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APRESENTACAO

A presente tese estd organizada conforme o0s seguintes tdpicos: Introducao;
Objetivos; Material, Métodos e Resultados: subdivididos em Capitulos | e I
(referentes ao artigo publicado e ao manuscrito submetido); Discussédo; Conclusdes;

Perspectivas e Referéncias bibliograficas.

Na Introdugdo encontra-se o embasamento tedrico que nos forneceu subsidio
para formular a proposta de estudo dessa tese. Os Obijetivos (gerais e especificos)
definem os propositos centrais do trabalho, assim como de cada trabalho cientifico. A
sessdo Material, Métodos e Resultados esta subdividida em Capitulos, sendo que cada
Capitulo corresponde a um artigo cientifico especifico referente aos trabalhos
desenvolvidos durante o periodo do doutorado. Os trabalhos foram desenvolvidos no
Laboratorio de Neurobiologia do Estresse (Departamento de Bioquimica, ICBS,

UFRGS).

O topico Discussao apresenta uma integracdo geral dos resultados obtidos nos
dois capitulos. Nas Conclusdes estdo os principais achados da tese e nas Perspectivas

as possibilidades de futuros estudos a partir dos resultados obtidos na presente tese.

As Referéncias Bibliogréaficas contém as referéncias dos trabalhos citados nos
topicos: Introducdo e Discussdo. Ao final de cada capitulo esta listada a bibliografia

correspondente a cada artigo, de acordo com a formatacdo especificada por cada revista.



RESUMO

A obesidade é uma condi¢do multifatorial cujo aumento da prevaléncia esté relacionado
a mudangas no estilo de vida, no qual o estresse e 0 consumo de dietas ricas em gordura
estdo amplamente envolvidos. A exposicao a fatores ambientais em periodos precoces
do desenvolvimento pode causar alteragdes persistentes no sistema nervoso central e no
sistema endocrino-metabdlico que, por consequéncia, podem resultar no
desenvolvimento do fen6tipo da obesidade. O periodo pré-pubere é uma fase sensivel
do desenvolvimento, caracterizada pela maturacdo de sistemas envolvidos na
homeostase energética e nas respostas ao estresse. Intervencdes durante esse periodo
podem influenciar a susceptibilidade a doencas ou a resiliéncia na idade adulta. O
isolamento social é considerado um potente estressor para roedores e humanos e a
exposicdo a esse fator durante o periodo pré-pubere pode ter efeitos emocionais,
comportamentais e metabdlicos em longo prazo. A exposicao ao estresse durante fases
precoces do desenvolvimento pode causar alteragfes no comportamento alimentar e
induzir a maior preferéncia por alimentos confortantes (“comfort foods™), ricos em
acucares e gorduras. O estresse e a ingestdo de dietas ricas em gordura podem
programar o metabolismo de forma distinta entre os sexos por modular a sinalizacdo de
horménios envolvidos na regulacdo da homeostase energética. Além disso, esses fatores
ambientais podem levar a um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas e as
defesas antioxidantes, favorecendo o estresse oxidativo, o qual pode induzir a oxidacéo
de biomoléculas e levar a disfungdes mitocondriais. Com base no exposto acima, o
objetivo dessa tese foi investigar os efeitos em longo prazo do isolamento social durante
0 periodo pré-pubere (21-28 dias p6s-natal), associado ou ndo a dieta rica em gordura
cronica, sobre parametros metabolicos, oxidativos, sobre a funcdo mitocondrial e sobre
parametros de dano a célula no hipotadlamo total, comparando machos e fémeas. Para
alcancar esse objetivo foram avaliados aspectos murinométricos e metabdlicos
relacionados a sinalizacdo da leptina no hipotadlamo total dos ratos na idade adulta,
verificando possiveis diferencas sexo-especificas. Para verificar se os fatores estresse e
0 consumo croénico de dieta rica em gordura teriam efeitos sobre 0 metabolismo celular,
também foram analisados parametros oxidativos e de funcdo mitocondrial no
hipotdlamo total desses animais na idade adulta. Os resultados mostraram que 0s
machos e as fémeas responderam de forma diferente ao estresse no periodo pré-pubere e
a dieta rica em gordura. Os machos apresentaram caracteristicas murinométricas que
pareceram refletir uma resisténcia a leptina. Entretanto, o prejuizo na sinalizacdo desse
horménio aconteceu apenas parcialmente no hipotdlamo e foi principalmente
influenciado pela dieta rica em gordura nesses animais. Por outro lado, as fémeas foram
mais susceptiveis ao isolamento social no periodo pré-pubere, o qual levou a prejuizos
na sinalizacdo da leptina na idade adulta. De modo interessante, a via alternativa de
sinalizacdo da leptina, através do eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide, permaneceu ativada
nos machos. Porém, a maior liberacdo de horménios da tireoide nesses animais nao teve
os efeitos metabolicos esperados devido a menor conversdao do T4 em T3. Embora
ambos fatores, estresse e a dieta rica em gordura assim como a interagdo entre eles
tenham apresentado efeitos distintos em machos e fémeas, o consumo cronico da dieta
rica em gordura teve efeitos mais proeminentes nas fémeas quando considerados
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parametros oxidativos e de funcdo mitocondrial. A dieta induziu um desequilibrio
oxidativo que resultou em danos celulares e mitocondriais nas fémeas. De forma ampla,
essa tese mostrou que intervencbes em fases precoces da vida do individuo podem ter
desfechos diferentes em machos e fémeas. O isolamento social no periodo pré-plbere e
0 consumo cronico da dieta rica em gordura podem programar o metabolismo ao longo
da vida. O consumo crénico da dieta rica em gordura levou a uma perturbagédo na
comunicacdo do metabolismo periférico com o central nos machos que repercutiu em
um fenotipo semelhante ao da obesidade nesses animais. As fémeas foram mais
susceptiveis a dieta rica em gordura, porém os prejuizos maiores foram observados no
metabolismo energético central, marcado pelo desequilibrio oxidativo e pelas
disfungdes mitocondriais. Assim, nosso trabalho destaca a importéncia de intervencoes
ambientais, no inicio da vida, para a programacdo metabdlica em longo prazo.
Adicionalmente, esses resultados podem revelar alvos importantes para a elucidacao dos
mecanismos relacionados ao desenvolvimento da obesidade e contribuir para que novos
trabalhos sejam desenvolvidos além de auxiliar para que futuras medidas terapéuticas e
preventivas sejam desenvolvidas respeitando as particularidades de cada género.



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disorder in which increased prevalence is related to changes
in lifestyle, and both stress and consumption of high-fat diets are largely involved.
Exposure to environmental factors at early stages of development may cause persistent
changes in the central nervous system and endocrine-metabolic system, which may
result in the development of the obesity phenotype. The pre-pubertal period is a
sensitive phase of development, characterized by the maturation of systems involved in
energy homeostasis and stress responses. Interventions during this period may influence
the susceptibility to disease or resilience in adulthood. Social isolation is considered a
potent stressor for rodents and humans and exposure to this factor during the pre-
pubertal period may have long-term emotional, behavioral, and metabolic effects. The
stress exposure during early stages of development can cause changes in eating behavior
and induce the preference for “comfort foods”, rich in sugars and fats. Both, stress and
high-fat diets intake can program the metabolism in a sex-different manner through
modulation of hormones signaling involved in regulation of energy homeostasis. In
addition, these environmental factors may lead to an imbalance between the production
of reactive oxygen species and antioxidant defenses favoring oxidative stress, which can
induce the oxidation of biomolecules and lead to mitochondrial dysfunctions. Based on
the above ideas, the aim of this thesis was to investigate the long-term effects of social
isolation during the pre-pubertal period (postnatal day 21-28), associated with chronic
high-fat diet on metabolic, oxidative and mitochondrial parameters in the total
hypothalamus, comparing males and females. To achieve this goal, we evaluated murine
and metabolic aspects related to the leptin signaling in the total hypothalamus of rats in
adulthood, verifying possible sex-specific differences. To verify if the stress factor and
the chronic consumption of high-fat diet would have effects on cellular metabolism,
oxidative and mitochondrial function parameters were also analyzed in the total
hypothalamus of these animals in adulthood. The results showed that males and females
respond differently to pre-pubertal stress and high-fat diet. Males presented
murinometric characteristics that reflect leptin resistance, however the damage in this
hormone signaling occurred only partially in hypothalamus, and was mainly influenced
by high-fat diet in these animals. On the other hand, females were more susceptible to
social isolation in the pre-pubertal period, which led to impaired leptin signaling in
adulthood. Interestingly, the alternative pathway of leptin signaling through the
hypothalamic-pituitary-thyroid axis remained activated in males. However, the greater
release of thyroid hormones in these animals did not have the expected metabolic
effects due to the lower conversion of T4 into T3. Although both factors, stress and
high-fat diet had different effects in males and females, chronic consumption of high-fat
diet had more prominent effects in females when considered mitochondrial function and
oxidative parameters. The diet induced an oxidative imbalance that resulted in cellular
and mitochondrial damage in females. Generally, this thesis showed that interventions
in early stages of individual life may have different outcomes in males and females.
Social isolation in the prepubertal period and the chronic consumption of high-fat diet
can program the metabolism throughout life. The high-fat diet chronic consumption led
to a disturbance in the communication of peripheral and central energetic metabolism in
males that led to a phenotype similar to that of obesity in these animals. Females were
also more susceptible to high-fat diet, but the impairments were observed in central
energy metabolism, which was marked by oxidative imbalance and mitochondrial
dysfunctions. Thus, our work highlights the importance of early interventions for long-
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term metabolic programming. Additionally, these results may reveal important targets
for the elucidation of the mechanisms related to the development of obesity and
contribute to the development of new original works that stimulate the development of
future therapeutic and preventive measures respecting the particularities of each sex.



LISTA DE ABREVIATURAS

Aym = Potencial de membrana mitocondrial
ACTH = Hormdnio adrenocorticotrépico
AgRP = Proteina relacionada ao gene cutia
ARC = Nucleo arqueado do hipotalamo
ATP = Adenosina trifosfato

BHE= Barreira hematoencefalica

CAT = Catalase

CRH = Hormonio liberador de corticotropina
DCF = 2", 7-diclorofluoresceina

DRG = Dieta rica em gordura

EROs = Espécies reativas de oxigénio
FADH; = Flavina adenina dinucleotideo
GCs = Glicocorticoides

GPx = Glutationa peroxidase

GR = Glutationa redutase

GSH = Glutationa reduzida

GSSG = Glutationa oxidada

GSH = Glutationa

HHA= Eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
HHT = Eixo hipotalamo-hipofise-tireoide

JAK 2 = Janus cinase 2



Lep-Rb = Receptor de leptina

Mn-SOD= Superoxido dismutase dependente de manganés

NADH= Nicotinamida adenina dinucleotideo

NPY = Neuropeptideo Y

PGC-1a = Coativador 1 alfa do peroxissomo proliferador- ativado receptor gama
POMC = Proopiomelanocortina

pSTAT3 = Transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 fosforilado
PVN = Ndcleo paraventricular

REa = Receptor de estrogeno alfa

RG = Receptor de glicocorticoide

SNC = Sistema nervoso central

SN = Sistema nervoso

SOCS3 = Supressor de sinalizacdo de citocinas 3

SOD = Superdxido dismutase

STAT3 = Transdutor de sinal e ativador de transcri¢ao 3

TSH = Horménio estimulador da tiredide

T3 = Triiodotironina

T4 = L-tiroxina

TRH = Hormonio liberador de tireotropina
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1.1 Obesidade: influéncia de fatores ambientais

A World Health Organization (WHO) tem relatado que a obesidade atinge
atualmente proporcdes de epidemia, sendo reconhecida como um dos problemas de
salde publica mais importantes que o0 mundo enfrenta. Dados epidemiol6gicos mostram
que desde 1975 a obesidade triplicou. No ano de 2016, 650 milhdes de adultos com 18
anos ou mais eram obesos, cerca de 41 milhGes de criancas menores de 5 anos
apresentaram sobrepeso ou obesidade e cerca de 340 milhdes de criancas e adolescentes
de 5 a 19 anos tinham sobrepeso ou obesidade (WHO). A obesidade é considerada um
fator de risco para o desenvolvimento de varias patologias como diabetes, doencas
cardiovasculares, doencas respiratorias, varios tipos de cancer, doencas hepaticas entre
outras (Knight, 2011).

A obesidade envolve alteracbes metabolicas centrais e periféricas, como
inflamacéo (Galic et al., 2010, Johnson et al., 2012), estresse oxidativo (Noeman et al.,
2011, Matsuda and Shimomura, 2013), disfuncdo mitocondrial (Heinonen et al., 2015,
Putti et al., 2015), apoptose (Pintus et al., 2012), mudancas na barreira hemato-
encefalica (BHE) (Davidson et al., 2012, Ouyang et al., 2014) e no encéfalo (Convit,
2012, Shefer et al., 2013), principalmente no hipotalamo (Moraes et al., 2009, Convit,
2012, Williams, 2012) e no hipocampo (Boitard et al., 2014, Stranahan, 2015).

A principal causa da obesidade é atribuida ao desequilibrio entre calorias
consumidas e calorias gastas (WHO). Existem diversos fatores que contribuem para
esse desequilibrio, dentre eles o surgimento de um “ambiente obesogénico” (Kaur et al.,
2003), no qual mudangas no estilo de vida (Ballal et al., 2010), incluindo o
sedentarismo (Stein and Colditz, 2004), o aumento do consumo de dietas ricas em

gordura (DRG) (Buettner et al., 2007, Hariri and Thibault, 2010) e o estresse (Huneault
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et al., 2011) estdo altamente envolvidos. Estudos mostram que o consumo de DRG
podem induzir a obesidade em humanos (Jequier, 2002) e em animais (Ghibaudi et al.,
2002). Modelos animais mostram que o inicio precoce e o consumo crénico de DRG
induzem a obesidade de forma mais efetiva (Peckham and Entenman, 1962). O estresse
em periodos precoces é outro fator ambiental relacionado ao fenétipo da obesidade.
Evidéncias tém mostrado que criangas vitimas de abuso infantil apresentam maior
tendéncia de desenvolver a obesidade. Nesse sentido, criancas expostas a situagdes
adversas tém maior facilidade de se tornarem “comedores emocionais” (comem para
atenuar emocdes negativas), habito que pode persistir até a idade adulta (Kent et al.,
1999). Em humanos, o estresse crénico € um importante modulador do comportamento
alimentar, favorecendo a preferéncia por alimentos palataveis e com grande densidade
energeética, além de estar associado com o ganho de peso especialmente em homens
(Torres and Nowson, 2007).

O controle do balango energético € modulado por um complexo sistema,
localizado principalmente em neur6nios hipotalamicos (Velloso and Schwartz, 2011).
Situagdes como o0 consumo alimentar excessivo podem potencialmente levar ao
aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que pode resultar em
danos mitocondriais (Patti and Corvera, 2010, Frohnert and Bernlohr, 2013).
Especialmente no hipotdlamo, a liberacdo de EROs pode ocorrer pelo estimulo de
adipocinas (leptina), neurotransmissores e nutrientes (glicose e lipidios), e tem grande
influéncia no controle do metabolismo energético (Drougard et al., 2015). Alteracdes na
funcdo sinalizadora das EROS pode contribuir para a maior susceptibilidade de se

desenvolver patologias como obesidade e diabetes tipo Il (Drougard et al., 2015).
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1.2 Fatores ambientais durante o desenvolvimento podem programar sistemas

encefalicos e metabdlicos

O desenvolvimento estrutural e funcional encefalico acontece por processos ndo —
lineares (Gogtay et al., 2004) envolvendo periodos de vulnerabilidade a fatores
potencialmente causadores de dano (Andersen, 2003). Nessas fases criticas do
desenvolvimento, fatores genéticos interagem com fatores ambientais para estabelecer
as caracteristicas funcionais individuais (Crews et al., 2007, Giedd et al., 2009). As
fases do nascimento até a idade adulta sdo marcadas por grande desenvolvimento fisico,
comportamental, cognitivo, emocional e intensa maturacdo encefalica (De Bellis and
Keshavan, 2003). Especialmente no periodo neonatal, infancia e na adolescéncia, o
sistema nervoso estd passando por processos criticos de maturacdo com intensa
organizacdo da arquitetura das redes neurais envolvendo proliferacdo, migracéo,
diferenciacéo, sinaptogénese, mielinizacéo e apoptose (Rice and Barone, 2000, Ismail et
al.,, 2017). Durante esses periodos de grande plasticidade, o organismo pode se
desenvolver em distintas direcBes, pois possui um grande potencial de se adaptar ao
ambiente (Remmers and Delemarre-van de Waal, 2011). Assim, a exposicdo a fatores
ambientais em periodos precoces, pode contribuir para processos adaptativos positivos
semelhantes aos da resiliéncia, promovendo estratégias de enfrentamento e a
possibilidade de recuperacdo de danos anteriores (Marco et al., 2011), ou contribuir para
desfechos negativos e influenciar na susceptibilidade de desenvolver patologias

psiquiatricas ao longo da vida (Cirulli et al., 2009, Lavoie et al., 2016).

O ambiente em periodos precoces envolve diversos elementos, incluindo o
estimulo sensério materno, sinais neuroendécrinos e de nutricdo (Joels and Baram,
2009, Baram et al., 2012, Lucassen et al., 2013), e mudancas nesses elementos podem

levar a alteracdes estruturais e funcionais duradouras no encéfalo (Lupien et al., 20009,
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Teicher et al., 2012). Estudos tém mostrado que o abuso ou a negligéncia durante a
infancia podem contribuir para alteracdes neuroestruturais como diminui¢do no volume
do hipocampo (Bremner et al., 1997, Vythilingam et al., 2002), redugéo no corpo caloso
(Sheridan et al., 2012) e no cortex pré-frontal (De Bellis et al., 2002), assim como no

volume da amigdala (Tottenham et al., 2010).

Nesse contexto, a exposicdo a estressores em fases precoces pode alterar a
programacdo neural e levar a mudancas nas respostas do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HHA) em longo prazo. Em humanos, a exposicdo a estressores em fases
precoces aumenta a reatividade do eixo HHA (Tyrka et al., 2008, Lupien et al., 20009,
Pesonen et al., 2010) e facilita o desenvolvimento de prejuizos cognitivos e emocionais
na idade adulta (Heim et al., 2008, Loman et al., 2010). Outro alvo da influéncia de
fatores ambientais em idades precoces € a programacdo metabdlica, de modo a
modificar a susceptibilidade do individuo em desenvolver alteraces metabdlicas
(Martin-Gronert and Ozanne, 2013). Experimentos com modelos animais mostram que
as regides do sistema nervoso que regulam o equilibrio energético permanecem se
desenvolvendo até o periodo pds-natal, sofrendo a influéncia de estimulos ambientais e
sinais endocrinos (Mainardi et al., 2010, Remmers and Delemarre-van de Waal, 2011).
A imaturidade funcional e estrutural desse sistema durante a infancia, em roedores
(Bouret et al., 2004, Mainardi et al., 2010) e humanos (Dietz, 1994), torna essa fase
altamente sensivel aos efeitos de fatores ambientais. Recentemente, os fatores dieta
(Teegarden et al., 2009) e o estresse social (Danese and Tan, 2014) na infancia foram
investigados como importantes determinantes no desenvolvimento da obesidade em
longo prazo. Estressores durante as fases iniciais da vida apresentam potentes efeitos
sobre o sistema enddcrino-metabdlico (Schmidt et al., 2009). Nesse sentido, diversos

estudos mostram a associacdo de experiéncias adversas durante a infancia e o
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desenvolvimento da obesidade na idade adulta (Felitti et al., 1998, Gustafson and
Sarwer, 2004, Fuemmeler et al., 2009, Danese and Tan, 2014). Em ratos, um estudo
mostrou que a exposi¢cdo precoce a um estressor levou a alterages na distribuicdo de
gordura, resultando em uma razéo de gordura visceral/subcutanea aumentada na idade

adulta (Schmidt et al., 2009).

Ao atuar em sistemas em plena maturacdo durante o desenvolvimento, fatores
como estresse e dieta podem exercer efeitos persistentes sobre a programacéo encefalica
e metabdlica, associados a mudancas permanentes no comportamento alimentar e a
predisposicdo a obesidade na idade adulta (Bouret et al., 2004, Frazier et al., 2008,
Teegarden et al., 2009, Remmers and Delemarre-van de Waal, 2011). Estudos com
humanos e animais tém mostrado que perturbacBes no estado nutricional em fases
precoces podem causar prejuizos em sistemas periféricos em longo prazo, podendo
modular o estoque de gordura e a utilizacdo de nutrientes, tornando o individuo mais
susceptivel a desenvolver a obesidade (Martin-Gronert and Ozanne, 2013). Por
exemplo, o consumo crdnico e precoce de alimentos ricos em gordura pode causar 0
aumento de gordura abdominal assim como modificar as respostas de circuitos
neuroendocrinos na idade adulta, tal como a diminuicdo nos receptores de leptina no

hipotdlamo, associada a hiperleptinemia (Boukouvalas et al., 2010).

Assim, é importante ressaltar que intervencdes ambientais precoces podem alterar
a maturacdo de circuitos encefélicos com efeitos em longo prazo e assim influenciar na

maior susceptibilidade a patologias ao longo da vida.

1.3 Periodo pre-pubere: vulnerabilidade ao estresse social

O periodo da pré-puberdade se inicia cronologicamente apds o desmame em

roedores, por volta do 21° dia pds-natal, e finaliza por volta do 30° dia po6s-natal. Em
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humanos, esse periodo corresponde ao final da infancia, por volta dos 8-10 anos de
idade (Eiland and Romeo, 2013). Durante este periodo do desenvolvimento, os animais
sofrem continuas mudancas neuroldgicas e fisicas, com aumento da forca, alteracdes na
funcdo imunoldgica (Dahl, 2004), no comportamento social, e grande plasticidade
encefélica (Paus et al., 2008), além de ser um periodo marcado por mudangas que
precedem a maturidade sexual (McCormick and Mathews, 2007). Este periodo também
é reconhecido como uma fase de vulnerabilidade para a maturacdo de circuitos
neuronais que controlam a homeostase energética e as respostas ao estresse

(McCormick and Mathews, 2007).

