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APRESENTAÇÃO 

 

 

Esta tese está organizada em tópicos, a saber: Introdução, Objetivos, Capítulos 

1 a 4 (referentes aos artigos publicados e ao manuscrito submetido), Discussão, 

Conclusões, Perspectivas, Bibliografia e Anexo. 

A Introdução apresenta o embasamento teórico que nos levou a formular a 

proposta de trabalho. Os Objetivos – geral e específicos – estão dispostos no corpo da 

tese e em maiores detalhes inseridos dentro de cada trabalho científico. Os Capítulos 

contêm os artigos publicados e o manuscrito submetido, realizados durante o período do 

doutorado. Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratório de Neurobiologia do 

Estresse (Departamento de Bioquímica, ICBS, UFRGS). 

 O tópico Discussão apresenta uma interpretação geral dos resultados obtidos nos 

diferentes trabalhos. Nas seções Conclusões e Perspectivas há uma abordagem geral 

das conclusões da tese e as possibilidades de futuros trabalhos a partir dos resultados 

obtidos na presente tese.  

 A Bibliografia contém somente as referências dos trabalhos citados nos tópicos 

Introdução e Discussão. 

 No Anexo contém tabelas com o resumo dos achados referente ao metabolismo 

celular neural. 
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Resumo 

Fatores ambientais em períodos precoces do desenvolvimento podem levar a 

alterações persistentes no sistema nervoso central e no sistema endócrino-metabólico. O 

período pré-púbere é uma fase crítica do desenvolvimento, quando o encéfalo passa por 

diversos processos fundamentais, e intervenções ambientais durante essa fase de intensa 

maturação cerebral podem influenciar a susceptibilidade a doenças ou a resiliência na 

idade adulta. O estresse por isolamento social destaca-se como um dos mais potentes 

estressores durante o desenvolvimento e pode levar a alterações a longo-prazo no 

comportamento social e cognitivo. O estresse também pode prejudicar o metabolismo 

oxidativo. Outro fator ambiental importante são os alimentos ricos em carboidratos 

simples, os quais, por um lado, são “alimentos confortantes”, ou seja, redutores dos 

efeitos do estresse, mas também podem desencadear alterações no metabolismo 

periférico e celular neural. Com base no exposto acima, o objetivo desta tese foi 

investigar os efeitos do estresse por isolamento social com acesso ou não a um alimento 

palatável no período pré-púbere (durante o 21-28 dia pós-natal) sobre aspectos 

metabólicos e neuroquímicos, e investigar memória espacial e possíveis alterações 

celulares no córtex pré-frontal e no hipocampo de ratos juvenis e adultos. Para alcançar 

esse objetivo, foram avaliados consumo calórico, parâmetros metabólicos, e o 

neuropeptideo Y hipotalâmico em ratos jovens e adultos, verificando possíveis 

mudanças sexo-específicas. Também foram analisados parâmetros do metabolismo 

energético, do estresse oxidativo, índice de fragmentação do ADN celular e morte 

celular no hipocampo e no córtex pré-frontal de ratos machos juvenis e adultos. A fim 

de tentar verificar se as alterações encontradas no metabolismo celular poderiam afetar 

o comportamento, foram avaliadas a memória espacial e a atividade motora apenas de 

ratos adultos. Os resultados mostraram que as fêmeas, mesmo antes da puberdade, 

foram mais propensas a utilizar alimentos confortantes quando expostas ao estresse. Já 

ratos machos foram mais propensos à programação metabólica a longo-prazo, induzida 

pela exposição precoce ao alimento palatável, possivelmente relacionada à 

hipoadiponectinemia. Ambas as estruturas encefálicas estudadas, apresentaram uma 

programação no metabolismo celular neural a longo-prazo. O isolamento social induziu 

desequilíbrio entre os sistemas antioxidantes, e induziu uma redução da atividade da 

enzima Na
+
,K

+
-ATPase no córtex pré-frontal. A exposição precoce à dieta palatável não 

foi capaz de prevenir esses efeitos a longo-prazo. No hipocampo de ratos jovens, o 

isolamento social induziu desequilíbrio oxidativo, aumentou o potencial mitocondrial, o 

índice de fragmentação ao ADN e a apoptose. Diferentemente dos achados no córtex 

pré-frontal, o consumo da dieta palatável aumentou atividade de enzimas antioxidantes 

e preveniu diversos dos efeitos do estresse no hipocampo de ratos jovens. Nos ratos 

adultos, o isolamento social aplicado no período pré-púbere levou ao desequilíbrio 

oxidativo a longo-prazo. Houve também, um aumento no número de células necróticas 

no hipocampo desses animais. A ingestão de alimento palatável durante a exposição ao 

estresse atenuou alguns efeitos do estresse, incluindo as alterações nas atividades dos 

complexos respiratórios, no índice de fragmentação do ADN celular e no número de 

células necróticas. Esses efeitos podem estar relacionados com o aumento no 

imunoconteúdo de receptores de glicocorticoides no hipocampo, que observamos ter 

sido induzido pela dieta palatável. No entanto, a essa dieta induziu algumas alterações 

no metabolismo celular neural, per se, aumentando o índice de fragmentação ao ADN 

celular, o número de células em apoptose inicial e diminuindo o número de células 

vivas. De modo interessante, não houve diferenças com relação à memória espacial ou à 
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atividade motora. De uma forma geral, esta tese mostrou que intervenções precoces 

durante o desenvolvimento do animal podem programar o metabolismo ao longo da 

vida. Os machos foram mais susceptíveis aos efeitos induzidos pelo consumo precoce 

de alimento palatável quando avaliados parâmetros do metabolismo a longo-prazo. Com 

relação aos achados no metabolismo neural, diferenças em resposta à exposição ao 

estresse e à dieta palatável foram observadas no hipocampo e no córtex pré-frontal. O 

hipocampo mostrou-se mais susceptível a influências de fatores ambientais precoces. 

Houve claros efeitos sobre o equilíbrio oxidativo e a função mitocondrial mesmo na 

idade adulta, muito tempo após as intervenções terem cessado; a dieta palatável foi 

capaz de prevenir vários dos efeitos do estresse no período pré-púbere.  
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Abstract 

The influence of environmental factors during early periods of development may 

lead to persistent changes in the central nervous system and in the endocrine-metabolic 

system. The pre-puberty is a critical stage of development, because the brain is 

undergoing many fundamental processes and functional organization. Environmental 

interventions during these periods of intense brain maturation may influence disease 

susceptibility or resilience in adulthood. Social isolation is one of the most potent 

stressors during development, and can lead to long-term changes in social behavior, 

cognitive behavior, and also changes in metabolic parameters. Another important 

environmental factor that may affect development are foods rich in simple 

carbohydrates, which are known as comfort foods, since they are able to reduce the 

effects of stress, however they may as well change peripheral and neural metabolism. 

Based on the above, the aim of this thesis was to investigate the effects of stress by 

social isolation in the pre-puberty (during 21-28 postnatal day), with or without the 

access to a palatable food, on metabolic and neurochemical aspects, and to investigate 

possible spatial memory and cellular changes in the prefrontal cortex and in the 

hippocampus of juvenile and adult rats. To achieve this goal, we evaluated caloric 

intake, metabolic parameters and hypothalamic neuropeptide Y in juvenile and adult 

rats, verifying possible sex-specific differences. Were also analyzed parameters of 

energy metabolism, oxidative stress, DNA fragmentation index and cell death in the 

hippocampus and prefrontal cortex of male juvenile and adult rats. In order to verify 

whether the possible alterations in cellular metabolism could affect behavior we 

assessed spatial memory and motor activity. With respect to metabolic parameters, we 

observed that females, even before puberty, were more likely to use comfort foods when 

exposed to stress. Male rats were more prone to the long-term metabolic programming 

induced by early exposure to palatable food, possibly related to hypoadiponectinemia. 

Both brain structures studied presented long-term alterations in neural cell metabolism. 

Social isolation induced imbalance between antioxidant systems, and a reduction of 

Na
+
, K

+
-ATPase activity in the prefrontal cortex. The palatable diet was not able to 

prevent these long-term effects. In the hippocampus of juveniles, social isolation 

induced oxidative imbalance, increased the mitochondrial potential, the DNA 

fragmentation index and apoptosis. Unlike the findings in the prefrontal cortex, in 

hippocampus the consumption of palatable diet increased activity of antioxidant 

enzymes and prevented many of the effects of stress in juvenile rats. In hippocampus of 

adult rats, social isolation in the prepubertal period led to long-term oxidative 

imbalance, and increased number of necrotic cells. The intake of palatable food during 

exposure to stress attenuated some of the effects of stress, including changes in the 

activities of respiratory complexes, the index of cellular DNA fragmentation and the 

number of necrotic cells. These effects may be related to the increased immunocontent 

of glucocorticoid receptors in the hippocampus induced by the palatable diet. However, 

this diet also induced changes per se in neural cell metabolism, including increased 

DNA fragmentation and apoptosis, and reduced number of live cells. Interestingly, there 
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were no differences on spatial memory and motor activity. Generally, this thesis has 

shown that early interventions during the pre-pubertal period can program metabolism 

throughout life. Male rats were more susceptible to consumption of palatable food when 

long-term metabolic changes were evaluated. Differences in response to stress exposure 

and palatable diet were observed in hippocampus and prefrontal cortex. The 

hippocampus was shown to be more susceptible to influences of early environmental 

factors. There were clear effects on mitochondrial function and oxidative balance in the 

adulthood, long after the intervention had ceased; the palatable diet was able to prevent 

many of the effects of stress in the prepubertal period. 
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Fatores ambientais: Programação encefálica e metabólica 

Dados da literatura demonstram que a influência de fatores ambientais em períodos 

precoces do desenvolvimento pode levar a alterações persistentes no sistema nervoso 

central (MCQUILLEN e FERRIERO, 2004), e no sistema endócrino-metabólico 

(SCHIMIDT ET AL., 2009). Existem períodos críticos no desenvolvimento, como por 

exemplo, o período neonatal, a infância e a adolescência, os quais são fases específicas 

quando processos dependentes da genética e de fatores ambientais interagem para 

estabelecer características funcionais (CREWS e HODGE, 2007). Durante esses 

períodos iniciais da vida do indivíduo, o encéfalo está passando por diversos processos 

fundamentais como organização funcional das redes neurais, proliferação neural, 

migração, diferenciação, além de gliogênese e mielinização (RICE e BARONE, 2000). 

Intervenções ambientais precoces durante essas fases de intensa maturação cerebral 

podem influenciar a susceptibilidade a doenças ou a resiliência na idade adulta (PAUS 

ET AL., 2008).  

Nesse sentido, estudos têm mostrado que abuso na infância ou negligência 

promovem alterações a longo-prazo na reatividade ao estresse e no desenvolvimento 

encefálico (HEIM ET AL., 1997; KAUFMAN ET AL., 2000). Adicionalmente, estudos 

com ressonância magnética demonstram que a exposição a traumas em uma idade 

precoce pode levar a diversas alterações neuroestruturais, como a diminuição do 

hipocampo e do corpo caloso. Além disso, o desempenho e o funcionamento cognitivo 

também são alterados nessa população, podendo-se correlacionar esses achados com um 

maior risco em desenvolver transtornos psiquiátricos na idade adulta (BRIETZKE ET 

AL., 2012).  

Outros estudos, usando modelos animais, têm demonstrado que a exposição a 

estressores nas fases iniciais da vida podem alterar a programação neural (ISGOR ET 
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AL., 2004; MCEWEN, 1999). Um experimento realizado em ratos machos mostrou que 

marcadores sinápticos, tais como espinofilina e sinaptofisina, estavam reduzidos no 

córtex pré-frontal de ratos adultos submetidos ao estresse por isolamento social no final 

do período pré-púbere (LEUSSIS e ANDERSEN 2008; LEUSSIS ET AL., 2008). Essas 

alterações persistiram por 25 dias após a retirada do estresse (LEUSSIS ET AL., 2008), 

sugerindo que as alterações morfológicas induzidas pelo estresse no final da pré-

puberdade, observadas no córtex pré-frontal, podem ser mais duradouras do que aquelas 

observadas na idade adulta (RADLEY ET AL., 2005). 

