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RESUMO

A dieta materna antes e durante a gesta¢do pode influenciar na satde da méae e
do feto bem como em futuras da prole. Observando-se as preferéncias
alimentares atuais, com alimentos altamente caldricos, nosso estudo teve como
objetivo analisar parametros bioquimicos no sangue e nos tecidos metabdlicos,
em fémeas que durante a gestacdo e a lactacdo foram submetidas a dieta
hipercal6rica ou restritiva. Foram estudadas camundongos fémeas isogénicas
(n=24), da linhagem BALB/c (60 dias de idade, peso entre 18-25 g), provenientes
do biotério da UFCSPA. Foram separadas em grupos de acordo com a dieta que
receberam: dieta padrédo ad libitum (CONT), dieta restritiva (RD, 30% Kcal a
menos do que a dieta padrao), dieta hipercalorica (HD: acréscimo de 60% Kcal
comparada a padrdo). A adaptacdo a dieta foi de 25 dias e, a seguir, foram
acasaladas. O de peso foi aferido periodicamente e o indice de Lee calculado. No
22° DDP fez-se eutanasia dos animais, coletamos o sangue e os tecidos adiposo,
hepatico e muscular. O perfil lipidico e glicidico foi analisado utilizando-se kits
comerciais e, nos tecidos metabolicos, foi analisado: atividade das enzimas
catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD), geracdo de espécies reativas de
oxigénio por ensaio de oxidacdo de diacetato de dihidrodiclorofluoresceina,
peroxidacédo lipidica por TBARS e quantificacdo do nivel de proteina NF-kB.Os
dados foram expressos por média + SEM e analisados pela variancia Unica
seguindo o teste de comparacdo multipla de Dunnett (p <0,05). A analise sérica
mostrou um aumento significativo nos triglicerideos do grupo HD em comparacéo
com o CONT e o RD. Os outros parametros do perfil lipidico e a glicemia
permaneceram similares entre os 3 grupos. O tempo (dias) para as fémeas
emprenhar foi mais longo no RD comparado ao grupo CONT, embora néo tenha
sido observada diferenca significativa no niamero de camundongos por fémea
entre 0s grupos avaliados, bem como no aumento de peso das ninhadas. Nossos
resultados mostraram que as modificacbes da dieta afetaram mais
significativamente os parametros de estresse oxidativo no figado e nos masculos
do que o tecido adiposo em animais expostos a dieta hipercalorica. A diminuicdo
da superoxido dismutase esta fortemente correlacionada ao nivel EROs em todos
os tecidos avaliados, com um perfil de correlacdo muito semelhante nos tecidos
hepatico e muscular.

Palavras-chave: Superodxido dismutase.Catalase. Peroxidacéo lipidica. Perfil
lipidico.NF-kB



ABSTRACT

The maternal diet before and during pregnancy can influence the health of the
mother and the fetus as well as future propensities of the offspring. The present
study aimed at analyzing biochemical parameters in the blood and metabolic
tissues in females that were submitted to a hypercaloric or restrictive diet during
pregnancy and lactation. Female mice (n = 24) of the BALB / ¢ strain (60 days of
age, weighing 18-25 g) were collected from the UFCSPA. They were separated
into groups according to the diet they received: standard diet ad libitum (CONT),
restrictive diet (RD, 30% Kcal less than standard diet), high calorie diet (HD: 60%
Kcal increase compared to standard). The adaptation to the diet was 25 days and
then they were mated. The weight was measured periodically and the Lee index
calculated. In the 22nd DDP we made euthanasia of the animals, we collected the
blood and the adipose, hepatic and muscular tissues. The lipid and glucose profile
was analyzed using commercial kits and, in the metabolic tissues, it was analyzed
the activity of catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) enzymes,
generation of reactive oxygen species by oxidation assay of dihydro-
dichlorofluorescein diacetate, lipid peroxidation by TBARS and quantification of the
NF-kB protein level. Data were expressed as mean + SEM and analyzed by
single-variance following Dunnett's multiple comparison test (p <0.05). Serum
analysis showed a significant increase in triglycerides in the HD group compared
to CONT and RD. The other parameters of the lipid profile and glycemia remained
similar among the 3 groups. The time (days) for pregnant females was longer in
the RD compared to the CONT group, although no significant difference was
observed in the number of mice per female between the groups evaluated, as well
as in the weight gain of the litters. Our results showed that dietary modifications
affected more significantly the parameters of oxidative stress in the liver and
muscles than the adipose tissue in animals exposed to the hypercaloric diet. The
decrease in superoxide dismutase is strongly correlated to the ROS level in all
tissues evaluated, with a very similar correlation profile in the hepatic and
muscular tissues.