Os processos de remodelamento, maturacdo e plasticidade variam em diferentes
regibes encefalicas durante o desenvolvimento (Rice and Barone, 2000, Andersen,
2003). Na pré-puberdade, estruturas envolvidas na modulacdo das respostas ao estresse
na idade adulta, como cortex frontal e hipocampo, continuam em processos de
maturacdo (Ulrich-Lai and Herman, 2009). Nesse contexto, estudos utilizando
ressonancia magnética demostraram que o cortex pré-frontal possui uma maturacao
tardia, com aumentos nos volumes corticais frontais e temporais que sdo observados
desde a infancia até o inicio da puberdade (Gogtay et al., 2004). No hipocampo, 0
processo de neurogénease acontece da gestacdo até a idade adulta (Paizanis et al.,
2007). O hipotalamo, estrutura envolvida com a homeostase energética, permanece em
desenvolvimento no periodo pds-natal (até o final da terceira semana de vida) (Bouret,
2010) e a maturacdo das sinapses se prolonga do nascimento até a idade adulta em

roedores (Melnick et al., 2007).

A exposicdo a experiéncias adversas ou estressores durante essa fase de intensa

plasticidade pode ter efeitos marcantes sobre o comportamento social e cognitivo.
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Grande parte das experiéncias estressantes durante a pré-puberdade envolve o contexto
social (McCormick et al., 2008). Em roedores, os estimulos sociais na infancia e na
adolescéncia sdo essenciais para o desenvolvimento socioemocional normal (Douglas et
al., 2004, Panksepp et al., 2007, Panksepp and Lahvis, 2007), quando grande parte do
tempo é investido no convivio social (Douglas et al., 2004) e novas relagdes sociais
estédo sendo estabelecidas (van den Berg et al., 1999). O comportamento de brincadeira
é uma das primeiras formas de interagdo social, sendo fundamental para o posterior
desenvolvimento social normal (Von Frijtag et al., 2002) e indispensavel para ratos

lidarem com desafios sociais (van den Berg et al., 1999).

Assim como ocorre em roedores, em humanos, os estimulos sociais, incluindo
relacBes familiares apropriadas (Heim and Nemeroff, 2002, Teicher et al., 2006), sdo
essenciais para o desenvolvimento socioemocional normal na infancia e na adolescéncia
(Pagani et al., 2010), quando interacdes sociais sdo altamente gratificantes. Desse modo,
desafios e mudancas nesse ambiente social podem contribuir para psicopatologias ao

longo da vida (Rose and Rudolph, 2006).

Nesse sentido, o isolamento social é considerado um potente estressor durante a
pré-puberdade para humanos (Jones et al., 2011) e roedores (Panksepp et al., 2007)
podendo causar alteracdes persistentes em longo prazo (Lukkes et al., 2009a, Lukkes et
al.,, 2009b, Lukkes et al., 2009c). Em modelos animais o isolamento social é
considerado aversivo pois, no ambiente natural, roedores sdo altamente gregarios,
vivem em grupos e possuem um sistema social bastante organizado (Panksepp et al.,
2007). Esse estressor, em periodos precoces, pode repercutir em alteracGes periféricas,
neuroquimicas e comportamentais descritas como “sindrome do isolamento”,

caracterizada por estado de hiperatividade, neofobia, prejuizos sensério-motores e
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comportamentos perseverativos (Valzelli, 1973). Essas alteragfes causadas pelo
isolamento social podem ter efeitos a longo-prazo sobre a atividade do eixo HHA
(Weiss et al., 2004, Ferdman et al., 2007), com diferentes consequéncias para machos e
fémeas (McCormick and Mathews, 2007, Krolow et al., 2013a). Estudos mostram que o
isolamento social cronico apds o desmame pode ter efeitos sexo-especificos em longo
prazo, causando aumento nos niveis de corticosterona e na atividade locomotora (Jahng
et al., 2012), assim como aumento no consumo de alimentos altamente palataveis
(Jahng et al., 2012). Além disso, foram observadas alteracdes morfologicas como
reducdo do volume do cdrtex pré-frontal, e diminuicdo na plasticidade sinaptica cortical
e hipocampal associadas com a hiperfuncdo do sistema mesolimbico dopaminérgico em

ratos isolados ap6s o desmame (Fone and Porkess, 2008).

Entretanto, € importante ressaltar que a maioria dos estudos, inclusive os citados
acima, utilizam uma exposicao ao isolamento social de longo prazo, iniciando-se logo
apos o desmame e perdurando até a idade adulta. Poucos trabalhos investigam os efeitos
de uma exposi¢do mais curta ao isolamento social, apenas no periodo pré-pubere. O
isolamento realizado em periodo mais curto permite uma transposicdo mais fidedigna ao
que acontece com humanos expostos a esse estressor, visto que sdo raros 0s casos de um

isolamento social por toda a vida.

Estudos em humanos tém demonstrado que criangas institucionalizadas
apresentam frequentemente comprometimento comportamental e no desenvolvimento
encefalico (Tottenham et al., 2010, McLaughlin et al., 2014). Dentre os transtornos
comportamentais foram evidenciados sintomas de déficit de atencdo/ hiperatividade,
ansiedade, depressdo, impulsividade e prejuizos cognitivos (Chugani et al., 2001,

McLaughlin et al., 2010). Adicionalmente, estudos demonstraram que criangas que se
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afastaram do convivio social apds ser vitimas de “bullying” apresentaram transtornos
emocionais como a depressdo, ansiedade e diminuida autoestima (Gladstone et al.,

2006).

1.4 A resposta ao estresse

O meio no qual o individuo esta inserido aplica continuamente desafios ao
equilibrio homeostatico do organismo. O estresse pode ser definido como um desafio
interno ou externo ao individuo que tem o potencial de perturbar a homeostase,
estimulando respostas adaptativas do organismo (Tsigos and Chrousos, 2002). A
exposicdo ao estresse ativa sistemas fisiologicos que incluem respostas
neurovegetativas, imunoldgicas e comportamentais, visando restaurar o controle
homeostatico e facilitar a adaptacdo (Tsigos and Chrousos, 2002). As respostas
fisioldgicas ao estresse sdo efetuadas por dois sistemas distintos: 1) a ativacdo do
sistema nervoso simpatico que resulta na liberacdo de noradrenalina em diversos tecidos
e de adrenalina pela glandula adrenal, modulando respostas imediatas, de “luta ou fuga”
ao estresse; 2) e a ativacdo do eixo HHA, que inicia com a liberacdo do hormdnio
liberador de corticotropina (CRH) dos nucleos paraventriculares (PVN) no hipotalamo,
que, posteriormente, estimula a hipdfise anterior a secretar o hormdnio
adrenocorticotrépico (ACTH). O ACTH, por sua vez, é liberado para a circulacdo e age
estimulando o cortex das glandulas adrenais a liberar glicocorticoides (GCs) na
circulacdo (cortisol em humanos e corticosterona em roedores) (Tsigos and Chrousos,
2002, McCormick et al., 2010). Os GCs exercem diversas a¢cdes em todo organismo.
Em resposta a um estressor, aumentam a disponibilidade e distribuicdo de substratos
energéticos (aumentam a gliconeogénese hepética e a glicose plasmatica, induzem a

lipdlise, aumentam a degradacdo proteica) para atender as demandas metabodlicas
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representadas pelo estressor e tem agdo imunossupressora (Chrousos, 1995, Barnes,
1998, Kyrou et al., 2006, Peckett et al., 2011). Contudo, uma exposi¢do prolongada a
altos niveis de GCs pode causar alteracfes indesejadas e ter efeitos nocivos em varios
sistemas, incluindo o sistema nervoso central (SNC) (McEwen, 2000). Especialmente
no SNC os GCs estdo envolvidos na sintese de proteinas, excitabilidade neural, no
metabolismo de neurotransmissores, na neurogénese, na sinaptogénese, na morfologia

dendritica e na morte celular (McEwen, 2000, Joels, 2008).

Além disso, os GCs fazem um controle inibitorio do eixo HHA através de um
mecanismo de retroalimentacdo negativa que acontece pela ligacdo dos GCs a seus
receptores (RG), localizados em distintas regiées do SNC que participam do controle do
eixo, incluindo o hipotalamo, hipocampo e cértex pré-frontal (Charmandari et al.,
2003). Os GCs sdo hormdnios esterdides altamente lipossoliveis que atravessam as
membranas da célula e se ligam a seus receptores no citoplasma, 0s quais, ao serem
ativados, se translocam do citosol para o nacleo onde se ligam a elementos responsivos
aos GCs presentes no ADN, e assim exercem o seu papel de regulacdo transicional em

varios genes (Pariante and Miller, 2001).

Estudos in vivo e in vitro utilizando figado de ratos documentaram que os RG
translocam ndo somente para o0 ndcleo, mas também para a mitocondria, e assim esses
receptores podem regular o genoma mitocondrial (Demonacos et al.,, 1993). A
modulacdo da fungdo metabdlica mitocondrial por GCs é bifasica: no musculo, a
exposicdo em curto prazo a esse hormonio esteroide foi associada ao aumento da
biogénese mitocondrial e da atividade enzimética de algumas subunidades dos
complexos da cadeia respiratoria. Por outro lado, a exposicdo prolongada aos GCs

podem levar a disfungdes na cadeia respiratdria., aumento da producdo de EROs,
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alteracdes estruturais mitocondriais, apoptose e morte celular (Orzechowski et al., 2002,

Duclos et al., 2004).

A ativacdo do eixo HHA é um mecanismo adaptativo acionado para manter a
estabilidade fisiologica (Korte et al., 2005) e favorecer a sobrevivéncia frente a um
estressor (Tsigos and Chrousos, 2002). Entretanto, a ativacdo prolongada desse sistema
pode levar a consequéncias mal adaptativas, por exemplo, depressdo, anorexia nervosa,
desnutricdo, transtorno obsessivo compulsivo, ansiedade, diabetes mellitus e maior
propensdo a obesidade (Charmandari et al., 2003, Pervanidou and Chrousos, 2012).
Além disso, a ativacdo cronica do eixo HHA esta associada com aumento da gordura
visceral e diminuicdo da massa magra (musculo e 0ssos), resisténcia a insulina, reducédo
na producdo de hormdnio estimulador da tirecide (TSH) e a inibicdo da conversao

periférica da L- tiroxina (T4) para a triiodotironina (T3) (Kyrou et al., 2006).

Os efeitos da exposicdo ao estresse e seus consequentes desfechos depende da
natureza do estressor, da duracdo (agudo ou crénico), da gravidade, do periodo do
desenvolvimento em que acontece a exposicao ao estressor, do género assim como das
respostas individuais ao estressor (Amat et al., 2010, Lucas et al., 2014). A magnitude e
a duracdo das respostas ao estresse variam durante o desenvolvimento (Romeo et al.,
2006b): o eixo HHA estd em maturacdo durante a pré-puberdade e a adolescéncia e a
exposicao a estressores durante esses periodos pode alterar a maturacdo desse sistema,
assim como das respostas ao estresse em longo prazo. Estudos tém salientado as
diferengas das respostas a estressores em diferentes periodos do desenvolvimento
(McCormick et al., 2010): animais expostos a um estresse agudo durante o periodo pré-
pubere apresentam uma liberacdo mais prolongada de corticosterona e ACTH

comparados a adultos (Goldman et al., 1973, Romeo et al., 2004a, Romeo et al., 2004b,
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Romeo and McEwen, 2006), possivelmente devido a maturacdo incompleta do sistema
de retroalimentacdo negativa do eixo (Goldman et al., 1973). Por outro lado, ap6s a
exposicdo a um estresse crbnico, ratos no periodo pré-pubere apresentaram uma
resposta aumentada logo apds o estresse, porém, retornaram rapidamente aos niveis
basais quando comparados com adultos (Romeo et al., 2006a). As respostas ao estresse
também podem ser moduladas por uma exposicdo prévia a um estressor. Animais
adultos expostos repetidamente a um Unico tipo de estressor apresentam uma
reatividade diminuida a esse mesmo estressor, enquanto pré-adolescentes na mesma
situacdo ndo apresentam uma adaptagdo, sendo mais vulnerdveis ao estressor
(Bhatnagar et al., 2002). Além disso, hormdnios sexuais podem modular o eixo HHA
durante o desenvolvimento repercutindo em diferentes respostas a estressores para
machos e fémeas (McCormick and Mathews, 2007). Na pré-puberdade, ndo sdo
observados efeitos dos hormonios sexuais modulando as respostas ao estresse, porém na
idade adulta o estradiol tende a potencializar a atividade do eixo HHA e os andrégenos
tendem a inibir a liberacdo de corticosterona (Young et al., 2001, McCormick and
Mathews, 2007). Além disso, fémeas adultas apresentam aumento nos niveis de ACTH
e corticosterona, tanto basais quanto induzidos pelo estresse, se comparadas aos machos

(McCormick and Mathews, 2007).

1.5 Estresse e comportamento alimentar

Fatores internos e externos podem influenciar no apetite, na quantidade e na
escolha dos alimentos (Torres and Nowson, 2007). Os fatores internos incluem
mecanismos que regulam o apetite, por exemplo o neuropeptideo Y (NPY) e a leptina
(Levine and Billington, 1997, Blundell et al., 2001). Fatores externos incluem fatores

ambientais, fatores sociais, palatabilidade dos alimentos e o estresse (Pliner and Mann,
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2004, Popkin et al., 2005). A exposi¢éo ao estresse (durante o desenvolvimento ou na
idade adulta) foi associada a alteragfes no comportamento alimentar (Ely et al., 1997).
Estudos com animais e com humanos demonstram que, dependendo da intensidade e da
duragéo da exposicdo ao estresse, podem ser induzidos o aumento ou a diminui¢do da

ingestdo alimentar (Marti et al., 1994, Ely et al., 1997, Silveira et al., 2000).

Em humanos, o estresse afeta 0 comportamento alimentar de forma bidirecional,
cerca de 30% dos individuos apresentam diminuicdo do consumo alimentar e no peso
corporal durante ou ap6s um estressor, enquanto que a maioria dos individuos aumenta
0 consumo alimentar durante a exposicao ao estressor (Epel et al., 2004), em especial de
alimentos palataveis, altamente caldricos e ricos em agucares e gorduras (Tomiyama et
al., 2011, Tryon et al., 2013). Em roedores, essa preferéncia por alimentos confortantes
(“comfort foods”) também é observada (Pecoraro et al., 2004) e camundongos, por
exemplo, apresentaram uma preferéncia pela DRG quando expostos a um estressor
(Teegarden and Bale, 2008). Além disso, os efeitos da escolha de alimentos altamente
caldricos, em resposta ao estresse, pode ser diferente entre os sexos (Zylan and Brown,
1996, Liang et al., 2007). Alguns grupos de pesquisa hipotetizam que a preferéncia pelo
consumo de alimentos confortantes estd associada ao excesso de GCs liberados em
resposta a um estimulo crénico do eixo HHA pelo estresse (Pecoraro et al., 2004).
Nesse sentido, o aumento da ingestdo desses alimentos funcionaria como um
mecanismo adaptativo para reduzir a resposta desse eixo ao estresse (Pecoraro et al.,
2004). No entanto, o tipo de dieta consumida pode influenciar diferentemente a
atividade do eixo HHA,; dietas ricas em carboidrato e gordura, parecem reduzir a
atividade do eixo HHA frente a um estressor cronico (Pecoraro et al., 2004); por outro
lado, a exposicdo continua a DRG podem realcar os niveis de GCs, agindo como um

fator estressor (Tannenbaum et al., 1997, Hryhorczuk et al., 2017). Contudo, existem
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dados da literatura que ainda divergem sobre a acdo de DRG sobre o eixo HHA, pois
diferentes composicOes e tempos de exposicdo a essas dietas podem levar a desfechos

distintos (Auvinen et al., 2011).

O maior consumo de alimentos confortantes, e sobretudo, o consumo crénico de
DRG como resposta ao estresse pode contribuir para o aumento da prevaléncia da
obesidade, assim como para distarbios metabolicos incluindo a hiperglicemia,
resisténcia a insulina, mudancas nos niveis de adipocinas (leptina e adiponectina)
(Buettner et al., 2007), além de repercutir em aumento no ganho de peso e na gordura

abdominal (Hariri and Thibault, 2010).

1.6 Acdo de adipocinas na homeostase metabolica

O excesso de energia fornecido pela ingestio de DRG ultrapassa a perda
energética, e animais tendem a armazenar esse excesso de energia na forma de gordura
corporal, particularmente no tecido adiposo (de Ferranti and Mozaffarian, 2008). O
tecido adiposo foi reconhecido como um 6érgdo enddcrino que influencia no
metabolismo via liberacdo de adipocinas, incluindo a leptina e a adiponectina. Esses
horménios atuam no sistema nervoso (SN) e regulam o balanco energético ao
influenciarem ambos, o consumo alimentar e o gasto energético (Henry and Clarke,
2008). A adiponectina possui propriedades antiaterogénicas, anti-inflamatérias e anti-
diabéticas (Okamoto et al., 2006) e sua acdo € mediada pelos receptores de adiponectina
1e 2 (Adipo R1 e Adipo R2), os quais estdo presentes em regides do hipotalamo (Kos
et al., 2007). Dessa forma, a adiponectina pode influenciar regiGes do hipotalamo
responsaveis pela regulacdo do apetite e pela homeostase energética (Henry and Clarke,
2008). Em ratos, os dados da literatura a respeito dos efeitos da adiponectina sobre o

balanco energético ainda sdo conflitantes: estudos tém mostrado que a adiponectina
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pode reduzir (Shklyaev et al., 2003) ou aumentar (Kubota et al., 2007) o consumo
alimentar assim como pode aumentar (Qi et al., 2004) ou diminuir a perda energética
(Kubota et al., 2007). Em humanos, os niveis plasméaticos de adiponectina sdo
inversamente proporcionais ao ganho de peso, & gordura corporal e a resisténcia a
insulina (Scherer, 2006). Além disso, os niveis de adiponectina sdo diminuidos em
individuos obesos, particularmente na obesidade visceral (Reinehr et al., 2004,

Okamoto et al., 2006).

A leptina, secretada na circulacdo em proporcdo ao volume de tecido adiposo
branco, se liga a seus receptores (Lep-Rb) em nucleos especificos no hipotalamo e
assim regula o balancgo energético, reduzindo o apetite e aumentando o gasto energético
(Trayhurn and Bing, 2006). Em niveis adequados, a leptina sinaliza para neurdnios
hipotaldmicos sobre as reservas de gordura e assim modula o consumo alimentar
(Lustig, 2001). Por outro lado, em situacGes em que a sinalizacdo ou a sensibilidade a
leptina estdo prejudicadas, alteragdes na homeostase energética podem advir (Sainz et
al., 2015). Estudos com humanos tém evidenciado que os niveis circulantes de leptina
sdo diferentes entre homens e mulheres (Saad et al., 1997). Experimentos, utilizando
modelos animais tém mostrado que machos apresentam maiores niveis de leptina
comparados a fémeas (Mulet et al., 2003) e que fémeas sdo mais sensiveis aos efeitos da
leptina do que machos (Clegg et al., 2003). Em ratos, machos diferem de fémeas no
estoque de gordura, nos horménios secretados em proporgdo a essa gordura e também
na forma como o encéfalo responde aos sinais que regulam o consumo alimentar e o

ganho de peso (Valle et al., 2005, Shi et al., 2009).

Em humanos e animais obesos 0s niveis plasmaticos de leptina sdo elevados,

porém, ndo diminuem o consumo alimentar, nem aumentam 0 gasto energético. Essa
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condicdo de hiperleptinemia é associada a resisténcia a leptina (Hamann and Matthaei,
1996, Wunderlich et al., 2013), que pode envolver varias possibilidades: (1) diminuicdo
no transporte da leptina através da BHE (Caro et al., 1996, Banks et al., 1999), (2)
reducdo na expressdo dos receptores de leptina (Martin et al., 2000), (3)
dessensibilizacdo central e periférica a sinalizacdo da leptina (Munzberg et al., 2005,
Munzberg and Myers, 2005) e (4) alteracbes em etapas das rotas de sinalizacdo da
leptina nos neurdnios (Martin et al., 2000). Classicamente, a leptina regula o consumo
alimentar e a homeostase energética por meio da via JAK-STAT3 (Kwon et al., 2016)
(ver Figura 1). A leptina circulante atravessa a BHE usando um transportador, e, ao se
ligar aos seus receptores (Lep-Rb), induz uma modificacdo conformacional e uma
dimerizagdo no seu receptor promovendo a ativacdo da janus cinase 2 (JAK2) e sua
auto-fosforilagdo (Sainz et al., 2015). A JAK2, por sua vez, fosforila trés residuos de
tirosina no dominio citoplasmatico do receptor (Aragones et al., 2016). A tirosina 1138
fosforilada recruta o transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3) que
também é fosforilado. Posteriormente, o STAT3 fosforilado dimeriza e transloca do
citoplasma para o nucleo onde liga-se a elementos responsivos no DNA (Ladyman and
Grattan, 2013). Alguns elementos transcricionais aos quais o STAT3 fosforilado liga-se
regulam a transcri¢do de genes que codificam o supressor de sinalizagdo de citocinas 3
(SOCS3), a proopiomelanocortina (POMC) e o hormonio liberador de tireotropina
(TRH) (Ladyman and Grattan, 2013). O aumento da transcricdo de SOCS3, via um
mecanismo de retroalimentacdo negativa, atenua a sinalizagdo da leptina (Bjorbaek et
al., 1999) e pode ser considerado um mecanismo de resisténcia a leptina (Enriori et al.,

2007).
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Figura 1) Sinalizagdo da leptina via JAK2-STAT3 (Adaptado de Abhiram Sahu et al, 2003)

Alguns fatores podem contribuir para a resisténcia a leptina, incluindo processos
inflamatorios, estresse oxidativo (Leon-Cabrera et al., 2013) e o tipo (Shapiro et al.,
2011) e a duracdo da dieta ingerida (Haring and Harris, 2011, Shapiro et al., 2011). Em
modelos animais, o consumo de DRG tém sido associado com processos de resisténcia
periférica e central a leptina (Knight et al., 2010). Centralmente, estudos apontam que a
resisténcia a leptina induzida por uma DRG pode acontecer em algumas areas
especificas do hipotdlamo (como no nucleo arqueado) e também na area tegmentar
ventral, enquanto outras regides permanecem sensiveis a esse hormodnio (Matheny et al.,
2011). Além disso, outras investigacdes tém mostrado que fatores ambientais como o

estresse precoce (Zannas and West, 2014, Seo et al., 2016) e DRG (Funato et al., 2011)
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podem causar alteracdes epigenéticas através de mediadores como a histona desacetilase
5 (HDACS), de modo a afetar a sinalizacdo da leptina inclusive no hipotdlamo (Kabra et
al., 2016). A leptina também controla o gasto energético e o ganho de peso por
modulacdo direta ou indireta do eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide (HHT). De forma
direta, a leptina induz a fosforilagdo do STAT3 em neurdnios TRH no PVN, e ao se
translocar para o nucleo o fosfo-STATS3 regula a transcricdo do TRH (Guo et al., 2004).
Indiretamente, a leptina aumenta a expressdo da POMC e inibe a expresséo do NPY e
da proteina relacionada ao gene agouti (AgRP) no nucleo arqueado (ARC) do
hipotalamo (Harris et al., 2001, Ghamari-Langroudi et al., 2010). Alguns trabalhos
sugerem que a via indireta fica inativa em animais obesos devido ao consumo de uma
DRG, o que é atribuido ao desenvolvimento de resisténcia a leptina (Perello et al.,
2010). Apesar disso, em humanos e roedores obesos, a atividade do eixo HHT
permanece em niveis normais ou ligeiramente aumentados (Perello et al., 2010),
sugerindo que a via direta permanece ativa nesses animais. Além disso, a resisténcia a
leptina parece se desenvolver de forma distinta em diferentes regides do sistema

nervoso (Perello et al., 2010).