Com relação à influência de fatores ambientais e possíveis alterações persistentes no 

sistema endócrino-metabólico, é conhecido que a prevalência de sobrepeso na pré-

puberdade e puberdade está aumentando, e tem sido sugerido que fatores ambientais, 

como exposição ao estresse e/ou consumo de alimentos ricos em gordura e carboidratos, 

estejam fortemente implicados nessa epidemia. Um estudo em ratos mostrou que a 

exposição a um estressor durante as fases iniciais do desenvolvimento leva a uma 

alteração na distribuição de gordura, aumentando a razão de gordura 

visceral/subcutânea quando os animais tornaram-se adultos, levando a um maior risco 

para o desenvolvimento de doenças metabólicas na idade adulta (SCHMIDT ET AL., 

2009). O consumo crônico e precoce de alimentos ricos em gordura também pode 

modificar as respostas homeostáticas dos circuitos neuroendócrinos e promover 

alterações na idade adulta, como redução de receptores para leptina no hipotálamo e de 

receptores para glicocorticoides no hipocampo (BOUKOUVALAS ET AL., 2010).  

Assim, o desenvolvimento e a gravidade de diversas condições patológicas na vida 

adulta dependem não só da vulnerabilidade genética do indivíduo, como também da 

exposição a fatores ambientais adversos e do período de ocorrência do evento ou fator 
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ambiental (CHARMANDARI ET AL., 2003), destacando-se principalmente os estágios 

iniciais do desenvolvimento.  

 

O Período Pré-Púbere: Um Alvo Crítico do Estresse Social 

O período pré-púbere em roedores é cronologicamente marcado pelo desmame, por 

volta do vigésimo primeiro dia de idade pós-natal, e termina em torno do trigésimo dia 

de idade pós-natal. Durante este período do desenvolvimento, os animais estão em 

constante mudança, sofrendo transformações comportamentais e neurológicas, dentre 

elas o aumento da força, da função imunológica e da capacidade cognitiva (DAHL, 

2004), além da maturação do comportamento social e cognitivo, do comportamento 

exploratório e do comportamento de brincadeira (KLEIN ET AL., 2010; SISK e 

FOSTER, 2004). Assim, a pré- puberdade é uma fase crítica para a maturação cerebral, 

incluindo os circuitos que controlam a homeostase energética e as respostas ao estresse 

(MCCORMICK e MATHEWS, 2007).  

A maturação e a plasticidade durante o desenvolvimento são altamente variáveis em 

diferentes regiões cerebrais, incluindo aquelas envolvidas no processamento e na 

regulação do estresse e da emoção: o córtex pré-frontal, por exemplo, possui uma 

maturação tardia (GOGTAY ET AL., 2004), e o hipocampo apresenta um aumento na 

neurogênese e densidade dos espinhos dendríticos antes da puberdade, o que diminui na 

idade adulta (HE e CREWS, 2007; YILDIRIM ET AL., 2008). Além disso, a 

composição de proteínas sinalizadoras no hipocampo também é alterada entre o 

desmame e a idade adulta (WEITZDORFER ET AL., 2008). Muitos sistemas de 

neurotransmissores, incluindo o sistema dopaminérgico e o glutamatérgico, apresentam 

uma maturação durante estes estágios iniciais do desenvolvimento (SPEAR ET AL., 
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2000). O sistema dopaminérgico mesolímbico não está completamente desenvolvido 

antes do trigésimo quinto dia de idade pós-natal (SPEAR ET AL. 2000). 

Experiências adversas e / ou estressantes durante a pré-puberdade podem ter efeitos 

marcantes e negativos sobre o comportamento social e sobre a cognição, efeitos esses 

que podem surgir durante a infância e persistir na idade adulta. Estudos sugerem que 

estressores no início da vida afetam o desempenho cognitivo de ratos (HODES e 

SHORS, 2005; TSOORY E RICHTER-LEVIN, 2005). Além disso, o estresse durante 

os 27-29 dias de idade pós-natal (DPN) também induz alterações de longo prazo na 

fisiologia e morfologia hipocampal. Cabe ressaltar que o hipocampo é uma estrutura 

cerebral importante para o aprendizado e a memória, e sua fisiologia e morfologia são 

sensíveis aos efeitos de estressores agudos e crônicos (HOWLAND e WANG, 2008; 

TSOORY e RICHTER-LEVIN, 2005). 

Assim, tem sido avaliado que os efeitos do estresse parecem ser exacerbados 

durante a pré-puberdade (CHARIL ET AL., 2010), e é importante considerar que muitas 

das experiências estressantes durante este estágio da vida parecem envolver o contexto 

social (MC CORMICK ET AL., 2008). Nesse período, quando as interações sociais são 

necessárias para o desenvolvimento normal da emoção, perturbações no ambiente social 

têm efeitos significativos no funcionamento de estruturas cerebrais (EINON e 

MORGAN, 1977) e no possível desenvolvimento de transtornos psiquiátricos na idade 

adulta (GUTMAN E NEMEROFF, 2003; LAPIZ ET AL., 2003). Dentre as possíveis 

perturbações que desencadeiam no ambiente social, os estressores destacam-se por 

alterarem as interações sociais e o comportamento de brincadeira (KLEIN ET AL., 

2010). Além disso, o ambiente social é uma fonte de estresse tanto para os seres 

humanos quanto para os animais roedores, especialmente durante o período pré-púbere. 
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No ambiente natural, roedores jovens e mais velhos vivem em grupos e exibem altos 

níveis de comportamento social (MCCORMICK e MATHEWS, 2007; PANKSEPP e 

LAHVIS, 2007). Interações sociais são recompensadoras (PANKSEPP ET AL., 2007), 

enquanto que o isolamento social é aversivo e aumenta a atividade do eixo HHA 

(DOUGLAS ET AL., 2004; MCCORMICK e MATHEWS, 2007).  

O estresse social é um dos mais potentes estressores durante o desenvolvimento 

(ARAKAWA, 2007) e pode levar a longo-prazo, a anormalidade comportamental, 

incluindo aumento da agressividade (KOIKE ET AL., 2009; PINNA ET AL., 2003; 

PINNA ET AL., 2009), comportamentos relacionados à ansiedade (PINNA ET AL., 

2006; WEI ET AL., 2007), déficits cognitivos (PIBIRI ET AL., 2008), hipoalgesia e 

hiperlocomoção (MCEWEN ET AL., 2007). Adicionalmente, este tipo de estressor 

altera a distribuição de gordura e contribui para o aumento de doenças metabólicas 

(SCHMIDT ET AL., 2009). Alguns estudos também mostraram que a privação do 

comportamento de brincadeira durante a adolescência está associada com a falta de 

regulação do sistema opióide (VAN DEN BERG ET AL., 1999, 2000), prejuízo da 

memória espacial usando a tarefa do labirinto aquático de Morris (FRISONE ET AL., 

2002) e da exploração de novas áreas e objetos (EINON e MORGAN, 1977). Além das 

alterações comportamentais, o estresse social durante o desenvolvimento também induz 

alterações morfológicas a longo-prazo (LEUSSIS ET AL., 2008; RADLEY ET AL., 

2005). As alterações incluem aspectos estruturais de áreas corticais, com redução da 

densidade sináptica no córtex infralímbico e no giro denteado (LEUSSIS ET AL., 

2008), e pode ser sexo-específico, visto que em ratos machos, mas não em ratas fêmeas, 

ocorreu uma redução na mielinização no córtex pré-frontal (LEUSSIS e ANDERSEN, 

2008). Esses efeitos citados acima, no entanto, são resultado de estresse social de longo-

prazo, e os estudos em geral avaliam estresse social aplicado desde o desmame até a 
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idade adulta. São poucos os estudos de eventos estressores sociais sub-agudos durante a 

pré-puberdade sobre o comportamento e sobre fatores neuroquímicos no sistema 

nervoso central.  

 

A Resposta ao Estresse  

A transição de neonato para a fase adolescente e para a fase adulta envolve 

significativas modificações funcionais no eixo HHA. De modo interessante, áreas do 

cérebro que modulam a resposta do eixo HHA, tais como o hipocampo e o córtex pré-

frontal (HERMAN ET AL. 2003), apresentam uma maturação durante o período pré-

púbere em roedores. Considerando que muitas estruturas cerebrais participam da 

resposta do eixo HHA, não é surpreendente que estressores durante este período podem 

afetar a funcionalidade do eixo HHA e levar a alterações a longo-prazo na reatividade 

do eixo HHA (FELDON, 2005; MATHEWS, 2002; ROMEO ET AL., 2009). Além 

disso, hormônios produzidos pelo eixo HHA são importantes mediadores da transição 

física e fisiológica no desenvolvimento (WADA, 2008). 

A exposição ao estresse induz uma variedade de respostas no organismo, 

incluindo respostas autonômicas, viscerais, imunológicas e neurocomportamentais 

(ansiedade, depressão e anorexia podem surgir), além da ativação do eixo límbico-

hipotálamo-hipófise-adrenal (eixo HHA). A atividade do eixo HHA é regulada pela 

secreção do hormônio liberador de corticotropina (CRH) pelo hipotálamo, que por sua 

vez ativa a liberação do hormônio adrenocorticotrópico (ACTH) pela hipófise anterior. 

O ACTH estimula a secreção de glicocorticóides (GCs; cortisol em humanos e 

corticosterona em roedores) pelo córtex adrenal. Os glicocorticóides são uma família de 

hormônios esteróides altamente lipossolúveis que são liberados do córtex adrenal sob o 
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controle hierárquico do eixo HHA, quando os animais são submetidos a episódios de 

estresse (SAPOLSKY, 2000). Os glicocorticóides estão envolvidos em vários eventos 

celulares no SNC, como por exemplo, na plasticidade sináptica, na expressão de 

receptores de neurotransmissores, nas ações de neurotoxinas e no processamento de 

proteínas (MCEWEN, 2007; MCEWEN e GIANAROS, 2011). Além disso, os 

glicocorticóides estão envolvidos em transtornos psiquiátricos, tais como depressão e 

estresse pós-traumático (SAPOLSKY, 2000). As ações desses hormônios são mediadas 

por ligação aos seus receptores. Classicamente, existem dois tipos de receptores para os 

glicocorticóides, os quais estão localizados no citosol: os receptores mineralocorticóides 

(RMs) e os receptores de glicocorticóides (RGs), que podem ser distinguidos pelas 

diferentes afinidades a seus ligantes. Os RGs estão amplamente expressos no encéfalo, 

enquanto que os RMs são encontrados primariamente no hipocampo (REUL e DE 

KLOET, 1985). Esses receptores são ativados na presença dos glicocorticóides e então 

migram para o núcleo, onde se ligam ao elemento responsivo aos glicocorticóides, 

presente no ADN, e assim exercem o seu papel transcricional em vários genes. 

 Um estudo ex vivo usando tecido de fígado e de cérebro sugeriu que um 

pequeno, mas significante, número de RGs pode ser encontrado na mitocôndria, de 

modo que esta organela pode ser um sítio adicional para as ações diretas dos 

glicocorticóides (DEMONACOS ET AL., 1996; MOUTSATSOU  ET AL., 2001). 

Os receptores de glicocorticóides (RGs) estão intimamente envolvidos na 

retroalimentação negativa dos GCs no eixo HHA após uma situação de estresse (DE 

KLOET ET AL., 2008). Entre as estruturas cerebrais citadas a cima, o hipocampo 

salienta-se por apresentar um maior número de RGs e por contribuir para a eficiente 

retroalimentação negativa, diminuindo a resposta do eixo HHA (MCEWEN, 2008; 

SAPOLSKY, 2003). A hiperatividade deste eixo, indicada por altos níveis de GCs, é 
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frequentemente observada na depressão (FLANDREAU ET AL., 2012; WANG ET 

AL., 2008). Além disso, um aumento exagerado na expressão ou na função do RG pode 

estar envolvido no controle do eixo HHA, na resistência ao estresse, na ansiedade e na 

depressão (ALT ET AL., 2010; DE KLOET ET AL., 2005; RIDDER ET AL., 2005; 

WANG ET AL., 2012). 

