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APRESENTAÇÃO 

 

A presente tese está organizada conforme os seguintes tópicos: Introdução; 

Objetivos; Material, Métodos e Resultados: subdivididos em Capítulos I e II 

(referentes ao artigo publicado e ao manuscrito submetido); Discussão; Conclusões; 

Perspectivas e Referências bibliográficas.  

Na Introdução encontra-se o embasamento teórico que nos forneceu subsídio 

para formular a proposta de estudo dessa tese. Os Objetivos (gerais e específicos) 

definem os propósitos centrais do trabalho, assim como de cada trabalho científico. A 

sessão Material, Métodos e Resultados está subdividida em Capítulos, sendo que cada 

Capítulo corresponde a um artigo científico específico referente aos trabalhos 

desenvolvidos durante o período do doutorado. Os trabalhos foram desenvolvidos no 

Laboratório de Neurobiologia do Estresse (Departamento de Bioquímica, ICBS, 

UFRGS). 

O tópico Discussão apresenta uma integração geral dos resultados obtidos nos 

dois capítulos. Nas Conclusões estão os principais achados da tese e nas Perspectivas 

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

As Referências Bibliográficas contêm as referências dos trabalhos citados nos 

tópicos: Introdução e Discussão. Ao final de cada capítulo está listada a bibliografia 

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

 

A obesidade é uma condição multifatorial cujo aumento da prevalência está relacionado 

a mudanças no estilo de vida, no qual o estresse e o consumo de dietas ricas em gordura 

estão amplamente envolvidos. A exposição a fatores ambientais em períodos precoces 

do desenvolvimento pode causar alterações persistentes no sistema nervoso central e no 

sistema endócrino-metabólico que, por consequência, podem resultar no 

desenvolvimento do fenótipo da obesidade. O período pré-púbere é uma fase sensível 

do desenvolvimento, caracterizada pela maturação de sistemas envolvidos na 

homeostase energética e nas respostas ao estresse. Intervenções durante esse período 

podem influenciar a susceptibilidade a doenças ou a resiliência na idade adulta. O 

isolamento social é considerado um potente estressor para roedores e humanos e a 

exposição a esse fator durante o período pré-púbere pode ter efeitos emocionais, 

comportamentais e metabólicos em longo prazo. A exposição ao estresse durante fases 

precoces do desenvolvimento pode causar alterações no comportamento alimentar e 

induzir a maior preferência por alimentos confortantes (“comfort foods”), ricos em 

açúcares e gorduras. O estresse e a ingestão de dietas ricas em gordura podem 

programar o metabolismo de forma distinta entre os sexos por modular a sinalização de 

hormônios envolvidos na regulação da homeostase energética. Além disso, esses fatores 

ambientais podem levar a um desequilíbrio entre a produção de espécies reativas e as 

defesas antioxidantes, favorecendo o estresse oxidativo, o qual pode induzir a oxidação 

de biomoléculas e levar a disfunções mitocondriais. Com base no exposto acima, o 

objetivo dessa tese foi investigar os efeitos em longo prazo do isolamento social durante 

o período pré-púbere (21-28 dias pós-natal), associado ou não à dieta rica em gordura 

crônica, sobre parâmetros metabólicos, oxidativos, sobre a função mitocondrial e sobre 

parâmetros de dano à célula no hipotálamo total, comparando machos e fêmeas. Para 

alcançar esse objetivo foram avaliados aspectos murinométricos e metabólicos 

relacionados à sinalização da leptina no hipotálamo total dos ratos na idade adulta, 

verificando possíveis diferenças sexo-específicas. Para verificar se os fatores estresse e 

o consumo crônico de dieta rica em gordura teriam efeitos sobre o metabolismo celular, 

também foram analisados parâmetros oxidativos e de função mitocondrial no 

hipotálamo total desses animais na idade adulta. Os resultados mostraram que os 

machos e as fêmeas responderam de forma diferente ao estresse no período pré-púbere e 

à dieta rica em gordura. Os machos apresentaram características murinométricas que 

pareceram refletir uma resistência à leptina. Entretanto, o prejuízo na sinalização desse 

hormônio aconteceu apenas parcialmente no hipotálamo e foi principalmente 

influenciado pela dieta rica em gordura nesses animais. Por outro lado, as fêmeas foram 

mais susceptíveis ao isolamento social no período pré-púbere, o qual levou a prejuízos 

na sinalização da leptina na idade adulta. De modo interessante, a via alternativa de 

sinalização da leptina, através do eixo hipotálamo-hipófise-tireoide, permaneceu ativada 

nos machos. Porém, a maior liberação de hormônios da tireoide nesses animais não teve 

os efeitos metabólicos esperados devido à menor conversão do T4 em T3. Embora 

ambos fatores, estresse e a dieta rica em gordura assim como a interação entre eles 

tenham apresentado efeitos distintos em machos e fêmeas, o consumo crônico da dieta 

rica em gordura teve efeitos mais proeminentes nas fêmeas quando considerados 
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parâmetros oxidativos e de função mitocondrial. A dieta induziu um desequilíbrio 

oxidativo que resultou em danos celulares e mitocondriais nas fêmeas. De forma ampla, 

essa tese mostrou que intervenções em fases precoces da vida do indivíduo podem ter 

desfechos diferentes em machos e fêmeas. O isolamento social no período pré-púbere e 

o consumo crônico da dieta rica em gordura podem programar o metabolismo ao longo 

da vida. O consumo crônico da dieta rica em gordura levou a uma perturbação na 

comunicação do metabolismo periférico com o central nos machos que repercutiu em 

um fenótipo semelhante ao da obesidade nesses animais. As fêmeas foram mais 

susceptíveis à dieta rica em gordura, porém os prejuízos maiores foram observados no 

metabolismo energético central, marcado pelo desequilíbrio oxidativo e pelas 

disfunções mitocondriais. Assim, nosso trabalho destaca a importância de intervenções 

ambientais, no início da vida, para a programação metabólica em longo prazo. 

Adicionalmente, esses resultados podem revelar alvos importantes para a elucidação dos 

mecanismos relacionados ao desenvolvimento da obesidade e contribuir para que novos 

trabalhos sejam desenvolvidos além de auxiliar para que futuras medidas terapêuticas e 

preventivas sejam desenvolvidas respeitando as particularidades de cada gênero. 
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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. 
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1.1 Obesidade: influência de fatores ambientais 

 

A World Health Organization (WHO) tem relatado que a obesidade atinge 

atualmente proporções de epidemia, sendo reconhecida como um dos problemas de 

saúde pública mais importantes que o mundo enfrenta. Dados epidemiológicos mostram 

que desde 1975 a obesidade triplicou. No ano de 2016, 650 milhões de adultos com 18 

anos ou mais eram obesos, cerca de 41 milhões de crianças menores de 5 anos 

apresentaram sobrepeso ou obesidade e cerca de 340 milhões de crianças e adolescentes 

de 5 a 19 anos tinham sobrepeso ou obesidade (WHO). A obesidade é considerada um 

fator de risco para o desenvolvimento de várias patologias como diabetes, doenças 

cardiovasculares, doenças respiratórias, vários tipos de câncer, doenças hepáticas entre 

outras (Knight, 2011). 

A obesidade envolve alterações metabólicas centrais e periféricas, como 

inflamação (Galic et al., 2010, Johnson et al., 2012), estresse oxidativo (Noeman et al., 

2011, Matsuda and Shimomura, 2013), disfunção mitocondrial (Heinonen et al., 2015, 

Putti et al., 2015), apoptose (Pintus et al., 2012), mudanças na barreira hemato-

encefálica (BHE) (Davidson et al., 2012, Ouyang et al., 2014) e no encéfalo (Convit, 

2012, Shefer et al., 2013), principalmente no hipotálamo (Moraes et al., 2009, Convit, 

2012, Williams, 2012) e no hipocampo (Boitard et al., 2014, Stranahan, 2015). 

A principal causa da obesidade é atribuída ao desequilíbrio entre calorias 

consumidas e calorias gastas (WHO).  Existem diversos fatores que contribuem para 

esse desequilíbrio, dentre eles o surgimento de um “ambiente obesogênico” (Kaur et al., 

2003), no qual mudanças 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) estão 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 início precoce e o consumo crônico de DRG 

induzem a obesidade de forma mais efetiva (Peckham and Entenman, 1962). O estresse 

em períodos precoces é outro fator ambiental relacionado ao fenótipo da obesidade. 

Evidências têm mostrado que crianças vítimas de abuso infantil apresentam maior 

tendência de desenvolver a obesidade. Nesse sentido, crianças expostas a situações 

adversas têm maior facilidade de se tornarem “comedores emocionais” (comem para 

atenuar emoções negativas), hábito que pode persistir até a idade adulta (Kent et al., 

1999). Em humanos, o estresse crônico é um importante modulador do comportamento 

alimentar, favorecendo a preferência por alimentos palatáveis e com grande densidade 

energética, além de estar associado com o ganho de peso especialmente em homens 

(Torres and Nowson, 2007). 

O controle do balanço energético é modulado por um complexo sistema, 

localizado principalmente em  neurônios hipotalâmicos (Velloso and Schwartz, 2011). 

Situações como o consumo alimentar excessivo podem potencialmente levar ao 

aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), o que pode resultar em 

danos mitocondriais (Patti and Corvera, 2010, Frohnert and Bernlohr, 2013). 

Especialmente no hipotálamo, a liberação de EROs pode ocorrer pelo estímulo de 

adipocinas (leptina), neurotransmissores e nutrientes (glicose e lipídios), e tem grande 

influência no controle do metabolismo energético (Drougard et al., 2015). Alterações na 

função sinalizadora das EROS pode contribuir para a maior susceptibilidade de se 

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

encefálicos e metabólicos 

O desenvolvimento estrutural e funcional encefálico acontece por processos não –

lineares (Gogtay et al., 2004) envolvendo períodos de vulnerabilidade a fatores 

potencialmente causadores de dano (Andersen, 2003). Nessas fases críticas do 

desenvolvimento, fatores genéticos interagem com fatores ambientais para estabelecer 

as características funcionais individuais (Crews et al., 2007, Giedd et al., 2009). As 

fases do nascimento até a idade adulta são marcadas por grande desenvolvimento físico, 

comportamental, cognitivo, emocional e intensa maturação encefálica (De Bellis and 

Keshavan, 2003). Especialmente no período neonatal, infância e na adolescência, o 

sistema nervoso está passando por processos críticos de maturação com intensa 

organização da arquitetura das redes neurais envolvendo proliferação, migração, 

diferenciação, sinaptogênese, mielinização e apoptose (Rice and Barone, 2000, Ismail et 

al., 2017). Durante esses períodos de grande plasticidade, o organismo pode se 

desenvolver em distintas direções, pois possui um grande potencial de se adaptar ao 

ambiente (Remmers and Delemarre-van de Waal, 2011). Assim, a exposição a fatores 

ambientais em períodos precoces, pode contribuir para processos adaptativos positivos 

semelhantes aos da resiliência, promovendo estratégias de enfrentamento e a 

possibilidade de recuperação de danos anteriores (Marco et al., 2011), ou contribuir para 

desfechos negativos e influenciar na susceptibilidade de desenvolver patologias 

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

O ambiente em períodos precoces envolve diversos elementos, incluindo o 

estímulo sensório materno, sinais neuroendócrinos e de nutrição (Joels and Baram, 

2009, Baram et al., 2012, Lucassen et al., 2013), e mudanças nesses elementos podem 

levar a alterações estruturais e funcionais duradouras no encéfalo (Lupien et al., 2009, 
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Teicher et al., 2012). Estudos têm mostrado que o abuso ou a negligência durante a 

infância podem contribuir para alterações neuroestruturais como diminuição no volume 

do hipocampo (Bremner et al., 1997, Vythilingam et al., 2002), redução no corpo caloso 

(Sheridan et al., 2012) e no córtex pré-frontal (De Bellis et al., 2002),  assim como  no 

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

Nesse contexto, a exposição a estressores em fases precoces pode alterar a 

programação neural e levar a mudanças nas respostas do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal (HHA) em longo prazo. Em humanos, a exposição a estressores em fases 

precoces aumenta a reatividade do eixo HHA (Tyrka et al., 2008, Lupien et al., 2009, 

Pesonen et al., 2010) e facilita o desenvolvimento de prejuízos cognitivos e emocionais 

na idade adulta (Heim et al., 2008, Loman et al., 2010). Outro alvo da influência de 

fatores ambientais em idades precoces é a programação metabólica, de modo a 

modificar a susceptibilidade do indivíduo em desenvolver alterações metabólicas 

(Martin-Gronert and Ozanne, 2013). Experimentos com modelos animais mostram que 

as regiões do sistema nervoso que regulam o equilíbrio energético permanecem se 

desenvolvendo até o período pós-natal, sofrendo a influência de estímulos ambientais e 

sinais endócrinos (Mainardi et al., 2010, Remmers and Delemarre-van de Waal, 2011). 