A ativacdo do eixo HHT leva a um aumento do TRH que ativa a hipo6fise anterior
a liberar o horménio estimulador da tireoide (TSH) que posteriormente estimula a
tiredide a liberar os hormonios tetraiodotironina (T4) e triiodotironina (T3) na
circulacdo. Esses hormonios, atraves de retroalimentacdo negativa regulam o eixo HHT
(Ghamari-Langroudi et al., 2010). Contudo, a disponibilidade plasmatica e tecidual
desses hormdnios depende da conversdo do T4 em T3 através das enzimas iodotironina
desiodinases (St Germain et al., 2009). O T3, a forma mais ativa desse hormdnio, é
responsavel por promover a termogénese e 0 gasto de energia, regular o consumo

alimentar e o metabolismo da glicose e de lipideos (Reinehr, 2010). Assim,
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desregulaces no eixo HHT levam a alteracbes no balanco energético. Estudos com
roedores mostraram que o consumo cronico de uma DRG pode afetar a estrutura da
glandula tiredide e por consequéncia causar disfuncdes na producgdo de T4 e T3 (Shao
et al., 2014). Além disso, estudos tém mostrado que GCs podem afetar os niveis
circulantes dos hormonios da tiredide, assim como afetar a desiodinacdo em tecidos
periféricos e levar & reducdo nos niveis circulantes de T3 (Van der Geyten and Darras,

2005).

1.7 Fatores ambientais: efeitos sobre as mitocondrias

As mitocondrias sdo organelas importantes para a manutencdo da homeostase e
sobrevivéncia celular, pois sdo responsaveis pela maior parte da producdo de adenosina
trifosfato (ATP), além de ser o local de varias rotas metabolicas, incluindo a B-oxidacao
de &cidos graxos, o ciclo do acido tricarboxilico e parte do ciclo da ureia (Manoli et al.,
2007). A principal funcdo das mitocondrias € produzir ATP a partir de substratos
provindos dos alimentos, tais como carboidratos, lipideos e proteinas (Cheng and
Ristow, 2013), por meio da cadeia transportadora de elétrons e da fosforilancéo
oxidativa. Estruturalmente, as mitocondrias sdo compostas por duas membranas: uma
externa lisa que reveste o0 espaco intermembranas e outra interna, com maultiplas
invaginacdes, denominadas cristas mitocondriais. Dentre outras proteinas, aderidos as
cristas estdo os complexos de proteinas que compdem a cadeia respiratria: complexo |
(NADH: ubiquinona oxidorredutase), complexo Il (succinato: ubiquinona
oxidorredutase), complexo Il (ubiquinol: citocromo ¢ oxidorredutase), complexo IV
(citocromo c oxidase), além da ATP sintase, codificados a partir de genes do genoma
mitocondrial e nuclear (Mattson et al.,, 2008). Em condi¢bes aerobicas, elétrons

provindos da glicose ou da oxidacdo de &cidos graxos sdo transferidos de forma
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gradativa pelos complexos até o aceptor final, o oxigénio molecular, que ¢é
posteriormente convertido em H,O. A passagem de elétrons através dos complexos
enzimaticos I, 11, 111 e IV é acoplada ao bombeamento de prétons da matriz mitocondrial
para 0 espaco intermembranas, gerando um gradiente eletroquimico, responséavel por
manter o potencial de membrana mitocondrial (A¥m), que direciona o fluxo de protons
de volta & matriz mitocondrial através da ATP sintase, para produzir ATP (Fox et al.,
1993). Adicionalmente, a mitocondria ajuda a controlar o célcio intracelular (Baydoun
et al., 1990), inicia processos de apoptose e regula a producdo de EROs (Wallace et al.,

1995).

Devido ao seu importante papel na fisiologia celular, a mitocondria é uma das
principais organelas a responder ao estresse. Os mediadores do estresse (GCs e
catecolaminas), através de seus receptores na mitocéndria, podem ter efeitos sobre a
biogénese mitocondrial, metabolismo e producdo de EROs (Manoli et al., 2007). A acdo
dos GCs modulando as atividades metabolicas mitocondriais acontece de forma
bifasica: a exposicdo de curto prazo aos GCs € associada com o aumento da biogénese
mitocondrial e da atividade das subunidades dos complexos da cadeia transportadora de
elétrons; entretanto, a exposicdo prolongada aos GCs pode causar disfuncdes na
atividade da cadeia transportadora de elétrons, aumento da producdo de EROs,
alteracdes estruturais mitocondriais, apoptose e morte celular (Manoli et al., 2007).
Animais expostos a um estressor crénicamente apresentam diminuigo na atividade dos
complexos 1, 11l e 1V da cadeia transportadora de elétrons (Rezin et al., 2008). Além
disso, estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a exposi¢do ao isolamento
social, durante periodos precoces, induziu diferentes respostas mitocondriais

dependendo da regido do encéfalo analisada (Krolow et al., 2012, Krolow et al., 2013b).
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Como exposto anteriormente, ambos os fatores, exposi¢do ao estresse e 0 acesso a
DRG influenciam a liberacdo de GCs, e portanto podem modular a atividade
mitocondrial. Em modelos animais, o consumo de DRG tém sido associado com 0
aumento na producdo de EROs, diminuigcdo na fosforilacdo oxidativa, desacoplamento
da cadeia transportadora de elétrons, reducdo na producdo de ATP (Boudina et al.,
2007, Fink et al., 2007, Wang et al., 2012, Pires et al., 2014) e diminui¢do no numero de
mitocondrias (Civitarese et al., 2007). O consumo por periodos longos de dietas ricas
em lipideos e carboidratos também parecem alterar o funcionamento mitocondrial no
tecido muscular de ratos (Bonnard et al., 2008). Estudos com humanos mostram que 0
consumo de DRG reduziu a expressdo de genes relacionados a proteinas da cadeia
transportadora de elétrons e a biogénese mitocondrial no tecido muscular (Sparks et al.,
2005). Além disso, o consumo excessivo de nutrientes, como observado na obesidade,
pode causar disfungbes mitocondriais e consequentemente afetar o metabolismo de
lipideos e da glicose (Bournat and Brown, 2010). Observa-se que o encéfalo é
especialmente vulnerdvel a disfungBes mitocondriais devido a sua alta demanda
energética, além de ser uma estrutura sensivel s EROs devido ao seu reduzido sistema

antioxidante (Halliwell, 1992).

1.8 Estresse oxidativo

A mitocondria gera EROs durante a producdo de ATP pela cadeia transportadora
de elétrons (Alfadda and Sallam, 2012). Durante o transporte de elétrons pela cadeia
transportadora de elétrons, parte dos elétrons escapa da cadeia transportadora de
elétrons, causando a reducdo incompleta do oxigénio molecular, formando espécies
reativas, incluindo o radical anion superéxido (O,"), o peréxido de hidrogénio (H,O;) e

o radical hidroxila (*OH) (Halliwell, 2006). O controle do status redox da célula é
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realizado por um sistema antioxidante composto por defesas ndo-enzimaticas (vitaminas
E e C, carotenoides, &cido Urico e a glutationa) e defesas enzimaticas (superdxido
dismutase - SOD; glutationa peroxidase - GPx; catalase - CAT). O radical superoxido
produzido pela cadeia transportadora de elétrons, incapaz de difundir para o citosol, é
detoxificado pela enzima superdxido dismutase dependente de manganés (Mn-SOD),
presente no interior da mitocondria, gerando H,0,. O H,0, é detoxificado pela GPx e
pela CAT nos peroxissomos, produzindo &gua e oxigénio. A GPx detoxifica perdxidos
usando a glutationa reduzida (GSH), a qual atua como doadora de elétrons em uma
reacdo redox, produzindo glutationa oxidada (GSSG). A reducdo da GSSG é catalisada
pela glutationa redutase (GR) em um processo que requer NADPH (Townsend et al.,
2003). Uma razdo adequada GSH/GSSG ¢ essencial para a sobrevivéncia celular, sendo

que a deficiéncia de GSH pode levar a dano oxidativo (Townsend et al., 2003).

O desequilibrio entre a geracao de EROs e as defesas antioxidantes, favorecendo o
excesso de EROs, é denominado estresse oxidativo (Birben et al., 2012, Brieger et al.,
2012). Em baixos niveis, as EROs funcionam como moléculas necessarias para
processos de sinalizacdo. Entretanto, em niveis elevados, podem levar ao estresse
oxidativo (Uttara et al., 2009). Fatores ambientais podem influenciar esse equilibrio e
levar ao estresse oxidativo. O desequilibrio energético devido ao consumo excessivo de
alimentos pode contribuir para 0 aumento da producdo de EROs, que por sua vez pode
levar a disfun¢es mitocondriais (Patti and Corvera, 2010). Em especial, o consumo de
DRG por curtos ou longos periodos pode levar ao aumento do estresse oxidativo e
subsequentemente a obesidade (Anderson et al., 2009). A obesidade é marcada por
alteracbes na funcdo mitocondrial no musculo esquelético, incluindo reducdo da
biogénese mitocondrial e mudancas na dindmica mitocondrial (balango entre a fuséo e

fissdo mitocondriais) (Jheng et al., 2015). Essas disfungdes levam a menor geracdo de
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energia, alteracbes estruturais mitocondriais e reduzida oxidagdo de &cidos graxos

(Hernandez-Aguilera et al., 2013).

O estresse oxidativo pode levar a oxidacdo de biomoléculas como lipideos,
proteinas e 0 DNA e causar danos celulares e teciduais (Birben et al., 2012). A oxidagéo
de proteinas pode causar a fragmentagédo da cadeia peptidica, alterar a carga elétrica das
proteinas e causar a oxidacdo de aminoacidos especificos, levando a reducéo de suas
atividades e /ou ao aumento da susceptibilidade a degradacéo por proteases (Birben et
al.,, 2012). A oxidacdo de residuos sulfidrila presentes em proteinas pode levar a
mudancas conformacionais, desdobramentos da estrutura proteica e degradacdo (Lyras
et al., 1997). A peroxidacdo lipidica pode levar a danos estruturais nas membranas,
podendo inativar receptores de membrana, aumentar a permeabilidade, alterar a fluidez,
reduzir o potencial de membrana, fenédmenos que podem levar a ruptura da membrana.
Nas mitocondrias, essas alteracGes podem potencializar suas disfungdes (Madrigal et al.,
2001). A grande quantidade de acidos graxos insaturados (mais susceptiveis a
peroxidacdo), em conjunto com sua menor defesa antioxidante, torna o encéfalo

bastante sensivel a danos por EROs.

A exposicdo ao estresse também pode aumentar o estresse oxidativo. Por
exemplo, animais expostos a estresse cronico variado apresentam aumento na

peroxidacdo lipidica no cortex pré-frontal (Herbet et al., 2017).

Dessa forma, considerando que:

— 0 periodo pré-pabere é um periodo de intenso desenvolvimento do SNC, assim

como de sistemas envolvidos com o controle metaholico;
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intervengdes durante esse periodo, como exposi¢do a fatores ambientais podem

comprometer o desenvolvimento encefalico e alterar o balanco energético;

a exposicao a fatores ambientais como o estresse e a dieta rica em gordura tém

aumentado na sociedade ocidental e de forma cada vez mais precoce;

tais fatores, em periodos precoces do desenvolvimento podem afetar a
sinalizacdo de hormonios relacionados com o balanco energético e com o

controle metabdlico, assim como influenciar no funcionamento mitocondrial;

diferencas sexo-especificas nas respostas a esses fatores ambientais sdo possiveis

e devem ser estudadas,

nossa hipotese é que a exposicdo ao estresse durante o periodo pré-pabere,
associado ou ndo a uma DRG, pode ter efeitos em longo prazo na sinalizagéo de
hormbnios relacionados a modulacdo do balanco energético e sobre o

funcionamento mitocondrial, contemplando as particularidades de cada sexo.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

O objetivo da presente tese foi investigar os efeitos sexo—especificos da
exposicdo ao isolamento social durante o periodo pré-pabere associado a
exposicdo crénica a uma DRG sobre aspectos relacionados a regulacdo
metabolica, sobre a funcdo mitocondrial e possiveis danos a célula em ratos

adultos.

2.2 Objetivos especificos

A) Investigar se o isolamento social no periodo pré-pubere altera 0 consumo
de uma DRG, avaliando aspectos murinométricos tais como, 0 consumo
calérico, ganho de peso, eficiéncia caldrica, peso das gorduras
retroperitoneal e gonadal, observando possiveis diferencas sexo-

especificas (Capitulo I);

B) Avaliar os efeitos do isolamento social durante o periodo pré-pubere e 0
acesso crénico a uma DRG sobre a comunicagdo de pardmetros
periféricos com a sinalizacdo central de horménios relacionados com o

controle metabolico em ratos machos e fémeas, na idade adulta (Capitulo

1);

C) Investigar a possibilidade do isolamento social durante o periodo pré-
pubere e 0 acesso cronico a DRG levem a alteracbes na funcédo

mitocondrial (massa, potencial mitocondrial, atividade da cadeia
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transportadora de elétrons e pardmetros de estresse oxidativo) e por
consequéncia, danos a célula (peroxidacdo lipidica e dano a proteinas)

em ratos machos e fémeas na idade adulta (Capitulo 11);
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3. MATERIAL, METODOS E
RESULTADOS
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O material, métodos e os resultados dessa tese serdo apresentados a seguir, da seguinte

forma:

- Capitulo I: Artigo publicado na revista Nutrition;

- Capitulo Il: Artigo submetido para publicagdo na revista Neurochemistry

International;
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3.1 Capitulo |

Sex-specific effects of prepubertal stress and high-fat diet on leptin signaling in

rats

Artigo publicado na revista Nutrition
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Objective: Both stress exposure and high-fat diet (HFD) are contributors to the alarming prevalence of
obesity. Leptin is secreted from adipose tissue and regulates appetite and body weight via the JAK-
STAT3 pathway in the hypothalamus; it also regulates the hypothalamic-pituitary-thyroid axis, modulating
energy homeostasis. Leptin signaling may be impaired by HFD intake, and here we investigate whether
social isolation during the prepubertal period, associated with chronic HFD, can exert long-term effects
on metabolic parameters in a sex-specific manner.

Methods: Wistar male and female rats were divided into two groups (receiving standard chow or stan-
dard chow and HFD), which were subdivided into (1) exposed to social isolation during the prepubertal
period or (2) not exposed.

Results: HFD induced sex-specific effects on leptin signaling and on the hypothalamic-pituitary-thyroid
axis; males receiving HFD presented increased T4 but a reduced T3:T4 ratio and higher caloric efficien-
cy during development. A stress x diet interaction was noted for leptin signaling in males, where pSTAT3
was higher when these factors were applied together. On the other hand, females were more suscepti-
ble to early stress, which reduced pSTAT3 in the hypothalamus.

Conclusion: Both stress during the prepubertal period and chronic consumption of HFD had long-term
sex-specific effects on hormonal signaling related to energy balance. However, the effects of HFD were
more pronounced in males, whereas prepubertal stress had greater effects on leptin signaling in females.
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Introduction

Obesity is becoming a major challenge for public health [1],
and its increased prevalence has been attributed to the modern
“obesogenic environment” [2], including the consumption of high-
fat diets (HFDs) [3], and exposure to stress [4]. Exposure to these
factors during the prepubertal period can program metabolism
in juvenile animals in a sex-specific manner [5]. This is a criti-
cal period for the maturation of neuronal circuits that control
energy homeostasis and stress responses 6], as well as for emo-
tional development [6,7]. As such, exposure to social isolation in
the prepubertal period is a potent stressor for both humans [8]
and rodents [9] and may have long-term effects on emotion, be-

* Corresponding author. Tel.: +55 51 33085569.
E-mail address: Aninha.toniazzo84@gmail.com (A.P. Toniazzo).

https://doi.org/10.1016/j.nut.2017.10.018
0899-9007/© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

havior, and metabolism [7]. Of particular importance concerning
stress responses, rats tend to increase preference for “comfort
foods” (sucrose and fat) [10].

The chronic consumption of an HFD induces metabolic dis-
orders such as hyperglycemia, hyperinsulinemia, changes in
plasma adipokines (leptin and adiponectin), and fat and weight
gain [11], leading to impairment of the communication of met-
abolic and neuroendocrine mediators that control energy
expenditure and food intake [12]. Leptin is secreted in propor-
tion to white adipose tissue and has anorexic effects. This hormone
binds to specific receptors (LEPRb) in hypothalamic regions and
activates the signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3), which activates the gene transcription of suppressor of
cytokine signaling 3 (SOCS3), pro-opiomelanocortin (POMC), and
thyrotropin-releasing hormone (TRH) [13]. Increased SOCS3
expression generates a negative feedback and attenuates
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leptin-STAT3 signaling [13]. However, HFD consumption trig-
gers central and peripheral resistance to leptin [14] and
consequently disrupts JAK/STAT3 signaling. Additionally, stress
experiences in early life may also affect leptin signaling [15].
Central resistance to leptin, associated with altered peripheral
levels of this hormone, is a characteristic of obesity [16].

An alternative endocrine mechanism that regulates energy
balance is the communication of leptin with the hypothalamic-
pituitary-thyroid (HPT) axis [17]: Its dysregulation can lead to
energy balance alterations [18].

Therefore, we hypothesized that environmental factors, such
as the association of stress in the prepubertal period and chronic
HFD, would induce changes in central metabolic processes that
regulate food intake and body weight (including leptin-JAK/
STAT3, and leptin-HPT signaling) later in life that could be sex
specific. We also evaluated body weight, abdominal fat deposi-
tion, and related hormones (leptin and adiponectin).

Materials and methods
Subjects

All proceedings were approved by the Institutional Ethical Committee
(#27714). Wistar rats were housed in Plexiglas cages (65 x 25 » 15 cm), main-
tained on a standard 12-h dark/light cycle (lights on at 07:00 h) and temperature
of 22 + 2°C. At postnatal day (PND) 21, animals were weaned and separated ac-
cording to sex. They were housed in groups of three to five animals (control) or
submitted to social isolation in a smaller home cage (27 x 17 x 12 cm). Different
diets were offered to the animals: (a) standard lab chow; (b) both standard chow
and HFD. This second group of animals was free to choose between standard chow
and HFD. Therefore, four groups were obtained for each sex: (1) controls/
standard chow (17 males; 18 females); (2) controls/standard chow and HFD (16
males; 15 females); (3) isolated/standard chow (16 males; 17 females) and (4)
isolated/standard chow and HFD (13 males; 15 females). From PND 21, both HFD
and standard chow groups were offered the diets ad libitum for 40 d, according
to their groups, and the daily food consumption was measured for each diet. Iso-
lation was maintained from PND 21 to 28 [19], and during this period the animals
were not handled, except for during the cleaning of the cages. At PND 28, the
animals were returned to regular home cages in groups of three to five. The
timeline of the experimental design is shown in Figure 1,

Diets

The HFD was enriched with fat (as described in [19]). Its soy oil/lard ratio
contained larger amounts of saturated and monounsaturated fatty acids to re-
produce the consumption of fat in Western diets (Supplementary Table 51).

Food consumption

Equal amounts of standard lab chow and HFD were offered to animals, and
the remaining pellets were weighed. Food consumption was measured per cage,
and the amount of food consumed was divided by the number of animals per

TIMELINE

Social Isolation

0 21 28

cage to determine mean consumption. To verify the amount of kilocalories con-
sumed, the amount of food ingested was multiplied by the caloric content per
gram of chow or HFD (caloric content: standard lab chow, 3.24 keal/g; HFD, 5.8 keal/
g). Caloric efficiency was determined by body weight gain divided by caloric intake
(grams per Kilocalorie),

Abdominal fat and adrenal dissection and sample preparation

At PND 60 to 62, animals were killed by decapitation at approximately 13:00 h,
after 6 h of fasting. Gonadal and retroperitoneal adipose tissue depots and adrenal
glands were carefully dissected and weighed. Trunk blood was collected with
heparin, and plasma separated by centrifugation and frozen at -80°C (for eval-
uation of thyroid hormones, leptin, and adiponectin). The brains were dissected
on ice to remove whole hypothalamus, which was immediately stored at -80°C
until use. For corticosterone determination, animals were sacrificed between 08:00
and 10:00 h.