Palavras-chave: Superoxide dismutase. Catalase. Lipid peroxidation. Lipid
profile. NF-kB.



1 INTRODUCAO

Estudos experimentais e clinicos tém demonstrado que a nutricdo materna
ao longo da gestacao, tem papel fundamental no desenvolvimento do feto e na
saude do neonato, assim como a capacidade materna para a lactacdo (LEE,
2015; THORBURN et al., 2015; YAMADA-OBARA et al., 2016; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000).

Em humanos, tem se mostrado uma relacdo entre a dieta da mae e as
condicbes de vitalidade do recém-nascido. Sabe-se que o ganho de peso
insuficiente da mae esta relacionado ao maior risco de retardo de crescimento
intrauterino e mortalidade perinatal. Ja o ganho de peso excessivo pode estar
associado a diabetes gestacional, dificuldades no parto e riscos para o feto no
periodo perinatal (PINHEIRO, 2004). Outro aspecto a ser considerado é o
momento que ocorre a mudanca da dieta materna, pois isto repercute no feto. Se
ocorrer no primeiro trimestre da gestacdo pode afetar o desenvolvimento e
diferenciacao de varios 6rgaos, ja hum estagio mais avancado pode influenciar o
crescimento fetal geral, bem como o desenvolvimento do encéfalo (FLEGAL,
2002; JAMES, 2004; MANSON, 1995).

Discute-se fortemente na literatura que estados nutricionais extremos, tanto
excesso quanto reducdo de peso, durante a gestacdo expde a mae e 0 concepto

a riscos de saude.



1.1 Obesidade

A obesidade é uma doencga crbénica ndo transmissivel caracterizada pelo
acumulo excessivo de gordura corporal onde os individuos acometidos
apresentam prejuizos a saude. Atualmente, trata-se de uma condi¢cdo cada vez
mais comum, cujo aumento ja pode ser caracterizado como uma pandemia de
grande preocupacdo para a saude publica (JAMES, 2004; PINHEIRO, 2004; NG
et al., 2014; STRASSER, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2000). A
elevacdo de sua prevaléncia ocorre tanto nos paises desenvolvidos como nos
paises em desenvolvimento, porém nos ultimos, tende a somar-se a problemas
duradouros de desnutricdo. Inicialmente era predominante nas classes
econdmicas de maior renda, no entanto vem apresentando progressivo aumento
nas populacdes mais pobres, principalmente entre as mulheres (JAMES, 2004;
PINHEIRO, 2004; FLEGAL, 2012; NG et al.,2014)

No ano de 2014 mais de 1,9 bilhdo de adultos (18 anos ou mais) estavam
acima do peso. Destes, mais de 600 milhdes eram obesos, o que representa 13%
da populacdo mundial adulta (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016)
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a distribuicdo de gordura em
determinadas regifes do corpo, bem como a quantidade excessiva de gordura
armazenada diferem entre individuos obesos, sendo que a distribuicdo pode
influenciar nos tipos de doencas resultantes (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2000, 2016). Em particular, a obesidade abdominal é um fator de risco importante
para as doencas cardiovasculares, quando somada a niveis elevados de

triglicerideos no sangue, baixos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL),
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altos niveis sanguineos de glicose e hipertensdo. Ainda, deve-se levar em conta,
gue a combinacdo de dois destes fatores, além da circunferéncia da cintura, séo
importantes critérios de diagndéstico para sindrome metabdlica (JAMES, 2004).