A imaturidade funcional e estrutural desse sistema durante a infância, em roedores 

(Bouret et al., 2004, Mainardi et al., 2010) e humanos  (Dietz, 1994), torna essa fase 

altamente sensível aos efeitos de fatores ambientais. Recentemente, os fatores dieta 

(Teegarden et al., 2009) e o estresse social (Danese and Tan, 2014) na infância 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 endócrino-metabólico (Schmidt et al., 2009). Nesse sentido, diversos 

estudos mostram a associação de experiências adversas durante a infância 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 exposição precoce a um estressor levou a alterações na distribuição de 

gordura, resultando em uma razão de gordura visceral/subcutânea aumentada na idade 

adulta (Schmidt et al., 2009). 

Ao atuar em sistemas em plena maturação durante o desenvolvimento, fatores 

como estresse e dieta podem exercer efeitos persistentes sobre a programação encefálica 

e metabólica, associados a mudanças permanentes no comportamento alimentar e à 

predisposição à 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 têm mostrado que perturbações no estado nutricional em fases 

precoces podem causar prejuízos em sistemas periféricos em longo prazo, podendo 

modular o estoque de gordura e a utilização de nutrientes, tornando o indivíduo mais 

susceptível a desenvolver a obesidade (Martin-Gronert and Ozanne, 2013). Por 

exemplo, o consumo crônico e precoce de alimentos ricos em gordura pode causar o 

aumento de gordura abdominal assim como modificar as respostas de circuitos 

neuroendócrinos na idade adulta, tal como a diminuição nos receptores de leptina no 

hipotálamo, associada à  hiperleptinemia (Boukouvalas et al., 2010).  

Assim, é importante ressaltar que intervenções ambientais precoces podem alterar 

a maturação de circuitos encefálicos com efeitos em longo prazo e assim influenciar na 

maior susceptibilidade a patologias ao longo da vida. 

1.3 Período pré-púbere: vulnerabilidade ao estresse social 

 

O período da pré-puberdade se inicia cronologicamente após o desmame em 

roedores, por volta do 21º dia pós-natal, e finaliza por volta do 30º dia pós-natal. Em 
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humanos, esse período corresponde ao final da infância, por volta dos 8-10 anos de 

idade (Eiland and Romeo, 2013). Durante este período do desenvolvimento, os animais 

sofrem contínuas mudanças neurológicas e físicas, com aumento da força, alterações na 

função imunológica (Dahl, 2004), no comportamento social, e grande plasticidade 

encefálica (Paus et al., 2008), além de ser um período marcado por mudanças que 

precedem a maturidade sexual (McCormick and Mathews, 2007). Este período também 

é reconhecido como uma fase de vulnerabilidade para a maturação de circuitos 

neuronais que controlam a homeostase energética e as respostas ao estresse 

(McCormick and Mathews, 2007). 

Os processos de remodelamento, maturação e plasticidade variam em diferentes 

regiões encefálicas durante o desenvolvimento (Rice and Barone, 2000, Andersen, 

2003). Na pré-puberdade, estruturas envolvidas na modulação das respostas ao estresse 

na idade adulta, como córtex frontal e hipocampo, continuam em processos de 

maturação (Ulrich-Lai and Herman, 2009). Nesse contexto, estudos utilizando 

ressonância magnética demostraram que o córtex pré-frontal possui uma maturação 

tardia, com aumentos nos volumes corticais frontais e temporais que são observados 

desde a infância até o início da puberdade (Gogtay et al., 2004). No hipocampo, o 

processo de neurogênease acontece  da gestação até a idade adulta (Paizanis et al., 

2007). O hipotálamo, estrutura envolvida com a homeostase energética, permanece em 

desenvolvimento no período pós-natal (até o final da terceira semana de vida) (Bouret, 

2010) e a maturação das sinapses se prolonga do nascimento até a idade adulta em 

roedores (Melnick et al., 2007). 

A exposição a experiências 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 experiências estressantes durante a pré-puberdade envolve o contexto 

social (McCormick et al., 2008). Em roedores, os estímulos sociais na infância e na 

adolescência são 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 convívio social (Douglas et al., 2004) e novas relações sociais 

estão sendo estabelecidas (van den Berg et al., 1999). O comportamento de brincadeira 

é uma das primeiras formas de interação social, sendo fundamental para o posterior 

desenvolvimento social normal (Von Frijtag et al., 2002) e indispensável para ratos 

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

Assim como ocorre em roedores, em humanos, os estímulos sociais, incluindo 

relações familiares apropriadas (Heim and Nemeroff, 2002, Teicher et al., 2006), são 

essenciais para o desenvolvimento socioemocional normal na infância e na adolescência 

(Pagani et al., 2010), quando interações sociais são altamente gratificantes. Desse modo, 

desafios  e mudanças 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 alterações 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 são altamente gregários, 

vivem em grupos e possuem um sistema social bastante organizado (Panksepp et al., 

2007). Esse estressor, em períodos precoces, pode repercutir em alterações periféricas, 

neuroquímicas e comportamentais descritas como “síndrome do isolamento”, 

caracterizada por estado de hiperatividade, neofobia, prejuízos sensório-motores e 
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comportamentos perseverativos (Valzelli, 1973). Essas alterações 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 consequências para machos e 

fêmeas (McCormick and Mathews, 2007, Krolow et al., 2013a). Estudos mostram que o 

isolamento social crônico após o desmame pode ter efeitos sexo-específicos em longo 

prazo, causando aumento nos níveis de corticosterona e na atividade locomotora (Jahng 

et al., 2012), assim como aumento no consumo de alimentos altamente palatáveis 

(Jahng et al., 2012). Além disso, foram observadas alterações morfológicas como 

redução do volume do córtex pré-frontal, e diminuição na plasticidade sináptica cortical 

e hipocampal associadas com a hiperfunção do sistema mesolímbico dopaminérgico em 

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

Entretanto, é importante ressaltar que a maioria dos estudos, inclusive os citados 

acima, utilizam uma exposição ao isolamento social de longo prazo, iniciando-se logo 

após o desmame e perdurando até a idade adulta. Poucos trabalhos investigam os efeitos 

de uma exposição mais curta ao isolamento social, apenas no período pré-púbere. O 

isolamento realizado em período mais curto permite uma transposição mais fidedigna ao 

que acontece com humanos expostos a esse estressor, visto que são raros os casos de um 

isolamento social por toda a vida.  

Estudos em humanos têm demonstrado que crianças institucionalizadas 

apresentam frequentemente comprometimento comportamental e no desenvolvimento 

encefálico (Tottenham et al., 2010, McLaughlin et al., 2014). Dentre os transtornos 

comportamentais foram evidenciados sintomas de déficit de atenção/ hiperatividade, 

ansiedade, depressão, impulsividade e prejuízos cognitivos (Chugani et al., 2001, 

McLaughlin et al., 2010). Adicionalmente, estudos demonstraram que crianças que se 
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afastaram do convívio social após ser vítimas de “bullying” apresentaram transtornos 

emocionais como a depressão, ansiedade e diminuída autoestima (Gladstone et al., 

2006). 

1.4 A resposta ao estresse  

 

O meio no qual o indivíduo está inserido aplica continuamente desafios ao 

equilíbrio homeostático do organismo. O estresse pode ser definido como um desafio 

interno ou externo ao indivíduo que tem o potencial de perturbar a homeostase, 

estimulando respostas adaptativas do organismo (Tsigos and Chrousos, 2002). A 

exposição ao estresse ativa sistemas fisiológicos que incluem respostas 

neurovegetativas, imunológicas e comportamentais, visando restaurar o controle 

homeostático e facilitar a adaptação (Tsigos and Chrousos, 2002).  As respostas 

fisiológicas ao estresse são efetuadas por dois sistemas distintos: 1) a ativação do 

sistema nervoso simpático que resulta na liberação de noradrenalina em diversos tecidos 

e de adrenalina pela glândula adrenal, modulando respostas imediatas, de “luta ou fuga” 

ao estresse; 2) e a ativação do eixo HHA, que inicia com a liberação do  hormônio 

liberador de corticotropina (CRH) dos núcleos paraventriculares (PVN) no hipotálamo, 

que, posteriormente, estimula a hipófise anterior a secretar o hormônio 

adrenocorticotrópico (ACTH). O ACTH, por sua vez, é liberado para a circulação e age 

estimulando o córtex das glândulas adrenais a liberar glicocorticoides (GCs) na 

circulação (cortisol em humanos e corticosterona em roedores) (Tsigos and Chrousos, 

2002, McCormick et al., 2010). Os GCs exercem diversas ações em todo organismo. 

Em resposta a um estressor, aumentam a disponibilidade e distribuição de substratos 

energéticos (aumentam a gliconeogênese hepática e a glicose plasmática, induzem a 

lipólise, aumentam a degradação proteica) para atender às demandas metabólicas 
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representadas pelo estressor e tem ação imunossupressora (Chrousos, 1995, Barnes, 

1998, Kyrou et al., 2006, Peckett et al., 2011). Contudo, uma exposição prolongada a 

altos níveis de GCs pode causar alterações indesejadas e ter efeitos nocivos em vários 

sistemas, incluindo o sistema nervoso central (SNC) (McEwen, 2000). Especialmente 

no SNC os GCs estão envolvidos na síntese de proteínas, excitabilidade neural, no 

metabolismo de neurotransmissores, na neurogênese, na sinaptogênese, na morfologia 

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

Além disso, os GCs fazem um controle inibitório do eixo HHA através de um 

mecanismo de retroalimentação negativa que acontece pela ligação dos GCs a seus 

receptores (RG), localizados em distintas regiões do SNC que participam do controle do 

eixo, incluindo o hipotálamo, hipocampo e córtex pré-frontal (Charmandari et al., 

2003). Os GCs são hormônios esteróides altamente lipossolúveis que atravessam as 

membranas da célula e se ligam a seus receptores no citoplasma, os quais, ao serem 

ativados, se translocam do citosol para o núcleo onde se ligam a elementos responsivos 

aos GCs presentes no ADN, e assim exercem o seu papel de regulação transicional em 

vários genes (Pariante and Miller, 2001).  

