seja devido a uma modulação 

detrimental nas defesas antioxidantes celulares (enzimáticas e não enzimáticas), 

causando o desbalanço oxidativo, perpetuando assim os mecanismos indutores de 

lesões celulares e/ou teciduais. 

2- Em relação aos efeitos da desnutrição sobre a diferença de gênero: 

 Adicional aos efeitos sobre a função mitocondrial e estado oxidativo, nossos 

dados suporta a hipótese de que a desnutrição proteica materna perinatal afeta de 

forma distinta ratos machos e fêmeas; essa diferença observada nos níveis de 

disfunção mitocondrial e estresse oxidativo, provavelmente seja devido a presença 

do hormônio estradiol nas fêmeas de 30 dias.  

3- Em relação aos efeitos da desnutrição sobre os efeitos transgeracionais: 

 A realização desse estudo permitiu concluir que a restrição proteica materna 

perinatal induz um efeito mais acentuado na primeira geração exposta ao insulto 

nutricional do que na geração seguinte. A indução de um novo insulto nutricional na 

segunda geração acarreta uma maior disfunção mitocondrial e estresse oxidativo do 

que a não re-exposição do insulto nutricional, sugerindo uma predisposição na 

segunda geração, mas só aparecerá os efeitos deletérios, caso sofra novo insulto 

nutricional. 
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7.1 Perspectivas 
 

 No transcorrer da realização desse estudo novas perguntas foram surgindo, o 

que nos permite ter como perspectivas futuras para novas avaliações:   

 Avaliar se além dos danos a lipídeos e proteínas o estresse oxidativo induzido pela 

restrição proteica perinatal seria capaz de causar dano ao DNA nuclear e 

mitocondrial; 

 

 Averiguar se a produção de EROs exacerbada provem apenas da disfunção 

mitocondrial ou está associada a outras fontes produtoras de EROs como a enzima 

NADPH Oxidase, MAO, lipoxigenases e cicloxigenases; 

 

 Analisar os mecanismos epigenéticos induzidos pela restrição proteica perinatal 

(acetilação e metilação); 

 

 Avaliar quais as possíveis vias que o estradiol ativa para promover neuroproteção; 

 

 Avaliar se outros hormônios sexuais (progesterona e testosterona) também estão 

associados a diferença de gênero nos machos e fêmeas; 

 

 Verificar se o efeito transgeracional vai além da segunda geração (F2). 
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APÊNDICE A – Resumo gráfico da tese 
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ANEXO A  – Parecer do comitê de ética 

 

 

 

 