A dieta é o principal fator ambiental que determina o ganho de peso. Uma
dieta rica em gordura, colesterol, agucar e outros carboidratos refinados, embora
bastante palatavel € altamente calérica e promove menor saciedade. Em
contraste, uma dieta rica em proteina ou carboidratos complexos prové uma maior
saciedade e tende a ser relacionada a uma menor ingestdo caldrica total (HILL,
1999; PAERATAKUL, 2006; POPKIN, 2003). Cabe salientar que diversos fatores
também exercem influéncia sobre a ingestdo de alimentos, mas observa-se cada
vez mais o0 continuo declinio no gasto energético diario, o que contribui
diretamente para o sobrepeso (HILL, 1999; HRUBY, 2015; PAERATAKUL, 2006;
PEREIRA, 2003; POPKIN, 2003).

Em animais, a dieta obesogénica, que na sua composicdo apresenta
grandes quantidades de gordura e carboidrato, € capaz de induzir alteracbes a
longo prazo no sistema hematopoiético, incluindo a perda de células estaminais e
perda de auto renovacédo, o que pode resultar em uma diminuicdo das células
tronco hematopoiéticas e células progenitoras mais primitivas. Isto pode,
consequentemente, provocar distlrbios nas respostas imunologicas a infecgbes e
contribuir para a persisténcia e/ou progressao de doencas inflamatérias cronicas
(VAN DEN BERG, 2016).

Num estudo realizado com ratos machos adultos de varias cepas expostos
a uma dieta altamente palatavel durante meses verificou-se que tornaram-se

obesos. A analise da morfologia do tecido adiposo apresentou aumento no
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tamanho e numero de adipécitos A reintroducdo de uma dieta padrédo de comida
precipitou um periodo de perda durante o qual apenas o tamanho dos adipécitos
voltou ao normal, no entanto o numero de adipdécitos permaneceu elevado. Assim,
a obesidade alimentar transitoria em ratos resultou em uma obesidade persistente
de forma puramente hiperplasica e ndo hipertrofica (FAUST, 1978). Em estudos
posteriores (BAYS, 2011; FUSTER et al., 2016) observou-se que a remodelacéo
do tecido adiposo, resultante da ingestao caldrica excessiva modifica a estrutura e
composicdo celular, sendo esta remodelagcdo associada a um estado
proinflamatério sistémico, mediado por uma producéo desequilibrada de citocinas
derivadas de adipocitos (adipocinas), resultando em disturbios enddcrinos e
imunolégicos, podendo contribuir de forma direta para as doencgas

cardiovasculares.

1.2 Ganho de peso, obesidade e gestacéao

Ha& um aumento crescente no numero de mulheres que entram na gravidez
obesas, isso € decorrente do aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade
nas mulheres em idade fértil (LARAIA, 2007). Este sobrepeso ou obesidade
materna influenciam diretamente no desenvolvimento da gestacdo, podendo
causar diabetes gestacional, hipertensdo arterial, anemia pds-parto, parto
prematuro, taxas aumentadas de macrossomia fetal, defeitos do tubo neural,
desenvolvimento da doenca cardiometabdlica na prole, dentre outros (BODNAR,
2004; CNATTINGIUS, 1998; DIETZ, 2006; GODFREY et al., 2017; LARAIA, 2007;

SYMONDS et al., 2009; THADHANI, 1999; VAHRATIAN, 2005; WERLER, 1996).
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Entre os principais determinantes das alteracées no peso durante a gestacéo
estdo a dieta, o nivel de atividade fisica e algumas caracteristicas sécio
demograficas, tais como, idade, paridade, escolaridade e raca (NUCCI, 2001;
HANSON et al., 2017)

A saude e o bem-estar da prole séo influenciados pelas mudancas na
dieta materna, bem como o periodo gestacional em que ocorre esta mudanca
também € determinante para algumas alteracfes no feto. Se esta mudanca
ocorrer no primeiro trimestre da gestacéo afeta o desenvolvimento e diferenciacéo
de varios 6rgdos, num estagio mais adiantado influenciaria no crescimento fetal
geral, bem como no desenvolvimento do cérebro (INSTITUTE OF MEDICINE
(US), 1990; RIFAS-SHIMAN, 2009; SYMONDS et al., 2009).