Ratos expostos a um estressor agudo durante o período pré-púbere apresentam altos 

níveis de corticosterona com relação a animais adultos nas mesmas condições (ROMEO 

ET AL., 2010). Além do mais, animais adultos expostos repetidamente ao mesmo 

estressor mostram uma habituação na resposta ao estresse com relação aos níveis de 

ACTH e corticosterona, enquanto que os animais no período pré-púbere exibem uma 

resposta mais acentuada (DOREMUS- FITZWATER ET AL., 2009; FOLIB ET AL., 

2011; ROMEO ET AL., 2006). Alguns estudos têm sugerido uma possível diferença no 

mecanismo de retroalimentação negativa do eixo HHA ou na expressão dos receptores 

de glicocorticoides em estruturas cerebrais envolvidas na resposta ao estresse durante o 

período pré-púbere (GOLDMAN ET AL., 1973, SCHMIDT ET AL., 2007; UYS ET 

AL., 2006), o que poderia explicar por que ratos, de ambos os sexos, mostram no 

período pré-púbere, uma resposta mais prolongada na liberação do ACTH e da 

corticosterona quando submetidos ao estresse com relação aos animais adultos. Ainda, 

as ratas fêmeas em ambas as idades demonstram um pico maior para resposta a 

corticosterona, mas retornam aos níveis basais mais rapidamente quando comparadas a 

ratos machos de ambas as idades (ROMEO ET AL., 2004, a,b). 

- Estresse e alimentos palatáveis confortantes 

O estímulo crônico do eixo HHA, resultando no excesso de glicocorticóides, parece 

estar relacionado com ingestão de alimentos altamente palatáveis como forma de 
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reduzir a resposta do eixo HHA, sendo uma resposta adaptativa ao estresse 

(PECORARO ET AL., 2004). Contudo, isso mostra que o eixo HHA não só é um 

condutor das respostas ao estresse como também está intimamente relacionado com a 

regulação endócrina do apetite (ADAM e EPEL, 2007). Alguns estudos em humanos 

mostram que indivíduos altamente reativos ao estresse ingerem mais calorias e este 

comportamento estaria associados com o comportamento compulsivo (EPEL ET AL., 

2001; FREEMAN e GIL, 2004). Já estudos em ratos adultos mostram que animais 

submetidos a um estresse crônico apresentam aumento da ingestão de alimentos 

palatáveis (ELY ET AL., 1997; PECORARO ET AL., 2004; SILVEIRA ET AL., 

2004). A exposição ao estressor é capaz de modificar o comportamento alimentar, que 

por sua vez, depende da gravidade e da duração do estressor. 

A liberação dos glicocorticóides durante situações estressantes pode levar à ação 

desses hormônios no sistema nervoso central (SNC), possivelmente modulando a 

ingestão de alimento por meio da ativação do sistema do neuropeptídeo Y (NPY) 

(DALLMAN ET AL., 1993). A remoção dos glicocorticóides por adrenalectomia 

suprime o consumo alimentar em 10-20% e diminui o ganho de peso (BHATNAGAR 

ET AL., 2000), assim como inibe a obesidade induzida pelo NPY (DALLMAN ET AL., 

2005). Esses efeitos da adrenalectomia são revertidos pela administração de 

glicocorticóides (FREEDMAN ET AL., 1985). Como existe uma sobreposição 

importante em neurônios alvo de glicocorticóides, insulina e leptina, sugere-se que esses 

hormônios atuem de modo coordenado na regulação do apetite e do gasto energético. 

A atividade do eixo HHA, por sua vez, também pode ser influenciada pelo tipo de 

alimento consumido. Uma dieta hipercalórica, rica em carboidrato e gordura, pode levar 

a uma redução da resposta do eixo ao estresse (PECORARO ET AL., 2004), sugerindo 



15 

 

um efeito metabólico periférico da dieta sobre o encéfalo (DALLMAN ET AL., 2003). 

Uma dieta contendo alto teor de gordura, no entanto, realça os níveis de glicocorticóides 

basais e induzidos por estresse, possivelmente agindo como um fator estressor 

(KAMARA ET AL., 1998; TANNENBAUM ET AL., 1997).  

A ingestão alimentar é regulada por duas vias complementares: (a) homeostática e 

(b) hedônica. A via homeostática controla o balanço energético por aumentar a 

motivação para comer quando da redução dos estoques de gordura. A via hedônica, ou 

regulação baseada na recompensa, pode sobrepor-se à via homeostática durante 

períodos de relativa abundância de energia, aumentando o desejo de consumir alimentos 

altamente palatáveis. 

O hipotálamo é um importante centro controlador do comportamento alimentar, 

e também da resposta ao estresse. O núcleo arqueado do hipotálamo (ARC) é uma 

região posicionada próxima a capilares fenestrados na base do hipotálamo, o que a 

coloca em contato com importantes hormônios produzidos perifericamente, como 

leptina (GLAUM ET AL., 1996), insulina (MUROYA ET AL., 1999) e grelina (WANG 

ET AL., 2002), para os quais possuem receptores (CONE ET AL., 2001). Uma das 

populações neuronais expressa a proopiomelanocortina (POMC) e o peptídeo 

relacionado à cocaína e à anfetamina (CART), e quando ativada leva a uma diminuição 

do apetite e aumento do gasto energético. Em contraste, outra população de células, 

contendo NPY e Proteína Relacionada ao Gene Cutia (AGRP), leva a uma resposta 

orexigênica e menor gasto energético (CLARK ET AL., 1984). Tanto os neurônios 

contendo POMC quanto os neurônios contendo NPY expressam receptores para leptina 

e grelina (BASKIN ET AL., 1999). A leptina aumenta a atividade dos neurônios POMC 
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e inibe neurônios NPY (BASKIN ET AL., 1999), enquanto a grelina age fazendo o 

oposto (TRAEBERT ET AL., 2002).  

Outro hormônio importante para o controle alimentar é a adiponectina, a qual é um 

membro das proteínas secretadas pelo tecido adiposo e que também está envolvida no 

comportamento alimentar. Sua concentração é mais baixa em homens, indivíduos 

obesos, diabéticos e com doenças coronarianas (NISHIZAWA ET AL. 2002). A 

adiponectina age como um agente sensibilizador da insulina, reduzindo a produção de 

glicose hepática e aumentando a ação da insulina no fígado (GIL-CAMPOS ET AL. 

2004), bem como induzindo redução das concentrações de glicose, ácidos graxos livres 

e triacilglicerois in vivo (TOMAS ET AL. 2002). As concentrações de adiponectina 

correlacionam-se negativamente com insulina de jejum, glicose e triacilglicerois 

(TOMAS ET AL. 2002). 

Os efeitos do estresse sobre o consumo de alimentos confortantes (“comfort foods”) 

podem ser sexo-específicos (ELY ET AL., 1997; LIANG, 2007). Já é sabido que 

distúrbios alimentares são mais frequentes em mulheres (PEBLES, 2006). Estudos 

anteriores do nosso laboratório também mostraram que ratos machos e fêmeas 

submetidas ao estresse crônico e que recebem chocolate são diferentemente afetados, 

pois este alimento age como alimento confortante mais evidentemente em fêmeas 

(FACHIN ET AL., 2008). 

- Estresse e mitocôndria 

As mitocôndrias são organelas que têm um papel vital na homeostase celular. 

Apresentam forma e dimensões distintas, as quais dependem do tecido e do estado 

metabólico. Duas membranas envolvem a mitocôndria: uma externa, lisa que reveste o 

espaço intermembranas e outra interna, com múltiplas invaginações, denominadas 
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cristas mitocondriais. Aderidas às cristas encontra-se uma grande quantidade de 

proteínas componentes da cadeia transportadora de elétrons e a FOF1ATPase, 

responsáveis por realizar a fosforilação oxidativa, além de inúmeras proteínas 

transportadoras (DAUM, 1985). A maquinaria da fosforilação oxidativa é responsável 

pela produção aeróbica de ATP. Além dessa importante função, a mitocôndria também 

participa de vias biossintéticas e de outros processos, tais como o controle intracelular 

do metabolismo, sinalização do Ca
+2

, regulação da termogênese, geração de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN), além de servir como um sensor para 

apoptose.  

Essas organelas desempenham papel fundamental na sobrevivência celular, pois 

são responsáveis pela maior parte da energia gerada e utilizada pelas células 

eucarióticas (NICHOLLS e FERGUSON, 2002), que provém da cadeia transportadora 

de elétrons, ou cadeia respiratória, acoplada à fosforilação oxidativa mitocondrial. A 

cadeia respiratória é responsável pela gradativa transferência de elétrons oriundos do 

metabolismo intermediário para a redução do oxigênio e síntese de ATP. Durante este 

processo, os elétrons oriundos das coenzimas nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(NADH) e flavina adenina dinucleotídeo (FADH2), reduzidas durante o ciclo de Krebs 

ou em outras reações do catabolismo, são transferidos para os complexos I (NADH-

ubiquinona oxidorredutase) e II (Succinato-ubiquinona oxidorredutase) e destes para os 

complexos III (Ubiquinol-Citocromo c redutase) e IV (Citocromo c oxidase) de uma 

maneira gradativa, até o aceptor final de elétrons, o oxigênio molecular, com 

concomitante formação de água. A passagem de elétrons através dos complexos I, III e 

IV é acompanhada do bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembranas. Este gradiente eletroquímico, responsável pela formação do potencial 
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de membrana mitocondrial (∆ψ), dirige o fluxo de prótons de volta à matriz 

mitocondrial através da FOF1ATPase, que utiliza esta energia para a síntese de ATP 

(HÜTTEMANN ET AL., 2008).  

Devido ao papel crucial que a mitocôndria tem na célula, essa organela é uma 

das primeiras a responder ao estresse. A resposta adaptativa ao estresse envolve 

alterações importantes nas funções mitocondriais, na capacidade de ajuste da 

bioenergética, termogênese e respostas oxidativas e/ou apoptóticas (MANOLI ET AL., 

2007). Dependendo da duração e/ou da intensidade do agente estressor e consequente 

liberação de glicocorticóides, a resposta mitocondrial pode ser diferente. A resposta 

mitocondrial envolve, em função das necessidades celulares, sinalização nuclear e 

mitocondrial destinadas a (1) aumentar o desempenho mitocondrial recrutando um 

maior número de mitocôndrias (biogênese) ou aumentando o seu volume, (2) melhorar a 

expressão e a atividade das subunidades da fosforilação oxidativa, (3) possibilitar o 

desacoplamento da cadeia respiratória, com consequente liberação de energia na forma 

de calor, (4) facilitar a transdução de sinal para o núcleo e outras organelas 

intracelulares, (5) gerar ERO para sinalização ou defesa e (6) induzir a cascata de 

apoptose, dependendo da natureza do estressor (GOLDENTHAL ET AL., 2004).   

Estudos mostram que a modulação da atividade mitocondrial pelos 

glicocorticóides pode ser bifásica. Uma exposição de curto-prazo ao estresse mostra que 

as concentrações de glicocorticóides são associadas com a indução da biogênese 

mitocondrial e da atividade enzimática de seletas subunidades dos complexos da cadeia 

respiratória, enquanto que, se a exposição for mais prolongada, os glicocorticóides 

podem causar disfunção na cadeia respiratória, aumento na geração de ERO, 

anormalidades na estrutura mitocondrial, apoptose e morte celular (ALESCI ET AL., 
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2006; DUCLOS ET AL., 2004; MANOLI ET AL., 2005; ORZECHOWSKI ET AL., 

2002). Um estudo mostrou que o estresse crônico em ratos induz disfunção mitocondrial 

com alteração na cadeia transportadora de elétrons, diminuição na produção de ATP, 

apoptose e morte celular (ALESCI ET AL., 2006). Além desses efeitos dos 

glicocorticóides, foi demonstrado que seus receptores do tipo RG controlam a 

respiração e a fosforilação oxidativa por meio da regulação transcricional dos genes da 

mitocôndria (TSIRIYOTIS ET AL., 1997). Alguns estudos mostraram que os genes da 

citocromo oxidase 1 (COX1) e citocromo oxidase 3 (COX3) podem ser regulados pelos 

receptores de glicocorticoides presentes nas mitocôndrias. Ambos, COX1 e COX3, são 

subunidades catalíticas da citocromo c oxidase, a última enzima da cadeia 

transportadora de elétrons (DEMONACOS ET AL., 1996; LIANG ET AL., 2006). 