Plasma hormone levels

Plasma levels of leptin, adiponectin, and corticosterone were measured using
ELISA assay kits (leptin, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; adiponectin, Abcam, Cam-
bridge, UK; corticosterone, Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA). Thyroid
hormones were measured by electrochemiluminescence immunoassay using a
Roche Elecsys-411 analyzer. For more detailed instructions concerning these pro-
cedures, please see supplementary material.

Western blot analysis

The hypothalamus was homogenized in ice-cold lysis buffer and Western blot
performed as described elsewhere [20]. For more detailed instructions concern-
ing these procedures, please see supplementary material.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM and analyzed using three-way analysis of
variance [ANOVA), with isolation stress, diet, and sex as factors. A Bonferroni post
hoc test was performed if necessary. For Western blot results, a two-way ANOVA
was used because males and females were distributed in distinct gels. For body
weight and caloric intake, repeated-measures ANOVAs were used; the Greenhouse-
Greisser correction was applied when necessary. All analyses were performed
using SPSS software, and a P < 0.05 was considered significant.

Results
Body weight and food consumption

During the week of isolation, there was an effect of sex on body
weight gain (F[1,119] = 8.46, P=0.004) (Supplementary Fig. STA).
With regard to the caloric consumption, animals presented an
increased consumption over time (F|4.77,338.89|=35.18, P<0.001)
and there was an interaction between time and diet
(F|4.77,338.89] =5.41, P<(0.001), because animals with access to
HFD consumed more calories at the beginning of the study.

Biochemical
Analyses

days

60

Chronic High-fat diet

Fig. 1. Timeline of the experimental design. At postnatal day (PND) 21, animals were separated according to sex, and housed in groups (control) or isolated for 7 d.
They received standard lab chow or both standard chow and high-fat diet from PND 21 to 60.
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Table 1

Effects of isolation stress during the prepuberal period with chronic access to HFD on plasma adiponectin (ug/mL), leptin (pg/mL), and corticosterone (ng/mL) levels

in adult male and female rats

Sex Group
Control Stress
Chow Chow + HFD Chow Chow + HFD
Male Leptin 1547.87 £127.37 3015.83" + 305.55 1435.35 + 140.16 3498.41 + 328.57*
Adiponectin 6.99+0.38 7.01+£0.55 6.78 £ 0.51 7.09+0.59
Corticosterone 123.60 + 35.98 138.24 + 56.45 70.11+22.45 36.11+5.65
Female Leptin® 796.32 + 90.67 2246.47 + 430.36" 960.15 + 159.60 1735.81 + 340.98*
Adiponectin 6.29+0.61 9.51 £0.98¢ 6.56 +0.43 7.87 £1.02
Corticosterone! 317.79+£79.93 384.19+137.31 256,44 +26.33 27422+34.42

HFD, high-fat diet.

Data are expressed as mean = SEM, n = five to seven per group. A three-way ANOVA indicated an effect of diet (P=0.001) and an effect of sex (P=0.001) on leptin
levels. Access to a high-fat diet increased plasma adiponectin levels only in females {interaction diet x sex, P = 0.031, followed by Bonferroni post hoc). A main effect

of sex (P<0.001) was noted on corticosterone levels.
* Effect of diet.
I Effect of sex.

! Different from respective control group receiving standard chow (post hoc Bonferroni test).

Additionally, a main effect of diet (three-way ANOVA;
F[1,71]=11.91, P=0.001) and of isolation stress (three-way
ANOVA; F[1,71]=7.06, P=0.01) were noted (Supplementary
Fig. S1C). In this context, isolation stress exposure increased the
percentage of consumed calories derived from HFD
(F1,32]1=10.92, P=0.002) (Supplementary Fig. S1F), suggesting
that the increased consumption induced by stress was derived
mainly from HFD. Furthermore, the caloric efficiency decreased
in the first week in animals with access to HFD (F[1,70] =28.41,
P<0.001) (Supplementary Fig. 51B).

After isolation, from PND 28 to 60, the body weight gain in-
creased over time (F[2.50,295.44| =7129.90, P <0.001), with
interactions between time and sex (F[2.50, 295.44] = 437.76,
P<0.001), as expected, and between time x stress x diet x sex
(F]2.50,295.44] = 3.05, P=0.037). There was also an effect of sex
on body weight gain (F[1,118] = 239.44, P <0.001) because males
present higher body weight gain than females (Supplementary
Fig. S2A). Regarding caloric consumption, results were similar for
body weight gain; animals had an interaction between time and
diet (F[4,112] =4.78, P=0.001), and an effect of sex (F[1,28] = 95.61,
P<0.001) (Supplementary Fig. S2E). Access to HFD increased
caloric efficiency (F[1,28] = 4.93, P=0.035). There was also a main
effect of sex (F[1,28] = 58.96, P< 0.001) because females had lower
caloric efficiency (Supplementary Fig. S2D).

Abdominal fat and adrenal weight

Females presented higher relative adrenal weight
(F[1,70] =42.18, P < 0.001). Gonadal fat was increased in the HFD
group (F[1,70] = 78.70, P < 0.001). For retroperitoneal fat, an in-
teraction between diet and sex was detected (F[1,70] = 11.86,
P=0.001, followed by Bonferroni post hoc) because retroperito-
neal fat increase with HFD was more prominent in males
(Supplementary Table 52).

Basal plasma levels of leptin, adiponectin, and corticosterone
during adulthood

Plasma leptin levels were increased by access to HFD
(F[1,35] =61.08, P<0.001), and there was a main effect of sex
(F11,35] =26.03, P<0.001), with higher levels in males. An in-
teraction between diet and sex (F[1,40] =4.97, P=0.031) was
identified in adiponectin levels because females with access to
HFD presented higher levels of this adipokine. Regarding corti-

costerone levels, we found a main effect of sex (F[1,40] = 22.06,
P <0.001), with higher levels in females (Table 1).

Leptin signaling in the hypothalamus

STAT3 immunocontent was increased in males receiving HFD
(F1,29]=6.13, P=0.019) (Fig. 2A). Isolated males with HFD access
had increased pSTAT3 immunocontent (Fig. 2B) and also in-
creased phospho-STAT3/STAT3 ratio (Fig. 2C) (interaction
stress x diet; phospho-STAT3: F[1,20] =21.21, P<0.001; phospho-
STAT3/STAT3 ratio: F[1,17]=19.50, P<0.001). No effects were
detected on SOCS3 immunocontent (P> 0.05) (Fig. 2D).

In females, on the other hand, a main effect of stress was iden-
tified, increasing STAT3 (F[1,24] =4.47, P=0.045) (Fig. 3A) and
decreasing phospho-STAT3 (F[1,18] =9.07, P=0.007) (Fig. 3B) and
phospho-STAT3/STAT3 ratio (F[1,16] = 17.60, P=0.001) (Fig. 3C).
In addition, stressed females displayed increased SOCS-3
immunocontent (F[1,22]=5.80, P=0.025) (Fig. 3D).

Circulating thyroid hormones

Both plasma total thyroxine (T4) and free T4 levels were in-
creased in animals that were isolated (total T4: F[1,40]=11.26,
P=0.002; free T4: F[1,38] = 5.56, P =0.024). Diet x sex interac-
tions were also detected, with higher levels in males receiving
HFD (total T4: F[1,40]=5.85, P =0.020; free T4: F[1,38] = 10.26,
P=0.003). With regard to total triiodothyronine (T3) levels, a main
effect of sex was noted, with T3 levels being higher in females
(total T3: F[1,39] = 34.29, P < 0.001). Additionally, stressed animals
presented a decreased T3/T4 ratio (F[1,39] =21.93, P<0.001), and
an interaction between diet x sex was identified because the T3/
T4 ratio was decreased in males receiving HFD (F[1,39] =10.50,
P=0.002) (Table 2).

Discussion

These findings provide new data regarding the influence of
sex on the effects of chronic HFD, and of isolation stress. Expo-
sure to a stressor can either increase or decrease food ingestion
[21]. Our findings indicate that, during PND 21 to 28, the expo-
sure to isolation stress increased caloric consumption, mainly from
HFD, indicating a preference for fat during isolation, a fact already
noted using chronic variable stress [22]. Our results reinforce the
theory that stress conditions lead to increased consumption of
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Fig. 2. Effect of isolation stress during the prepubertal period, with or without chronic access to HFD, on the relative immunocontent of the following: (A) STAT3. A
main effect of HFD increased STAT3 immunocontent (P=0.019). (B) Phospho-STAT3. An interaction between stress and diet (P < 0.001) was identified because stressed
males receiving HFD displayed increased pSTAT3. (C) Phospho-STAT3/STAT3 ratio. There was an interaction between stress and diet (P < 0.001) because stressed males
receiving HFD increased phospho-STAT3/STAT3 ratio. (D) SOCS3. No effect was identified (P> 0.05). Data are expressed as mean + SEM, n = five to nine per group. CC,
control chow; CD, control diet; HFD, high-fat diet; IC, isolated chow:; ID, isolated diet. *Effect of diet; a, different from all other groups (Bonferroni post hoc).

Table 2
Effects of isolation stress during the prepuberal period with or without chronic access to HFD on total T4 (ug/dL), free T4 (ng/dL), total T3 (ng/mL), and total T3/total
T4 ratio in adult male and female rats

Sex Group
Control Stress
Chow Chow + HFD Chow Chow + HFD
Male Total T4 429+0.34 5.50+0.21 4.82+0.30° 6.66+0.61"1
Free T4 2.46 +0.09 3.05+0.12 2.49 +0.09* 3.27 £0.25%!
Total T3 1.25+0.03 1.20£0.04 1.21+£0.02 1.19+0.03
TT3/TT4 0.2933 +0.0214 0.2215 £ 0.0135% 0.2549 +0.0135* 0.1845+0.0136"¢
Female Total T4 4.62+0.26 521+0.28 561+0.17" 5.75+0.30*
Free T4 247 +0.11 2.45+0.12 2.75+0.06" 2.86+0.14"
Total T3! 1.38 £ 0.08 148 £ 0.04 141+£0.03 1.37 +0.04
TI3/TT4 0.2996 + 0.0086 0.2870+0.0134 0.2528 +0.0072* 0.2402 +0.0085"

HFD, high-fat diet; T3, triiodothyronine; T4, thyroxine; TT3, total T3; TT4, total T4.
Data are expressed as mean + SEM; n =5 to 6 per group. The high-fat diet increased both total T4 and free T4 levels in males (three-way ANOVA interaction of diet x sex,
P <0.05), and exposure to stress in the prepubertal period increased plasma total T4 and free T4 levels in all animals (P < 0.05). There was a main effect of sex on total
males. Stress decreased the T3/TT4 ratio in all animals.

* Effect of stress.

I Different from male groups receiving standard chow (post hoc Bonferroni test).

i Different from control male and female groups receiving standard chow and from the control female group receiving HFD (post hoc Bonferroni test).

§ Different from all male and female groups receiving standard chow and from control female group receiving HFD (post hoc Bonferroni test).

I Effect of sex.
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Fig. 3. Effect of isolation stress during the prepubertal period, with or without chronic access to HFD on the relative immunocontent of the following. (A) STAT3. A
main effect of stress increased STAT3 immunocontent (P=0.045). (B) Phospho-STAT3. Stressed females had decreased pSTAT3 immunocontent (P=0.007). (C) Phospho-
STAT3/STAT3 ratio. There was a stress main effect decreased phospho-STAT3/STAT3 ratio (P < 0.001). SOCS3. There was a main effect of stress because stressed females
had increased SOCS3 immunocontent (P=0.025). Data are expressed as mean + SEM, n=>5 to 8 per group. CC, control chow; CD, control diet; HFD, high-fat diet; IC,

isolated chow; ID, isolated diet. SEffect of stress.

comfort foods [10,21]. Interestingly, HFD access decreased caloric
efficiency during this period. In young animals, a large part of the
calories is directed to the growth processes [23]. Accordingly,
young rats fed HFD displayed a greater ability to utilize fat as a
metabolic fuel [24].

In contrast to the prepubertal period, however, an inversion
occurs later in life, where all animals receiving HFD had in-
creased caloric efficiency, and male rats had higher caloric
efficiency than females. The control of energy balance and body
weight gain was sex dimorphic, consistent with previous data [23].
In addition, energy intake and utilization are modified during de-
velopment [25], and HFD induces time-dependent oscillations in
energy balance [26]. Despite the different composition of diets,
our results are in agreement with those indicating that chronic
exposure to HFD leads to changes in energy homeostasis [27].
In fact, dietary fat is more efficiently converted into body fat than
protein or carbohydrates [28]. Thus, our results indicate that
chronic HFD generates different responses during develop-
ment, with long-term effects on energy homeostasis, that are sex
specific, and with males being more susceptible to a chronic
obesogenic diet.

There are important sex-dependent differences in the regu-
lation of energy homeostasis [29]. Chronic consumption of HFD
led to high abdominal fat deposition. On the other hand, adipose
tissue releases a variety of adipokines, among them adiponectin
and leptin, which appear to control metabolic, vascular, immune,
and endocrine processes [30]. Interestingly, chronic consump-
tion of HFD increased plasma levels of adiponectin, an
adipocytokine with antiinflammatory, antiatherogenic, and an-
tidiabetic properties [31], mainly in females. Other studies have
also found that adiponectin levels in females may be increased
by interventions during development, suggesting a protection by
this adipocytokine in females [5].

Leptin is secreted in proportion to adipose stores [12] and is
a mediator of long-term regulation of energy balance [32]. In ad-
equate levels, leptin communicates with hypothalamic neurons
and provides a signal of body fat reserves, modulating food intake
[33]. On the other hand, impaired leptin synthesis, signaling, or
sensitivity can result in energy homeostasis alterations [34]. Ex-
periments using animal models suggest that females are more
sensitive to the anorectic effects of leptin than males [29]. In this
scenario, it has been noted that both estrogen and leptin are
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hormones that influence energy balance, and studies have found
that estrogen may influence the expression and sensitivity to
leptin in various tissues [35], including the central nervous system
[36], an effect that may depend on diet [35]. Additionally, evi-
dence indicates that there is a co-localization of estrogen receptors
(ERo.) with leptin receptors in some regions of the hypothala-
mus, suggesting a possible interaction between the two signaling
pathways [37]. Here, the consumption of HFD increased leptin
levels in both males and females, being more pronounced in
males, probably because of their high content of abdominal fat.
However, high leptin was accompanied by high caloric consump-
tion and body weight gain. A low sensitivity to leptin in the
hypothalamus could have occurred, whereby high plasma leptin
concentrations did not lead to reduced food intake, suggesting
a resistance to the effects of endogenous leptin [34,38]. El-
evated levels of leptin, a characteristic process of resistance to
this adipokine, may be found with HFDs [39], in obesity, and in
metabolic syndrome [38].

The mechanisms of leptin resistance may involve various path-
ways, such as a reduction in downstream leptin signaling [40].
Leptin regulates food intake and energy homeostasis in the hy-
pothalamus through the JAK-STAT pathway [41]. Peripheral leptin
binds to specific receptors (LEPRb) in hypothalamic regions and
activates the STAT3, which activates the SOCS3, POMC, and TRH
[13]. Increased SOCS3 expression generates a negative feedback
and attenuates leptin-STAT3 signaling [13]. Interestingly, we found
that STAT3 phosphorylation and the pSTAT3/STAT3 ratio were
higher in stressed males receiving HFD; however, the increase
in pSTAT3 was not accompanied by an increase in SOCS3, an im-
portant negative regulator of the JAK/STAT3, suggesting activation
of this pathway; food ingestion and body weight gain, however,
suggest that leptin signaling is impaired somewhere.

On the other hand, stressed females presented decreased
STAT3 phosphorylation and increased STAT3 and SOCS3

PVN,-

A. Males
ales TRH

Leptin
receptor

immunocontents. Remarkably, females were more at risk for
long-lasting stress effects on leptin signaling that result in the
apparent inactivation of JAK/STAT. In this sense, our findings
indicate that both early life stress and chronic HFD pro-
grammed leptin signaling through different mechanisms in
males and females.

Leptin also regulates energy balance via the activation of the
HPT axis, both directly on TRH neurons in the paraventricular
nucleus and indirectly through POMC neurons in the arcuate
nucleus [42]. The indirect pathway has been suggested to become
inactive after diet-induced obesity as a result of the develop-
ment of leptin resistance [17]. However, in obese rodents, the HPT
axis activity remains at normal or slightly elevated levels [17];
therefore, it is suggested that the direct action of leptin on
paraventricular nucleus neurons may still be active, in such a way
that leptin resistance does not develop in the same way in its dif-
ferent hypothalamic sites of action. In this study, male animals
had increased plasma leptin and they had increased caloric con-
sumption and body weight gain, suggesting leptin resistance. On
the other hand, they also had increased leptin signaling in the
whole hypothalamus, as well as increased T4, suggesting that
leptin is still able to activate the HPT axis. It is possible that leptin
could have activated the HPT axis as an adaptive response to ex-
cessive energy intake, resulting in increased TT4 and FT4 in males
receiving HFD. Interestingly, despite the elevated circulating T4,
males receiving HFD presented low plasmatic T3, which can be
attributed to a possible failure in converting T4 into T3, a process
catalyzed by the iodothyronine deiodinases enzymes, determin-
ing plasmatic and cellular availability of T3 [43]. Failure of this
conversion impairs metabolic homeostasis [44]. In contrast,
females presented increased T3 levels, associated with in-
creased corticosterone levels. Glucocorticoids have been reported
to influence circulating thyroid hormone levels as well as pe-
ripheral deiodination [45]. Consistent with this, elevated

B. Females

Fig. 4. Proposed model of leptin action on hypothalamus of adult male and female rats submitted to social isolation during the prepubertal period with chronic HFD
access. (A) Males. The social isolation stress and chronic HFD access (interaction stress xdiet) increased STAT3 phosphorylation in males; however, the increase in
PSTAT3 did not activate the SOCS3. It is possible that alterations in SOCS3 are dependent on the hypothalamic region. Leptin also activates the HPT axis in males
receiving HFD, resulting in increased T4, which was not converted into T3. (B) Females. Stressed females presented decreased STAT3 phosphorylation and increased
SOCS3 immunocontent, resulting in apparent inactivation of JAK/STAT pathway. HFD, high-fat diet; HPT, hypothalamic-pituitary-thyroid.
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corticosterone levels in females may induce an increased activ-
ity of deiodinases and consequently higher T3 levels.

Conclusion

In conclusion, the present findings indicate that males and
females respond differently to stress in the prepubertal period
and to the consumption of HFDs. Males were more susceptible
to HFD effects on the HPT axis function, with reduced conver-
sion of T4 into T3. On the other hand, females were more
susceptible to isolation during the prepubertal period, which led
to reduced leptin signaling in the hypothalamus later on in life.
Further evaluations of the HPT axis could contribute to a better
understanding of the sex-specific effects of HFD consumption.
These consequences could be risk factors for the development
of metabolic syndrome and obesity.

Our data highlight the importance of environmental factors
early in life for long-term metabolic programming. Additional-
ly, these results may reveal important targets for the elucidation
of sex differences in mechanisms related to the development of
obesity and contribute to future therapeutic and preventive mea-
sures (Fig. 4).
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Supplementary material

Methods

Supplemental Table 1.

Table 1. Nutritional composition /100g of the diets used.
HFD: high fat diet

Diet Energy (Kcal) Total Protein (g)  Total carbohydrate (g) Total Fat (g)

Standard chow®  301.2 22 44.3 (from starch) 4.0 (0.6 from saturated and

3.4 from unsaturated fat)

HFD® 588 28 25 (12.5 from starch and 42 (16 from saturated and

12.5 from sucrose) 26 from unsaturated fat)

a Nuvilab®

® (Arcego et al., 2014) Isolation during the prepubertal period associated with chronic

access to palatable diets: Effects on plasma lipid profile and liver oxidative stress.

Neurochem Res. 2013 Sep;38(9):1791-800.
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Plasma hormones levels
Plasma levels of leptin and adiponectin

Plasma leptin was measured by Rat Leptin ELISA assay (Invitrogen, cat no.
KRC2281), with a sensitivity of <20 pg/mL, intraassay coefficient of variation (CV)
ranged from 5.1-5.7% and interassay CV varied from 6.4-8.0%. Adiponectin was
measured by Rat Adiponectin ELISA (Abcam, cat no ab108784), the sensitivity was 1.5
ng/ml (working range 1.56 ng/ml-100 ng/ml), intraassay CV from 4.6% and interassay

CV from 7.2%.

Corticosterone assay

At PND 60, animals were killed by decapitation between 8:00 pm to 10:00 pm;
the trunk blood was collected into tubes with heparin to assess basal corticosterone
levels. Corticosterone was extracted with ethyl acetate (Couto-Pereira et al., 2016) and
analyzed with a commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Cayman
Chemical Co., USA), following the manufacturer’s instructions. Results are expressed
as ng corticosterone/ml; the sensitivity (B/Bo% =80%) was 35 pg/mL, intraassay CV

ranged from 5.1-13.4% and interassay CV varied from 6.7-25.8%.

Plasmatic Thyroid hormone level measurement: Total Thyroxine (TT4), Free thyroxine

(FT4) and triiodothyronine (T3)
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Hormones were measured using an electrochemiluminescence immunoassay
(ECLIA) using a Roche Elecsys-411 analyzer. Plasma TT4 (cat no. 18836402 - Roche);
sensitivity, 5.40-320 nmol/L or 0.420-24.9 pg/dL; intraassay CV range, 2.5-4.7%;
interassay CV varied from 3.0-6.9%. FT4 (cat no. 12582703-Roche); sensitivity,
0.5 pmol/L; intraassay CV, 1.3-4.0%; interassay CV varied from 2.1-7.6%. Plasma TT3
(cat no. 18856901 - Roche); sensitivity 0.195- 6.51 ng/mL; intraassay CV, 3.6-5.3%;

interassay CV, 4.7-5.4%.