O Brasil por ser um pais muito heterogéneo e com distribuicdo de renda
desigual apresenta problemas tanto no ganho de peso excessivo e obesidade na
gestacdo, quanto baixa nutricdo e ganho de peso gestacional insuficiente
(NUCCI, 2001). A analise da variabilidade no ganho de peso durante a gestacao
deve levar em conta variacdes fisiologicas naturais do periodo, retencdo de
liquidos, multiparidade e presenca de patologias como diabetes e hipertensao,
além é claro do consumo de alimentos (INSTITUTE OF MEDICINE (US), 1992).

Neste sentido o ganho de peso gestacional € um fenbmeno complexo
influenciado ndo s6 por alteracdes na fisiologia materna, mas também pelo
metabolismo placentério, cuja funcdo pode alterar a sensibilidade a insulina e a
inflamacdo sistémica influenciando na gestacdo (SYMONDS et al., 2009;

YAKTINE, 2009).
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Muitos estudos em modelo animal tém sido realizados com o objetivo de
esclarecer ainda mais os efeitos da dieta materna no desenvolvimento da
gestacdo. Em ratos, um estudo prévio demonstrou que o ganho de peso materno,
decorrente da exposicdo a dieta hipercaldrica antes do periodo de gestacéo,
influencia significativamente nos machos recém-nascidos na deposicdo de
gordura visceral e subcutanea e aumento do peso do figado (CORDERO, 2012).

Também, observa-se uma relagcéo entre a obesidade induzida por dieta e a
atenuacao da vasodilatacdo, sendo mais pronunciada em fémeas do que machos
(NADERALLI, 2001). Num estudo realizado com suinos miniatura (minipig) fémeas
e machos que receberam dieta hiperlipidica (40% de gordura) observou-se uma
resposta mais exacerbada no perfil lipidico das fémeas em relacdo aos machos.
Estes animais passaram por um protocolo de exercicio fisico moderado, mas
mesmo assim, o treinamento fisico ndo foi capaz de reverter os efeitos de uma

dieta aterogénica no perfil lipidico destes animais (THOMAS, 2002).

1.3 Restricdo caldrica e gestacao

As observacdes sobre os possiveis beneficios da ingestdo de uma dieta
restritiva séo referidas desde a década de 30. Estudos realizados com ratos
demonstraram que estes viviam por mais tempo e apresentavam menor nimero
de doencas relacionadas a idade (WEINDRUCH, 1988,1997). A ingestéo calorica
abaixo do ad libitum (a vontade), sem causar desnutricdo, é tida como restricdo
calorica e pode estar relacionada a longevidade em muitas espécies (DE SOUZA

GENARO, 2009; WEINDRUCH,1997). Em roedores, trabalhos prévios mostraram
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qgue a reducéo de 30 a 60% da ingesta alimentar aumenta a média de vida nesses
animais (WEINDRUCH, 1988, 1997). JA em camundongos foi observado que a
restricdo alimentar pode impedir ou retardar a ocorréncia de doencas cronicas
como: cardiomiopatia, diabetes, doencas autoimunes, cancer, Alzheimer e
Parkinson (PATEL, 2005; WANG, 2007).

Camundongos nocaute para o gene da Apolipoproteina E (ApoE(-/-))
submetidos a dieta restritiva apresentaram menor lesdo nos estagios iniciais da
aterosclerose quando comparados ao grupo ApoE™ que recebeu dieta ad libitum
(GUO, 2002).