Estudos in vivo e in vitro utilizando fígado de ratos documentaram que os RG 

translocam não somente para o núcleo, mas também para a mitocôndria, e assim esses 

receptores podem regular o genoma mitocondrial (Demonacos et al., 1993). A 

modulação da função metabólica mitocondrial por GCs é bifásica: no músculo,  a 

exposição em curto prazo a esse hormônio esteroide foi associada ao aumento da 

biogênese mitocondrial e da atividade enzimática de algumas subunidades dos 

complexos da cadeia respiratória. Por outro lado, a exposição prolongada aos GCs 

podem levar a disfunções na cadeia respiratória., aumento da produção de EROs, 
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alterações estruturais mitocondriais, apoptose e morte celular (Orzechowski et al., 2002, 

Duclos et al., 2004).  

A ativação do eixo HHA é um mecanismo adaptativo acionado para manter a 

estabilidade fisiológica (Korte et al., 2005) e favorecer a sobrevivência frente a um 

estressor (Tsigos and Chrousos, 2002). Entretanto, a ativação prolongada desse sistema 

pode levar a consequências mal adaptativas,  por exemplo, depressão, anorexia nervosa, 

desnutrição, transtorno obsessivo compulsivo, ansiedade, diabetes mellitus e maior 

propensão à obesidade (Charmandari et al., 2003, Pervanidou and Chrousos, 2012). 

Além disso, a ativação crônica do eixo HHA está associada com aumento da gordura 

visceral e diminuição da massa magra (músculo e ossos), resistência à insulina, redução 

na produção de hormônio estimulador da tireoide (TSH) e a inibição da conversão 

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

Os efeitos da exposição ao estresse e seus consequentes desfechos depende da 

natureza do estressor, da duração (agudo ou crônico), da gravidade, do período do 

desenvolvimento em que acontece a exposição ao estressor, do gênero assim como das 

respostas individuais ao estressor (Amat et al., 2010, Lucas et al., 2014).  A magnitude e 

a duração das respostas ao estresse variam durante o desenvolvimento (Romeo et al., 

2006b): o eixo HHA está em maturação durante a pré-puberdade e a adolescência e a 

exposição a estressores durante esses períodos pode alterar a maturação desse sistema, 

assim como das respostas ao estresse em longo prazo. Estudos têm salientado as 

diferenças das respostas a estressores em diferentes períodos do desenvolvimento 

(McCormick et al., 2010): animais expostos a um estresse agudo durante o período pré-

púbere apresentam uma liberação 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 à maturação incompleta do sistema 

de retroalimentação negativa do eixo (Goldman et al., 1973). Por outro lado, após a 

exposição a um estresse crônico, ratos no período pré-púbere apresentaram uma 

resposta aumentada logo após o estresse, porém, retornaram rapidamente aos níveis 

basais quando comparados com adultos (Romeo et al., 2006a). As respostas ao estresse 

também podem ser moduladas por uma exposição prévia a um estressor. Animais 

adultos expostos repetidamente a um único tipo de estressor apresentam uma 

reatividade diminuída a esse mesmo estressor, enquanto pré-adolescentes na mesma 

situação não apresentam uma adaptação, sendo mais vulneráveis ao estressor 

(Bhatnagar et al., 2002). Além disso, hormônios sexuais podem modular o eixo HHA 

durante o desenvolvimento repercutindo em diferentes respostas a estressores para 

machos e fêmeas (McCormick and Mathews, 2007). Na pré-puberdade, não são 

observados efeitos dos hormônios sexuais modulando as respostas ao estresse, porém na 

idade adulta o estradiol tende a potencializar a atividade do eixo HHA e os andrógenos 

tendem a inibir a liberação de corticosterona (Young et al., 2001, McCormick and 

Mathews, 2007). Além disso, fêmeas adultas apresentam aumento nos níveis 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 exposição ao estresse (durante o desenvolvimento ou na 

idade adulta) foi associada a alterações no comportamento alimentar (Ely et al., 1997). 

Estudos com animais e com humanos demonstram que, dependendo da intensidade e da 

duração da exposição ao estresse, podem ser induzidos o aumento ou a diminuição da 

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

Em humanos, o estresse afeta o comportamento alimentar de forma bidirecional, 

cerca de 30% dos indivíduos apresentam diminuição do consumo alimentar e no peso 

corporal durante ou após um estressor, enquanto que a maioria dos indivíduos aumenta 

o consumo alimentar durante a exposição ao estressor (Epel et al., 2004), em especial de 

alimentos palatáveis, altamente calóricos e ricos em açúcares e gorduras (Tomiyama et 

al., 2011, Tryon et al., 2013). Em roedores, essa preferência por alimentos confortantes 

(“comfort foods”) também é observada (Pecoraro et al., 2004) e camundongos, por 

exemplo,  apresentaram uma preferência pela DRG quando expostos a um estressor 

(Teegarden and Bale, 2008). Além disso,  os efeitos da escolha de alimentos altamente 

calóricos, 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 preferência pelo 

consumo de alimentos confortantes está associada ao excesso de  GCs liberados em 

resposta a um estímulo crônico do eixo HHA pelo estresse (Pecoraro et al., 2004). 

Nesse sentido, o aumento da ingestão 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 crônico (Pecoraro et al., 2004); por outro 

lado, a exposição contínua à DRG podem realçar os níveis 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 ação de DRG sobre o eixo HHA, pois 

diferentes composições e tempos de exposição a essas dietas podem levar a desfechos 

distintos (Auvinen et al., 2011).  

O maior consumo de alimentos confortantes, e sobretudo, o consumo crônico de 

DRG como resposta ao  estresse pode contribuir para o aumento da prevalência da 

obesidade, assim como para distúrbios metabólicos incluindo a hiperglicemia, 

resistência à insulina, mudanças nos níveis 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 Ação de adipocinas na homeostase metabólica 

 

O excesso de energia fornecido pela ingestão 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 órgão endócrino que influencia no 

metabolismo via liberação de adipocinas, incluindo a leptina e a adiponectina. Esses 

hormônios atuam no sistema nervoso (SN) e regulam o balanço energético ao 

influenciarem ambos, o consumo alimentar e o gasto energético (Henry and Clarke, 

2008). A adiponectina possui propriedades antiaterogênicas, anti-inflamatórias e anti-

diabéticas (Okamoto et al., 2006) e sua ação é mediada pelos receptores de adiponectina 

1 e 2  (Adipo R1 e Adipo R2), os quais estão presentes em regiões do hipotálamo (Kos 

et al., 2007). Dessa forma, a adiponectina pode influenciar regiões do hipotálamo 

responsáveis pela regulação do apetite e pela homeostase energética (Henry and Clarke, 

2008). Em ratos, os dados da literatura a respeito dos efeitos da adiponectina sobre o 

balanço energético ainda são conflitantes: estudos têm 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 níveis plasmáticos de adiponectina são 

inversamente proporcionais ao ganho de peso, à gordura corporal e à resistência à 

insulina (Scherer, 2006). Além disso, os níveis de adiponectina são diminuídos em 

indivíduos obesos, particularmente na obesidade visceral (Reinehr et al., 2004, 

Okamoto et al., 2006).   

A leptina, secretada na circulação em proporção ao volume de tecido adiposo 

branco, se liga a seus receptores (Lep-Rb) em núcleos específicos no hipotálamo e 

assim regula o balanço energético, reduzindo o apetite e aumentando o gasto energético 

(Trayhurn and Bing, 2006). Em níveis adequados, a leptina sinaliza para neurônios 

hipotalâmicos sobre as reservas de gordura e assim modula o consumo alimentar 

(Lustig, 2001). Por outro lado, em situações em que a sinalização ou a sensibilidade à 

leptina estão prejudicadas, alterações na homeostase energética podem advir (Sainz et 

al., 2015). Estudos com humanos têm evidenciado que os níveis circulantes de leptina 

são diferentes entre homens e mulheres (Saad et al., 1997). Experimentos, utilizando 

modelos animais têm mostrado que machos apresentam maiores níveis de leptina 

comparados a fêmeas (Mulet et al., 2003) e que fêmeas são mais sensíveis aos efeitos da 

leptina do que machos (Clegg et al., 2003). Em ratos, machos diferem de fêmeas no 

estoque de gordura, nos hormônios secretados em proporção 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 os níveis plasmáticos de leptina são elevados, 

porém, não diminuem o consumo alimentar, nem aumentam o gasto energético. Essa 
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condição de hiperleptinemia é associada à resistência à leptina (Hamann and Matthaei, 

1996, Wunderlich et al., 2013), que pode envolver várias possibilidades: (1) diminuição 

no transporte da leptina através da BHE (Caro et al., 1996, Banks et al., 1999), (2) 

redução na expressão dos receptores de leptina (Martin et al., 2000), (3) 

dessensibilização central e periférica à sinalização da leptina (Munzberg et al., 2005, 

Munzberg and Myers, 2005) e (4) alterações em etapas das rotas de sinalização da 

leptina nos neurônios (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 modificação conformacional e uma 

dimerização no seu receptor promovendo a ativação da janus cinase 2 (JAK2) e sua 

auto-fosforilação (Sainz et al., 2015). A JAK2, por sua vez, fosforila três resíduos de 

tirosina no domínio citoplasmático do receptor (Aragones et al., 2016). A tirosina 1138 

fosforilada recruta o transdutor de sinal e ativador de transcrição 3 (STAT3) que 

também é fosforilado. Posteriormente, o STAT3 fosforilado dimeriza e transloca do 

citoplasma para o núcleo onde liga-se a elementos responsivos no DNA (Ladyman and 

Grattan, 2013). Alguns elementos transcricionais aos quais o STAT3 fosforilado liga-se 

regulam a transcrição de genes que codificam o supressor de sinalização de citocinas 3 

(SOCS3), a proopiomelanocortina (POMC) e o hormônio liberador de tireotropina 

(TRH) (Ladyman and Grattan, 2013). O aumento da transcrição de SOCS3, via um 

mecanismo de retroalimentação negativa, atenua a sinalização da leptina (Bjorbaek et 

al., 1999) e pode ser considerado um mecanismo de resistência à leptina (Enriori et al., 

2007).  
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Alguns fatores podem contribuir para a resistência à leptina, incluindo processos 

inflamatórios, estresse oxidativo (Leon-Cabrera et al., 2013) e o tipo (Shapiro et al., 

2011) e a duração da dieta ingerida (Haring and Harris, 2011, Shapiro et al., 2011). Em 

modelos animais, o consumo de DRG têm sido associado com processos de resistência 

periférica e central à leptina (Knight et al., 2010). Centralmente, estudos apontam que a 

resistência à leptina induzida por uma DRG pode acontecer em algumas áreas 

específicas do hipotálamo (como no núcleo arqueado) e também na área tegmentar 

ventral, enquanto outras regiões permanecem sensíveis a esse hormônio (Matheny et al., 

2011). Além disso, outras investigações têm mostrado que fatores ambientais como o 

estresse precoce (Zannas and West, 2014, Seo et al., 2016) e  DRG (Funato et al., 2011) 

Figura 1) Sinalização da leptina via JAK2-STAT3 (Adaptado de Abhiram Sahu et al, 2003) 
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podem causar alterações epigenéticas através de mediadores como a histona desacetilase 

5 (HDAC5), de modo a afetar a sinalização da leptina inclusive no hipotálamo (Kabra et 

al., 2016). A leptina também controla o gasto energético e o ganho de peso por 

modulação direta ou indireta do eixo hipotálamo-hipófise-tireoide (HHT). De forma 

direta, a leptina induz a fosforilação do STAT3 em neurônios TRH no PVN, e ao se 

translocar para o núcleo o fosfo-STAT3 regula a transcrição do TRH (Guo et al., 2004). 