Western Blot Analysis

The entire hypothalamus was dissected from the brain and homogenized in ice-
cold lysis buffer, pH 7.9: 2.5 M KCI, 10 mM Hepes, 0.6 mM EDTA, 1% NP 40 and 1%
protease inhibitor cocktail (PIC). Equal protein concentrations (40 pg of total
protein/lane, determined using a commercial kit BCA Protein Assay [Thermo Scientific,
USA]) were loaded onto NUPAGE® 4-12% Bis-Tris gels (different gels were used for
male and female samples). After electrophoresis, proteins were transferred (XCell
SureLock® Mini-Cell, Invitrogen) to nitrocellulose membranes (1h at 50V in transfer
buffer [48 mM Trizma, 39 mM glycine, 20% methanol, and 0.25% SDS]) (Valentim et
al., 2001). The blot was submitted to 2h incubation in blocking solution (TBS plus 5%
bovine serum albumin). After incubation, the blot was incubated overnight at 4°C in
blocking solution containing one of the following antibodies: Rabbit anti-pSTAT3
(Tyr705, 1:2000, Cell Signaling), Rabbit anti-SOCS3 (1:1000, Cell Signaling), and
Rabbit anti-STAT3 (1:1000, Cell Signaling) and Rabbit anti-f actin (1:2000, Millipore).
The blot was then washed three times for 5 minutes with T-TBS and incubated for 2h in

solution containing peroxidase-conjugated anti-rabbit 1gG (1:1000, Millipore). The blot
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was again washed four times for 5 minutes with T-TBS and then left in TBS. The blot
was developed using a chemiluminescence ECL Kit (Amersham, Oakville, Ontario),
detected using a digital imaging system (Image Quant LAS 4000, GE Healthcare Life
Sciences) and analyzed using the Image Studio Lite Software. Results were expressed
as the ratio of intensity of the protein of interest to that of B actin, and calculated as

percentages of controls (control-chow) from the same membrane.
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Supplemental Table 2. Effects of isolation stress during the prepubertal period with chronic
access to HFD on retroperitoneal fat, gonadal fat and relative weights of adrenal glands in adult

male and female rats.

Group
Sex Control Stress

Chow Chow + HFD Chow Chow + HFD

Retroperitoneal Fat 3.78 +0.50 759 +0.77° 3.94 + 0.65 7.87 +0.70°

Male Gonadal Fat 268+0.29  5.20+0.64" 283+0.38  4.86+0.28"
Adrenal Glands 0.23+0.012 0.21 +0.023 0.24 + 0.009 0.21 +0.025
Retroperitoneal Fat 1.98 +0.18 3.64 +0.42 2.09 +0.17 3.43+0.28

Female Gonadal Fat 253+0.19  5.18+0.54" 321+019  5.63+0.39"
Adrenal Glands* 0.43 + 0.055 0.38 + 0.032 0.37 +0.025 0.44 +0.074

Supplemental Table 2. Fat deposition is shown in grams, and adrenal weight is

expressed in relation to body weight (mg tissue/g). Data are expressed as

mean+S.E.M., N=7-12/group. The diet increased retroperitoneal fat, an effect that

was more prominent in males (interaction of diet and sex, P = 0.001, followed by

Bonferroni post-hoc). In addition, a three-way ANOVA showed an effect of diet on

gonadal fat and an effect of sex on adrenal glands. * Effect of diet; * Effect of sex.

& Different from groups receiving standard chow and from all female groups (post-hoc

Bonferroni test).
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Supplemental Figure 1. Effect of isolation stress during the prepubertal period, with or
without chronic access to HFD during PND 21-28, on Body weight gain (A), Caloric
efficiency (B), Caloric consumption from all groups for comparison (C), Caloric consumption

from Males (D), Caloric consumption from Females (E) and Percentage of calories from HFD

(F).
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Supplemental Figure 1. Effect of isolation stress during the prepubertal period, with or
without chronic access to HFD. Data are expressed as mean+S.E.M., N = 13-18/group
(when in groups, with N = 4-5 animals/ cage); N = 13- 17 (for isolated animals).
Results during the period of isolation (first week): A. Body weight gain. Three-way
ANOVA showed that males displayed increased body weight gain (P = 0.004). B.
Caloric efficiency [weight gained (grams)/kilocalorie ingested]. Three-way ANOVA
showed that diet decreased caloric efficiency (P < 0.001). C. Caloric consumption.
Both male and female rats had increased caloric consumption over time (repeated
measures ANOVA, P <0.001), with an interaction between time and diet (rats with
access to HFD had more total caloric consumption over time, P<0.001). Three-way
ANOVA showed a main effect of diet (P= 0.001) and of stress (P= 0. 01) (isolated rats
or rats with access to HFD consumed more total calories). D. Caloric consumption in
Males. Access to HFD increased caloric consumption in male rats (P = 0.011). *
Different from groups receiving HFD (followed by Bonferroni post-hoc test). E.
Caloric consumption in Females. Both, access to HFD (P = 0.038) and exposure to
isolation stress (P = 0.005) increased caloric consumption in female rats. * Different
from groups receiving HFD and ¥ different from isolated groups (followed by
Bonferroni post-hoc test). F. Percentage of calories from HFD. Both males and
females exposed to isolation stress consumed more calories from HFD (P= 0.002). $
Different from isolated groups (followed by Bonferroni post-hoc test). (* Effect of sex. *

Effect of diet. ® Effect of stress).
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Supplemental Figure 2. Effect of isolation stress during the prepubertal period, with or
without chronic access to HFD after isolation (PND 28-60), on body weight gain from all
groups for comparison (A), Body weight gain for males (B), Body weight gain for females
(C), Caloric efficiency (D), Caloric consumption for all groups for comparison (C), and

Percentage of calories from HFD (F).
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Supplemental Figure 2. Effect of isolation stress during the prepubertal period, with or
without chronic access to HFD. Data are expressed as mean+SEM, N=13-18/group
(when in groups, with N=4-5 animals/ cage). Results after isolation (PND 28-60): A.
Body weight gain. The body weight gain from PND 28 to 60 increased over time [F
(2.50, 295.44) = 7129.90, P < 0.001], with interactions between time and sex [F (2.50,
295.44) = 437.76, P< 0.001], as expected, and between time x stress x diet x sex [F (2.50,
295.44) = 3.05, P=0.037]. There was also a sex effect on body weight gain [F (1,118) =
239.44, P< 0.001], since males present higher body weight gain than females. B. Body
weight gain in males. No effect was observed (P > 0.05). C. Body weight gain in
females. No effect was observed (P > 0.05). D. Caloric efficiency. Caloric efficiency
was calculated by [weight gained (grams)/kilocalorie ingested]. Three-way ANOVA
showed that diet increased caloric efficiency (P= 0.035); additionally, females had lower
caloric efficiency than males (P < 0.001). E. Caloric consumption. Repeated measures
ANOVA showed an increase in the caloric consumption over the time (P < 0.001),
interaction between time and HFD (P= 0.001) and between time and sex (P < 0.001).
Three-way ANOVA showed an effect of sex (P < 0.001), males presented a larger
increase in caloric consumption compared with females. F. Percentage of calories from

HFD. No effects were observed (P > 0.05). * Effect of sex.
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Abstract

Ohjective: Some factors that affect lifestyle, including stress and high-fat diet (HFD)
consumption, are associated with higher prevalence of obesity. These factors can lead to
an imbalance between ROS production and antioxidant defenses and to mitochondrial
dysfunctions, which, in turn, could cause metabolic impairments, favoring the
development of obesity. However, little is known about the interplay between these
factors, particularly at early ages, and whether long-term sex-specific changes may
occur. Here, we evaluated whether social i1solation during the prepubertal period only,
associated or not with chronic HFD, can exert long-term effects on oxidative status
parameters and on mitochondrial function in the whole hypothalamus, in a sex-specific
manner.

Methods: Wistar male and female rats were divided into two groups (receiving standard
chow or standard chow+HFD), that were subdivided into exposed or not to social
isolation during the prepubertal period. Oxidative status parameters, and mitochondrial
function were evaluated in the hypothalamus in the adult age.

Results: Regarding antioxidant enzymes activities, HFD decreased GPx activity in the
hypothalamus, while increasing SOD activity and SOD/CAT and SOD/GPx ratios in
females. Females also presented increased total thiols. However, non-protein thiols were
lower. Interactions between stress x sex and diet x sex were observed in TBARS levels,
since stress decreased TBARS levels in males compared to controls; on the other hand,
HFD increased TBARS levels in females. Additionally, HFD increased complex IV
activity, and decreased mitochondrial mass in females. Complex I-1I1 activity was
higher in males compared to females.

Conclusion: Stress during the prepubertal period and chronic consumption of HFD had
persistent sex-specific effects on oxidative status, as well as on its consequences for the
cell and for mitochondrial function. HFD had more detrimental effects on females,
inducing oxidative imbalance, which resulted in damage to the mitochondria. This
HFD-induced imbalance may be related to the development of obesity,

Kevwords:  oxidative  stress,  mitochondrial — dysfunctions, lipid  peroxidation,

mitochondrial mass
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1. Introduction

The prevalence of obesity increased in the last four decades, and remains a
challenge for public health worldwide (Arroyo-Johnson & Mincey, 2016). This increase
has been attributed to changes in lifestyle (Ballal, Wilson, Harmancey, & Taegtmeyer,
2010), in which sedentary habits (Stein & Colditz, 2004), the consumption of high-fat
diets (HFD) (Buettner, Scholmerich, & Bollheimer, 2007), and exposure to stress
(Adam & Epel, 2007; Huneault, Mathieu, & Tremblay, 2011} are highly associated.

Stress exposure and high-fat diet (HFD) during sensitive periods of development,
such as the prepubertal period. could be associate with the rising rates of obesity
observed in children and adolescents. An early exposure to these two factors can induce
sex—specific effects on hormonal signaling related to energy balance (Toniazzo et al.,
2017) and also program metabolism in juvenile animals (Krolow et al., 2013). In this
context, the prepubertal period is critical for sexual maturation (McCormick &
Mathews, 2007), and to the development of neuronal circuits that control energy
homeostasis and stress responses. In this context, the prepubertal period (immediately
prior to the onset of puberty) is critical for sexual maturation, and to the development of
neuronal circuits that control energy homeostasis and stress responses (McCormick &
Mathews, 2007).

One animal model of stress exposure during the prepubertal period is social
isolation: In rodents, social interactions are rewarding and crucial for the social and
emotional development of these animals (Douglas, Varlinskaya, & Spear, 2003, 2004;
Panksepp & Lahvis, 2007). Therefore, exposure to social isolation in the prepubertal

period may have persistent effects on emotion, behavior, and metabolism (Arcego et al.,
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2017; Pervanidou & Chrousos, 2012), and it models stress to which children may be
exposed during the begining of their school vears.

Additionaly, stress exposure, both during the development or in the adulthood,
can induce changes in eating behavior (Ely et al., 1997). According to the intensity and
duration of stress exposure, it may cause both, increase and decrease in food intake (Ely
et al., 1997; Groesz et al., 2012; Pecoraro, Reyes, Gomez, Bhargava, & Dallman, 2004;
Silveira et al., 2000). In response to stress, rats demonstrate increased motivation for the
ingestion of “comfort foods™ (sucrose and fat) (Dallman et al., 2003; Dallman,
Pecoraro, & la Fleur, 2005), and stressed animals many times choose diets rich in fat,
which is associated with obesity, especially when it is chronically consumed (Peckham
& Entenman, 1962; Tecgarden & Bale, 2008). The excess of energy supply by HFD
may contribute to the increase of reactive oxygen species (ROS) production (Frohnert &
Bernlohr, 2013) that, in turn, may lead to mitochondrial dysfunction in muscle (Bonnard
et al., 2008) and in brain (Freeman et al., 2013). In agreement, the mediators of the
stress response also exert several effects on mitochondrial biogenesis, metabolism, ROS
generation, and apoptosis (Manoli et al., 2007). In adults, acute stress is associated with
increases in mitochondrial biogenesis, and the enzymatic activity of some respiratory
chain complexes. Conversely, chronic stress can lead to abnormal mitochondrial
biogenesis, respiratory chain dysfunction, decreased ATP production, increased ROS
generation, lipid peroxidation, mitochondrial and nuclear DNA damage, and increased
cell apoptosis and/or necrosis (Manoli et al., 2007). Additionally, there are evidences
that mitochondrial function (Guevara, Gianotti, Oliver, & Roca, 2011; Guevara et al.,
2009), brain mitochondrial respiration, oxidative stress (Gaignard et al,, 2015), and

mitochondrial biogenesis are sex-dimorphic (Sharma, Johnston, & Hossain, 2014).
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The main function of mitochondria is to produce energy for cells in form of
adenosine triphosphate (ATP). However, aside from ATP production, the mitochondria
participates in the ROS production and elimination (Bournat & Brown, 2010). The
imbalance between ROS production and antioxidant defenses (oxidative stress) may
culminate in cellular damage (Halliwell, 1997), and, as mentioned above, it may impair
mitochondrial function (Frohnert & Bernlohr, 2013). The brain is highly affected by
mitochondrial dysfunction due to its high metabolic demand for energy, provided
mainly from mitochondrial oxidative metabolism, and due to its vulnerability to
oxidative stress (Sohal, Arnold, & Sohal, 1990). However, specific brain regions appear
to be particularly susceptible to injury, and in models of obesity, the hypothalamus is
highly susceptible to changes (Valdearcos et al., 2017; Velloso & Schwartz, 2011),
probably due to its relation with appetite, body weight gain, and glucose homeostasis
(Gyengesi, Paxinos, & Andrews, 2012). In this sense, excessive consumption of high-
fat diets causes damage to neurons in the hypothalamus, resulting in energy metabolism
imbalance, a characteristic found in obesity (Cavadas, Aveleira, Souza, & Velloso,
2016; Velloso & Schwartz, 2011). HFD diets may alter mitochondrial dynamics, thus
interfering in energetic homeostasis (Carraro et al., 2018), and the mitochondrial
dysfunction is, among other mechanisms, involved in hypothalamic damage in obesity
(Dietrich, Liu, & Horvath, 2013).

Considering (a) the ability of early environment, including stress exposure and
HFD access, two highly prevalent events in the present human societies, in
programming hypothalamic functions, and considering (b) that these factors may affect
oxidative status and mitochondrial functions, the aim of this work was to investigate the

effects of exposure to stress in the prepubertal period and chronic access to HFD, on the
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long-term oxidative status and oxidative damage to cells. We also aimed to evaluate

respiratory complexes activities and mitochondrial mass in adult male and female rats.

2. Material and Methods

2.1 Subjects

All proceedings were performed in strict accordance to the recommendations of
the Brazilian Society for Neurosciences (SBNeC), Brazilian Law on the use of animals
(Federal Law 11.794/2008) and were approved by the Institutional Ethical Commitiee
(CEUA-UFRGS 27714). All efforts were made to minimize animal suffering, as well as
to reduce the number of animals used. Wistar rats from our own breeding colony were
housed in Plexiglas cages (65 x 25 x 15 ¢m) with the floor covered with sawdust and
maintained on a standard 12h dark/light cyele (lights on between 7:00h and 19:00h),
temperature of 22 = 2°C. At postnatal day (PND) 21, males and females were weaned
and separated according to sex. Half of the animals were housed in standard cages in
groups of 3 to 5 animals (control); the other animals were submitted to stress by social
isolation (isolated in a smaller home cage, 27x17x12 cm) (Arcego et al., 2014; Douglas
et al., 2004). Only one male and one female per litter were used in each group. Different
diets were offered to the animals: (a) standard lab chow; (b) both standard chow and
HFD. These last animals were free to choose between standard chow and HFD.
Therefore, four groups of each sex were obtained: (1) controls + standard chow (17
males and 18 females); (2) controls + standard chow and high-fat diet (16 males and 15
females); (3) isolated + standard chow (16 males and 17 females) and (4) isolated +
standard chow and HFD (13 males and 15 females). During 40 days, beginning on PND
21, both HFD and standard chow were offered ad libirum, according to the groups.

Isolation was maintained from PND 21 to 28 and during this period the animals were
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not handled, except for the cleaning of the cages. On PND 28, isolated animals were
returned to regular home cages in groups of three to five. A timeline of the experimental
design is shown in Figure 1. At PND 60 the animals were killed by decapitation, brains
were immediately dissected on ice to remove the hypothalamus and biochemical

analyses were performed.

2.2 Diets

The nutritional compositions of standard lab chow and high-fat diet are displayed
in Table 1. The HFD was enriched with fat (42%) from lard and soy oil. In addition, the
diet contained vitamins and a salt mixture, purified soy protein, methionine, lysine and
starch (Arcego et al., 2014). This ratio soy oil/lard has larger amounts of saturated and
monounsaturated fatty acids, to reproduce the consumption of fat in western diets that

have higher percentages of these types of fat, such as “fast foods”.

2.3 Biochemical analysis

2.3.1 Assessment of Oxidative Stress Parameters

The animals were killed by decapitation. The whole hypothalamus was quickly
dissected out and stored at —80°C until analysis. Structures were then homogenized in
10 vol (w:v) ice-cold 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4), containing 1| mM
EDTA. The homogenate were centrifuged at 1,000 x g for 10 min at 4°C and the

supernatants were used.

2.3.2 Superoxide Dismutase Activity (SOD)
Superoxide dismutase activity was determined using the RANSOD kit (Randox

Labs., USA), based on the procedure described by Delmas-Beauvieux et al (Delmas-
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Beauvieux et al., 1995). This method employs xanthine and xanthine oxidase to
generate superoxide radicals that react with 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride (INT) to form a formazan dye that is assayed by
spectrophotometric analysis at 492 nm at 37°C. The inhibition of the chromogen
production is proportional to the activity of SOD present in the sample; one unit of SOD

causes 50 % inhibition of the rate of reduction of INT under the conditions of the assay.

2.3.3 Glutathione Peroxidase Activity (GPx)

Glutathione peroxidase activity was determined using a RANSEL kit (Randox
Labs., USA), based on the method described by (Paglia & Valentine, 1967). In this
essay, glutathione peroxidase (GPx) catalyses the oxidation of glutathione (GSH) by
Cumene Hydroperoxide. In the presence of glutathione reductase (GR) and NADPH,
the oxidized glutathione (GSSG) is immediately converted to the reduced form with a
concomitant oxidation of NADPH to NADP". The decrease in absorbance at 340nm is

measured.

2.3.4 Catalase Activity (CAT)

Catalase activity assessment is based upon establishing the rate of H:0:
degradation at 240 nm at 25 °C by spectrophotometric analysis (Aebi, 1984). CAT
activity was calculated in micromoles of H20> consumed per minute per mg of protein,

using a molar extinction coefficient of 43.6 M'em!.

2.3.5 Evaluation of Free Radical Production by the Chemical Oxidation of

Dichlorodihydroftuorescein (DCFH)
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Samples were incubated with 27,7 -dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-
DA 100 uM) at 37°C for 30 min. DCFH-DA is cleaved by cellular esterases and the
DCFH formed is eventually oxidized by reactive oxygen/nitrogen species. The
formation of the fluorescent derivative dichlorofluorescein (DCF) was monitored by
excitation and emission wavelengths of 488 and 525 nm, respectively, using a spectrum
photometer. The amount of reactive oxygen/nitrogen species was quantified using a
DCF standard curve and results were expressed as nmol of DCF formed per mg of

protein (Sriram, Pai, Bovd, & Ravindranath, 1997).

2.3.6 Determination of total thiol content

The total thiol content in its reduced form was measured as an estimative of redox
status, since it is present in proteins as well as glutathione molecules, and is played as
an intracellular redox buffer, as described by (Ellman, 1959). An aliquot of the sample
was diluted in SDS 0.1%. Then, was added 0.01 M 5,5dithiobis-2-nitrobenzoic acid in
ethanol. The intense yellow color was developed and read in a spectrophotometer at 412

nim after 60 min. Results were expressed as nmol SH/mg protein.

2.3.7 Determination of Thiobarbituric acid-reactive species (TBARS)

Samples were deproteinized with 10% trichloroacetic acid (1:2) and centrifuged at
10,000g for 10 minutes. The supernatant ([00ul) was transferred to a 96 well
microplate and mixed with 0.67% TBA (100ul). The mixture was heated in a
microplate heater at 100 ® C for 20 minutes. The mixture was cooled and the absorbance
was measured at 532 nm with a SpectraMax i3x Spectrophotometer (Molecular
Devices, San Jose, CA, USA). TBARS levels are represented as nmol TBARS / mg

protein.
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2.3.8 Respiratory Chain Activity Determination

Whole hypothalamus were freshly homogenized (1:20, w/v) in SETH buffer (250
mM sucrose, 2 mM EDTA, 10 mM Trizma base). pH 7.4, for determination of
respiratory chain complex activities. The homogenates were centrifuged at 1,000 g for
10 min at 4°C and the supernatants were immediately maintained at -80°C until
analyses. The activities of the electron transport chain (ETC) complexes I-111, 1T and IV
were determined according to standard methods previously described in the literature
(Schapira et al., 1990; Weis et al., 2012). The activity of complex I-III (complex 1 +
CoQ) + III) was assessed by measuring the increase in absorbance due to cyiochrome ¢
reduction at 550 nm, according to the method described by Schapira et al. (Schapira et
al., 1990). Complex I-1II activity was calculated as the rotenone sensitive NADH: cyto-
chrome ¢ reductase activity. The activity of complex Il (succinate: DCIP oxyredutase)
was determined according to Fischer et al. (Fischer et al.. 1985), by following the
decrease in absorbance due to the reduction of 2,6-DCIP at 600 nm, in a medium
containing sodium succinate, sodium azide, and rotenone and DCIP. Cytochrome ¢
oxidase (COX, complex IV) activity was determined according to Rustin et al. (Rustin
et al., 1994), following the decrease in absorbance due to the oxidation of previously
reduced cytochrome ¢ at 550 nm. The activities of the respiratory chain complexes were

calculated and expressed as nmol per min per mg of protein.