As hipdteses propostas para explicar os efeitos da restricdo caldrica vao
desde a reducdo da gordura corporal e sinalizacdo da insulina até a reducao da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e atenuacdo dos danos
oxidativos (DE SOUZA GENARO, 2009; KOUBOVA, 2003; MASORO, 2005;
WEINDRUCH, 1988, 1997).

Experimentos utilizando dois diferentes modelos de restricdo alimentar
demonstraram que animais expostos ao jejum compensavam a ingesta alimentar
nos periodos de alimentacédo, o que fez com que a ingesta caldrica semanal fosse
semelhante ao grupo controle (ingesta ad libitum). Neste estudo os animais
apresentaram maior longevidade e resisténcia ao estresse quando comparados
aos grupos controle e restricdo calorica diaria. Desta forma, estes resultados
sugerem que os beneficios obtidos na restricdo caldrica vao além da reducédo da
ingestdo de energia (ANSON; JONES; DE CABOD, 2005). Os beneficios da

realizacdo de jejum sdo controversos, porém um estudo realizado por Willcox
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(2014) aponta efeitos benéficos em seres humanos, incluindo: efeitos sobre a
sindrome metabdlica, incidéncia de cancer e doencas cardiovasculares.

Um dos fatores que pode estar envolvido nos efeitos benéficos da
restricdo caldrica (RC) é a autofagia. A RC é o método mais eficiente na inducao
da autofagia, pois ativa multiplas vias de regulacdo como a inibicdo do complexo
TOR 1 e ativagdo do AMPK, o qual, por sua vez, ativa a autofagia. A reciclagem
citoplasmatica que ocorre na autofagia neutraliza o acumulo de organelas e
proteinas danificadas associadas a idade, melhorando o desempenho metabdlico
das células (MACKEH, 2014).

Achados experimentais indicam que a inibicAo das principais vias de
sinalizacdo relacionadas a homeostase energética (como exemplo,
proteinas quinase e AMPK) e ao crescimento (fator de crescimento semelhante a
insulina e Akt/mTor), bem como a regulacéo positiva de rotas antienvelhecimento
atuariam através da inducdo de autofagia (BERGAMINI, 2007). Muitos estudos
sugerem que a autofagia seria suficiente para aumentar a longevidade (OHSUMI,
2014; MADEO, 2015; MIZUSHIMA; KOMATSU, 2011), embora, ainda haja muitos
guestionamentos para serem elucidados sobre os efeitos da restricdo caldrica na
saude dos individuos (INGRAM, 2017).

Entretanto, durante a gestacéo, estados nutricionais extremos podem expor
a gestante e o concepto a riscos a saude, uma vez que o baixo peso ao nascer
esta relacionado ao baixo peso da gestante antes da gravidez e ao insuficiente
ganho de peso durante a gestacdo (BARKER, 1993; HALES, 1991; PHILLIPS,

1998; ZHENG, 2015;). O estado nutricional da mée antes e durante a gravidez
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também afetam o crescimento e o desenvolvimento do feto (DIETZ, 2006; SIEGA-
RIZ, 1996).

Em animais, a restricdo de nutrientes na vida intrauterina causa
prematuridade, aumento do risco de infec¢cbes pulmonares, doenca pulmonar
obstrutiva cronica, diabetes, hipertenséo, entre outras (DELAHAYE et al.,2008;
REHAN, 2014; SYMONDS et al., 2009; VIEAU et al., 2007).

Num estudo realizado com ovelhas, a restricdo de nutrientes materna
durante o periodo de crescimento placentario, resultou em efeitos sobre o
desenvolvimento do tecido renal com reducéo significativa do nimero de néfrons
e aumento do estado pro-inflamatorio aléem de reducdo do tecido adiposo da
prole. Na vida adulta, quando esta prole foi alimentada com uma dieta
obesogénica, observou-se que estes animais apresentaram o0s sintomas da
sindrome metabdlica mais cedo do que o normal (SYMONDS, 2009; SHARKEY et

al., 2009).