Indiretamente, a leptina aumenta a expressão da POMC e inibe a expressão do NPY e 

da proteína relacionada ao gene agouti (AgRP) no núcleo arqueado (ARC) do 

hipotálamo (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 atribuído ao desenvolvimento de resistência à leptina (Perello et al., 

2010). Apesar disso, em humanos e roedores obesos, a  atividade do eixo HHT 

permanece em níveis normais ou ligeiramente aumentados (Perello et al., 2010), 

sugerindo que a via direta permanece ativa nesses animais. Além disso, a resistência à 

leptina parece se desenvolver de forma distinta em diferentes regiões do sistema 

nervoso (Perello et al., 2010).  

A ativação do eixo HHT leva a um aumento do TRH que ativa a hipófise anterior 

a liberar o hormônio estimulador da tireoide (TSH) que posteriormente estimula a 

tireóide a liberar os hormônios tetraiodotironina (T4) e triiodotironina (T3) na 

circulação. Esses hormônios, através de retroalimentação negativa regulam o eixo HHT 

(Ghamari-Langroudi et al., 2010). Contudo, a disponibilidade plasmática e tecidual 

desses hormônios depende  da conversão do T4 em T3 através das enzimas iodotironina 

desiodinases (St Germain et al., 2009). O T3, a forma mais ativa desse hormônio, é 

responsável por promover a termogênese e o gasto de energia, regular o consumo 

alimentar e  o metabolismo da glicose e de lipídeos (Reinehr, 2010). Assim, 
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desregulações no eixo HHT levam a alterações no balanço energético. Estudos com 

roedores mostraram que o consumo crônico de uma DRG pode afetar a estrutura da 

glândula tireóide e por consequência  causar disfunções na produção de T4 e T3  (Shao 

et al., 2014). Além disso, estudos têm mostrado que GCs podem afetar os níveis 

circulantes dos hormônios da tireóide, assim como afetar a desiodinação em tecidos 

periféricos e levar à  redução nos níveis circulantes de T3 (Van der Geyten and Darras, 

2005). 

1.7 Fatores ambientais: efeitos sobre as mitocôndrias  

 

As mitocôndrias são organelas importantes para a manutenção da homeostase e 

sobrevivência celular, pois são responsáveis pela maior parte da produção de adenosina 

trifosfato (ATP), além de ser o local de várias rotas metabólicas, incluindo a β-oxidação 

de ácidos graxos, o ciclo do ácido tricarboxílico e parte do ciclo da ureia (Manoli et al., 

2007). A principal função das mitocôndrias é produzir ATP a partir de substratos 

provindos dos alimentos, tais como carboidratos, lipídeos e proteínas (Cheng and 

Ristow, 2013), por meio da cadeia transportadora de elétrons e da fosforilanção 

oxidativa. Estruturalmente, as mitocôndrias são compostas por duas membranas: uma 

externa lisa que reveste o espaço intermembranas e outra interna, com múltiplas 

invaginações, denominadas cristas mitocondriais. Dentre outras proteínas, aderidos às 

cristas estão os complexos de proteínas que compõem a cadeia respiratória: complexo I 

(NADH: ubiquinona oxidorredutase), complexo II (succinato: ubiquinona 

oxidorredutase), complexo III (ubiquinol: citocromo c 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 condições aeróbicas, elétrons 

provindos da glicose ou da oxidação de ácidos graxos são transferidos de forma 
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gradativa pelos complexos até o aceptor final, o oxigênio molecular, que é 

posteriormente convertido em H2O. A passagem de elétrons através dos complexos 

enzimáticos I, II, III e IV é acoplada ao bombeamento de prótons da matriz mitocondrial 

para o espaço intermembranas, gerando um gradiente eletroquímico, responsável por 

manter o potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm), que direciona o fluxo de prótons 

de volta à matriz mitocondrial através da ATP sintase, para produzir ATP (Fox et al., 

1993). Adicionalmente, a mitocôndria ajuda a controlar o cálcio intracelular (Baydoun 

et al., 1990), inicia processos de apoptose e regula a produção de EROs (Wallace et al., 

1995).  

Devido ao seu importante papel na fisiologia celular, a mitocôndria é uma das 

principais organelas a responder ao estresse. Os mediadores do estresse (GCs e 

catecolaminas), através de seus receptores na mitocôndria,  podem ter efeitos sobre a 

biogênese mitocondrial, metabolismo e produção de EROs (Manoli et al., 2007). A ação 

dos GCs modulando as atividades metabólicas mitocondriais acontece de forma 

bifásica: a exposição de curto prazo aos GCs é associada com o aumento da biogênese 

mitocondrial e da atividade das subunidades dos complexos da cadeia transportadora de 

elétrons; entretanto, a exposição prolongada aos GCs pode causar disfunções na 

atividade da cadeia transportadora de elétrons, aumento da produção de EROs, 

alterações estruturais mitocondriais, apoptose e morte celular (Manoli et al., 2007). 

Animais expostos a um estressor crônicamente apresentam diminuição na atividade dos 

complexos I, III e IV da cadeia transportadora de elétrons (Rezin et al., 2008). Além 

disso, estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a exposição ao isolamento 

social, durante períodos precoces, induziu diferentes respostas mitocondriais 

dependendo da região do encéfalo analisada (Krolow et al., 2012, Krolow et al., 2013b).  
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Como exposto anteriormente, ambos os fatores, exposição ao estresse e o acesso a 

DRG influenciam a liberação de GCs, e portanto podem modular a atividade 

mitocondrial. Em modelos animais, o consumo de DRG têm sido associado com o 

aumento na produção de EROs, diminuição na fosforilação oxidativa, desacoplamento 

da cadeia transportadora de elétrons, redução na produção de ATP (Boudina et al., 

2007, Fink et al., 2007, Wang et al., 2012, Pires et al., 2014) e diminuição no número de 

mitocôndrias (Civitarese et al., 2007). O consumo por períodos longos de dietas ricas 

em lipídeos e carboidratos também parecem alterar o funcionamento mitocondrial no 

tecido muscular de ratos (Bonnard et al., 2008). Estudos com humanos mostram que o 

consumo de DRG reduziu a expressão de genes relacionados a proteínas da cadeia 

transportadora de elétrons e à biogênese mitocondrial no tecido muscular (Sparks et al., 

2005). Além disso, o consumo excessivo de nutrientes, como observado na obesidade, 

pode causar disfunções mitocondriais e consequentemente afetar o metabolismo de 

lipídeos e da glicose (Bournat and Brown, 2010). Observa-se que o encéfalo é 

especialmente vulnerável a disfunções mitocondriais devido a sua alta demanda 

energética, além de ser uma estrutura sensível às EROs devido ao seu reduzido sistema 

antioxidante (Halliwell, 1992). 

1.8 Estresse oxidativo 

 

A mitocôndria gera EROs durante a produção 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 redução incompleta do oxigênio molecular, formando espécies 

reativas, incluindo o radical ânion superóxido (O2
•-
), o peróxido de hidrogênio (H2O2) 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 não-enzimáticas (vitaminas 

E e C, carotenoides, ácido úrico e a glutationa) e defesas enzimáticas (superóxido 

dismutase - SOD; glutationa peroxidase - GPx; catalase - CAT). O radical superóxido 

produzido pela cadeia transportadora de elétrons, incapaz de difundir para o citosol, é 

detoxificado pela enzima superóxido dismutase dependente de manganês (Mn-SOD), 

presente no interior da mitocôndria, gerando H2O2. O H2O2 é detoxificado pela GPx e 

pela CAT nos peroxissomos, produzindo água e oxigênio. A GPx detoxifica peróxidos 

usando a glutationa reduzida (GSH), a qual atua como doadora de elétrons em uma 

reação redox, produzindo glutationa oxidada (GSSG). A redução da GSSG é catalisada 

pela glutationa redutase (GR) em um processo que requer NADPH (Townsend et al., 

2003). Uma razão adequada GSH/GSSG é essencial para a sobrevivência celular, sendo 

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

O desequilíbrio entre a geração 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 níveis, as EROs funcionam como moléculas necessárias para 

processos de sinalização. Entretanto, em níveis elevados, podem levar ao estresse 

oxidativo (Uttara et al., 2009). Fatores ambientais podem influenciar esse equilíbrio e 

levar ao estresse oxidativo. O desequilíbrio energético devido ao consumo excessivo de 

alimentos pode contribuir para o aumento da produção de EROs, que por sua vez pode 

levar a disfunções mitocondriais (Patti and Corvera, 2010). Em especial, o consumo de 

DRG por curtos ou longos períodos pode levar ao aumento do estresse oxidativo e 

subsequentemente à obesidade  (Anderson et al., 2009). A obesidade é marcada por 

alterações na função mitocondrial no músculo esquelético, incluindo redução da 

biogênese mitocondrial e mudanças na dinâmica mitocondrial (balanço entre a fusão e 

fissão mitocondriais) (Jheng et al., 2015). Essas disfunções levam a menor geração de 
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energia, alterações estruturais mitocondriais e reduzida oxidação de ácidos graxos 

(Hernandez-Aguilera et al., 2013). 

O estresse oxidativo pode levar à oxidação de biomoléculas como lipídeos, 

proteínas e o DNA e causar danos celulares e teciduais (Birben et al., 2012). A oxidação 

de proteínas pode causar a fragmentação da cadeia peptídica, alterar a carga elétrica das 

proteínas e causar a oxidação de aminoácidos específicos, levando à redução de suas 

atividades e /ou ao aumento da susceptibilidade à degradação por proteases (Birben et 

al., 2012). A oxidação de resíduos sulfidrila presentes em proteínas pode levar a 

mudanças conformacionais, desdobramentos da estrutura proteica e degradação (Lyras 

et al., 1997). A peroxidação lipídica pode levar a danos estruturais nas membranas, 

podendo inativar receptores de membrana, aumentar a permeabilidade, alterar a fluidez, 

reduzir o potencial de membrana, fenômenos que podem levar à ruptura da membrana. 

Nas mitocôndrias, essas alterações podem potencializar suas disfunções (Madrigal et al., 

2001). A grande quantidade de ácidos graxos insaturados (mais susceptíveis à 

peroxidação), em conjunto com sua menor defesa antioxidante, torna o encéfalo 

bastante sensível a danos por EROs.  

A exposição ao estresse também pode aumentar o estresse oxidativo. Por 

exemplo, animais expostos a estresse crônico variado apresentam aumento na 

peroxidação lipídica no córtex pré-frontal (Herbet et al., 2017).  