2.3.9 Mitochondrial mass and membrane potential measurements
Mitotracker was used for mitochondrial function analysis in cell suspensions of

whole hypothalamus obtained by mechanical dissociation with PBS containing
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MitoTracker Red (MTR or Chloromethyl-X-rosamine) and MitoTracker Green (MTG)
dyes were employed (Khanal, Chung, Solis-Wever, Johnson, & Pappas, 2011;
Pendergrass, Wolf, & Poot, 2004). MTG is a green-fluorescent fluorophore that
accumulates in mitochondria independent of mitochondrial membrane potential and has
been used to measure mitochondrial mass (Rodriguez-Enriquez, Kai, Maldonado,
Currin, & Lemasters, 2009). MTR is a lipophilic cationic fluorescent dye that is
concentrated inside mitochondria because of the negative mitochondrial membrane
potential and has been used to measure mitochondrial membrane potential (Pendergrass
et al., 2004). MTR and MTG were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) to a 1 mM
stock concentration. Dissociated cells were stained with 100 nM MTR and 100 nM
MTG for 45 min at 37 °C in a water bath in a dark room according to method described

by (Pendergrass et al., 2004) with some modifications.

2.3.10 Flow Cytometry Analysis

Samples stained with MTR and MTG dyes were analyzed on a FACSCalibur flow
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA). MitoTracker dyes were excited at 488 nm
using an air-cooled argon laser. Negative controls (samples without stain) were included
for setting up the machine voltages. Controls stained with a single dye were used to set
compensation. The emission of fluorochromes was recorded through specific band-pass
fluorescence filters: red (FL-3; 670 nm long pass) and green (FL-1; 530 nm/30).
Fluorescence emissions were collected using logarithmic amplification. In brief, data
from 10.000 events were acquired and mean relative fluorescence intensity was
determined after exclusion of debris events from the data set. All flow cytometric
acquisitions and analyses were performed using CELLQuest Pro data acquisition (BD

Biosciences) and FlowJo analysis software. The mean fluorescence intensity (MFI) of
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each channel was evaluated. The data were plotted as dot plot with mass in y axis and

potential on x axis.

2.3.11 Protein Assay
The protein concentration was determined in the samples using the method
described by Lowry et al. (Lowry, Rosebrough, Farr, & Randall, 1951) with bovine

serum albumin as the standard.

2.4 Statistical Analysis
Data are expressed as mean = S.E.M of the mean and analyzed using three-way
ANOVA, with isolation stress, diet and sex as factors. All analyses were performed

using SPSS software and a P<0.05 was considered significant.

3. Results

3.1 Antioxidant Enzyme Activities and Free Radical Production

Oxidative stress parameters were analyzed to investigate whether there was an
oxidative imbalance in the entire hypothalamus of adult male and female rats subjected
to isolation stress during the pre-pubertal period, when associated to chronic HFD.
When SOD activity was evaluated at PND 60 (Fig 2A), a main effect of sex was
observed [three-way ANOVA, F (1, 45) = 40.22, P <0.001], since female rats showed
higher hypothalamic SOD activity than males. Additionally, three-way ANOVA
showed a main effect of sex on SOD/GPx [F (1, 36) = 7.26, P =0.011] and SOD/CAT
[F (1,42)=16.40, P <0.001] ratios, since these ratios were higher in females compared
to males (Fig 2D,E). Results also showed an effect of HFD [F (1,43)=7.83, P = 0.008]

decreasing GPx activity (Fig 2B) in males and females, while both CAT activity (Fig
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2C) and free radical production, as evaluated by the DCFH test, were not altered (P >

0.05) (Fig 2F).

3.2 Total thiols, non-protein thiols and Thiobarbituric acid reactive substances

A main effect of sex was observed on total thiol and non-protein thiol contents:
total thiol content was higher in females [F (1, 54) = 4.38, P=0.041] and non-protein
thiols were higher in males [F (1, 41) = 5.08, P=0.030] (see Table 2).

With regard to thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels, the
exposure to stress decreased TBARS levels in males [interaction between stress X sex. F
(1,46) = 5.24, P = 0.027]. In addiction, access to the high-fat diet also decreased
TBARS levels in males, but it increased in females [interaction between diet X sex: F

(1,46) = 13.06, P = 0.001] (see Table 2).

3.3 Respiratory Chain Enzyme Activities

Enzymatic analysis of mitochondrial electron transport chain (ETC) activities in
the entire hypothalamus was performed (Figura 3). A main effect of sex was observed
on Complex I-IIT activity [three-way ANOVA, F (1,33) = 89.89, P < 0.05], since this
activity was lower in females compared to males (Fig 3A). Besides, an interaction
between diet and sex [F (1, 34) = 4.60, P= 0.039] showed that females receiving HFD
present increased Complex IV activity; in contrast, males receiving HFD presented
decreased Complex IV activity (Fig 3C). Complex II activity was not significantly

altered (P >0.05) (Fig. 3B).

3.4 Mitochondrial Mass and Membrane Potential
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Analyses of hypothalamic cells labeled with MTG and MTR are shown in Fig. 4.
A three-way ANOVA showed an interaction between dief and sex [F (1, 55)=5.36, P =
0.024], suggesting that females receiving HFD had lower mitochondrial mass (Fig 4A).

No effect was detected on membrane potential (P > 0.05) (Fig 4B).

4. Discussion

The findings of the current study demonstrate sex differences in the activities of
antioxidant enzymes and mitochondrial bioenergetics after both pre-pubertal stress and
HFD exposure. Additionally, some effects of high- fat diet on mitochondrial function
and oxidative defenses were sex-specific, as well as an effect of exposure to social
stress isolation during the prepubertal period on lipid peroxidation.

Regarding antioxidant enzymes activities, our results showed that SOD activity
was higher in females compared to males, and similar results were found for SOD/CAT
and SOD/GPx ratios. SOD is an enzyme that dismutates the superoxide radical formed
by electron ‘leakage’, from the mitochondrial electron transport chain or other
mitochondrial functions, producing hydrogen peroxide (H20:). H20> is a substrate for
peroxidases (CAT and GPx), which degradate H>O- into water (H20) (Halliwell, 2006).
This increase in SOD activity without a proportional increase in peroxidase activity,
such as observed in females, may indicate an overload of peroxide challenge (Pinho et
al.,, 2006). However, this hypothetical accumulation of H2O0, was not reflected in
changes in DCF test, which measures exposure to reactive species. It is interesting that
females also showed lower Complex I-11I activity when compared to males. Since this
complex is a site of electron leakage, for the complexes I and III are the main mediators

of ROS production (Leloup et al., 2011), its lower activity could suggest a lower flow of
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electrons through the respiratory chain, and lower production of superoxide, thereby
explaining why there were no alterations in free radicals production in females.
Interestingly, evidences indicates that estrogen increases the expression of
mitochondrial electron transport chain proteins, including cytochrome ¢ and complex IV
subunits, and also increases complex IV enzyme activity (Duckles, Krause, Stirone, &
Procaccio, 2006). Here, we did not found sex differences in the activities of these
components of the electron transport chain in rat hypothalamus.

Few studies have investigated the sex- specific effects of HFD on oxidative
status, especially in hypothalamus. This structure is important for the control of
metabolism and food intake through the integration of several signaling pathways
(Drougard, Fournel, Valet, & Knauf, 2015). In recent years, it has been proposed that
the reactive oxygen species (ROS) modulates energy balance by acting in different
neurons in hypothalamus (Drougard et al,, 2015). In this study, access to HFD
decreased GPx activity in both, males and females. In neurons, the antioxidant enzyme
GPx provides the main pathway of H;O; catabolism (Dringen, Kussmaul, Gutterer,
Hirrlinger, & Hamprecht, 1999). This enzyme detoxifies peroxides with a reaction of
reduction in which the non-protein thiol GSH donates electrons producing GSSG as
final product. In turn, the reduction of GSSG is catalyzed by GSH reductase (GR) in the
presence of NADPH (Townsend, Tew, & Tapiero, 2003). Therefore, the decline in GPx
activity can contribute to an increased intracellular accumulation of H20», enhancing
cell oxidative damage (Walczewska, Dziedzic, Stepien, Swiatek, & Nowak, 2010). It is
noteworthy that, in females receiving HFD, the association between increased SOD
activity and decreased GPx activity may result in H>O2 accumulation. It is known that
low concentrations the H2O2 modulates cellular signaling processes (Rice, 2011), while

high concentrations can induce oxidative stress (Armogida, Nistico, & Mercuri, 2012),
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and may subsequently lead to cell damage and neuronal death (Teepker, Anthes,
Fischer, Krieg, & Vedder, 2007). Moreover, H20> is diffusible and can act in both
mitochondrial and cytosolic compartments (Leloup et al., 2011): in the cytosol, H202
can react directly with thiol residues in redox-sensitive proteins, and it may alter the
ratio of reduced glutathione to oxidized glutathione (GSH/GSSG), thus altering the
redox status of the cell (Schafer & Buettner, 2001). In the present study, however, no
reductions in thiol groups were observed in HFD animals. It should be considered that
some studies have shown that a long-term HFD intake increases oxidative stress and
causes mitochondrial dysfunctions in distinct tissues, such as muscle and brain (Ballal et
al., 2010; Yokota et al., 2009). However, to our knowledge, this is the first study
evaluating the effects of chronic HFD on oxidative status in the hypothalamus
considering sex-specific differences. In this context of higher SOD activity observed in
females with HFD-induced decrease in GPx, our findings suggest that the female
hypothalamus is more susceptible to an oxidative imbalance and consequently to a
possible cell damage.

As pointed out previously, the nervous tissue is particularly vulnerable to
oxidative stress (Halliwell, 2006). In this sense, oxidative stress can lead to oxidation of
biomolecules such as lipids, proteins and DNA, resulting in damage to cellular
organelles, particularly mitochondria (Miao & St Clair, 2009). The oxidation of protein
residues, such as sulthydryl groups, cause conformational changes, protein unfolding
and degradation (Lyras, Cairns, Jenner, Jenner, & Halliwell, 1997). Interestingly,
females had higher hypotalamic total thiol contents than males, suggesting lower
oxidation of protein sulthydryl residues and, therefore, higher protection from protein
damage compared to males. On the other hand, females had decreased non-protein thiol

content than males. It is known that reduced glutathione (GSH) is the most prevalent
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non-protein thiol in animal cells, and it is an important non-enzimatic antioxidant for
the detoxification of electrophilic components and peroxides (Anderson, 1998), being
used by GPx as a donor of eletron equivalents (see above). Therefore, GSH deficiency
may increase cellular oxidative damage (Townsend et al., 2003). In contrast to this
finding, some studies have shown the protective effects of estrogen on oxidative stress
in nervous tissues, emphasizing that females are more protected against an oxidative
imbalance than males (Razmara, Duckles, Krause, & Procaccio, 2007; Vina et al.,
2011). One limitation of our study is that the the estrous cycle was not evaluated.
However, we must consider that variations of the circulating hormones could lead to
higher variability of the parameters evaluated, and, despite these possible variations,
statistical significant differences were observed between sexes and in females subjected
to HFD.

Interestingly, the isolation stress decreased hypothalamic lipid peroxidation in
males. In contrast to our results, rats exposed to chronic variable stress present increased
lipid peroxidation in prefrontal cortex (Herbet et al,, 2017), and previous studies
reported that acute immobilization stress increases levels of lipid peroxidation in the
cerebral cortex, cerebellum, hippocampus (Liu et al., 1996), and hypothalamus
(Sosnovskii & Kozlov, 1992). More prolonged exposure to immobilization has also
been observed to cause activation of lipid peroxidation (Solin & Liashev Iu, 2013).
Environmental stressors are known to induce imbalance of antioxidant status [which
leads to increased oxidative stress (Madrigal et al., 2001)] as a result of increased
release of glucocorticoids (GCs) by the adrenal glands (Simsek, Kaplan, Uysal, Yuksel,
& Alaca, 2016). It must be considered, however, that this evaluation was made in the

adult age, a long time after exposure to stress. It is possible that in these animals the
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hypothalamus underwent an adaptation, turning this structure more resilient to oxidative
damage. If this is the case, this adaptation was only induced in males.

Although exposure to an emotional stressor early in life decreased lipid
peroxidation in males, this same parameter was increased by HFD in females. Increased
hypothalamic lipoperoxidation in females as consequence of HFD consumption may be
associated with the observed decrease in GSH content (Radi, Beckman, Bush, &
Freeman, 1991). It 1s known that the GSH donates reduction equivalents to membrane
lipids and protects them from oxidants (Curello et al., 1985). Its depletion may facilitate
lipid peroxidation and cause structural damage to membranes, including the
mitochondrial membrane, leading to mitochondrial dysfunction (Madrigal et al., 2001).
Moreover, impaired H>O: catabolism by GPx or catalase also causes an increase in lipid
peroxidation that may compromise cell membrane and mitochondrial integrity and
potentiate bioenergetic failure (Demarest & McCarthy, 2015). Since our results suggest
that access to HFD exacerbates H>O» accumulation in females, it is possible that
increased H20> may be related to decreased GSH and higher lipid damage.

High-fat diets can compromise mitochondrial membranes leading to perturbations
in membrane fluidity (Tsalouhidou et al., 2006), function of transporters (Hoch, 1992),
calcium dynamics (Patergnani et al., 2011), gene expression (Flachs et al., 2006) and
post translational protein modifications (Hasselbaink, Roemen, & van der Vusse, 2002).
Hence, diets rich in fat may cause alterations in the mitochondrial function and
production of mitochondrial ROS (Yu et al.,, 2014). This organelle that houses the
electron transport chain (ETC) is responsible for the generation of ATP and for several
metabolic pathways (Manoli et al., 2007). The ETC consists in four protein complexes:
complex I (NADH: ubiquinone oxidoreductase), complex Il (succinate:ubiquinone

oxidoreductase), complex IIT (ubiquinol: cytochrome ¢ oxidoreductase), and complex
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IV (cytochrome ¢ oxidase), encoded by genes of the mitochondrial genome and by
genes in the cell nucleus (Mattson, Gleichmann, & Cheng, 2008). In aerobic
conditions, electrons from fuels oxidation are tranferred through nicotinamide adenine
dinucleotide (NADH) and flavin adenine dinucleotide (FADH:?) to molecular oxygen,
which is converted into H20 while the enzymatic complexes I, IIl and I'V pump protons
of the mitochondrial matrix to the intermembrane space, and generates an
electrochemical gradient used by complex V to produce ATP (Manoli et al., 2007). The
ETC is also an important source for reactive oxygen species (ROS) including
superoxide (*O2"), hydrogen peroxide (H20:), hydroxyl radical (OHe*), and singlet
oxygen (Wallace et al., 1995). Previous experiments in mice have shown that HFD
decreases expression of genes involved in oxidative phosphorylation (OXPHOS), genes
encoding proteins in complexes I, I, III, and IV of the electron transport chain as well
as transcription factors and cofactors in skeletal muscle (Sparks et al., 2005).

The consumption of HFD increased Complex IV activity only in females, while
this activity was reduced in males. It is possible that the Complex IV is more active in
females as a compensatory mechanism, in response to the excess of energy supplied
through HFD. This dissociation between the effects of HFD in males and females has
been observed previously: males receiving HFD presented a lower T3/T4 ratio and a
higher caloric efficiency compared to controls, while females did not show these effects
(Toniazzo et al., 2018).

Mitochondrial dysfunction, including reduction of mitochondrial mass, has been
reported in peripheral tissue of obese individuals or in animal models after high fat diet
(Bournat & Brown, 2010). We observed that HFD decreased mitochondrial mass in the
hypothalamus from females. In agreement, sex-differences in mitochondrial biogenesis

have been previously reported (Sharma et al., 2014). It is possible that the oxidative
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stress induced by HFD consumption in females is responsible for this altered
mitochondrial dynamics, according to what was discussed above for the increased
Complex IV activity. Moreover, mitochondrial dysfunction could be linked to defects in
fatty acid oxidation, and it has been proposed that hypothalamic fatty acid
oxidation/accumulation may be involved in the regulation of feeding and glucose
homeostasis (Duca & Yue, 2014).

In summary, the present findings show that males and females respond differently
to the effects of stress in the prepubertal period and to HFD consumption. Females were
more susceptivel to an oxidative imbalance and a possible cell damage. The chronic
consumption of HFD induced changes in mitochondria mainly in females, such as lower
mitochondrial mass and increased Complex IV activity. Our data reinforce the
importance of investigating the effects of environmental factors on oxidative status and
on mitochoncrial function considering sex-specific effects. Additionally, these data may
collaborate with the investigation of the mechanisms involved in the development of
obesity and contribute to the prevention measures and new therapies in order to attend

sex -different particularities.
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Table 1. Nutritional composition /100g of the food used in the studies performed.

HFD: high fat diet

Diet Energy (Kcal) Total Protein (g)  Total carbohydrate (g) Total Fat (g)

Standard chow® 301.2 22 44.3 (from starch) 4.0 (0.6 from saturated and

3.4 from unsaturated fat)

HFD (Arcego et
al., 2014) 28 25 (12.5 from starch and 42 (16 from saturated and

12.5 from sucrose) 26 from unsaturated fat)

“Nuvilab®
® (Arcego et al., 2014) Isolation during the prepubertal period associated with chronic
access to palatable dicts: Effects on plasma lipid profile and liver oxidative stress.

Neurochem Res. 2013 Sep;38(9):1791-800.
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Table 2. Effects of isolation stress during the prepuberal period with or without

chronic access to HFD on redox parameters in adult male and female rats. TBARS

(nmol NMDA/mg protein), total Thiols (nmolSH/mg protein) and non-protein

thiols.
Group
Control Stress
Sex Redox
P Chow Chow + HFD Chow Chow + HFD
arameters

TBARS levels 7.72 + 1.14° 498+0.73%  551+0.56%*  2.61+0.44°

Males Total thiol content 48.58 +1.88 50.17 +1.93 49.15+2.54 51.38 +3.28
Non- protein thiol 16.29 +2.09 15.46 + 1.98 11.85 + 0.98 16.36 +2.45

TBARS levels 1.01 +0.14 1.86 +0.32 1.04 +0.15°% 1.88 +1.13%

Females Total thiol content* 53.50+ 3.51 57.59+4.76 54.38 +6.88 54.11 +2.06
Non- protein thiol* 13.62 +1.76 797+ 231 12.49 + 0.50 11.92 +4.06

Data are expressed as mean + S.E.M., N=5-10/ group.

There were interactions stress x sex (P= 0.027; exposure to stress decreased TBARS

levels in males), and diet x sex (P= 0.001; access to HFD decreased TBARS in males,

while it increased in females). With regard to total thiols and non-protein thiols, a main

effect of sex was noted, with total thiols being higher in females (P = 0.041), and non-

protein thiols higher in males (P = 0.030). ¥ Effect of stress; *Effect of sex

* Different from all females (post-hoc Bonferroni test);

® Different from females groups receiving standard chow (post-hoc Bonferroni test);
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Legends to Figures

Figure 1 Time-line of the experimental design.

TIMELINE

Biochemical
Social Isolation Analyses

| === |
1 | |

0 21 28 60

P days

nai——

Chronic High-fat diet

Fig 1. Timeline of the experimental design. At postnatal day (PND) 21, animals
were separated according to sex, and housed in groups (control) or isolated for 7 days.
They received standard lab chow, or both standard chow and high fat diet from PND 21

to PND 60.

Fig 2. Effect of isolation stress during the prepubertal period, with or without chronic
access to HFD on antioxidant enzyme activities, and free radicals (DCFH test)
production in hypothalamus of adult male and female rats. Data are expressed as mean
+ S.EEM., N= 5-8/group. (A) SOD (expressed as U SOD/mg protein). Three-way
ANOVA showed an effect of sex (P <0.001), since females displayed higher SOD
activity than males. (B) GPx (expressed as nmol NADPH oxidized/min/mg protein).
Threc-way ANOVA showed that HFD decreased GPx activity (P = 0.008). (C) CAT

(expressed as micromoles of H:0: consumed/min/mg protein). No effect was
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observed (P > 0.05). (D) SOD/CAT ratio. There was a main effect of sex (P <0.001),
since females had higher SOD/CAT ratio than males. (E) SOD/GPx ratio. A main
cffect of sex was noted, with SOD/CAT ratio being higher in females (P = 0.011). (F)
DCFH production (expressed as nmol of DCF formed/mg protein). No effect was

observed (P > 0.05). # Effect of diet; * Effect of sex.

Fig 3. Effect of isolation stress during the prepubertal period, with or without chronic
access to HFD on respiratory chain activity. Data are expressed as mean + S.E.M., N=
4-6/ group. (A) Complex I-III activity (nmol cytocromo ¢ reduced/min/mg protein).
There was a main effect of sex (P <0.001) on Complex I-I1I activity that was smaller in
females. (B) Complex II activity (nmol DCIP reduced/min/mg protein). No effect
was observed (P>0.05). (C) Complex IV activity (nmol cytocromo ¢
oxidized/min/mg protein). HFD increased Complex IV activity in females and
decreased this activity in males (three—way ANOVA interaction of diet x sex, P =

0.039).

Fig 4. Effect of isolation stress during the prepubertal period, with or without chronic
access to HFD on cells labeled with Mitotracker Green (mitochondrial mass) or
Mitotracker Red (mitochondrial potential) in the hypothalamus of adult male and female
rats. Data are expressed as mean + S.E.M., N= 6-10/group. (A) Mitochondrial mass.
Three-way ANOVA showed and interaction between diet x sex (P = 0.024), since the
access to HFD decreased mitochondrial mass in females. (B) Mitochondrial potential.