Outro indício da presença dos RGs na mitocôndria foi um estudo que usou várias 

linhagens celulares e mostrou a capacidade dos glicocorticoides em induzir apoptose 

por via mitocondrial (SIONOV ET AL., 2006). 
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Figura 1: Demonstrativo das alterações mitocondriais em resposta ao estresse 

(MANOLI ET AL., 2007). 

Estresse oxidativo 

A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial é responsável por gerar espécies 

reativas do oxigênio e do nitrogênio (DUDKINA ET AL., 2008). Em condições 

fisiológicas, aproximadamente 1 a 4% dos elétrons é desviado do fluxo pelos complexos 

da cadeia respiratória, causando a redução incompleta do oxigênio molecular, formando 

espécies reativas tóxicas como o radical ânion superóxido (O2
•-
), o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (
•
OH), o que torna a mitocôndria uma 

importante fonte de espécies reativas (KOOPMAN ET AL., 2010). A reação do 

superóxido, O2
•-
, com o H2O2 forma o radical 

•
OH, através da reação de Haber-Weiss. A 

formação de radical hidroxila a partir do peróxido de hidrogênio também pode ser 
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catalisada pela presença de íons de metais de transição (Fe
2+ 

e Cu
2+

) pela reação de 

Fenton (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 2000; MCCORD, 1987). 

 No entanto, na tentativa de equilibrar a produção dessas espécies reativas, 

existem antioxidantes enzimáticos, tais como superóxido dismutase (SOD), glutationa 

peroxidase (GPx), catalase (CAT)  e antioxidantes não-enzimáticos (por exemplo, 

glutationa [GSH], vitaminas A, C, E, e selênio). O ânion superóxido intramitocondrial, 

incapaz de se difundir para o citosol, é destoxificado pela enzima antioxidante 

superóxido dismutase dependente de manganês (Mn-SOD), presente no interior da 

mitocôndria, gerando peróxido de hidrogênio. Além da Mn-SOD, outros antioxidantes 

enzimáticos agem na destoxificação do peróxido de hidrogênio (H2O2), como a GPx e a 

CAT. Essas enzimas são responsáveis por degradar o H2O2 em água.  

A produção dessas espécies reativas pode apresentar um papel benéfico ou 

prejudicial para célula. Baixas concentrações destas espécies reativas estão envolvidas 

na regulação de inúmeros processos fisiológicos, tais como a resposta celular a lesões 

ou infecções, e também na sinalização celular (VALKO ET AL., 2007). No entanto, a 

superprodução dessas espécies reativas resulta em um dano oxidativo para estruturas 

celulares, incluindo lipídeos, membranas, proteínas e ADN (VALKO ET AL., 2007).  

Essa situação é denominada estresse oxidativo, e ocorre quando há um desequilíbrio 

oxidativo entre os níveis celulares de espécies reativas e de defesas celulares 

antioxidantes. Esse desequilíbrio pode resultar de um aumento da produção de espécies 

reativas ou de uma alteração nos mecanismos de defesa, como pela depleção enzimática 

antioxidante (SOD, GPx e CAT) ou depleção enzimática  não-antioxidantes (glutationa, 

vitaminas e selênio).  
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 Numerosos processos fisiológicos e patológicos, tais como estresse, doenças 

psiquiátricas, envelhecimento, excesso de ingestão calórica, entre outros, aumentam a 

concentração dessas substâncias no encéfalo. Cabe ressaltar que o encéfalo é 

particularmente sensível ao dano oxidativo, pois apresenta modesta capacidade 

antioxidante e abundante conteúdo lipídico (HALLIWELL, 2006). Além disso, é rico 

em substratos para oxidação, como, por exemplo, o ferro e o cobre, e requer grandes 

quantidades de oxigênio para o funcionamento normal, tornando-se um ambiente 

favorável para o desequilíbrio oxidativo. Tem sido demonstrado que exposição a 

diferentes tipos de estressores leva a um aumento na produção de ânion superóxido e de 

peróxido de hidrogênio (WARD e TILL, 1990) e a um desequilíbrio das enzimas 

antioxidantes, produzindo estresse oxidativo (KOVACHEVA-IVANOVA ET AL., 

1994; KROLOW ET AL 2010; MADRIGAL ET AL., 2001; RADAK ET AL., 2001). A 

exposição a alimentos palatáveis ricos em açúcar e ou gordura pode levar ao estresse 

oxidativo por um aumento da NADPH-oxidase nos rins e tecido cardíaco e uma redução 

do sistema antioxidante (LING, 2007). Além disso, dietas ricas em gordura diminuem 

atividade do receptor gama de proliferação ativada do peroxissomo (PPAR-γ), o qual 

tem ação anti-inflamatória, e induzem estresse oxidativo. No encéfalo o consumo de 

alimentos palatáveis pode gerar desequilíbrio oxidativo e dano ao ADN celular em 

distintas estruturas cerebrais (KROLOW ET AL 2010; OLIVO-MARSTON ET AL., 

2008). 

 

Morte celular 

 As mitocôndrias desempenham um papel central na integração e circulação de 

sinais iniciadores de morte celular, como o estresse oxidativo e o dano ao ADN celular. 

Esses sinais, por sua vez, são mediadores-chave nas vias de sinalização que regulam a 
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apoptose e a necrose celular (ANDREYEV ET AL., 2005; VALKO ET AL., 2006; 

NIIZUMA ET AL., 2010).  

Tem sido sugerido que alterações na fisiologia da mitocôndria e dano celular 

induzido pela produção de espécies reativas do oxigênio são eventos centrais da 

apoptose (ANDREYEV ET AL., 2005; VALKO ET AL., 2006; NIIZUMA ET AL., 

2010). O processo apoptótico é programado e criticamente controlado por um balanço 

entre as proteínas pró-apoptóticas e anti-apoptóticas no lado externo da membrana 

mitocondrial, levando a uma cascata de sinalização que culmina na morte celular 

(CORY e ADAM 2002; LINDSTEN ET AL 2005). Em resposta ao estímulo de morte, 

as mitocôndrias são prejudicadas, resultado na liberação de proteínas pró-apoptóticas da 

mitocôndria para o citoplasma, mas a mitocôndria ainda mantém os níveis de ATP 

normais, tornando a lesão reversível (Li ET AL., 1997).  

 A resposta adaptativa ao estresse envolve importantes alterações nas funções 

mitocondriais permitindo que o organismo ajuste sua bioenergética, termogênese, 

oxidação e/ ou respostas apoptóticas (MANOLLI ET AL., 2007). Estudos em humanos 

e também em modelos animais têm proposto que a apoptose é um mecanismo celular 

que contribui para alterações estruturais observadas em transtornos do humor 

relacionados ao estresse (MCKERNAN ET AL., 2009). Entretanto, em um dano grave, 

onde a concentração de ATP encontra-se abaixo dos níveis necessários para o processo 

de apoptose se instaurar, o dano é irreversível e a morte celular acontece por necrose 

(LIPTON, 1999). A necrose é um processo patológico e desordenado de morte celular 

que leva a várias alterações morfológicas, depleção brusca de ATP, perda do controle 

do balanço iônico, extravasamento do material intracelular devido a um aumento no 

volume da célula, dano intenso às organelas, ruptura de lisossomos e lise celular 

(LOCKSHIN e ZAKERI, 2004; YAKOVLEV e FADEN, 2004)  
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Assim sendo, considerando  

- que o período pré-púbere é um período crítico para o estabelecimento de 

programação metabólica e do funcionamento do sistema nervoso; 

- que a ação de fatores ambientais, em especial o estresse e a disponibilidade de 

dietas altamente palatáveis, que tem aumentado de modo marcante na população 

nas últimas poucas décadas, poderia afetar de maneira permanente o 

metabolismo e o comportamento; 

- que a função mitocondrial pode ser afetada pela exposição ao estresse e, por sua 

vez, pode induzir alterações em distintos processos celulares; 

- que alimentos confortantes podem reduzir a resposta ao estresse, porém também 

apresentam efeitos deletérios próprios; 

- que é importante considerar diferenças sexo-específicas nas respostas dos 

organismos ao ambiente, levantamos a hipótese de que a exposição a um estressor 

durante o período pré-púbere deixaria marcas de longa duração na função encefálica 

e no comportamento, e  considerando ainda que a concomitante disponibilidade de 

dieta hiperpalatável poderia apresentar interação com os efeitos do estresse, e que 

tais efeitos poderiam diferir em machos e fêmeas. 
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OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo da presente tese foi investigar os efeitos do estresse por isolamento 

social e consumo de um alimento palatável no período pré-púbere sobre aspectos 

metabólicos e neuroquímicos, e investigar memória espacial e possíveis alterações 

celulares no córtex pré-frontal medial e no hipocampo de ratos jovens e adultos, machos 

e fêmeas. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

A. Verificar se o estresse por isolamento social durante o período pré-púbere 

altera o consumo de uma dieta palatável, avaliando o consumo calórico e 

ganho de peso, e observando se essas condições afetam os parâmetros 

metabólicos e o NPY hipotalâmico em ratos jovens (28 dias) e adultos 

(60 dias), observando possíveis diferenças sexo-específico; 

B. Investigar os efeitos do estresse por isolamento social e o consumo de 

dieta palatável no período pré-púbere sobre parâmetros do estresse 

oxidativo e do metabolismo energético (atividade da Na
+
,K

+
-ATPase, 

enzimas da cadeia respiratória, massa e potencial mitocondrial) no córtex 

pré-frontal medial de ratos machos jovens (28 dias) e adultos (60 dias); 

C. Investigar a possibilidade de que o estresse por isolamento social no 

período pré-púbere leve a alterações celulares (parâmetros do estresse 

oxidativo, massa e potencial mitocondrial, atividade da cadeia 

respiratória, apoptose e necrose e índice de quebras ao ADN), no 
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hipocampo de ratos machos jovens (28 dias) e verificar se o consumo de 

uma dieta palatável pode reduzir os efeitos do estresse durante o período 

pré-púbere.  

D. Verificar se o estresse por isolamento social no período pré-púbere pode 

levar a alterações a longo-prazo sobre a memória espacial e a 

neuroquímica (parâmetros de estresse oxidativo, índice de fragmentação 

do ADN celular, atividade das enzimas da cadeia respiratória, massa e 

potencial mitocondrial, apoptose e necrose, BDNF e imunoconteúdo dos 

receptores de glicocorticoides) hipocampal em ratos machos adultos (60 

dias) e verificar se o acesso à dieta palatável durante o mesmo período do 

desenvolvimento poderia modificar os efeitos do estresse. 
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Os materiais e métodos e os resultados desta tese estão apresentados a seguir, da 

seguinte forma: 

 

- Capítulo 1: Artigo publicado na revista Metabolism Clinical and Experimental 

- Capítulo 2: Artigo publicado na revista Neurochemical Research 

- Capítulo 3: Artigo publicado na revista Neurochemical Research 

- Capítulo 4: Artigo submetido à revista Pharmacological Biochemistry Behavior 
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                CAPÍTULO 1 
                      Manuscrito: Sex-specific effects of isolation stress and consumption of  

                              Palatable diet during the prepubertal period on metabolic parameters 
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                CAPÍTULO 2 
                      Manuscrito: Isolation stress during the prepubertal period in rats induces 

long-lasting neurochemical changes in the prefrontal córtex. 
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                CAPÍTULO 3 
           Manuscrito: Isolation stress exposure and consumption of palatable diet during 

the prepubertal period leads to cellular changes in the hippocampus 
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                               CAPÍTULO 4 
                 Manuscrito: Long-lasting effects of palatable diet during prepubertal stress 

isolation on behavior and hippocampal oxidative balance in adult rats. 
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A presente tese teve por objetivo investigar os efeitos do estresse por isolamento 

social e do consumo de um alimento palatável no período pré-púbere sobre aspectos 

metabólicos, neuroquímicos e comportamentais em ratos jovens e adultos. É importante 

ressaltar que o período em que os animais foram submetidos a esses fatores ambientais, 

o período pré-púbere, é marcado por constantes alterações no comportamento e na 

cognição (DAHL, 2004), sendo também marcado por intensa maturação encefálica, 

incluindo os circuitos que controlam a homeostase energética e as respostas ao estresse 

(MCCORMICK e MATHEWS, 2007). A influência de fatores ambientais em períodos 

precoces do desenvolvimento pode levar a alterações persistentes no SNC 

(MCQUILLEN e FERRIERO, 2004), e no sistema endócrino-metabólico (SCHIMIDT 

ET AL., 2009). Com base nessas considerações, nossa hipótese era que o estresse por 

isolamento no período pré-púbere poderia marcar o sistema nervoso de modo a alterar 

suas respostas fisiológicas, e que uma dieta palatável, em função de suas características 

confortantes e de suas próprias ações sobre o metabolismo, interagiria com os efeitos do 

estresse. Desse modo, avaliamos parâmetros relacionados com o metabolismo periférico 

e também com a função celular neural. Muitos de nossos achados mostraram que essas 

intervenções precoces podem de certa forma, programar o metabolismo de maneira 

inequívoca na idade adulta. 