 

Dessa forma, considerando que: 

 o período pré-púbere é um período de intenso desenvolvimento do SNC, assim 

como de sistemas envolvidos com o controle metabólico; 
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  intervenções durante  esse período, como exposição a fatores ambientais podem 

comprometer o desenvolvimento encefálico e alterar o balanço energético;  

 a exposição a fatores ambientais como o estresse e a dieta rica em gordura têm 

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

 tais fatores, em  períodos precoces do desenvolvimento podem afetar a 

sinalização de hormônios relacionados com o balanço energético e com o 

controle metabólico, assim como influenciar no funcionamento mitocondrial;  

 diferenças sexo-específicas nas respostas a esses fatores ambientais são possíveis 

e devem ser estudadas,  

 

nossa hipótese é que a exposição ao estresse durante o período pré-púbere, 

associado ou não a uma DRG, pode ter efeitos em longo prazo na sinalização de 

hormônios relacionados à modulação do balanço 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–específicos da 

exposição ao isolamento social durante o período pré-púbere associado a 

exposição crônica a uma DRG sobre aspectos relacionados à regulação 

metabólica, sobre a função mitocondrial e possíveis danos à célula em ratos 

adultos. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

A)  Investigar se o isolamento social no período pré-púbere altera o consumo 

de uma DRG, avaliando aspectos murinométricos tais como, o consumo 

calórico, ganho de peso, eficiência calórica, peso das gorduras 

retroperitoneal e gonadal, observando possíveis diferenças sexo-

específicas (Capítulo I);  

 

B)  Avaliar os efeitos do isolamento social durante o período pré-púbere e o 

acesso crônico a uma DRG sobre a comunicação de parâmetros 

periféricos com a sinalização central de hormônios relacionados com o 

controle metabólico em ratos machos e fêmeas, na idade adulta (Capítulo 

I); 

 

C) Investigar a possibilidade do isolamento social durante o período pré-

púbere e o acesso crônico à DRG levem a alterações na função 

mitocondrial (massa, potencial mitocondrial, atividade da cadeia 
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transportadora de elétrons e parâmetros de estresse oxidativo) e por 

consequência, danos à célula (peroxidação lipídica e dano a proteínas) 

em ratos machos e fêmeas na idade adulta (Capítulo II);  
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3. MATERIAL, MÉTODOS E 

RESULTADOS 
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O material, métodos e os resultados dessa tese serão apresentados a seguir, da seguinte 

forma:  

- Capítulo I: Artigo publicado na revista Nutrition;  

-  Capítulo II:  Artigo submetido para publicação na revista Neurochemistry 

International;  
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3.1 Capítulo I 

 

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

rats 

Artigo publicado na revista Nutrition 
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Supplementary material 

 

Methods 

 

Supplemental Table 1. 

 

 

 

 

 

a 
Nuvilab

®
 

b
 (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. 

 

 

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

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

    

3.4 from unsaturated fat) 

 

HFD
b
 588588 28 25 (12.5 from starch and 42 (16 from saturated and 

   12.5 from sucrose) 26 from unsaturated fat) 

Table 1. Nutritional composition /100g of the diets used.  

HFD: high fat diet 

 

HFD: high fat diet 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23729300
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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 µg/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 KCl, 10 mM Hepes, 0.6 mM EDTA, 1% NP 40 and 1% 

protease inhibitor cocktail (PIC). Equal protein concentrations (40 µg 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-β 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 IgG (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 β actin, and calculated as 

percentages of controls (control-chow) from the same membrane.  
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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. 

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

Bonferroni test). 

 

 

Sex 

 Group 

 Control  Stress 

 Chow Chow + HFD  Chow Chow + HFD 

Male 

Retroperitoneal Fat 3.78 + 0.50 7.59 + 0.77
a
  3.94 + 0.65 7.87 + 0.70

a
 

Gonadal Fat 2.68 + 0.29 5.20 + 0.64
#
  2.83 + 0.38 4.86 + 0.28

#
 

Adrenal Glands 0.23 + 0.012 0.21 + 0.023  0.24 + 0.009 0.21 + 0.025 

       

Female 

Retroperitoneal Fat 1.98 + 0.18 3.64 + 0.42  2.09 + 0.17 3.43 + 0.28 

Gonadal Fat 2.53 + 0.19 5.18 + 0.54
#
  3.21 + 0.19 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. 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. 



54 

 

 

 

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). 



58 

 

 



59 

 

 

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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3.2 Capítulo II 

 

Sex-dependent effect on mitochondrial and oxidative stress parameters in the 

hypothalamus induced by prepubertal stress and acess to high- fat diet 

Artigo submetido para a revista Neurochemistry International 
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4. DISCUSSÃO 
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A presente tese teve por objetivo investigar os efeitos sexo-específicos do 

isolamento social durante o período pré-púbere, associado ao consumo crônico de uma 

DRG, sobre: parâmetros de regulação do balanço energético, aspectos da função 

mitocondrial, o “status” oxidativo celular e danos a célula em ratos adultos. É 

importante destacar que o período do desenvolvimento no qual os animais foram 

expostos ao isolamento social, o período pré-púbere, é uma fase em que há uma intensa 

maturação de circuitos neuronais que controlam a homeostase energética e as respostas 

ao estresse (McCormick and Mathews, 2007). Durante esse período, a exposição a 

fatores ambientais pode alterar processos de maturação do sistema nervoso (McQuillen 

and Ferriero, 2004), assim como causar alterações endócrino-metabólicas permanentes 

(Schmidt et al., 2009). Nesse sentido, a hipótese dessa tese foi de que o isolamento 

social no período pré-púbere, associado ao consumo crônico de uma DRG, levaria a 

alterações importantes em longo prazo no metabolismo periférico e na sinalização 

central de hormônios relacionados ao metabolismo energético. Além disso, nos 

perguntamos se esses fatores poderiam causar disfunções mitocondriais e por 

consequência danos à célula, considerando-se a participação central da mitocôndria no 

metabolismo energético e seu grande envolvimento nas respostas ao estresse. Muitos de 

nossos achados mostraram que o isolamento no período pré-púbere associado ao 

consumo de uma DRG programaram o metabolismo dos animais de forma diferente 

entre os sexos, assim como observado em trabalhos anteriores do nosso grupo utilizando 

uma dieta palatável 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 neuroquímicos persistentes. 

Nesse sentido, o paradigma de isolamento social precoce utilizado por esse trabalho 

visou mimetizar a perda dos pais ou uma privação social grave, experiências 



97 

 

encontradas em crianças expostas a negligência ou em crianças vítimas de “bullying”. É 

importante destacar que grande parte dos estudos da literatura utilizam uma exposição 

ao isolamento social de longo prazo, iniciando-se logo após o desmame e perdurando 

até a idade adulta. Poucos trabalhos investigam os efeitos de uma exposição mais curta 

ao isolamento social, durante o período pré-púbere. Adicionalmente, grande parte dos 

trabalhos envolve apenas um sexo, raros trabalhos investigam os efeitos do estresse e do 

consumo crônico de uma DRG comparando machos e fêmeas. Cabe ressaltar que nesse 

trabalho os animais foram submetidos a intervenções antes de entrarem na puberdade 

não havendo, portanto, grandes diferenças nos níveis de hormônios gonadais durante 

essa fase. Os níveis de estrógenos e andrógenos apresentam aumentos apenas após a 

puberdade, o que pode ter influenciado na predominância de efeitos do sexo na idade 

adulta. 

Com relação aos achados metabólicos periféricos, observamos que, durante a 

semana do estresse, a exposição ao isolamento social aumentou o consumo calórico 

total (ração padrão + DRG). É importante considerar que o comportamento alimentar 

durante a exposição a um estressor pode variar dependendo da composição da dieta 

oferecida, do tempo de exposição 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 preferência por alimentos 

hiperlipídicos em períodos de estresse. De acordo com essas observações, um estudo 

prévio com modelo animal mostrou a preferência por alimento palatável durante a 

exposição a um estressor crônico em período inicial da vida (Machado et al., 2013). 

Crescentes evidências estão de acordo com nosso achado, mostrando aumento na 

preferência pelo consumo de alimentos palatáveis durante períodos 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 utilização do alimento como uma compensação, 

na qual o aumento de glicocorticoides liberados por consequência da ativação do eixo 

HHA em situações de estresse está associado a preferência por alimentos confortantes 

(alimentos altamente calóricos e saborosos ricos em açúcar e/ou gordura). Essa 

preferência por esses alimentos seria uma forma de adaptação 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 exposição ao estresse 

apresentaram reduzida eficiência calórica, ou seja, apesar desses animais terem 

consumido mais calorias totais, esse maior consumo calórico não foi acompanhado pelo 

ganho proporcional de peso corporal, indicando que esses animais não converteram as 

calorias provindas da DRG em ganho de massa corporal. Como o período em que os 

animais foram expostos ao estresse, o período pré-púbere, é considerado uma fase de 

intenso desenvolvimento físico, grande parte das calorias provindas da DRG pode estar 

sendo destinada para o crescimento físico ou utilizada como fonte energética através da 

oxidação lipídica. Adicionalmente, em fases precoces, o volume de tecido adiposo 

marrom é maior comparado a idades mais avançadas, possibilitando uma maior perda 

energética na forma de calor. A composição da dieta utilizada no presente trabalho pode 

estar induzindo um processo de termogênese adaptativa, aumentando a perda energética 

na forma de calor durante essa fase inicial da vida. Nesse sentido, estudos têm 

evidenciado que ocorre um aumento na capacidade de termogênese, especialmente em 

fases precoces do desenvolvimento, como o período pré-púbere, diminuindo 

gradativamente ao longo do tempo (Iossa et al., 2003).  
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Contudo, contrário ao que observamos na semana do isolamento, na idade adulta 

os animais com acesso a DRG apresentaram maior eficiência calórica e os machos 

tiveram maior eficiência calórica, quando comparadas às fêmeas. Além disso, machos 

que receberam a DRG cronicamente apresentaram maior deposição de gordura 

abdominal, considerando a soma da gordura retroperitoneal e gonadal. Verificamos 

nesse trabalho que o controle do balanço energético se modificou durante o 

desenvolvimento, pois na idade adulta os animais apresentaram um perfil metabólico 

diferente e mais poupador quando comparados aos animais no período pré-púbere. 

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 hipercalóricas podem apresentar menor perda 

energética e maior facilidade de desenvolver obesidade que machos (Roca et al., 1999, 

Rodriguez et al., 2001). Deve-se considerar, todavia, que a composição da dieta e o 

período em que é oferecida podem influenciar diferentemente machos e fêmeas. Além 

disso, nossos achados estão de acordo com evidências que mostram diferenças entre os 

sexos na regulação da homeostase energética, nas respostas a sinais que regulam o 

consumo e o ganho de peso, na distribuição do tecido adiposo, assim como nos 

hormônios liberados em proporção ao tecido adiposo (Clegg et al., 2003, Clegg et al., 

2006, Brown et al., 2010).  

No capítulo I dessa tese, observamos que o consumo crônico de DRG levou a 

maior deposição de gordura abdominal e a maior liberação de adipocinas. Sabe-se que o 

tecido adiposo controla processos metabólicos por meio da liberação de adipocinas, 

dentre as quais a leptina e a adiponectina. A adiponectina possui propriedades anti-

inflamatórias, antiaterogênicas e anti-diabéticas e geralmente seus níveis estão 
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reduzidos em indivíduos com acúmulo de gordura visceral, ou seja, seus níveis 

plasmáticos são negativamente correlacionados com o tecido adiposo visceral 

(Matsuzawa, 2010). De modo interessante, verificamos que as fêmeas que receberam a 

DRG cronicamente apresentaram níveis plasmáticos aumentados de adiponectina, 

sugerindo que essa adipocina pode estar agindo como um fator protetor, tornando as 

fêmeas menos susceptíveis aos efeitos da DRG e menos propensas a desenvolver a 

obesidade e suas comorbidades. De acordo, trabalho anterior do nosso grupo apontou 

que os níveis de adiponectina podem aumentar em fêmeas expostas a intervenções como 

a exposição ao isolamento social durante o desenvolvimento (Krolow et al., 2013a).  