No effect was observed (P > 0.05).
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Fig 4.
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4. DISCUSSAO
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A presente tese teve por objetivo investigar os efeitos sexo-especificos do
isolamento social durante o periodo pré-pubere, associado ao consumo cronico de uma
DRG, sobre: pardmetros de regulacdo do balango energético, aspectos da funcéao
mitocondrial, o “status” oxidativo celular e danos a célula em ratos adultos. E
importante destacar que o periodo do desenvolvimento no qual os animais foram
expostos ao isolamento social, o periodo pré-pubere, € uma fase em que hd uma intensa
maturacgdo de circuitos neuronais que controlam a homeostase energética e as respostas
ao estresse (McCormick and Mathews, 2007). Durante esse periodo, a exposi¢do a
fatores ambientais pode alterar processos de maturacao do sistema nervoso (McQuillen
and Ferriero, 2004), assim como causar alteracfes enddcrino-metabdlicas permanentes
(Schmidt et al., 2009). Nesse sentido, a hipotese dessa tese foi de que o isolamento
social no periodo pré-pubere, associado ao consumo crénico de uma DRG, levaria a
alteraces importantes em longo prazo no metabolismo periférico e na sinalizacéo
central de hormonios relacionados ao metabolismo energético. Além disso, nos
perguntamos se esses fatores poderiam causar disfungfes mitocondriais e por
consequéncia danos a célula, considerando-se a participacdo central da mitocondria no
metabolismo energético e seu grande envolvimento nas respostas ao estresse. Muitos de
nossos achados mostraram que o isolamento no periodo pré-pubere associado ao
consumo de uma DRG programaram o metabolismo dos animais de forma diferente
entre 0s sexos, assim como observado em trabalhos anteriores do nosso grupo utilizando

uma dieta palatavel rica em carboidratos simples (Krolow et al., 2013a).

O estresse social é considerado um dos mais graves estressores durante o
desenvolvimento e pode ter efeitos comportamentais e neuroquimicos persistentes.
Nesse sentido, o paradigma de isolamento social precoce utilizado por esse trabalho

visou mimetizar a perda dos pais ou uma privacdo social grave, experiéncias
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encontradas em criangas expostas a negligéncia ou em criangas vitimas de “bullying”. E
importante destacar que grande parte dos estudos da literatura utilizam uma exposicao
ao isolamento social de longo prazo, iniciando-se logo ap6s o desmame e perdurando
até a idade adulta. Poucos trabalhos investigam os efeitos de uma exposi¢do mais curta
ao isolamento social, durante o periodo pré-pubere. Adicionalmente, grande parte dos
trabalhos envolve apenas um sexo, raros trabalhos investigam os efeitos do estresse e do
consumo cronico de uma DRG comparando machos e fémeas. Cabe ressaltar que nesse
trabalho os animais foram submetidos a intervencdes antes de entrarem na puberdade
ndo havendo, portanto, grandes diferencas nos niveis de hormdnios gonadais durante
essa fase. Os niveis de estrogenos e androgenos apresentam aumentos apenas apds a
puberdade, o que pode ter influenciado na predominancia de efeitos do sexo na idade

adulta.

Com relacdo aos achados metabolicos periféricos, observamos que, durante a
semana do estresse, a exposicdo ao isolamento social aumentou o consumo calorico
total (racdo padrdo + DRG). E importante considerar que o comportamento alimentar
durante a exposicdo a um estressor pode variar dependendo da composi¢do da dieta
oferecida, do tempo de exposicdo e da gravidade do estressor. Nesse contexto, além de
consumirem mais calorias totais, verificamos que a maior porcentagem das calorias foi
obtida via DRG nos animais isolados, indicando uma maior preferéncia por alimentos
hiperlipidicos em periodos de estresse. De acordo com essas observagdes, um estudo
prévio com modelo animal mostrou a preferéncia por alimento palatavel durante a
exposicdo a um estressor cronico em periodo inicial da vida (Machado et al., 2013).
Crescentes evidéncias estdo de acordo com nosso achado, mostrando aumento na
preferéncia pelo consumo de alimentos palataveis durante periodos de estresse (Dallman

et al., 2003, Pecoraro et al., 2004, Zellner et al., 2006, Machado et al., 2013). Alguns
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desses trabalhos defendem a teoria da utilizagdo do alimento como uma compensacao,
na qual o aumento de glicocorticoides liberados por consequéncia da ativacdo do eixo
HHA em situacBes de estresse esta associado a preferéncia por alimentos confortantes
(alimentos altamente cal6ricos e saborosos ricos em aglcar e/ou gordura). Essa
preferéncia por esses alimentos seria uma forma de adaptacdo do organismo para
reduzir as respostas do eixo HHA ao estresse (Dallman et al., 2003, Pecoraro et al.,

2004).

Os animais que receberam a DRG durante a semana de exposicdo ao estresse
apresentaram reduzida eficiéncia caldrica, ou seja, apesar desses animais terem
consumido mais calorias totais, esse maior consumo calérico ndo foi acompanhado pelo
ganho proporcional de peso corporal, indicando que esses animais ndo converteram as
calorias provindas da DRG em ganho de massa corporal. Como o periodo em que 0s
animais foram expostos ao estresse, o periodo pré-pubere, é considerado uma fase de
intenso desenvolvimento fisico, grande parte das calorias provindas da DRG pode estar
sendo destinada para o crescimento fisico ou utilizada como fonte energética através da
oxidacdo lipidica. Adicionalmente, em fases precoces, o volume de tecido adiposo
marrom é maior comparado a idades mais avancadas, possibilitando uma maior perda
energética na forma de calor. A composicdo da dieta utilizada no presente trabalho pode
estar induzindo um processo de termogénese adaptativa, aumentando a perda energética
na forma de calor durante essa fase inicial da vida. Nesse sentido, estudos tém
evidenciado que ocorre um aumento na capacidade de termogénese, especialmente em
fases precoces do desenvolvimento, como o periodo pré-pabere, diminuindo

gradativamente ao longo do tempo (lossa et al., 2003).
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Contudo, contrario ao que observamos na semana do isolamento, na idade adulta
0s animais com acesso a DRG apresentaram maior eficiéncia cal6rica e os machos
tiveram maior eficiéncia calorica, quando comparadas as fémeas. Além disso, machos
que receberam a DRG cronicamente apresentaram maior deposicdo de gordura
abdominal, considerando a soma da gordura retroperitoneal e gonadal. Verificamos
nesse trabalho que o controle do balango energético se modificou durante o
desenvolvimento, pois na idade adulta os animais apresentaram um perfil metabolico
diferente e mais poupador quando comparados aos animais no periodo pré-pubere.
Nesse sentido, na idade adulta esses animais passaram a converter as calorias
consumidas de forma mais voltada ao armazenamento, especialmente os machos,
demonstraram maior susceptibilidade aos efeitos da dieta. Por outro lado, estudos
mostram que ratas recebendo dietas hipercaléricas podem apresentar menor perda
energeética e maior facilidade de desenvolver obesidade que machos (Roca et al., 1999,
Rodriguez et al., 2001). Deve-se considerar, todavia, que a composicdo da dieta e 0
periodo em que € oferecida podem influenciar diferentemente machos e fémeas. Além
disso, nossos achados estdo de acordo com evidéncias que mostram diferencas entre 0s
sexos na regulacdo da homeostase energética, nas respostas a sinais que regulam o
consumo e o ganho de peso, na distribuicdo do tecido adiposo, assim como nos
horménios liberados em proporcao ao tecido adiposo (Clegg et al., 2003, Clegg et al.,

2006, Brown et al., 2010).

No capitulo | dessa tese, observamos que o consumo cronico de DRG levou a
maior deposi¢édo de gordura abdominal e a maior liberacdo de adipocinas. Sabe-se que o
tecido adiposo controla processos metabdlicos por meio da liberacdo de adipocinas,
dentre as quais a leptina e a adiponectina. A adiponectina possui propriedades anti-

inflamatdrias, antiaterogénicas e anti-diabéticas e geralmente seus niveis estdo
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reduzidos em individuos com acumulo de gordura visceral, ou seja, seus niveis
plasméaticos sdo negativamente correlacionados com o tecido adiposo visceral
(Matsuzawa, 2010). De modo interessante, verificamos que as fémeas que receberam a
DRG cronicamente apresentaram niveis plasmaticos aumentados de adiponectina,
sugerindo que essa adipocina pode estar agindo como um fator protetor, tornando as
fémeas menos susceptiveis aos efeitos da DRG e menos propensas a desenvolver a
obesidade e suas comorbidades. De acordo, trabalho anterior do nosso grupo apontou
que os niveis de adiponectina podem aumentar em fémeas expostas a intervengdes como
a exposigéo ao isolamento social durante o desenvolvimento (Krolow et al., 2013a).

A leptina, por sua vez, teve seus niveis aumentados nos animais que tiveram
acesso a DRG e de forma mais proeminente nos machos. Tendo em vista que a
concentracdo de leptina no sangue é proporcional ao volume de tecido adiposo, o fato
de que os animais com DRG apresentaram maior gordura abdominal esta de acordo com
0s maiores niveis de leptina plasmaticos observados nesses animais. Entretanto, em
ambos, roedores e humanos, a hiperleptinemia também é uma caracteristica da
obesidade (Frederich et al., 1995, Maffei et al., 1995). Em obesos, 0 excesso plasmatico
de leptina funciona como uma resposta compensatéria para manter a homeostase
energética em funcdo da reduzida sensibilidade a esse hormdnio. E importante salientar
que a composicdo da dieta utilizada pelo nosso trabalho associado a fase do
desenvolvimento em que comecou a ser oferecida e o periodo que foi oferecida podem
ser fatores preditores de alteracbes na sinalizacdo da leptina. Adicionalmente, os
machos tiveram maiores niveis de leptina plasmaticos quando comparados as fémeas,
fato que pode ser atribuido ao maior acimulo de gordura abdominal nesses animais.
Apesar desse aumento nos niveis plasmaticos de leptina, observamos que os machos
continuaram consumindo mais calorias, o que nos fez questionar se estaria ocorrendo
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um processo de resisténcia aos efeitos enddgenos dessa adipocina, visto que, como ja
bem estabelecido, em niveis normais, a leptina regula o balango energético diminuindo
0 consumo alimentar e aumentando a perda energética e alteracGes em sua sinalizacao
ou sensibilidade podem causar altera¢fes na regulacdo do balanco energético (Sainz et

al., 2015).

E interessante ressaltar também que existem diferencas sexo-especificas na
sensibilidade a leptina. Experimentos usando modelos animais sugerem que fémeas séo
mais sensiveis aos efeitos anorexigenos da leptina quando comparadas aos machos
(Clegg et al., 2003). Essa diferenca na sensibilidade a leptina pode ser modulada por
horménios sexuais, com destaque para o estrogeno, que pode influenciar na expressao e
na sensibilidade da leptina em varios tecidos (Al-Qahtani et al., 2017), incluindo o SNC
(Ainslie et al., 2001). Assim como a leptina, o estrogeno também influencia no balanco
energético e pode estar agindo como um facilitador da sinalizacdo da leptina no
hipotdlamo, fazendo com que as fémeas do nosso estudo ndo sofram os reflexos da
resisténcia a leptina de forma tdo intensa quanto os machos. Além disso, considerando
que evidéncias mostram que existe uma co-localizacdo de receptores de leptina e de
estrogeno (REa) em algumas regioes do hipotdlamo (Springer et al., 2014),
possivelmente a interacdo entre as vias de sinalizacdo desses dois hormonios pode

resultar em uma distinta regulacéo do balanco energético.

Ao verificarmos que o consumo alimentar continuou aumentado mesmo com
niveis plasmaticos de leptina elevados, nos propusemos a investigar no capitulo | a
sinalizacdo da leptina no hipotalamo para verificar se estaria ocorrendo algum processo
de resisténcia a esse horménio. Embora nossos achados referentes ao metabolismo

periférico tenham nos direcionado a investigar as falhas na sinalizacdo da leptina
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causadas pela influéncia da DRG nos machos, as fémeas também tiveram alteragdes
nesta comunicacdo, porém foram mais influenciadas pelo estresse. A DRG, per se,
causou um maior recrutamento do STAT3 nos machos e, quando associada ao fator
estresse, estimulou sua maior fosforilacdo/ ativacéo, repercutindo em mais pSTAT3 e,
portanto, maior relacdo pSTAT3/STAT3. No entanto, 0 aumento no pSTAT3 néo foi
convertido na maior transcricdo do SOCS3, mostrando que, nos machos, o SOCS3
continuou fazendo a retroalimentacdo negativa da rota de sinalizagdo da leptina como
em uma situagdo basal, sem influéncia de nenhum fator. Nesse sentido, quando
observada em conjunto, a rota de sinalizacdo da leptina parece ativada no hipotdlamo
total dos machos. A ativacdo dessa rota, entretanto, pode ter acontecido apenas em
algumas regibes especificas no hipotdlamo, enquanto que em outras regiGes pode ter
ocorrido o processo de resisténcia. Os receptores de leptina s&o amplamente expressos
em nucleos hipotalamicos envolvidos no controle da homeostase energética dentre eles
0 nucleo arqueado (ARC), nucleo ventromedial, o hipotdlamo dorsomedial e a &rea
hipotalamica lateral (EImquist et al., 1998). O nlcleo ARC é considerado o de mais
facil acesso a leptina circulante, esse nicleo regula o balangco energético, a homeostase
da glicose e os niveis de insulina. O hipotadlamo dorsomedial regula o comportamento
alimentar, o ganho de peso corporal e a termogénese e o ventromedial também regula a
homeostase energética e o ganho de peso. Especialmente os nudcleos do PVN sdo
altamente relacionados com a homeostase energética. Adicionalmente, o hipotdlamo
lateral regula 0 musculo esquelético e cardiaco e o tecido adiposo marrom (van Swieten
et al., 2014). Um estudo mostrou que a diminuicdo nos receptores de leptina no
hipotdlamo lateral resultou em aumento no consumo alimentar e no ganho de peso de
ratos com acesso a DRG (Davis et al., 2011). Semelhante ao que observamos, em
consequéncia da resisténcia a leptina, 0s machos apresentaram maior consumo
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alimentar e 0 maior ganho de peso corporal. Estudos com humanos e roedores tém
evidenciado que o consumo cronico de DRG atenua a sinalizagdo da leptina de forma
regido especifica no encéfalo, enquanto algumas regides permanecem sensiveis a leptina
apesar dos efeitos da DRG (Morabito et al., 2017). Assim como no encéfalo, no
hipotalamo o consumo crénico de uma DRG pode modular diferentemente a sinalizagdo
da leptina em diferentes regides. Em animais, o consumo de uma DRG por 16 semanas
demonstrou menor ativagdo da sinalizagdo da leptina no nucleo arqueado enquanto que
outros nucleos hipotalamicos e extra hipotalamicos permaneceram sensiveis a leptina

(Munzberg et al., 2004).

A exposicdo ao estresse no periodo pré-pubere teve efeitos em todas etapas da
sinalizacdo da leptina no hipotalamo das fémeas. O fator estresse aumentou o
recrutamento do STAT3. Entretanto, esse aumento ndo foi acompanhado pela
ativacdo/fosforilacdo do STAT3, que repercutiu em uma menor relacdo
pSTAT3/STAT3. Embora ndo tenhamos observado uma elevacdo no imunoconteudo de
pSTAT3 pelo estresse, verificamos um aumento na transcricdo do SOCS3, o qual,
através de retroalimentacdo negativa, pode ter causado uma atenuacdo na sinalizacao da
leptina no hipotdlamo das fémeas. Adicionalmente, a ingestdo alimentar e o ganho de
peso nao refletiram esse perfil de resisténcia a leptina desencadeado pela exposicdo ao
estresse no periodo pré-pubere nas fémeas que, assim como 0s machos, podem
apresentar respostas diferentes dependendo da regido do SN avaliada. E importante
enfatizar que os fatores dieta e estresse tiveram efeitos distintos sobre a sinalizagéo da
leptina: nos machos a interacéo dos dois fatores ativou a via; por outro lado, nas fémeas
0 estresse induziu uma resisténcia a leptina. No entanto, esses achados foram diferentes
do que esperavamos, pois, associando os elevados niveis plasmaticos de leptina com o

maior consumo e ganho de peso corporal esperavamos um aumento no SOCS3 e uma
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atenuacéo na sinalizacdo da leptina nos machos. Por outro lado, nos surpreendemos com
os efeitos do estresse nas fémeas, pois, embora o isolamento social tenha acontecido em
uma fase precoce do desenvolvimento, seus efeitos perduraram até a idade adulta com
grande influéncia na sinalizacdo da leptina. Refor¢ando os dados da literatura, nossos
achados mostraram que as fémeas apresentaram maior volume das adrenais e maiores
niveis de corticosterona mesmo em niveis basais e, portanto, podem ser mais

susceptiveis ao estresse quando comparadas aos machos.

A divergéncia entre o balanco energético e a sinalizacdo da leptina via JAK-
STAT3 nos instigou a investigar uma rota alternativa de regulacdo endocrina do
metabolismo, através da modulacdo do eixo HHT pela leptina. Como mencionamos na
introducdo, essa sinalizacdo acontece de duas maneiras: uma direta por neurénios TRH
no nucleo paraventricular e outra indireta, por neurdnios POMC, no nucleo arqueado
(Ghamari-Langroudi et al., 2010). Enquanto a via indireta pode ser afetada por uma
possivel resisténcia a leptina, a via direta pode permanecer ativada, reforcando a ideia
de que a sinalizacdo da leptina pode sofrer alteracdes causadas por diferentes fatores
dependendo da regido do sistema nervoso analisada. Diferente de animais magros, em
animais obesos, a via direta permanece ativada e a indireta inativa devido a resisténcia a
leptina (Perello et al., 2010). Baseados nessas informacges, esperdvamos encontrar um
aumento na atividade do eixo HHT nos animais hiperleptinémicos. Nesse sentido, 0
aumento nos niveis de T4 nos machos com acesso & DRG nos direcionou a formular a
hipotese de que a via direta de sinalizacdo da leptina no PVN estava ativada, enquanto
que a via indireta, no ARC, estava pouco ativa ou inativa devido a resisténcia a leptina
nesses animais. Essa resisténcia esta associada ao maior consumo cal6rico, ganho de
peso e ao maior nivel de leptina observado nos machos. Além disso, a ativacdo do eixo

HHT pela leptina, que resultou em um aumento do T4, pode ter sido um mecanismo
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compensatério ao excesso de calorias consumidas através da DRG pelos machos.
Concordando com nossos achados, evidéncias mostram aumentos nos niveis de
hormaonios da tireoide em animais com acesso a DRG (Almeida et al., 1996, lossa et al.,
2003). Embora em niveis aumentados, 0 T4 ndo foi convertido em T3 nos machos com
acesso a DRG causando prejuizos metabolicos que estdo de acordo com as
caracteristicas murinométricas encontradas nesses animais. O T4 é convertido em T3
pela acdo de enzimas iodotironinas desiodases encontradas em diferentes estruturas,
sendo que sua deficiéncia pode causar uma diminui¢do na disponibilidade local do T3,
que é a forma biologicamente ativa desse hormonio. A deficiéncia no T3 pode levar a
um declinio na taxa de metabolismo basal, assim como pode reduzir o catabolismo de
proteinas e lipideos. Os menores niveis de T3 plasmaticos, em conjunto com 0s niveis
aumentados de T4 nos machos com DRG, sugerem uma falha na atividade das enzimas
desiodases, 0 que repercutiu em um prejuizo metab6lico que 0s tornou mais propensos a
obesidade e a sindrome metabdlica. Por outro lado, os maiores niveis de T3 encontrado
nas fémeas podem torna-las metabolicamente mais ativas e protegidas do acumulo
energético na forma de ganho de peso corporal e, consequentemente, de gordura
corporal. De fato, a sinalizacdo da leptina através do eixo HHT se mostrou mais efetiva

em explicar nossos achados do metabolismo periférico do que a via JAK-STATS.

A exposic¢do ao isolamento no periodo pré-plbere teve efeitos marcantes sobre a
eixo HHT, resultando em aumento no T4 em todos animais. Estudos prévios tém
mostrado que distintos estressores agudos ou repetidos podem alterar a secre¢do de
horménios da tireoide (Cizza et al., 1996, Servatius et al., 2000). Nesse contexto, 0s
GCs liberados pelo eixo HHA em resposta a um estressor podem afetar os niveis
circulantes dos horménios da tireoide, assim como a desiodacdo periférica desses

hormdnios, entretanto essa modulacdo depende do periodo da exposicdo ao estressor
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(Helmreich et al., 2005, Van der Geyten and Darras, 2005). E importante destacar que,
no nosso estudo, utilizamos um estressor social em um periodo sensivel do
desenvolvimento e que analisamos as consequéncias na idade adulta o que pode ter

influenciado de forma distinta a modulacéo do eixo HHT nesses animais.

Os hormonios da tireoide participam da sinalizacédo de fatores que influenciam no
crescimento, desenvolvimento e na termogénese em mamiferos. Esses hormonios
controlam a taxa metabolica basal ao aumentar a producdo de ATP por meio de
processos metabdlicos e por manter o gradiente de ions na mitocondria.
Adicionalmente, os hormoénios da tireoide mantém a taxa metabdlica basal via
desacoplamento da fosforilacdo oxidativa na mitocondria ou por reduzir a atividade de
moléculas transportadoras de equivalentes redutores para as mitocéndrias (Harper and
Seifert, 2008). Estudos com humanos (Clement et al., 2002) e ratos (Wiesner et al.,
1992, Short et al., 2001) tratados com T3 tém demonstrado que os horménios da
tireoide estimulam a transcricdo de genes relacionados a bioenergética mitocondrial,
incluindo genes da cadeia transportadora de elétrons no musculo esquelético. Os efeitos
dos hormonios da tireoide sobre a mitocdndria podem acontecer de forma direta através
de seus receptores localizados na propria mitocondria assim como de forma indireta
através de receptores localizados no nucleo (Psarra and Sekeris, 2008). Em ratos, 0
tratamento com T3 por 4 semanas resultou em maior quantidade de mitocondrias além
de maior quantidade e atividade das enzimas mitocondriais (Bahi et al., 2005). As
adipocinas leptina e adiponectina também tém sido relacionadas com a regulagdo
energética mitocondrial. A adiponectina estimula a expressdo de genes mitocondriais
assim como aumenta a atividade mitocondrial e, em humanos e ratos, essa adipocina
tem sido associada com aumentos na 3-oxidacdo (Fruebis et al., 2001, Yamauchi et al.,

2001). A leptina tem efeitos semelhantes aos da adiponectina sobre a mitocondria e, em
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animais, o tratamento agudo com leptina ativou a oxidacdo de acidos graxos (Muoio et

al., 1997).