Com relação aos principais achados metabólicos periféricos, foi observado que 

as ratas jovens aumentaram o consumo de dieta palatável quando eram expostas ao 

isolamento social, o que refletiu-se em aumento no ganho de peso e nos níveis de 

triglicerídeos plasmáticos. De modo interessante, também foi observado aumento nos 

níveis plasmáticos de adiponectina. No entanto, muitos destes efeitos observados 

desapareceram quando os animais submetidos no período pré-púbere ao isolamento 

social e ao consumo de uma dieta palatável atingiram a idade adulta. Por outro lado, 
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diferentes efeitos foram encontrados nos ratos machos em diferentes idades. Quando 

jovens esses animais, submetidos ao estresse por isolamento social aumentaram os 

níveis plasmáticos de grelina desacetilada e NPY hipotalâmico. Subsequentemente, 

ratos machos adultos que foram expostos a uma dieta palatável no período pré-púbere 

mostraram um aumento no peso corporal, no depósito de gordura retroperitoneal e na 

glicemia. Também foi observada uma diminuição nos níveis plasmáticos de 

adiponectina e no NPY hipotalâmico. Além desses efeitos, os ratos machos adultos 

submetidos à exposição ao estresse por isolamento social na pré-puberdade mostraram 

aumento no peso das adrenais e nos níveis plasmáticos de triglicerídeos, ao mesmo 

tempo em que se observou uma diminuição no colesterol-LDL. 

Esses achados ressaltam as diferenças sexo-específicas relacionados aos efeitos de 

intervenções durante o desenvolvimento sobre o metabolismo. Aqui é importante 

ressaltar que esses animais foram submetidos a tais intervenções antes de entrarem na 

puberdade, de modo que não havia grandes diferenças nos níveis de hormônios 

gonadais, e mesmo assim responderam diferentemente à influência desses fatores 

ambientais (estresse e dieta) aos quais foram submetidos. A curva temporal do 

desenvolvimento sexual dos ratos é conhecida, e sabe-se que, nas fêmeas, por exemplo, 

o início da ovulação ocorre a partir do dia 29 pós-natal (URBANSKI E OJEDA 1985). 

Assim, o período juvenil, estudado nesta tese, corresponde ao período em que os órgãos 

sexuais estão se desenvolvendo e o encéfalo, começa a responder a estímulos de 

hormônios sexuais (GILLIES E MCARTHUR, 2010). Nas fêmeas, pulsos de LH 

ocorrem durante essa fase (URBANSKI E OJEDA 1985), mas em níveis insuficientes 

para causar ovulação, de modo que os folículos tornam-se atrésicos (PICUT ET AL., 

2013). Nesse período, os níveis de estrógenos e andrógenos são baixos, mas já 

detectáveis, sendo que apresentarão um grande aumento após a puberdade (Gillies e 
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McArthur, 2010). Este fato é interessante, pois o período da puberdade é marcado pela 

maturação dos circuitos relacionados à produção e liberação de hormônios sexuais, e 

neste trabalho diferenças entre os sexos com relação ao metabolismo foram percebidas 

ainda antes da puberdade. As diferenças observadas relacionam-se ao consumo de 

alimento palatável, ao perfil lipídico e aos hormônios envolvidos na regulação 

homeostática do comportamento alimentar.  Ambos, machos e fêmeas, aumentaram o 

consumo de uma dieta palatável durante o período pré-púbere, possivelmente devido à 

palatabilidade desta dieta. Também foi observado que os animais estressados de ambos 

os sexos aumentaram o consumo deste alimento rico em carboidratos simples. No 

entanto, as ratas jovens, quando eram expostas ao isolamento social, apresentaram um 

aumento mais marcante no consumo de uma dieta palatável durante este período do 

desenvolvimento. Esses achados sugerem que as fêmeas, mesmo antes da puberdade, 

são mais susceptíveis ao uso de alimentos confortantes como uma forma de reduzir a 

resposta ao estresse. O uso de alimentos capazes de acionar circuitos de recompensa 

como um possível mecanismo para reduzir a resposta ao estresse tem sido proposto 

(PECORARO ET AL., 2005). Além disso, estudos mostram que fêmeas estressadas na 

idade adulta consomem mais alimentos palatáveis quando esses são oferecidos 

cronicamente, em comparação com machos (FACHIN ET AL., 2008; ZYLAN, 1996). 

É importante destacar que a oferta do alimento palatável no presente trabalho, ocorreu 

entre o vigésimo primeiro e vigésimo oitavo dias de idade pós-natal, quando os animais 

eram jovens, diferentemente dos outros estudos citados acima, que avaliaram esse 

parâmetro na idade adulta. Sabe-se também que mulheres são mais susceptíveis a 

distúrbios do comportamento alimentar que homens (PEBLES ET AL., 2006). Assim, 

nossos resultados mostram que as ratas fêmeas estressadas em períodos mais precoces 

da vida já consomem mais alimentos palatáveis e que as diferenças entre os sexos com 
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relação ao parâmetro estudado (consumo de alimento palatável em situação de estresse 

social) não dependeram dos níveis circulantes dos hormônios gonadais. Sugerimos 

então, que a possível maior susceptibilidade de fêmeas a distúrbios do comportamento 

alimentar é pelo menos em parte, independente de hormônios gonadais circulantes. 

Intervenções durante o período pré-púbere podem apresentar efeitos a longo-

prazo no consumo alimentar. Os resultados da presente tese mostraram que a dieta 

palatável oferecida antes da puberdade programou o aumento do consumo calórico de 

alimento padrão durante o desenvolvimento até a idade adulta, principalmente nos ratos 

machos. Não houve diferença com relação ao consumo de alimento padrão nas fêmeas, 

indicando que os machos foram mais susceptíveis à influência do consumo precoce de 

um alimento rico em carboidratos simples, o qual possivelmente programou um 

aumento no consumo calórico de alimento para atingir suas necessidades metabólicas. 

Outros achados tais como aumento do peso corporal, do depósito de gordura 

retroperitoneal e da glicemia foram reflexos deste aumento no consumo de alimentos ao 

longo da vida, sugerindo fatores de risco para um futuro desenvolvimento de síndrome 

metabólica, e neste caso os machos apresentaram maior susceptibilidade aos efeitos a 

longo-prazo. 

Efeitos do estresse sobre o metabolismo dos lipídeos também têm se mostrado 

sexualmente dimórficos (FARADAY, 2002; MCTERMAN ET AL., 2002; RONCARI e 

VAN, 1978). O estresse por isolamento social diminuiu o colesterol total e o colesterol-

LDL em ratos machos adultos enquanto que nas fêmeas houve um aumento nestes 

parâmetros. Interessante apontar que os efeitos sexo-específicos da exposição precoce 

ao estresse sobre o metabolismo do colesterol não apareceram antes da maturidade 

sexual. É possível que a alta síntese de hormônios esteroides, devido a uma maior 
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ativação do eixo HHA, possa levar a um maior uso de colesterol-LDL da circulação 

(HOEKSTRA ET AL., 2010). O aumento na ativação do eixo HHA é deduzido a partir 

do aumento do peso das adrenais de ratos machos adultos que foram estressados 

precocemente, sugerindo que o paradigma de estresse usado no início da vida teve um 

impacto na ativação do eixo HHA na idade adulta. No entanto, as ratas fêmeas não 

mostraram alteração no peso das adrenais, o que pode sugerir que as fêmeas habituam-

se mais facilmente ou são mais resilientes após exposição ao estresse, quando se avalia 

os efeitos ao longo da vida. Taylor et al. (2000) têm sugerido que a resposta ao estresse 

envolve outros hormônios, tais como a ocitocina, um neurotransmissor relacionado à 

formação de vínculos intraespecíficos. Aqueles autores propõem que as fêmeas 

apresentariam uma resposta do tipo “cuidar e ajudar” que possivelmente poderia 

envolver a ocitocina (tend and befriend), e que aumentaria as chances de sobrevivência 

das fêmeas e de sua prole, e é possível que essa diferente resposta ao estresse, 

envolvendo distintos circuitos no sistema nervoso e diferentes mediadores químicos, 

possa estar relacionada a essa maior resiliência ao estresse a longo-prazo. 

No capítulo 1 desta tese, também foram observadas algumas alterações 

induzidas ou pela exposição ao estresse por isolamento social ou pelo consumo de 

alimento palatável sobre hormônios ou neurotransmissores envolvidos na regulação 

homeostática do comportamento alimentar. O isolamento social induziu um aumento no 

NPY hipotalâmico em ratos machos jovens. Sabe-se que o hipotálamo é um importante 

centro controlador do comportamento alimentar e também da resposta ao estresse. O 

aumento no NPY hipotalâmico induzido pela exposição ao estresse pode estar 

relacionado a um maior estímulo de neurônios orexigênicos produtores deste peptídeo, 

devido a um aumento marginal nos níveis de grelina desacetilada, que também foi 

observado neste grupo, já que os neurônios NPY apresentam um importante papel nas 
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funções orexigênicas da grelina (THOMPSON ET AL., 2003). Além disso, o aumento 

nos níveis de NPY hipotalâmico após uma semana de estresse pode estar associado ao 

aumento da liberação de glicocorticoides, que podem agir no SNC modulando a 

ingestão alimentar, possivelmente via ativação do NPY (DALLMAN ET AL., 1993; 

BHATNAGAR ET AL., 2000; DALLMAN ET AL., 2005). É possível que esse 

aumento induzido pelo estresse no período pré-púbere sobre os níveis plasmáticos de 

grelina e de NPY hipotalâmico em ratos machos jovens possa estar relacionado com o 

aumento do consumo calórico observado durante este período. Com relação às fêmeas, 

não houve alterações nos níveis desses peptídeos, mostrando mais uma vez diferenças 

sexo-expecíficas.  

Outro hormônio que apresentou uma diferença com relação ao sexo foi a 

adiponectina. Este hormônio, que é uma adipocina produzida pelo tecido adiposo, tem 

por função atuar no metabolismo de lipídeos e da glicose, controlando a homeostasia 

energética e participando da regulação endócrina (KORNER ET AL., 2007; 

MICHALAKIS ET AL., 2012). Além disso, apresenta propriedades anti-diabética, anti-

aterogênica e anti-inflamatória (MATSUZAWA ET AL., 2010; SHIBATA ET AL., 

2012), estando essas propriedades possivelmente relacionadas com os efeitos benéficos 

desse hormônio sobre o sistema cardiovascular (HUI ET AL., 2012). Neste estudo, foi 

observado um aumento nos níveis plasmáticos da adiponectina, induzido pela exposição 

ao estresse durante o período pré-púbere em ratas fêmeas jovens, enquanto nos machos 

jovens houve uma diminuição causada pelo estresse nos níveis deste hormônio. Este 

aumento nos níveis plasmáticos de adiponectina encontrado apenas nas fêmeas poderia 

estar relacionado ao fato de que elas parecem ser mais protegidas ou se adaptam melhor 

aos efeitos do estresse. Quando esse mesmo parâmetro foi avaliado na idade adulta, não 

houve diferenças significativas com relação ao estresse. No entanto, a exposição 
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precoce a uma dieta rica em carboidratos simples levou a uma redução nos níveis 

plasmáticos de adiponectina na idade adulta apenas nos ratos machos. A 

hipoadiponectinemia está intimamente associada com diabetes do tipo 2, desequilíbrios 

nos lipídeos, hipertensão e também algumas doenças inflamatórias (MICHALAKIS ET 

AL., 2012). Esses níveis plasmáticos reduzidos de adiponectina podem ajudar a explicar 

alguns resultados encontrados neste estudo, incluindo aumento do peso corporal, 

aumento do depósito de gordura visceral e da glicemia, os quais, juntamente com a 

redução da adiponectina, podem ser fatores de risco para síndrome metabólica 

(KYROU ET AL., 2006). Embora neste estudo não fossem significativamente 

diferentes todos os parâmetros que pudessem indicar síndrome metabólica nestes 

animais, as alterações encontradas podem indicar maior susceptibilidade a desenvolver 

esta condição. 