A leptina, por sua vez, teve seus níveis aumentados nos animais que tiveram 

acesso a DRG e de forma mais proeminente nos machos. Tendo em vista que a 

concentração de leptina no sangue é proporcional ao volume de tecido adiposo, o fato 

de que os animais com DRG apresentaram maior gordura abdominal está de acordo com 

os maiores níveis de leptina plasmáticos observados nesses animais. Entretanto, em 

ambos, roedores e humanos, a hiperleptinemia também é uma característica da 

obesidade (Frederich et al., 1995, Maffei et al., 1995). Em obesos, o excesso plasmático 

de leptina funciona como uma resposta compensatória para manter a homeostase 

energética em função da reduzida sensibilidade a esse hormônio. É importante salientar 

que a composição da dieta utilizada pelo nosso trabalho associado a fase do 

desenvolvimento em que começou a ser oferecida e o período que foi oferecida podem 

ser fatores preditores de alterações na sinalização da leptina. Adicionalmente, os 

machos tiveram maiores níveis de leptina plasmáticos quando comparados às fêmeas, 

fato que pode ser atribuído ao maior acúmulo de gordura abdominal nesses animais. 

Apesar desse aumento nos níveis plasmáticos 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 resistência aos efeitos endógenos dessa adipocina, visto que, como já 

bem estabelecido, em níveis normais, a leptina regula o balanço energético diminuindo 

o consumo alimentar e aumentando a perda energética e alterações em sua sinalização 

ou sensibilidade podem causar alterações na regulação do balanço energético (Sainz et 

al., 2015).   

É interessante ressaltar também que existem diferenças sexo-específicas na 

sensibilidade à leptina. Experimentos usando modelos animais sugerem que fêmeas são 

mais sensíveis aos efeitos anorexígenos da leptina quando comparadas aos machos 

(Clegg et al., 2003). Essa diferença na sensibilidade à leptina pode ser modulada por 

hormônios sexuais, com destaque para o estrógeno, que pode influenciar na expressão e 

na sensibilidade da leptina em vários tecidos (Al-Qahtani et al., 2017), incluindo o SNC 

(Ainslie et al., 2001). Assim como a leptina, o estrógeno também influencia no balanço 

energético e pode estar agindo como um facilitador da sinalização da leptina no 

hipotálamo, fazendo com que as fêmeas do nosso estudo não sofram os reflexos da 

resistência à leptina de forma tão intensa quanto os machos. Além disso, considerando 

que evidências mostram que existe uma co-localização de receptores de leptina e de 

estrógeno (REα) em algumas regiões do hipotálamo (Springer et al., 2014), 

possivelmente a interação entre as vias de sinalização desses dois hormônios pode 

resultar em uma distinta regulação do balanço energético. 

Ao verificarmos que o consumo alimentar continuou aumentado mesmo com 

níveis plasmáticos de leptina elevados, nos propusemos a investigar no capítulo I a 

sinalização da leptina no hipotálamo para verificar se estaria ocorrendo algum processo 

de resistência a esse hormônio. Embora nossos achados referentes ao metabolismo 

periférico tenham nos direcionado a investigar as falhas na sinalização da leptina 
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causadas pela influência da DRG nos machos, as fêmeas também tiveram alterações 

nesta comunicação, 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 fosforilação/ ativação, repercutindo em mais pSTAT3 e, 

portanto, maior relação pSTAT3/STAT3. No entanto, o aumento no pSTAT3 não foi 

convertido na maior transcrição do SOCS3, mostrando que, nos machos, o SOCS3 

continuou fazendo a retroalimentação negativa da rota de sinalização da leptina como 

em uma situação basal, sem influência de nenhum fator. Nesse sentido, quando 

observada em conjunto, a rota de sinalização da leptina parece ativada no hipotálamo 

total dos machos. A ativação dessa rota, entretanto, pode ter acontecido apenas em 

algumas regiões específicas no hipotálamo, enquanto que em outras regiões pode ter 

ocorrido o processo de resistência. Os receptores de leptina são amplamente expressos 

em núcleos hipotalâmicos envolvidos no controle da homeostase energética dentre eles 

o núcleo arqueado (ARC), núcleo ventromedial, o hipotálamo dorsomedial e a área 

hipotalâmica lateral (Elmquist et al., 1998). O núcleo ARC é considerado o de mais 

fácil acesso à leptina circulante, esse núcleo regula o balanço energético, a homeostase 

da glicose e os níveis de insulina. O hipotálamo dorsomedial regula o comportamento 

alimentar, o ganho de peso corporal e a termogênese e o ventromedial também regula a 

homeostase energética e o ganho de peso. Especialmente os núcleos do PVN são 

altamente relacionados com a homeostase energética. Adicionalmente, o hipotálamo 

lateral regula o músculo esquelético e cardíaco e o tecido adiposo marrom (van Swieten 

et al., 2014). Um estudo mostrou que a diminuição nos receptores de leptina no 

hipotálamo 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 

consequência da resistência à leptina, os machos apresentaram maior consumo 
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alimentar e o maior ganho de peso corporal. Estudos com humanos e roedores têm 

evidenciado que o consumo crônico de DRG atenua a sinalização da leptina de forma 

região específica no encéfalo, enquanto algumas regiões permanecem sensíveis à leptina 

apesar dos efeitos da DRG (Morabito et al., 2017). Assim como no encéfalo, no 

hipotálamo o consumo crônico de uma DRG pode modular diferentemente a sinalização 

da leptina em diferentes regiões. Em animais, o consumo de uma DRG por 16 semanas 

demonstrou menor ativação da sinalização da leptina no núcleo arqueado enquanto que 

outros núcleos hipotalâmicos e extra hipotalâmicos permaneceram sensíveis à leptina 

(Munzberg et al., 2004).  

A exposição ao estresse no período pré-púbere teve efeitos em todas etapas da 

sinalização da leptina no hipotálamo das fêmeas. O fator estresse aumentou o 

recrutamento do STAT3. Entretanto, esse aumento não foi acompanhado pela 

ativação/fosforilação do STAT3, que repercutiu em uma menor relação 

pSTAT3/STAT3. Embora não tenhamos observado uma elevação no imunoconteúdo de 

pSTAT3 pelo estresse, verificamos um aumento na transcrição do SOCS3, o qual, 

através de retroalimentação negativa, pode ter causado uma atenuação na sinalização da 

leptina no hipotálamo das fêmeas. Adicionalmente, a ingestão alimentar e o ganho de 

peso não refletiram esse perfil de resistência à leptina desencadeado pela exposição ao 

estresse no período pré-púbere nas fêmeas que, assim como os machos, podem 

apresentar respostas diferentes dependendo da região do SN avaliada. É importante 

enfatizar que os fatores dieta e estresse tiveram efeitos distintos sobre a sinalização da 

leptina: nos machos a interação dos dois fatores ativou a via; por outro lado, nas fêmeas 

o estresse induziu uma resistência à leptina. No entanto, esses achados foram diferentes 

do que esperávamos, pois, associando os elevados níveis plasmáticos de leptina com o 

maior consumo e ganho de peso corporal esperávamos um aumento no SOCS3 e uma 
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atenuação na sinalização da leptina nos machos. Por outro lado, nos surpreendemos com 

os efeitos do estresse nas fêmeas, pois, embora o isolamento social tenha acontecido em 

uma fase precoce do desenvolvimento, seus efeitos perduraram até a idade adulta com 

grande influência na sinalização da leptina. Reforçando os dados da literatura, nossos 

achados mostraram que as fêmeas apresentaram maior volume das adrenais e maiores 

níveis de corticosterona mesmo em níveis basais e, portanto, podem ser mais 

susceptíveis ao estresse quando comparadas aos machos.  

A divergência entre o balanço energético e a sinalização da leptina via JAK-

STAT3 nos instigou a investigar uma rota alternativa de regulação endócrina do 

metabolismo, através da modulação do eixo HHT pela leptina. Como mencionamos na 

introdução, essa sinalização acontece de duas maneiras: uma direta por neurônios TRH 

no núcleo paraventricular e outra indireta, por neurônios POMC, no núcleo arqueado 

(Ghamari-Langroudi et al., 2010). Enquanto a via indireta pode ser afetada por uma 

possível resistência à leptina, a via direta pode permanecer ativada, reforçando a ideia 

de que a sinalização da leptina pode sofrer alterações causadas por diferentes fatores 

dependendo da região do sistema nervoso analisada. Diferente de animais magros, em 

animais obesos, a via direta permanece ativada e a indireta inativa devido a resistência à 

leptina (Perello et al., 2010). Baseados nessas informações, esperávamos encontrar um 

aumento na atividade do eixo HHT nos animais hiperleptinêmicos. Nesse sentido, o 

aumento nos níveis de T4 nos machos com acesso à DRG nos direcionou a formular a 

hipótese de que a via direta de sinalização da leptina no PVN estava ativada, enquanto 

que a via indireta, no ARC, estava pouco ativa ou inativa devido à resistência à leptina 

nesses animais. Essa resistência está associada ao maior consumo calórico, ganho de 

peso e ao maior nível de leptina observado nos machos. Além disso, a ativação do eixo 

HHT pela leptina, que resultou em um aumento do T4, pode ter sido um mecanismo 
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compensatório ao excesso de calorias consumidas através da DRG pelos machos. 

Concordando com nossos achados, evidências mostram aumentos nos níveis de 

hormônios da tireoide em animais com acesso a DRG (Almeida et al., 1996, Iossa et al., 

2003). Embora em níveis aumentados, o T4 não foi convertido em T3 nos machos com 

acesso a DRG causando prejuízos metabólicos que estão de acordo com as 

características murinométricas encontradas nesses animais. O T4 é convertido em T3 

pela ação de enzimas iodotironinas desiodases encontradas em diferentes estruturas, 

sendo que sua deficiência pode causar uma diminuição na disponibilidade local do T3, 

que é a forma biologicamente ativa desse hormônio. A deficiência no T3 pode levar a 

um declínio na taxa de metabolismo basal, assim como pode reduzir o catabolismo de 

proteínas e lipídeos. Os menores níveis de T3 plasmáticos, em conjunto com os níveis 

aumentados de T4 nos machos com DRG, sugerem uma falha na atividade das enzimas 

desiodases, o que repercutiu em um prejuízo metabólico que os tornou mais propensos à 

obesidade e à síndrome metabólica.  Por outro lado, os maiores níveis de T3 encontrado 

nas fêmeas podem torná-las metabolicamente mais ativas e protegidas do acúmulo 

energético na forma de ganho de peso corporal e, consequentemente, de gordura 

corporal. De fato, a sinalização da leptina através do eixo HHT se mostrou mais efetiva 

em explicar nossos achados do metabolismo periférico do que a via JAK-STAT3.   