A demanda energética celular envolve varios fatores e exige uma coordenacédo
entre a funcdo mitocondrial e os outros compartimentos celulares. A mitocéndria
participa da manutencdo da homeostase energética celular executando a fosforilacao
oxidativa e participando de multiplas vias de sinalizacdo metabdlicas. Além de ter um
papel fundamental no metabolismo celular, essa organela € uma das principais
produtoras de EROs. Devido a sua importancia fisiologica, a mitocondria € uma das
primeiras organelas a responder a fatores ambientais. Nesse sentido, nossos achados
mostraram que tanto a dieta quanto o estresse tiveram efeitos sobre a funcdo
mitocondrial, sobre as defesas antioxidantes e sobre o funcionamento mitocondrial.
Além disso, observamos que machos e fémeas responderam de modo diferente a esses
fatores. Como ja bem estabelecido, a exposic¢do ao estresse demanda uma mobilizacdo
energética para o processo de “luta ou fuga”, do qual a mitocondria ¢ a principal
responsavel. Adicionalmente, a utilizacdo dos lipideos provindos da DRG como fonte
energética pode causar um aumento no vazamento de elétrons na cadeia transportadora
de elétrons aumentando a producdo de EROs, mostrando que ambos fatores, estresse e
dieta, podem levar a alteragdes na funcdo mitocondrial que podem repercutir em danos a

célula e podem levar a obesidade.

Tais conhecimentos nos levaram a questionar se o isolamento social no periodo
pré-pubere e o consumo de uma DRG poderiam influenciar o metabolismo energético da
celula, visto que ambos fatores apresentaram efeitos na regulacdo do balango energético
central e periférico. No capitulo I, inicialmente investigamos se esses fatores estariam

influenciando a atividade de enzimas antioxidantes, pois a mitocondria € a principal
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produtora de EROs e um desequilibrio na atividade dessas enzimas pode ter
consequéncias metabdlicas importantes, relacionadas com o desenvolvimento da
obesidade. Em ambos, nos capitulos | e Il dessa tese, avaliamos o hipotalamo total por se
tratar de uma estrutura envolvida no controle metabolico e na regulagdo do consumo
alimentar e por serem raros os estudos que investigaram os efeitos sexo-especificos de
fatores ambientais sobre o status oxidativo nessa estrutura. Além disso, o tecido nervoso é
particularmente vulneravel ao estresse oxidativo devido a sua alta taxa de consumo de
oxigénio, ao grande contetdo de lipideos e sua baixa atividade antioxidante (Halliwell,
2006). A partir dessas medidas, observamos que predominaram diferencas sexo-
especificas, sendo que a atividade da SOD, assim como a relacdo SOD/CAT e SOD/GPx,
foram maiores no hipotdlamo das fémeas. A SOD é uma enzima responsavel por
dismutar o anion superoxido, produzido pelo escape de elétrons da cadeia transportadora
de elétrons mitocondrial, em H,O,, que posteriormente é degradado em H,O através da
CAT e da GPx (Halliwell, 2006). Esse aumento na atividade da SOD, sem o aumento
proporcional da atividade da GPx e da CAT, pode ter levado a um acumulo de H,0; nas
fémeas. Apesar desse possivel acimulo de H,O,, ndo observamos um aumento no DCF.
De fato, a medida da (2', 7'- diclorofluoresceina) DCF é mais indicada para avaliar
radicais livres ndo-especificos, sendo que a oxidacdo da H,DCF (di-
hidroclorofluoresceina) em DCF é resultado da exposicdo a espécies reativas. Nesse
sentido, a medida do DCF depende das reacBes de Fenton ou da oxidacdo ndo enzimatica
pelo citocromo ¢ para oxidar o H,DCF em DCF. Assim sendo, o H,O, é incapaz de
oxidar diretamente o H,DCF (Karlsson et al., 2010). Essas consideracBes poderiam
explicar como, apesar de as fémeas serem mais propensas a acumular H,O,, nao
mostraram alteracbes no DCF. O fato de as fémeas ndo apresentarem alteracfes na
producdo de EROs também pode ser devido a menor atividade do complexo I-I1I
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observada, quando comparadas aos machos. Evidéncias mostram que o complexo I-111
possui grande capacidade de produzir EROs (Leloup et al., 2011). Portanto, sua menor
atividade pode estar relacionada ao menor fluxo de elétrons atraves da cadeia respiratoria
e a menor producdo de superoxido, explicando assim a auséncia de alteracbes na
producdo de radicais livres nas fémeas.

E interessante observar que as fémeas com acesso & DRG apresentaram aumento
na atividade do complexo 1V, que também pode ser uma resposta ao excesso de energia
suprido pela DRG nas fémeas. Nesse contexto, estudos mostram que, no musculo
esquelético, o consumo prolongado de dietas hiperlipidicas aumenta o contetdo das
proteinas que compdem os complexos da cadeia respiratdria, assim como aumenta a
atividade de enzimas que participam da [-oxidacdo (Turner et al., 2007). Essas
diferencas sexo-especificas observadas na atividade dos complexos da cadeira
transportadora de elétrons podem ter acontecido pela modulagdo mitocondrial mediada
por hormdnios sexuais. De acordo com a literatura, assim como hormdnios da tireoide,
hormonios sexuais incluindo o estrogeno sdo importantes reguladores do metabolismo
energético, atuando no nucleo e na mitocondria ao induzir a transcricdo de genes da
cadeia transportadora de elétrons. O estrégeno (E2) possui efeitos em diversos tecidos,
agindo diretamente através de seus receptores na prépria mitocondria e, indiretamente,
através de seus receptores no nucleo. Evidéncias mostram que esse horménio sexual
induz a transcricdo de genes dos complexos da cadeia transportadora de elétrons
incluindo subunidades da ATP sintase (Klinge, 2008), o citocromo ¢ e subunidades do
complexo 1V, além de aumentar a atividade enzimatica do complexo IV (Duckles et al.,

2006).

Observamos também que o consumo da DRG diminuiu a atividade da GPx nos

machos e nas fémeas. Em neurdnios, essa enzima € a principal responsavel pela
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detoxificacdo do H,O, (Dringen et al., 1999) e sua deficiéncia representa uma grande
ameaca a homeostase neuronal. Especialmente nas fémeas recebendo DRG, a associacao
entre 0 aumento da atividade da SOD sem alteragcOes na atividade da CAT e diminuicdo
na atividade da GPx pode levar a um acumulo de H,0,. A GPx detoxifica 0 H,0O, através
de uma reacdo de d6xido-reducdo em que a GSH doa elétrons produzindo GSSG, que
posteriormente é reduzida pela atividade da glutationa redutase (GR) na presenca de
NADPH (Townsend et al., 2003). Portanto, essa diminui¢do da atividade da GPx ou a
menor concentracdo de GSH podem contribuir para o acimulo de H,0,, aumentando o
dano oxidativo celular (Walczewska et al., 2010). Embora os radicais livres sejam
considerados toéxicos para a célula, evidéncias tém indicado que em concentracGes
normais eles participam de diversas vias de sinalizagdo celular. Em células do SNC, o
H.O, é um regulador da atividade e do crescimento neuronal (Gerich et al., 2009),
entretanto em concentracOes elevadas pode induzir a um estresse oxidativo (Armogida et
al., 2012) e consequentemente a danos celulares e a morte neuronal (Teepker et al.,
2007). Nesse sentido, estudos mostraram que a curta exposicdo de neurdnios a
concentracdes micromolares de H,0, podem diminuir o contetdo de GSH e ATP (Hoyt
et al., 1997). Adicionalmente, evidéncias tém mostrado que a emissdo de H,0O;
mitocondrial é significantemente maior quando a respiracdo basal ¢ mantida pela
oxidacdo de acidos graxos, em comparacdo a carboidratos (St-Pierre et al., 2002). Além
disso, estudos tém mostrado que o consumo crénico de DRG aumenta 0 estresse
oxidativo celular e causa disfungbes mitocondriais em diversos tecidos, incluindo o
tecido muscular e o SN (Yokota et al., 2009, Ballal et al., 2010). E interessante observar
que outro estudo relatou que o consumo de DRG aumenta a produgdo mitocondrial de
H,0, (Anderson et al., 2009). O H,0, tem a capacidade de se difundir e atuar em
diferentes compartimentos (Miller et al., 2010, Leloup et al., 2011): no citosol, 0 H,0,
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pode reagir com residuos de tiol em proteinas ou na glutationa e alterar a relagdo da
glutationa reduzida para glutationa oxidada (GSH/GSSG) (Schafer and Buettner, 2001).
No entanto, nesse estudo ndo verificamos redugdes nos grupos tiélicos nos animais com
acesso & DRG. No conjunto, nossos achados sugerem que o hipotadlamo das fémeas é
mais susceptivel ao desequilibrio oxidativo e consequentemente ao dano celular, sendo
que o0 acesso a DRG reforgou esse desequilibrio, facilitando o estresse oxidativo nesses

animais.

O estresse oxidativo pode causar a oxidacdo de biomoléculas como lipideos,
proteinas e 0 DNA, o que pode resultar em danos a organelas celulares, tais como a
mitocéndria (Miao and St Clair, 2009). A oxidacdo de residuos proteicos, especialmente
de residuos sulfidrila, causa mudancas conformacionais, desdobramento da estrutura
proteica e degradacdo de proteinas (Lyras et al., 1997). No nosso estudo, as fémeas
apresentaram maior quantidade de tidis totais que os machos, sugerindo que as fémeas
foram, portanto, mais protegidas de danos proteicos que os machos. Por outro lado, como
discutido previamente, as fémeas parecem mais susceptiveis ao desequilibrio oxidativo, o
qual pode estar associado ao fato de as fémeas apresentarem menor quantidade de tiois
ndo-proteicos que os machos. O tiol ndo-proteico mais prevalente nas células animais é a
GSH, um antioxidante ndo-enzimatico importante para a detoxificacdo de perdxidos
(Anderson, 1998). A baixa concentracdo da GSH pode estar relacionada com o maior
dano oxidativo e com o desenvolvimento de patologias (Lu, 2000, Townsend et al.,
2003). Esse achado nos levou a hipotetizar que a reducdo na GSH nas fémeas induziu a
potenciacdo no acumulo do H,O,, causou o desequilibrio oxidativo e consequentemente
levou ao dano oxidativo. Contrario ao nosso achado, estudos mostram que o estrégeno

tem efeitos protetores reduzindo o estresse oxidativo e a producéo de radicais livres no
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tecido nervoso, de modo que as fémeas estariam mais protegidas do desequilibrio

oxidativo que os machos (Razmara et al., 2007, Irwin et al., 2008, Vina et al., 2011).

No capitulo Il dessa tese ainda observamos que o isolamento social no periodo
pré-pubere diminuiu a peroxidacéo lipidica no hipotalamo dos machos. Contrario a esse
resultado, ratos expostos ao estresse cronico variado apresentaram aumento na
peroxidacdo lipidica no cértex pre-frontal (Herbet et al., 2017). Nesse sentido, outros
estudos prévios mostraram que 0 estresse por imobilizacdo aguda aumentou a
peroxidacdo lipidica no cértex, cerebelo, hipocampo (Liu et al., 1996) e hipotalamo
(Sosnovskii and Kozlov, 1992), assim como a imobilizacdo mais prolongada também
causou aumento na peroxidacao lipidica (Solin and Liashev lu, 2013). Embora nossos
achados sejam contrarios aos da literatura, € importante enfatizar que, como exposto
anteriormente, o tipo, a gravidade e a duracdo do estressor podem ter diferentes
consequéncias, e em nosso estudo investigamos os efeitos em longo-prazo da exposicao
ao estresse por isolamento social durante o periodo pré-pubere. E importante ainda
considerar que o SN exibe uma vulnerabilidade regido-especifica a insultos causados
pelo estresse oxidativo (Baek et al., 1999). Embora ndo tenhamos encontrado alteracfes
na producdo de espécies reativas, evidéncias tém mostrado que estressores ambientais
podem induzir um desequilibrio na atividade de enzimas antioxidantes e, por
consequéncia, levar ao estresse oxidativo (Madrigal et al., 2001) devido ao aumento na
liberacdo de GCs pelas glandulas adrenais (Simsek et al., 2016). Estudos em animais
tratados com corticosterona tém relatado que o excesso de GCs pode induzir uma
deplecdo ou inibicdo na atividade das enzimas antioxidantes e levar ao aumento da
peroxidacdo lipidica no hipocampo (Sato et al., 2010). E interessante salientar que as
avaliagcdes foram realizadas na idade adulta, muito tempo ap0s a exposicao ao estresse,

0 que pode ter induzido um processo de adaptacdo desses animais, que podem ter se
112



tornado mais resilientes e, por consequéncia, mais resistentes ao dano oxidativo.
Entretanto, verificamos que apenas 0s machos desenvolveram essa adaptacdo ao
estresse e se tornaram mais protegidos da peroxidacéo lipidica no hipotalamo. De fato, a
exposicao ao isolamento social no periodo pré-pubere diminuiu a peroxidacao lipidica
nos machos, contudo, por outro lado, a DRG aumentou a peroxidacgdo lipidica nas
fémeas quando comparadas ao controle. Esse aumento as substancias reativas ao 4cido
tiobarbiturico (TBARS) como consequéncia do consumo cronico de DRG nas fémeas
pode estar associado a diminui¢do no contetdo de GSH (Radi et al., 1991). A GSH doa
equivalentes redutores as membranas lipidicas e as protege de oxidantes (Curello et al.,
1985), e sua deplecdo pode induzir a peroxidacgdo lipidica e causar danos estruturais nas
membranas, incluindo as membranas mitocondriais, levando consequentemente a
disfungdes mitocondriais (Madrigal et al., 2001). Além disso, o prejuizo na
detoxificacdo do H,0, pela GPx e pela CAT também podem causar um aumento na
peroxidacdo lipidica e comprometer as membranas celulares e a integridade
mitocondrial, potencializando a falha bioenergética (Demarest and McCarthy, 2015).
Assim, como avaliamos nesse trabalho, o acesso a uma DRG causou possivelmente um
acumulo de H,O, no hipotdlamo das fémeas. Esse excesso de H,O, pode estar
relacionado com a diminuicdo de residuos sulfidrila na GSH, resultando em um maior

dano lipidico.

Nesse contexto, a DRG pode comprometer as membranas mitocondriais e levar a
perturbacdes na fluidez (Tsalouhidou et al., 2006), em transportadores (Hoch, 1992), na
dindmica do calcio (Patergnani et al., 2011), na expressdo de genes (Flachs et al., 2006)
e em modificacBes pos-traducionais de proteinas (Hasselbaink et al., 2002). Portanto, a
DRG pode causar alteragdes na fungdo mitocondrial e na producdo de EROs (Yu et al.,

2014). Como descrito detalhadamente na introducdo desta tese, a mitocéndria, por meio
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da cadeia transportadora de elétrons, é responsavel pela producéo de ATP, alem de nela
ocorrerem diversas vias ligadas ao balango energético (Manoli et al., 2007). A cadeia
transportadora de elétrons também é uma importante produtora de EROs incluindo o
superéxido (O;"), o peréxido de hidrogénio (H,O;), o radical hidroxila (*OH) e o
oxigénio singlet (Wallace et al., 1995). Estudos prévios com camundongos tém
mostrado que a DRG pode diminuir a expressdo de genes envolvidos na fosforilagdo
oxidativa, genes que codificam as proteinas que compdem os supercomplexos I, 11, 11l e
IV da cadeia transportadora de elétrons, assim como a transcri¢do de fatores e cofatores
no masculo esquelético (Sparks et al., 2005). Sabe-se que a estrutura e a funcdo dos
componentes mitocondriais dependem da expressdo de genes nucleares e mitocondriais
e a cooperacdo entre esses genes é indispensavel para regular a cadeia respiratoria
(Kelly and Scarpulla, 2004). O DNA mitocondrial codifica proteinas dos complexos I,
Il e IV da cadeia transportadora de elétrons e o complexo Il é totalmente codificado
pelo genoma nuclear (Kelly and Scarpulla, 2004), sendo que o DNA mitocondrial €
mais susceptivel a alteracdes oxidativas (Wallace, 2005). De fato, o desequilibrio
oxidativo observado nas fémeas pode ter danificado o DNA mitocondrial, prejudicando
a sintese de importantes proteinas, o que pode ter resultado na atividade alterada do
complexo I-111.

Outro importante modulador da funcdo mitocondrial é o coativador transcricional
la do receptor nuclear gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPAR—y), ou
pelo cofator de transcricdo la (PGC-1a) (Manoli et al., 2007). O PGC-1a ¢ altamente
expresso em neurdnios (Andersson and Scarpulla, 2001) e esse cofator ativa a biogénese
mitocondrial, aumenta a expressdo de genes da fosforilacdo oxidativa e a transcri¢do de
enzimas da cadeia transportadora de elétrons (Sparks et al., 2005). Entretanto, estudos
mostram que a expressdo do PGC-la é inversamente correlacionada com as
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concentragdes de lipideos. Em humanos, a infusdo de lipideos diminui a expressédo de
PGC-1a no musculo esquelético (Richardson et al., 2005), e em camundongos 0 consumo
de DRG reduz o RNAm do PGC-1a no musculo esquelético (Sparks et al., 2005). De
acordo com esses estudos, nds observamos que a DRG diminuiu a massa mitocondrial
nas fémeas, o que pode estar relacionado com uma diminuic¢ao na ativacdo do PGC-1a e,
consequentemente, diminuicdo na biogénese mitocondrial. Além disso, j& foi relatado que
existem diferencas na biogénese mitocondrial entre machos e fémeas (Sharma et al.,
2014). A biogénese mitocondrial envolve processos de proliferacdo e diferenciagdo que
resultam no aumento da massa mitocondrial e da capacidade bioenergética mitocondrial
(Wenz, 2013). Estudos com tecido muscular mostram que o consumo prolongado de
DRG pode interferir na dindmica mitocondrial e causar disfungdes, resultando em

prejuizos na oxidacgdo lipidica mitocondrial (Duca and Yue, 2014).
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5. CONCLUSOES
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» Nossos achados indicam que machos e fémeas adotam diferentes
estratégias fisioldgicas e metabdlicas em resposta ao estresse no periodo

pré-pubere e ao consumo crénico de uma DRG.

» Os machos apresentaram um prejuizo da comunicacdo do metabolismo
periférico com o central em resposta a esses fatores. Como observado
especialmente nos machos com acesso a DRG, os dados periféricos de
consumo, ganho de peso, gordura abdominal e eficiéncia calorica
associados aos maiores niveis de leptina circulante indicaram
caracteristicas de animais obesos com deficiéncia ou resisténcia a leptina.
Esses dados divergiram dos achados centrais nesses animais, que
indicaram uma ativacao na sinalizacdo da leptina pela via JAK-STAT no
hipotdlamo, assim como uma ativacdo do eixo HHT pela leptina.
Entretanto, nosso trabalho destacou que, especialmente nos machos com
acesso cronico a DRG, a ativacdo do eixo HHT pela leptina ndo foi
acompanhada da conversdao do T4 em T3, refletido assim o prejuizo
metabolico periférico observado nas caracteristicas murinométricas

desses animais.

» Por outro lado, a exposicdo precoce ao isolamento social teve impactos
mais pronunciados nas fémeas. O estresse no periodo pré-pubere teve
efeitos em longo-prazo nas fémeas ao causar uma deficiéncia na
sinalizacdo da leptina no hipotadlamo através da via JAK-STAT. Apesar
desse prejuizo na sinalizacdo da leptina pela via JAK-STAT causado
pelo estresse precoce, observamos a ativacdo do eixo HHT nas fémeas

estressadas que apresentaram maiores niveis de T3 que 0s machos,
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indicando uma atividade metabdlica periférica protegida dos efeitos
desses fatores ambientais. Embora a modulagdo da via JAK-STAT3
tenha apresentado prejuizos, a sinalizacdo da leptina pelo eixo HHT
apresentou-se ativada, o que repercutiu no eficiente metabolismo

periférico das fémeas.

» Alem de repercutir em alteragdes na sinalizacdo de hormonios
relacionados com o controle metabdlico, o consumo cronico da DRG e o
estresse precoce tiveram efeitos sobre aspectos oxidativos e sobre o
funcionamento mitocondrial. Especialmente as fémeas apresentaram
prejuizos nas defesas antioxidantes, com aumento da atividade da SOD
sem o proporcional aumento nas atividades da CAT e da GPx. Ainda, o
acesso a DRG reforcou o desequilibrio oxidativo nas fémeas,
possivelmente facilitando o acimulo de H,0O, devido a deficiéncia no
sistema antioxidante. Como consequéncia desse desequilibrio, as fémeas
apresentaram danos a biomoléculas celulares, pois o consumo crénico da
dieta levou a maior peroxidacao lipidica, o que repercutiu em alteracGes

nas fungdes mitocondriais.

» Além disso, o consumo crénico da DRG levou a alteracbes no
funcionamento mitocondrial como observado pela menor atividade do

complexo I-111 e pela menor massa mitocondrial.
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6. PERSPECTIVAS
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Investigar a influéncia de uma DRG sobre a permeabilidade da BHE, com foco

no transporte da leptina e na influéncia dos lipideos no SNC;

Investigar os efeitos sexo—especificos do estresse e da DRG estudando os efeitos
de hormdnios gonadais, como o0 estrégeno, sobre a sinalizacdo da leptina em
diferentes nucleos hipotalamicos envolvidos na regulacdo metabdlica e sobre a

funcdo mitocondrial em ratos machos e fémeas;

Investigar os efeitos dos fatores ambientais estresse e dieta sobre a dindmica
mitocondrial, incluindo aspectos de fusdo e fissdo mitocondrial através de

microscopia confocal;

Avaliar a influéncia dos fatores dieta e estresse sobre diferentes nucleos

hipotalamicos através da técnica de imuno-histoquimica;

Avaliar a atividade respiratéria mitocondrial de ratos machos e fémeas sob a
influéncia das intervencdes ambientais utilizadas nessa tese, usando-se distintos

substratos e o aparelho Oroborus.
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