Além de apresentar efeitos periféricos, a adiponectina também contribui para a 

regulação central da ingestão alimentar e da homeostasia energética (KUBOTA ET AL., 

2007), e pode ter outras funções no encéfalo. A expressão dos receptores de 

adiponectina foi encontrada em neurônios hipocampais de camundongos, na linhagem 

celular GT1-7, derivada de neurônios hipotalâmicos de ratos, e na hipófise, nos núcleos 

da base e no hipotálamo de humanos (JEON ET AL., 2009; GUILLOD-MAXIMIN ET 

AL., 2009; PSILOPANAGIOTI ET AL., 2009; WEN ET AL., 2008). Camundongos 

nocautes para a adiponectina mostraram maior prejuízo neurológico após a reperfusão 

isquêmica, sugerindo que a adiponectina apresenta uma atividade neuroprotetora 

(NISHIMURA ET AL., 2008). Outros estudos também mostraram que a adiponectina 

está intimamente relacionada à proteção contra a produção de espécies reativas do 

oxigênio e também contra apoptose no hipocampo, sugerindo um importante papel de 
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neuroproteção dos neurônios hipocampais em condições neurodegenerativas aguda e 

crônica (QIU ET AL., 2011; WAN ET AL., 2009). 

Além da possível relação entre a redução na adiponectina e a indução de 

neurodegeneração e excitotoxicidade, mostradas nos estudos citados acima, cabe 

evidenciar que a exposição exacerbada ao estresse também pode desencadear 

neurodegeneração no SNC. A exposição a eventos estressantes leva a um aumento na 

liberação de glicocorticoides devido à ativação do eixo HHA. Por sua vez, os 

glicocorticoides participam do controle da atividade deste eixo através de um 

mecanismo de retroalimentação negativa, o qual permite que esses hormônios altamente 

lipossolúveis liguem-se aos seus receptores, presentes em distintas estruturas 

encefálicas, tais como córtex pré-frontal e hipocampo, além de outras. Elevados níveis 

de glicocorticoides liberados em resposta ao estresse podem levar a um aumento na 

geração de espécies reativas do oxigênio, que pode induzir disfunção mitocondrial, 

prejuízo na bioenergética, apoptose, danos a precursores neuronais e prejuízo na 

neurogênese (KROEMER ET AL., 1997; MITRA ET AL., 2005; PAPADOPOULOS 

ET AL., 1997).  

Devido à diminuição nos níveis plasmáticos de adiponectina, observada apenas 

em ratos machos adultos, e a sua possível influência sobre o metabolismo celular, assim 

como a possível influência do estresse sobre esse metabolismo, tornou-se fundamental 

estudarmos como estaria o a função mitocondrial e o equilíbrio oxidativo em estruturas 

encefálicas fundamentais (córtex pré-frontal e hipocampo) para o controle da resposta 

ao estresse em ratos machos ao longo do desenvolvimento. Outro aspecto importante e 

relevante para a escolha destas duas estruturas cerebrais para nosso estudo é que a 

maturação e a plasticidade durante o desenvolvimento são altamente variáveis em 
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diferentes regiões cerebrais, incluindo aquelas envolvidas no processamento e na 

regulação do estresse e da emoção: o córtex pré-frontal, por exemplo, possui uma 

maturação tardia (GOGTAY ET AL., 2004), e o hipocampo apresenta um aumento na 

neurogênese e densidade dos espinhos dendríticos antes da puberdade, o que diminui na 

idade adulta (HE e CREWS, 2007; YILDIRIM ET AL., 2008). Por isso, intervenções 

precoces podem alterar, nessas estruturas, a programação do metabolismo celular 

durante o desenvolvimento até a idade adulta. 

No capítulo II da presente tese, foram avaliados parâmetros do metabolismo 

celular no córtex pré-frontal de ratos machos de diferentes idades (juvenis e adultos). 

De uma forma geral, foram observadas alterações na atividade das enzimas 

antioxidantes, na atividade do complexo IV da cadeia transportadora de elétrons e na 

atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase nos ratos submetidos ao estresse por isolamento 

social no período pré-púbere. No entanto, esses efeitos não foram prevenidos pelo 

consumo de uma dieta palatável, mostrando que a redução da resposta ao estresse que 

tem sido sugerido estar relacionada ao consumo de alimentos altamente palatáveis não 

parece atuar ou não é capaz de atenuar esse tipo de efeito. Com relação aos resultados 

observados nos ratos machos jovens, o estresse por isolamento social aumentou a 

atividade da SOD, a atividade do complexo IV da cadeia transportadora de elétrons, e a 

razão SOD/GPx. Já a dieta palatável aumentou a atividade da enzima superóxido 

dismutase e da Na
+
,K

+
-ATPase . Além desses efeitos isolados, quando os dois fatores 

(estresse e dieta) estavam juntos houve um aumento na atividade da enzima catalase. 

Nos animais adultos, o estresse diminuiu as atividades das enzimas Na
+
,K

+
-ATPase, 

catalase e aumentou a atividade da enzima SOD e do complexo IV da cadeia 

transportadora de elétrons,  assim como as razões SOD/GPx e SOD/CAT.  
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Numerosos processos fisiológicos e patológicos, tais como estresse psicológico  

ou emocional, transtornos psiquiátricos, envelhecimento, excessos de ingestão calórica, 

infecções, entre outros, aumentam a concentração de substâncias oxidantes, conhecidas 

como radicais livres ou espécies reativas (TSALUCHIDU ET AL., 2008). Além disso, 

não só pode ocorrer um aumento dessas substâncias como também um desequilíbrio dos 

sistemas antioxidantes, como é observado em alguns estudos em que os animais são 

submetidos cronicamente a um estressor psicológico (KROLOW ET AL., 2010; 

NOSCHANG ET AL., 2009). No capítulo II desta tese, observamos que ratos jovens 

submetidos ao isolamento social e à dieta palatável apresentaram aumento da atividade 

da SOD. Houve uma interação entre estresse e dieta palatável aumentando a atividade 

da CAT neste mesmo período do desenvolvimento. No entanto, o estresse aplicado no 

período pré-púbere induziu uma diminuição na atividade da CAT quando os animais 

atingiram a idade adulta. Com relação às razões SOD/GPx e SOD/CAT, o estresse por 

isolamento social induziu aumento nessas razões quando os animais eram jovens, e este 

aumento permaneceu até a idade adulta. Já com relação à razão SOD/CAT, ela foi 

aumentada pelo estresse apenas na idade adulta.  Os resultados abordados acima 

sugerem um desequilíbrio no sistema enzimático antioxidante no córtex pré-frontal. Um 

aumento a longo-prazo na atividade da SOD sem qualquer alteração na atividade da 

GPx ou da CAT sugere possivelmente um aumento na produção de H2O2. Sabe-se que 

esta espécie reativa pode apresentar um papel fisiológico de sinalização nos processos 

celulares, como também pode facilitar a produção de OH
.
, uma molécula altamente 

oxidante que pode danificar o ADN celular.  

Uma vez que o desequilíbrio oxidativo pode estar intimamente relacionado com  

disfunção mitocondrial, foi avaliada a atividade dos complexos da cadeia transportadora 
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de elétrons. O estresse por isolamento social aumentou a atividade do complexo 

citocromo oxidase (IV) nos juvenis, e esse aumento permaneceu na idade adulta. Os 

glicocorticoides (GCs), os quais são liberados durante a resposta ao estresse, podem 

direta ou indiretamente afetar as funções mitocondriais. Além disso, foi demonstrado 

que a energia celular pode ser regulada pelos GCs via receptores de glicocorticoides, 

que regulam ambos os genes nucleares e mitocondriais envolvidos na biossíntese das 

enzimas da cadeia transportadora de elétrons (TSIRIYOTIS ET AL., 1997). Um estudo 

recente mostrou que o estresse aumentou, no córtex pré-frontal, a expressão dos genes 

de citocromo oxidase 1 e 3, subunidades catalíticas da citocromo oxidase, enzima 

envolvida no transporte mitocondrial de elétrons (ADZIC ET AL., 2009). Portanto, é 

possível que o efeito encontrado nesta tese de aumento na atividade do complexo IV 

possa ser atribuído à expressão da citocromo oxidase, induzida pelos GCs liberados em 

resposta ao estresse por isolamento social. Também se pode especular que este possível 

aumento na expressão da citocromo oxidase, com consequente aumento em sua 

atividade, pode ter induzido uma maior produção de ânion superóxido na mitocôndria, 

levando a um aumento da SOD, conforme observado nos animais estressados. No 

entanto, não houve alteração na massa ou no potencial mitocondrial nesta estrutura.  

 Outro achado importante neste capítulo refere-se à atividade da atividade 

enzima Na
+
,K

+
-ATPase. A dieta palatável aumentou a atividade desta enzima apenas 

nos ratos machos jovens; quando essa dieta foi retirada, permanecendo apenas o 

alimento padrão até a idade adulta, nenhuma alteração foi encontrada na atividade desta 

enzima. De modo contrário ao resultado observado neste trabalho de tese, um estudo 

prévios mostrou que a exposição a alimentos palatáveis na idade adulta reduz a 

atividade da Na
+
,K

+
-ATPase (da S BENETTI ET AL., 2010). Uma explicação para essa 
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discrepância poderia ser o fato de que, no presente trabalho, no período em que os 

animais foram expostos a esse alimento palatável, estruturas cerebrais, como por 

exemplo o córtex pré-frontal, estão em desenvolvimento, e alterações na densidade 

sináptica estão ocorrendo, de modo que uma intervenção durante este período poderia 

apresentar uma resposta diferenciada sobre a atividade desta enzima-chave para o 

metabolismo neural. Diferentemente da dieta palatável, o estresse por isolamento social 

diminuiu a atividade da Na
+
,K

+
-ATPase apenas na idade adulta dos ratos.  Alguns 

estudos já demonstraram que o estresse diminui a atividade desta enzima (CREMA ET 

AL., 2010; de VASCONCELLOS ET AL., 2005), um efeito que é revertido quando o 

estresse é interrompido (de VASCONCELLOS ET AL., 2005). Esta redução na 

atividade da Na
+
,K

+
-ATPase pode comprometer a neurotransmissão, uma vez que essa 

enzima é responsável pela geração do potencial de membrana necessário para 

manutenção da excitabilidade neural. Não se pode atribuir a inibição da atividade dessa 

enzima à redução da produção de energia, pois o estresse aumentou a atividade da 

enzima citocromo oxidase e não houve outros efeitos sobre os complexos da cadeia 

transportadora de elétrons. Esta diminuição da atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase 

pode estar relacionada com o estado oxidativo alterado, pois neste estudo foi observado 

um desequilíbrio oxidativo. Essa hipótese é válida, pois alguns estudos mostraram que a 

enzima em questão é susceptível ao ataque por radicais livres (DOBROTA ET AL., 

1999), e também à redução da atividade de enzimas antioxidantes (STRECK ET AL., 

2001). 