A exposição ao isolamento no período pré-púbere teve efeitos marcantes sobre a 

eixo HHT, resultando em aumento no T4 em todos animais. Estudos prévios têm 

mostrado que distintos estressores agudos ou repetidos podem alterar a secreção de 

hormônios da tireoide (Cizza et al., 1996, Servatius et al., 2000). Nesse contexto, os 

GCs liberados pelo eixo HHA em resposta a um estressor podem afetar os níveis 

circulantes dos hormônios da tireoide, assim como a desiodação periférica desses 

hormônios, entretanto essa modulação depende do período da exposição ao estressor 
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(Helmreich et al., 2005, Van der Geyten and Darras, 2005). É importante destacar que, 

no nosso estudo, utilizamos um estressor social em um período sensível do 

desenvolvimento e que analisamos as consequências na idade adulta o que pode ter 

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

Os hormônios da tireoide participam da sinalização de fatores que influenciam no 

crescimento, desenvolvimento e na termogênese em mamíferos. Esses hormônios 

controlam a taxa metabólica basal ao aumentar a produção de ATP por meio de 

processos metabólicos e por manter o gradiente de íons na mitocôndria. 

Adicionalmente, os hormônios da tireoide mantém a taxa metabólica basal via 

desacoplamento da fosforilação oxidativa na mitocôndria ou por reduzir a atividade de 

moléculas transportadoras de equivalentes redutores para as mitocôndrias (Harper and 

Seifert, 2008). Estudos com humanos (Clement et al., 2002) e ratos (Wiesner et al., 

1992, Short et al., 2001) tratados com T3 têm demonstrado que os hormônios da 

tireoide estimulam a transcrição de genes relacionados a bioenergética mitocondrial, 

incluindo genes da cadeia transportadora de elétrons no músculo esquelético. Os efeitos 

dos hormônios da tireoide sobre a mitocôndria podem acontecer de forma direta através 

de seus receptores localizados na própria mitocôndria assim como de forma indireta 

através de receptores localizados no núcleo (Psarra and Sekeris, 2008). Em ratos, o 

tratamento com T3 por 4 semanas resultou em maior quantidade de mitocôndrias além 

de maior quantidade e atividade das enzimas mitocondriais (Bahi et al., 2005). As 

adipocinas leptina e adiponectina também têm sido relacionadas com a regulação 

energética mitocondrial. A adiponectina estimula a expressão de genes mitocondriais 

assim como aumenta a atividade mitocondrial e, em humanos e ratos, essa adipocina 

tem sido associada com aumentos na β-oxidação (Fruebis et al., 2001, Yamauchi et al., 

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

al., 1997).  

A demanda energética celular envolve vários fatores e exige uma coordenação 

entre a função mitocondrial e os outros compartimentos celulares. A mitocôndria 

participa da manutenção da homeostase energética celular executando a fosforilação 

oxidativa e participando de múltiplas vias de sinalização metabólicas. Além de ter um 

papel fundamental no metabolismo celular, essa organela é uma das principais 

produtoras de EROs. Devido a sua importância fisiológica, a mitocôndria é 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 função 

mitocondrial, sobre as defesas antioxidantes e sobre o funcionamento mitocondrial. 

Além disso, observamos que machos e fêmeas responderam de modo diferente a esses 

fatores. Como já bem estabelecido, a exposição ao estresse demanda uma mobilização 

energética para o processo de “luta ou fuga”, do qual a mitocôndria é a principal 

responsável. Adicionalmente, a utilização dos lipídeos provindos da DRG como fonte 

energética pode causar um aumento no vazamento de elétrons na cadeia transportadora 

de elétrons aumentando a produção de EROs, mostrando que ambos fatores, estresse e 

dieta, podem levar a alterações na função mitocondrial que podem repercutir em danos à 

célula e podem levar à obesidade.  

Tais conhecimentos nos levaram a questionar se o isolamento social no período 

pré-púbere e o consumo de uma DRG poderiam influenciar o metabolismo energético da 

célula, visto que ambos fatores apresentaram efeitos na regulação do balanço energético 

central e periférico. No capítulo II, inicialmente investigamos se esses fatores estariam 

influenciando a atividade de enzimas antioxidantes, pois a mitocôndria é a principal 
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produtora de EROs e um desequilíbrio na atividade dessas enzimas pode ter 

consequências metabólicas importantes, relacionadas com o desenvolvimento da 

obesidade. Em ambos, nos capítulos I e II dessa tese, avaliamos o hipotálamo total por se 

tratar de uma estrutura envolvida no controle metabólico e na regulação do consumo 

alimentar e por serem raros os estudos que investigaram os efeitos sexo-específicos de 

fatores ambientais sobre o status oxidativo nessa estrutura. Além disso, o tecido nervoso é 

particularmente vulnerável ao estresse oxidativo devido a sua alta taxa de consumo de 

oxigênio, ao grande conteúdo de lipídeos e sua baixa atividade antioxidante (Halliwell, 

2006). A partir dessas medidas, observamos que predominaram diferenças sexo-

específicas, sendo que a atividade da SOD, assim como a relação SOD/CAT e SOD/GPx, 

foram maiores no hipotálamo das fêmeas. A SOD é uma enzima responsável por 

dismutar o ânion superóxido, produzido pelo escape de elétrons da cadeia transportadora 

de elétrons mitocondrial, em H2O2, que posteriormente é degradado em H2O 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 acúmulo de H2O2 nas 

fêmeas. Apesar desse possível acúmulo de H2O2, não observamos um aumento no DCF. 

De fato, a medida da (2', 7'- diclorofluoresceína) DCF é mais indicada para avaliar 

radicais livres não-específicos, sendo que a oxidação da H2DCF (di-

hidroclorofluoresceína) em DCF é resultado da exposição a espécies reativas. Nesse 

sentido, a medida do DCF depende das reações de Fenton ou da oxidação não enzimática 

pelo citocromo c para oxidar o H2DCF em DCF. Assim sendo, o H2O2 é incapaz de 

oxidar diretamente o H2DCF (Karlsson et al., 2010). Essas considerações poderiam 

explicar como, apesar de as fêmeas serem mais propensas a acumular H2O2, não 

mostraram alterações no DCF. O fato de as fêmeas não apresentarem alterações na 

produção de EROs também pode ser devido à menor atividade do complexo I-III 
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observada, quando comparadas aos machos. Evidências mostram que o complexo I-III 

possui grande capacidade de produzir EROs (Leloup et al., 2011). Portanto, sua menor 

atividade pode estar relacionada ao menor fluxo de elétrons através da cadeia respiratória 

e à menor produção de superóxido, explicando assim a ausência de alterações na 

produção de radicais livres nas fêmeas.  

É interessante observar que as fêmeas com acesso à DRG apresentaram aumento 

na atividade do complexo IV, que também pode ser uma resposta ao excesso de energia 

suprido pela DRG nas fêmeas. Nesse contexto, estudos mostram que, no músculo 

esquelético, o consumo prolongado de dietas hiperlipídicas aumenta o conteúdo das 

proteínas que compõem os complexos da cadeia respiratória, assim como aumenta a 

atividade de enzimas que participam da β-oxidação (Turner et al., 2007).  Essas 

diferenças sexo-específicas observadas na atividade dos complexos da cadeira 

transportadora de elétrons podem ter acontecido pela modulação mitocondrial mediada 

por hormônios sexuais. De acordo com a literatura, assim como hormônios da tireoide, 

hormônios sexuais incluindo o estrógeno são importantes reguladores do metabolismo 

energético, atuando no núcleo e na mitocôndria ao induzir a transcrição de genes da 

cadeia transportadora de elétrons. O estrógeno (E2) possui efeitos em diversos tecidos, 

agindo diretamente através de seus receptores na própria mitocôndria e, indiretamente, 

através de seus receptores no núcleo. Evidências mostram que esse hormônio sexual 

induz a transcrição de genes dos complexos da cadeia transportadora de elétrons 

incluindo subunidades da ATP sintase  (Klinge, 2008), o citocromo c e subunidades do 

complexo IV, além de aumentar a atividade enzimática do complexo IV (Duckles et al., 

2006).  

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

machos e nas fêmeas. Em neurônios, essa enzima é a principal responsável pela 
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detoxificação do H2O2 (Dringen et al., 1999) e sua deficiência representa uma grande 

ameaça à homeostase neuronal. Especialmente nas fêmeas recebendo DRG, a associação 

entre o aumento da atividade da SOD sem alterações na atividade da CAT e diminuição 

na atividade da GPx pode levar a um acúmulo de H2O2. A GPx detoxifica o H2O2 através 

de uma reação de óxido-redução em que a GSH doa elétrons produzindo GSSG, que 

posteriormente é reduzida pela atividade da glutationa redutase (GR) na presença de 

NADPH (Townsend et al., 2003). Portanto, essa diminuição da atividade da GPx ou a 

menor concentração de GSH podem contribuir para o acúmulo de H2O2, aumentando o 

dano oxidativo celular (Walczewska et al., 2010). Embora os radicais livres sejam 

considerados tóxicos para a célula, evidências têm indicado que em concentrações 

normais eles participam de diversas vias de sinalização celular. Em células do SNC, o 

H2O2 é um regulador da atividade e do crescimento neuronal (Gerich et al., 2009), 

entretanto em concentrações 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 exposição de neurônios a 

concentrações micromolares de H2O2 podem diminuir o conteúdo de GSH e ATP (Hoyt 

et al., 1997). Adicionalmente, evidências têm mostrado que a emissão de H2O2 

mitocondrial é significantemente maior quando a respiração basal é mantida pela 

oxidação de ácidos graxos, em comparação a carboidratos (St-Pierre et al., 2002). Além 

disso, estudos têm mostrado que o consumo crônico de DRG aumenta o estresse 

oxidativo celular e causa disfunções mitocondriais em diversos tecidos, incluindo o 

tecido muscular e o SN (Yokota et al., 2009, Ballal et al., 2010). É interessante observar 

que outro estudo relatou que o consumo de DRG aumenta a produção mitocondrial de 

H2O2 (Anderson et al., 2009). O H2O2 tem a capacidade de se difundir e atuar em 

diferentes compartimentos (Miller et al., 2010, Leloup et al., 2011): no citosol, o H2O2 
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pode reagir com resíduos de tiol em proteínas ou na glutationa e alterar a relação da 

glutationa reduzida para glutationa oxidada (GSH/GSSG) (Schafer and Buettner, 2001). 

No entanto, nesse estudo não verificamos reduções nos grupos tiólicos nos animais com 

acesso à DRG. No conjunto, nossos achados sugerem que o hipotálamo das fêmeas é 

mais susceptível ao desequilíbrio oxidativo e consequentemente ao dano celular, sendo 

que o acesso à DRG reforçou esse desequilíbrio, facilitando o estresse oxidativo nesses 

animais.  