 Nos capítulos III e IV desta tese, foram avaliados parâmetros do metabolismo 

celular no hipocampo de ratos machos ao longo do desenvolvimento. Alguns 

parâmetros avaliados apresentaram alterações similares àquelas previamente observadas 



132 

 

no córtex, como, por exemplo, o desequilíbrio entre os sistemas antioxidantes, que foi 

evidente tanto no córtex pré-frontal quanto no hipocampo a longo-prazo. Por outro lado, 

de modo distinto dos resultados observados para o córtex pré-frontal com relação à 

função mitocondrial, o hipocampo de ratos submetidos ao estresse por isolamento social 

e à dieta palatável apresentou alterações mais expressivas nesta organela, sugerindo que 

as estruturas encefálicas estudadas apresentam vulnerabilidade mitocondrial distinta no 

que se refere aos efeitos da exposição a fatores ambientais precoces, tais como a 

exposição ao isolamento social e à dieta palatável. Para uma sinopse dos resultados 

encontrados em estruturas cerebrais, ver as tabelas 1 e 2 no Anexo 1 desta tese. Pode-se 

observar que não há discrepâncias marcantes entre os efeitos dos fatores estudados 

sobre as duas estruturas, no entanto, como comentado acima, o hipocampo mostrou-se 

mais susceptível ao estresse oxidativo e, especialmente, à disfunção mitocondrial. 

Vários estudos têm demonstrado que o estresse resulta no desequilíbrio dos 

sistemas antioxidantes enzimáticos, podendo levar ao estresse oxidativo (KROLOW ET 

AL., 2010; McINTOSH e SAPOLSKY, 1996; NOSCHANG ET AL., 2009). No 

hipocampo de ratos jovens, a exposição ao estresse aumentou a produção de radicais 

livres. Houve uma interação entre estresse e dieta palatável, aumentando a atividade da 

SOD e, consequentemente, levando a um aumento na razão SOD/GPx. Na tentativa de 

verificar se os efeitos do estresse e da dieta palatável eram mantidos a longo-prazo, 

quando os animais não mais eram estressados e a dieta passava a uma dieta padrão, 

foram avaliados os mesmos parâmetros de estresse oxidativo no hipocampo de ratos 

machos adultos. Alguns parâmetros permaneceram alterados, como por exemplo, o 

aumento na produção de radicais livres os quais foram induzidos pela exposição 

precoce ao estresse. Além disso, mesmo na idade adulta, continua a haver uma interação 
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entre estresse e dieta, aumentando a atividade da enzima SOD; também observamos que 

o estresse aumentou as razões SOD/GPx e SOD/CAT e a dieta palatável aumentou a 

razão SOD/GPx. Esses achados sugerem que o estresse no período pré-púbere induziu 

desequilíbrio oxidativo a longo-prazo, principalmente por aumentar a produção de 

radicais livres, induzir um aumento na atividade da SOD, efeito que é exacerbado 

quando associado à dieta palatável. Com já foi discutido no capítulo II desta tese, um 

aumento na produção de H2O2 sem qualquer alteração nas atividades das enzimas GPx e 

CAT pode levar ao aumento do radical hidroxila, o qual, por sua vez, pode danificar o 

ADN celular. Nota-se que esses achados do estresse induzindo a longo-prazo um 

desequilíbrio oxidativo foram também observados no córtex pré-frontal, mostrando que 

possivelmente a exposição precoce a esse fator ambiental pode programar o estado 

oxidativo a longo-prazo no SNC. Curiosamente, a dieta palatável quando oferecida 

precocemente, pareceu promover uma ativação dos sistemas antioxidantes, havendo 

aumento do conteúdo de tióis e da atividade da GPx nos juvenis. No entanto, quando a 

oferta dessa dieta é retirada e apenas o alimento padrão é oferecido aos animais, ocorre 

uma aumento na razão SOD/GPx na idade adulta, mostrando que possivelmente a dieta 

palatável oferecida no início da vida pode levar a consequências que incluem o aumento 

a longo-prazo no estado oxidativo.  

Devido ao desequilíbrio oxidativo observado no hipocampo de ratos jovens e 

adultos tornou-se digno de estudo avaliar o índice de quebras ao ADN celular no 

hipocampo destes animais. As quebras ao ADN celular podem ser induzidas por 

nucleases ativadas por cálcio e/ou por espécies reativas do oxigênio, principalmente 

pelo radical OH
 
formado pela reação de H2O2 com íons metálicos, ligados ao ADN 

celular (DARLEY-USMAR e HALLIWELL, 1996). Nos ratos jovens, o estresse 
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induziu um aumento no índice de quebras ao ADN celular, possivelmente devido ao 

desequilíbrio oxidativo. Já na idade adulta destes animais, foi visto um aumento 

marcante no índice de quebras ao ADN celular induzido pela exposição precoce a uma 

dieta palatável. Alguns estudos têm apresentado evidências de que o excesso de 

ingestão de alimentos palatáveis pode levar à fragmentação do ADN celular (KROLOW 

ET AL., 2010; OLIVO-MARSTON ET AL., 2008). Curiosamente esse efeito não foi 

observado quando os animais eram jovens, mas apenas quando este alimento foi 

retirado e substituído pelo alimento padrão. No capítulo1 foi observado que os ratos 

machos que haviam recebido alimento palatável no início da vida seguiram consumindo 

mais alimento padrão até a idade adulta. Além disso, apresentaram uma diminuição na 

adiponectina plasmática, que pode estar relacionada com uma maior susceptibilidade a 

danos oxidativos, os quais, como discutido acima, poderiam estar relacionados ao 

aumento no dano ao ADN. Mais estudos seriam necessários para verificar essa possível 

correlação. No entanto, quando os dois fatores, estresse e dieta palatável, estavam 

juntos, houve uma redução marcante no índice de quebras ao ADN celular no 

hipocampo de ratos adultos. Essa interação poderia estar relacionada ao efeito de 

redução do estresse que a ingestão de alimentos confortantes, ricos em carboidratos 

simples, pode apresentar em ratos estressados cronicamente (FACHIN ET AL., 2008; 

PECORARO ET AL., 2004). 

Outro ponto importante para esse estudo foi verificar as possíveis alterações que 

o estresse por isolamento social e a oferta de uma dieta palatável no período pré-púbere 

induziram sobre a mitocôndria. Sabe-se que a mitocôndria tem um papel vital na célula 

e que é uma das primeiras organelas a responder ao estresse, e essa resposta envolve 

alterações importantes nas funções mitocondriais, na capacidade de ajuste da 
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bioenergética, termogênese e respostas oxidativas e/ou apoptóticas (MANOLI ET AL., 

2007). A resposta mitocondrial a um evento estressante pode ser bifásica: uma 

exposição de curto-prazo induz alterações nos níveis de glicocorticóides associadas com 

a indução da biogênese mitocondrial e da atividade enzimática de seletas subunidades 

dos complexos da cadeia respiratória, enquanto que, se a exposição for mais 

prolongada, os glicocorticóides podem causar disfunção na cadeia respiratória, aumento 

na geração de EROs, anormalidades na estrutura mitocondrial, apoptose e morte celular 

(ALESCI ET AL., 2006; DUCLOS ET AL., 2004; MANOLI ET AL., 2005; 

ORZECHOWSKI ET AL., 2002).  Nas células hipocampais de ratos jovens, o estresse 

induziu um aumento no número de células com alto potencial e houve uma diminuição 

no número de células com baixa massa mitocondrial, sugerindo uma possível biogênese 

mitocondrial; no entanto, não houve alteração na atividade dos complexos respiratórios. 

Por outro lado, esses achados também podem sugerir que o aumento do potencial 

mitocondrial esteja associado com desequilíbrio oxidativo: um aumento nesse potencial 

está associado com aumento de vazamento de elétrons na cadeia respiratória, levando a 

aumento de emissão de ERO e diminuição da fosforilação ativa (ADREYEV ET AL., 

2005), o que foi de fato observado no capítulo III desta tese. Sendo assim, o aumento do 

potencial mitocondrial poderia ajudar a explicar o desequilíbrio oxidativo observado 

nos animais estressados.  

Com relação ao efeito do acesso a uma dieta palatável sobre o potencial 

mitocondrial, é interessante que essa dieta aumentou o número de células com o 

potencial alto na mitocôndria e a atividade dos complexos de I-III da cadeia 

transportadora de elétrons. É possível que este aumento seja devido a uma resposta 

adaptativa, pois mais glicose provinda dessa dieta rica em carboidratos simples está 
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sendo oxidada e, com isso, ocorre um aumento nos doadores de elétrons para a cadeia 

respiratória e, consequentemente, um aumento no potencial de membrana mitocondrial.  

Já nos animais adultos, a resposta foi diferente, havendo interação entre estresse 

e dieta palatável, de modo que, quando esses dois fatores estavam associados, havia 

uma diminuição da massa e do potencial mitocondrial, ou seja, diminuiu a biogênese de 

mitocôndrias. Como discutimos anteriormente, ambos os fatores (estresse e dieta), 

quando juntos, potencializam a atividade da SOD. Esses resultados, o aumento da 

atividade da SOD e a diminuição da massa e do potencial de membrana mitocondrial, 

podem estar associados. Não é possível, no entanto, determinar com segurança se os 

efeitos induzidos pela exposição ao estresse juntamente com dieta palatável são 

adaptativos ou mal-adaptativos com relação à mitocôndria. É interessante observar que 

apenas houve alterações na massa e no potencial mitocondrial das células hipocampais, 

e não houve alterações com relação a esses parâmetros nas células do córtex pré-frontal, 

sugerindo distinta vulnerabilidade entre as estruturas encefálicas estudadas.  

Interações entre estresse e dieta também foram observadas no hipocampo dos 

ratos adultos com relação às atividades dos complexos II e IV da cadeia transportadora 

de elétrons. Quando ambos os fatores estavam juntos, as atividades desses complexos 

retornaram aos níveis do grupo controle. Nesses achados, mais uma vez, observamos 

que a exposição à dieta palatável atenuou os efeitos do estresse. É interessante 

considerar que o estresse por isolamento social mostrou uma tendência em aumentar a 

atividade do complexo IV nas células hipocampais, assim como foi visto no córtex pré-

frontal. Sendo assim, podemos especular que a exposição aos glicocorticoides pode 

estar aumentando a síntese da citocromo oxidase na mitocôndria, como sugerido por 

Adizic et al. (2009). No entanto, esse efeito parece ser mais marcante no córtex pré-
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frontal do que no hipocampo, pois essa alteração foi percebida no córtex deste o período 

pré-púbere até a idade adulta.  

Alterações na fisiologia da mitocôndria e dano celular oxidativo induzido pelo 

estresse são considerados eventos centrais da apoptose (FRANKLIN ET AL., 2011; 

NIIZUMA ET AL., 2010; VALKO ET AL., 2006). Com base nisso, avaliamos, nas 

células do hipocampo de ratos jovens e adultos submetidos a estresse por isolamento 

social e a uma dieta palatável, a possível susceptibilidade à morte celular induzida por 

esses fatores ambientais durante o desenvolvimento. O isolamento social no período 

pré-púbere induziu um aumento no número de células em apoptose inicial, enquanto 

que, na idade adulta, levou a um aumento no número de células necróticas. Durante a 

morte celular, evidências indicam um aumento na função mitocondrial (KLUZA ET 

AL., 2004; MAHYAR-ROEMER ET AL., 2001), embora outros estudos tenham 

mostrado uma ligação entre a diminuição no potencial mitocondrial e apoptose 

(GOTTEIB ET AL., 2000; SCARLETT ET AL., 2000). É possível que este parâmetro 

seja dependente do estágio de morte celular apoptótica. Durante o período pré-púbere, 

intensas modificações ocorrem no SNC (MCCORMICK e MATHEWS, 2007) e um 

aumento de células em apoptose inicial pode sugerir algum tipo de reorganização dos 

circuitos, induzida pelo estresse. É interessante observar que a interação com a dieta 

palatável levou a uma redução da apoptose, mostrando novamente que o acesso a tal 

dieta parece reduzir os efeitos do estresse, e poderíamos especular que tal reorganização 

de circuitos não seria tão necessária. Contrapondo esses achados, na idade adulta foi 

observado um aumento no número de células em necrose, mostrando que, a longo 

prazo, a via envolvida não é mais a apoptose e sim a necrose, que pode estar associada à 

diminuição no número de mitocôndrias, como foi observado anteriormente. Da mesma 



138 

 

maneira, a interação com a dieta palatável mostra o retorno aos níveis do controle, 

mostrando que essa dieta pode reduzir a resposta ao estresse (ver figura 1 do anexo). 

Já com relação ao efeito do alimento palatável per se, houve alterações 

marcantes na idade adulta sobre os parâmetros de morte celular. A dieta palatável 

diminuiu o número de células vivas e aumentou a apoptose inicial, novamente 

mostrando que a exposição precoce a esse alimento rico em carboidratos simples parece 

ter programado a longo-prazo o início da morte celular.  