O estresse oxidativo pode causar a oxidação de biomoléculas como lipídeos, 

proteínas e o DNA, o que pode resultar em danos a organelas celulares, tais como a 

mitocôndria (Miao and St Clair, 2009). A oxidação de resíduos proteicos, especialmente 

de resíduos sulfidrila, causa mudanças conformacionais, desdobramento da estrutura 

proteica e degradação de proteínas (Lyras et al., 1997). No nosso estudo, as fêmeas 

apresentaram maior quantidade de tióis totais que os machos, sugerindo que as fêmeas 

foram, portanto, mais protegidas de danos proteicos que os machos. Por outro lado, como 

discutido previamente, as fêmeas parecem mais susceptíveis ao desequilíbrio oxidativo, o 

qual pode estar associado ao fato de as fêmeas apresentarem menor quantidade de tióis 

não-proteicos que os machos. O tiol não-proteico mais prevalente nas células animais é a 

GSH, um antioxidante não-enzimático importante para a detoxificação de peróxidos 

(Anderson, 1998). A baixa concentração 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 redução na GSH nas fêmeas induziu a 

potenciação no acúmulo do H2O2, causou o desequilíbrio oxidativo e consequentemente 

levou ao dano oxidativo. Contrário ao nosso achado, estudos mostram que o estrógeno 

tem efeitos protetores reduzindo o estresse oxidativo e a produção de radicais livres no 
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tecido nervoso, de modo que as fêmeas estariam mais protegidas do desequilíbrio 

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

No capítulo II dessa tese ainda observamos que o isolamento social no período 

pré-púbere diminuiu a peroxidação lipídica no hipotálamo dos machos. Contrário a esse 

resultado, ratos expostos ao estresse crônico variado apresentaram aumento na 

peroxidação lipídica no córtex pre-frontal (Herbet et al., 2017). Nesse sentido, outros 

estudos prévios mostraram que o estresse por imobilização aguda aumentou a 

peroxidação lipídica no córtex, cerebelo, hipocampo (Liu et al., 1996) e hipotálamo 

(Sosnovskii and Kozlov, 1992), assim como a imobilização mais prolongada também 

causou aumento na peroxidação lipídica (Solin and Liashev Iu, 2013). Embora nossos 

achados sejam contrários aos da literatura, é importante enfatizar que, como exposto 

anteriormente, o tipo, a gravidade e a duração do estressor podem ter diferentes 

consequências, e em nosso estudo investigamos os efeitos em longo-prazo da exposição 

ao estresse por isolamento social durante o período pré-púbere. É importante ainda 

considerar que o SN exibe uma vulnerabilidade região-específica a insultos causados 

pelo estresse oxidativo (Baek et al., 1999). Embora não tenhamos encontrado alterações 

na produção de espécies reativas, evidências têm mostrado que estressores ambientais 

podem induzir um desequilíbrio na atividade de enzimas antioxidantes e, por 

consequência, levar ao estresse oxidativo (Madrigal et al., 2001) devido ao aumento na 

liberação de GCs pelas glândulas adrenais (Simsek et al., 2016). Estudos em animais 

tratados com corticosterona têm relatado que o excesso de GCs pode induzir uma 

depleção ou inibição na atividade das enzimas antioxidantes e levar ao aumento da 

peroxidação lipídica no hipocampo (Sato et al., 2010). É interessante salientar que as 

avaliações foram realizadas na idade adulta, muito tempo após a exposição ao estresse, 

o que pode ter induzido um processo de adaptação desses animais, que podem ter se 
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tornado mais resilientes e, por consequência, mais resistentes ao dano oxidativo. 

Entretanto, verificamos que apenas os machos desenvolveram essa adaptação ao 

estresse e se tornaram mais protegidos da peroxidação lipídica no hipotálamo. De fato, a 

exposição ao isolamento social no período pré-púbere diminuiu a peroxidação lipídica 

nos machos, contudo, por outro lado, a DRG aumentou a peroxidação lipídica nas 

fêmeas quando comparadas ao controle. Esse aumento as substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) como consequência do consumo crônico de DRG nas fêmeas 

pode estar associado à diminuição no conteúdo de GSH (Radi et al., 1991). A GSH doa 

equivalentes redutores às membranas lipídicas e as protege de oxidantes (Curello et al., 

1985), e sua depleção pode induzir a peroxidação lipídica e causar danos estruturais nas 

membranas, incluindo as membranas mitocondriais, levando consequentemente a 

disfunções mitocondriais (Madrigal et al., 2001). Além disso, o prejuízo na 

detoxificação do H2O2 pela GPx e pela CAT também podem causar um aumento na 

peroxidação lipídica 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 

acúmulo de H2O2 no hipotálamo das fêmeas. Esse excesso de H2O2 pode estar 

relacionado com a diminuição de resíduos sulfidrila na GSH, resultando em um maior 

dano lipídico. 

Nesse contexto, a DRG pode comprometer as membranas mitocondriais e levar a 

perturbações na fluidez (Tsalouhidou et al., 2006), em transportadores (Hoch, 1992), na 

dinâmica do cálcio (Patergnani et al., 2011), na expressão de genes (Flachs et al., 2006) 

e em modificações pós-traducionais de proteínas  (Hasselbaink et al., 2002). Portanto, a 

DRG pode causar alterações na função mitocondrial e na produção de EROs (Yu et al., 

2014). Como descrito detalhadamente na introdução desta tese, a mitocôndria, por meio 
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da cadeia transportadora de elétrons, é responsável pela produção de ATP, além de nela 

ocorrerem diversas vias ligadas ao balanço energético (Manoli et al., 2007). A cadeia 

transportadora de elétrons também é uma importante produtora de EROs incluindo o 

superóxido (O2
•-
), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o radical hidroxila (•OH) e o 

oxigênio singlet (Wallace et al., 1995).  Estudos prévios com camundongos têm 

mostrado que a DRG pode diminuir a expressão de genes envolvidos na fosforilação 

oxidativa, genes que codificam as proteínas que compõem os supercomplexos I, II, III e 

IV da cadeia transportadora de elétrons, assim como a transcrição de fatores e cofatores 

no músculo esquelético (Sparks et al., 2005). Sabe-se que a estrutura e a função dos 

componentes mitocondriais dependem da expressão de genes nucleares e mitocondriais 

e a cooperação entre esses genes é indispensável para regular a cadeia respiratória 

(Kelly and Scarpulla, 2004). O DNA mitocondrial codifica proteínas dos complexos I, 

III e IV da cadeia transportadora de elétrons e o complexo II é totalmente codificado 

pelo genoma nuclear (Kelly and Scarpulla, 2004), sendo que o DNA mitocondrial é 

mais susceptível a alterações oxidativas (Wallace, 2005). De fato, o desequilíbrio 

oxidativo observado nas fêmeas pode ter danificado o DNA mitocondrial, prejudicando 

a síntese de importantes proteínas, o que pode ter resultado na atividade alterada do 

complexo I-III.  

Outro importante modulador da função mitocondrial é o coativador transcricional 

1α do receptor nuclear gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPAR–γ), ou 

pelo cofator de transcrição 1α (PGC-1α) (Manoli et al., 2007). O PGC-1α é altamente 

expresso em neurônios (Andersson and Scarpulla, 2001) e esse cofator ativa a biogênese 

mitocondrial, aumenta a expressão de genes da fosforilação oxidativa e a transcrição de 

enzimas da cadeia transportadora de elétrons (Sparks et al., 2005). Entretanto, estudos 

mostram que a expressão do PGC-1α é inversamente correlacionada com as 
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concentrações de lipídeos. Em humanos, a infusão de lipídeos diminui a expressão de 

PGC-1α no músculo esquelético (Richardson et al., 2005), e em camundongos o consumo 

de DRG reduz o RNAm do PGC-1α no músculo esquelético (Sparks et al., 2005).  De 

acordo com esses estudos, nós observamos que a DRG diminuiu a massa mitocondrial 

nas fêmeas, o que pode estar relacionado com uma diminuição na ativação do PGC-1α e, 

consequentemente, diminuição na biogênese mitocondrial. Além disso, já foi relatado que 

existem diferenças na biogênese mitocondrial entre machos e fêmeas (Sharma et al., 

2014). A biogênese mitocondrial envolve processos de proliferação  e diferenciação 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 dinâmica mitocondrial e causar disfunções, resultando em 

prejuízos na oxidação lipídica mitocondrial (Duca and Yue, 2014).  
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5. CONCLUSÕES 
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 Nossos achados indicam que machos e fêmeas adotam diferentes 

estratégias fisiológicas e metabólicas em resposta ao estresse no período 

pré-púbere e ao consumo crônico de uma DRG.  

 Os machos apresentaram um prejuízo da comunicação do metabolismo 

periférico com o central em resposta a esses fatores. Como observado 

especialmente nos machos com acesso à DRG, os dados periféricos de 

consumo, ganho de peso, gordura abdominal e eficiência calórica 

associados aos maiores níveis de leptina circulante indicaram 

características de animais obesos com deficiência ou resistência à leptina. 

Esses dados divergiram dos achados centrais nesses animais, que 

indicaram uma ativação na sinalização da leptina pela via JAK-STAT no 

hipotálamo, assim como uma ativação do eixo HHT pela leptina. 

Entretanto, nosso trabalho destacou que, especialmente nos machos com 

acesso crônico à DRG, a ativação do eixo HHT pela leptina não foi 

acompanhada da conversão do T4 em T3, refletido assim o prejuízo 

metabólico periférico observado nas características murinométricas 

desses animais.  

 Por outro lado, a exposição precoce ao isolamento social teve impactos 

mais pronunciados nas fêmeas. O estresse no período pré-púbere teve 

efeitos em longo-prazo nas fêmeas ao causar uma deficiência na 

sinalização da leptina no hipotálamo através da via JAK-STAT. Apesar 

desse prejuízo na sinalização da leptina pela via JAK-STAT causado 

pelo estresse precoce, observamos a ativação do eixo HHT nas fêmeas 

estressadas que apresentaram maiores níveis de T3 que os machos, 
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indicando uma atividade metabólica periférica protegida dos efeitos 

desses fatores ambientais. Embora a modulação da via JAK-STAT3 

tenha apresentado prejuízos, a sinalização da leptina pelo eixo HHT 

apresentou–se ativada, o que repercutiu no eficiente metabolismo 

periférico das fêmeas. 

 Além de repercutir em alterações na sinalização de hormônios 

relacionados com o controle metabólico, o consumo crônico da DRG e o 

estresse precoce tiveram efeitos sobre aspectos oxidativos e sobre o 

funcionamento mitocondrial. Especialmente as fêmeas apresentaram 

prejuízos nas defesas antioxidantes, com aumento da atividade da SOD 

sem o proporcional aumento nas atividades da CAT e da GPx. Ainda, o 

acesso à DRG reforçou o desequilíbrio oxidativo nas fêmeas, 

possivelmente facilitando o acúmulo de H2O2 devido à deficiência no 

sistema antioxidante. Como consequência desse desequilíbrio, as fêmeas 

apresentaram danos a biomoléculas celulares, pois o consumo crônico da 

dieta levou a maior peroxidação lipídica, o que repercutiu em alterações 

nas funções mitocondriais. 

 Além disso, o consumo crônico da DRG levou a alterações no 

funcionamento mitocondrial como observado pela menor atividade do 

complexo I-III e pela menor massa mitocondrial. 
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 Investigar a influência de uma DRG sobre a permeabilidade da BHE, com foco 

no transporte da leptina e na influência dos lipídeos no SNC; 

 Investigar os efeitos sexo–específicos do estresse e da DRG estudando os efeitos 

de hormônios gonadais, como o estrógeno, sobre a sinalização da leptina em 

diferentes núcleos hipotalâmicos envolvidos na regulação metabólica e sobre a 

função mitocondrial em ratos machos e fêmeas; 

 Investigar os efeitos dos fatores ambientais estresse e dieta sobre a dinâmica 

mitocondrial, incluindo aspectos de fusão e fissão mitocondrial através de 

microscopia confocal;  

 Avaliar a influência dos fatores dieta e estresse sobre diferentes núcleos 

hipotalâmicos através da técnica de imuno-histoquímica; 

 Avaliar a atividade respiratória mitocondrial de ratos machos e fêmeas sob a 

influência das intervenções ambientais utilizadas nessa tese, usando-se distintos 

substratos e o aparelho Oroborus. 
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