É interessante observar que, no que tange aos efeitos da dieta palatável sobre 

vários dos parâmetros avaliados nos jovens e nos adultos, observamos que, enquanto a 

dieta parece não apresentar efeitos marcantemente desfavoráveis nos juvenis, o acesso 

naquele período a uma dieta palatável apresenta, per se, na idade adulta, alguns efeitos 

deletérios, aumentando o índice de quebras do ADN, diminuindo o número de células 

vivas e aumentando a apoptose. Uma questão que poderia ser levantada diz respeito ao 

fato de que a dieta foi interrompida. A retirada de uma dieta palatável poderia 

funcionar, neste caso, como um fator de frustração para os animais? Essa frustração 

poderia ser em parte responsável pelos efeitos a longo-prazo da dieta? Essas questões 

são relevantes e necessitariam de estudos adicionais para serem respondidas. 

Poderíamos considerar que tal fenômeno (a frustração) provavelmente se apresentaria 

de modo diferente em animais estressados que recebiam dieta palatável ou animais que 

apenas tinham acesso a tal dieta, sem estarem estressados. 

Devido a todas as alterações encontradas no metabolismo celular hipocampal, 

causadas pelo estresse e/ou pela dieta palatável, foi relevante avaliar se essas 

intervenções precoces poderiam prejudicar a memória espacial destes animais. Estudos 

mostraram que os estressores durante fases iniciais do desenvolvimento podem afetar o 
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desempenho cognitivo em ratos (HODES e SHORS, 2005; TSOORY e RICHTER-

LEVIN, 2005). Além disso, sabe-se que o hipocampo é uma estrutura cerebral 

importante para o aprendizado e a memória, e sua fisiologia e morfologia são sensíveis 

aos efeitos de estressores agudos e crônicos (TSOORY e RICHTER-LEVIN, 2005; 

HOWLAND e WANG, 2008). Observamos que, durante as sessões de aprendizado na 

tarefa do labirinto aquático de Morris, os animais que foram isolados e recebiam 

alimento palatável aumentaram a latência para encontrar a plataforma. No entanto, no 

dia do teste, não observamos efeitos sobre a memória, apenas uma redução induzida por 

ambos os fatores na velocidade do nado.  Frente a esse resultado, foi avaliada a 

atividade motora, e os resultados sugerem que o efeito na latência para encontrar a 

plataforma durante a fase do aprendizado no labirinto aquático não pode ser atribuído ao 

prejuízo cognitivo e nem mesmo motor, pois nem a memória, nem a atividade motora 

foram alteradas. No entanto, os efeitos observados podem estar relacionados com outros 

fatores, tais como emoção ou motivação, sendo necessários mais estudos para confirmar 

essa hipótese. 

Na tentativa de compreender o mecanismo pelo qual a dieta palatável pode 

prevenir alguns efeitos induzidos pelo estresse sobre o metabolismo celular, foi avaliado 

o imunoconteúdo dos receptores de glicocorticoides no hipocampo de ratos machos 

adultos. Esses receptores estão presentes em grande número no hipocampo, 

participando da retroalimentação negativa do eixo HHA. Neste estudo, observamos um 

aumento induzido pela exposição precoce a uma dieta palatável sobre o conteúdo desses 

receptores. Podemos especular que o acesso a uma dieta palatável na pré-puberdade 

programa a resposta do eixo HHA, de modo que os níveis dos glicocorticoides retornem 

mais rapidamente para valores normais após a exposição ao estresse, reduzindo, assim, 
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as consequências de tal estressor. Esses resultados ajudariam a explicar várias das 

interações encontradas neste estudo.  

 Os achados da presente tese contribuíram para mostrar que intervenções 

precoces no desenvolvimento, tais como a exposição ao isolamento social e a uma dieta 

palatável, podem, de certa forma, programar tanto o metabolismo periférico quanto o 

metabolismo celular neural. Com relação ao metabolismo periférico, a exposição à dieta 

palatável empregada neste trabalho parece ter causado efeitos mais marcantes a longo-

prazo, principalmente nos ratos machos. No entanto, com relação aos achados referentes 

ao metabolismo celular neural, foi verificado que as exposições precoces a fatores 

ambientais programaram a longo-prazo alterações no metabolismo celular em diferentes 

aspectos com relação às estruturas encefálicas estudadas. Essa programação está 

provavelmente relacionada a modificações epigenéticas, levando a expressão distinta de 

certos genes nos animais que passaram por tais experiências precoces. Assim, a 

compreensão desses parâmetros alterados no metabolismo torna-se relevante para que 

futuramente possamos tentar reprogramar tais alterações. Um melhor entendimento 

desses processos pode levar ao desenvolvimento de estratégias para evitar o 

aparecimento de patologias na vida adulta, associadas a interferências no período pré-

púbere. 
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  O isolamento social e a dieta palatável são fatores ambientais que, aplicados no 

período pré-púbere em ratos machos e fêmeas, causam uma resposta no 

metabolismo periférico de maneira sexo-específica. As fêmeas, mesmo antes da 

puberdade, foram mais propensas a utilizar alimentos confortantes quando 

expostas ao estresse. Já ratos machos foram mais propensos à programação 

metabólica a longo-prazo, induzida pela exposição precoce ao alimento palatável, 

levando a alterações que sugerem maior susceptibilidade a um quadro de 

síndrome metabólica, situação que pode estar relacionada à hipoadiponectinemia. 

 O isolamento social programou o metabolismo celular a longo-prazo no córtex 

pré-frontal de ratos machos. Aumentou o desequilíbrio entre os sistemas 

antioxidantes e induziu uma redução da enzima Na, K
+
-ATPase. A exposição 

precoce à dieta palatável não foi capaz de prevenir esses efeitos. 

 O isolamento social durante o período pré-púbere induziu, nas células do 

hipocampo de ratos jovens, alterações no metabolismo celular, com desequilíbrio 

oxidativo e aumento do potencial mitocondrial, do índice de quebras ao ADN e 

da apoptose. O consumo da dieta palatável aumentou atividade de enzimas 

antioxidantes e preveniu diversos dos efeitos do estresse, indicando que a oferta 

de dieta palatável durante a exposição ao estresse por isolamento social pode 

funcionar com um mecanismo compensatório ou pode facilitar a adaptação ao 

estresse durante fases iniciais da vida. 

 O isolamento social no período pré-púbere induziu desequilíbrio oxidativo e 

aumentou o número de células necróticas no hipocampo de ratos adultos. A 

ingestão de alimento palatável durante a exposição ao estresse atenuou alguns 

efeitos do estresse, incluindo as alterações nas atividades dos complexos 
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respiratórios, no índice de fragmentação do ADN celular e no número de células 

necróticas. Esses efeitos podem estar relacionados com o aumento no 

imunoconteúdo de receptores de glicocorticoides no hipocampo, induzido pela 

dieta palatável. No entanto, ambos os fatores ambientais, estresse e dieta, podem 

induzir, per se, alterações mal-adaptativas quando aplicados isoladamente. 

 

Em suma, esta tese mostrou que intervenções precoces durante o 

desenvolvimento do animal podem programar o metabolismo ao longo da vida. Os 

machos foram mais susceptíveis ao consumo de alimento palatável quando avaliados 

parâmetros do metabolismo a longo-prazo. Das estruturas cerebrais avaliadas, o 

hipocampo mostrou maior susceptibilidade. Houve claros efeitos sobre o equilíbrio 

oxidativo e a função mitocondrial mesmo na idade adulta, muito tempo após as 

intervenções terem cessado, e a dieta palatável foi capaz de prevenir vários dos efeitos 

do estresse no período pré-púbere.  
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 Avaliar parâmetros de viabilidade celular e índice de fragmentação do ADN 

quando uma dieta palatável é oferecida cronicamente desde a pré-puberdade até 

a idade adulta; 

 

 Avaliar a relevância da adiponectina no desencadeamento dos efeitos observados 

por meio de estudos farmacológicos e bioquímicos, verificando a possível 

prevenção de alterações relacionadas ao metabolismo periférico e neural; 

 

 No modelo de estresse no período pré-púbere empregado nesta tese, com e sem 

acesso a uma dieta palatável, investigar comportamentos relacionados à 

motivação na idade adulta (especialmente comportamento alimentar) e vias de 

sinalização relacionadas à motivação; 

 

 Investigar a influência de hormônios gonadais sobre parâmetros metabólicos 

periféricos e sobre o metabolismo neural em estruturas cerebrais relacionadas ao 

estresse em animais submetidos ao isolamento no período pré-púbere com e sem 

acesso a uma dieta palatável; 
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Tabela 1: Efeitos sobre o metabolismo celular neural, induzidos pela exposição 

precoce ao isolamento social e a uma dieta palatável encontrados em diferentes 

estruturas encefálicas de ratos machos jovens. 

 

Parâmetros Avaliados Hipocampo Córtex Pré-Frontal 

SOD Interação ↑ ESTRESSE ↑ 
DIETA ↑ 

 

CAT ---------- Interação ↑ 

GPx DIETA ↑ ---------- 

DCF ESTRESSE ↑ 
 

---------- 

Tióis ESTRESSE ↑ 
DIETA ↑ 

 

---------- 

SOD/GPx ESTRESSE ↑ 
 

ESTRESSE ↑ 
 

SOD/CAT ---------- ---------- 

COMETA ESTRESSE ↑ 
 

Não avaliado 

MASSA BAIXA ESTRESSE↓ ---------- 

MASSA ALTA ---------- ---------- 

POTENCIAL BAIXO ESTRESSE↓ ---------- 

POTENCIAL ALTO ESTRESSE ↑ 
DIETA ↑ 

 

---------- 

COMPLEXO II ---------- ---------- 

COMPLEXO I-III DIETA ↑ 
 

---------- 

COMPLEXO IV ---------- ESTRESSE ↑ 
 

Na+
,K

+-ATPASE Não avaliado DIETA ↑ 
 

CÉLULAS VIVAS Interação-retorno aos níveis do 
controle 

Não avaliado 

APOPTOSE INICIAL ESTRESSE ↑ 
Interação↓ 

Não avaliado 

APOPTOSE FINAL ---------- Não avaliado 

 NECROSE ESTRESSE↓ 
Interação↓ 

Não avaliado 
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Tabela 2: Efeitos sobre o metabolismo celular neural, induzidos pela exposição 

precoce ao isolamento social e a uma dieta palatável encontrados em diferentes 

estruturas encefálicas de ratos machos adultos. 

 

Parâmetros Avaliados Hipocampo Córtex Pré-Frontal 

SOD Interação ↑ ESTRESSE ↑ 
 

CAT ---------- ESTRESSE↓ 

GPx ---------- ---------- 

DCF ESTRESSE ↑ 
 

---------- 

Tióis ---------- ---------- 

SOD/GPx ESTRESSE ↑ 
DIETA ↑ 

 

ESTRESSE ↑ 
 

SOD/CAT ESTRESSE ↑ 
 

ESTRESSE ↑ 
 

COMETA DIETA ↑ 
Interação ↓ 

Não avaliado 

MASSA BAIXA Interação ↑ ---------- 

MASSA ALTA Interação ↓ ---------- 

POTENCIAL BAIXO ---------- ---------- 

POTENCIAL ALTO Interação ↓ ---------- 

COMPLEXO II Interação-retorno aos níveis do 
controle 

---------- 

COMPLEXO I-III ---------- ---------- 

COMPLEXO IV Interação-retorno aos níveis do 
controle 

ESTRESSE ↑ 
 

Na+
,K

+-ATPASE Não avaliado ESTRESSE ↓ 

CÉLULAS VIVAS DIETA ↓ Não avaliado 

APOPTOSE INICIAL DIETA ↑ 
 

Não avaliado 

APOPTOSE FINAL ESTRESSE ↓ Não avaliado 

 NECROSE ESTRESSE ↑ 
Interação-retorno aos níveis do 

controle 
 

Não avaliado 

RECEPTORES DE 
GLICOCORTICOIDES 

DIETA ↑ 
 

Não avaliado 
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Figura 1: Comparativo das alterações no metabolismo celular ao longo do 

desenvolvimento no hipocampo de ratos machos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