1.4 Estresse oxidativo

A producao de EROs é feita de forma continua pelas células como parte
de seus processos metabdlicos. Sendo que o desequilibrio entre a geracao
destas espécies e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante é conhecido
como estresse oxidativo (EO) (FINKEL; HOLBROOK, 2000; FRIDOVICH, 1995;
ROBERTS; SINDHU, 2009).

O desempenho do sistema antioxidante tem como objetivo reduzir ou inibir

os danos causados pela acéo deletéria dos radicais livres ou espécies reativas
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ndo radicais, podendo ser dividido em enzimético (superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)) e nao enziméatico (vitaminas C, E e
A, clorofilina, flavonéides, carotenoides, curcumina, entre outros). O sistema nao
enzimatico pode ser de origem enddgena ou dietética, constituido por grande
variedade de substancias antioxidantes (BARBOSA, 2010; BIANCHI, 1999;
HALLIWELL, 2012).

As EROs desempenham funcbes relevantes na producdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de
substancias biologicas importantes. Porém, em demasia, apresentam efeitos
prejudiciais ao organismo conduzindo a oxidacdo de biomoléculas com
consequente perda de suas funcdes biologicas e desequilibrio homeostatico,
entre os fatores envolvidos neste processo estdo a peroxidacdo dos lipidios de
membrana, agressao as proteinas dos tecidos e das membranas e 0 prejuizo as
enzimas, carboidratos e DNA (HALLIWELL, 2004; HUSAIN, 1987).

A dieta € um dos fatores que pode influenciar na producéo ou reducéo das
EROs, uma vez que o aumento da ingestao caldrica pode induzir o EO por meio
da diminuicdo da fluidez da membrana mitocondrial, enquanto, a suplementacéo
de antioxidantes e a adequacdo da ingestdo energética demonstram efeitos

positivos sobre o mesmo (BURNEIKO, 2006; ESPOSITO,1999).

1.5 Dieta, estresse oxidativo e gestacéao

Sabe-se que a ingestdo de dietas hiperenergéticas aumenta a

probabilidade de uma producdo descontrolada de EROs e, como consequéncia,
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elevacdo do EO. O conjunto destes fatores aumenta o risco para 0
desenvolvimento de céancer, doencas degenerativas relacionadas ao
envelhecimento, neuroinflamacgéo, resisténcia a insulina, sindrome metabdlica,
dislipidemia, aterosclerose, doencas cardiovasculares, entre outras (BONDIA-
PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012; BURNEIKO, 2006; CERIELLO; MOTZ, 2004,
FURUKAWA et al., 2017; JOHNSON et al., 2007; RANI et al., 2016).

Um estudo realizado com roedores que associava hipOxia intermitente e
dieta rica em gordura mostrou um aumento do estado inflamatério e oxidativo
mensurado pelo aumento da peroxidacao lipidica, diminuicdo da atividade da
SOD, aumento da proteina C-reactiva e ativagdo do fator nuclear kappa-B (NF-
kKB), além de hiperatividade simpatica e hipertensdo. Ademais, foi demonstrado
elevacdo nos niveis sanguineos de colesterol, triglicerideos, glicemia, insulina,
leptina, lipidios no figado e no indice de HOMA (OLEA, 2014).

Um ponto a ser destacado é que o tecido adiposo ndo € apenas um 0Orgao
de armazenamento de triglicerideos, mas também desempenha papel importante
na producdo de adipocinas. Algumas destas adipocinas regulam a ingestao de
alimentos, exercendo um efeito direto sobre o controle de peso, como é o caso da
leptina. Essas adipocinas induzem a producédo de EROs, gerando EO. Entre os
mecanismos pelos quais 0 sobrepeso e a obesidade produzem EO, estdo a
oxidacdo mitocondrial e peroxissomal de acidos graxos, e 0 excesso de consumo
de oxigénio, que gera radicais livres na cadeia respiratéria mitocondrial. Dietas
ricas em lipidios sdo capazes de gerar EROs por alterar o consumo de oxigénio

(FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011).
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Em um estudo recente correlacionando resultados obtidos em humanos e
camundongos, encontrou-se uma relacdo entre acumulo de gordura corporal e o
EO sistémico. Nos camundongos obesos, a produgdo de EROs aumentou
seletivamente no tecido adiposo, acompanhada do aumento da expressao da
NADPH oxidase e diminuicdo da expressao de enzimas antioxidantes. O
tratamento com o inibidor da NADPH oxidase reduziu a produgédo de EROs no
tecido adiposo, atenuou a desregulacéo de adipocitocinas, melhorou a diabetes, a
hiperlipidemia e a esteatose hepatica. Os resultados sugerem que 0 aumento do
EO juntamente com o acumulo de gordura € um indicador precoce da sindrome
metabolica e, que o estado redox no tecido adiposo, possa ser um potencial alvo
terapéutico para a sindrome metabdlica associada a obesidade (FURUKAWA et
al., 2017).

A obesidade demonstra influéncia significativa sobre a fertilidade,
reduzindo as taxas de sucesso nos casos de reproducdo assistida, comprovado
pelo baixo percentual da fertilizacdo de ovocitos e/ou do desenvolvimento
embrionario (IGOSHEVA et al., 2010; PANDEY, 2010). A alimentacdo em
excesso induz elevacéo das taxas metabolicas podendo comprometer os oécitos
e o desenvolvimento embrionario, através da producdo excessiva de EROs pelas
mitocdndrias (BRANNIAN, 2011; LEESE, 2008). Em ratos, um estudo demonstrou
relacdo entre obesidade e o aumento da sintese de EROs nos o0citos e zigotos
(ROBKER, 2009).

Estudos prévios realizados em maes ratas que foram expostas a dieta de
cafeteria durante a gestacdo, observou-se que a prole apresentou diminuicdo na

capacidade antioxidante total (ORAC) e niveis mais elevados de H202 no plasma.
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Também os filhotes, quando comparados ao controle cuja méae recebeu dieta
normal, apresentaram maior ganho de peso tanto no desmame como no terceiro
més de idade. Estes resultados sugerem que a adiposidade materna e a alta
ingestdo energética podem influenciar no desenvolvimento de distdrbios
metabdlicos na prole pelo aumento do EO (BOUANANE et al., 2009; SIMMONS,
2006).

Em humanos € observado que durante a gestacdo, o desenvolvimento
placentéario tende a aumentar a producdo de EROs, devido a formagdo de novos
tecidos e metabolismo inerente. Durante o primeiro trimestre, a placenta ainda
nao esta conectada a circulagdo materna e, portanto, a concentracdo de oxigénio
na placenta é muito baixa resultando num estado hipéxico, capaz de gerar EROs
(PEREIRA; MARTEL, 2014). No final do primeiro trimestre, a circulacdo materna
dentro da placenta torna-se totalmente estabelecida, o que aumenta em trés
vezes a concentracao de oxigénio. Este aumento, por sua vez, eleva a producao
de EROs o que tende a ser compensado por niveis mais elevados de
antioxidantes (ZIELINSKA et al., 2017).

O equilibrio entre a producdo de EROs e antioxidantes pode ser perdido
em algumas situacdes como: obesidade, excesso de ingestdo caldrica e diabetes
(BURTON, 2009; DROGE, 2002; HEMPSTOCK, 2003; MYATT ; CUI, 2004). Um
IMC (indice de massa corporal) pré-gestacional elevado pode estar associado ao
aumento de riscos para pré-eclampsia (GREGG, 2005; MURAKAMI, 2005;
O’BRIEN, 2003; SEBIRE, 2001). E a mesma contribui de forma importante no

nascimento de prematuros, restricdo de crescimento fetal, mortalidade materna e
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infantil, estando também relacionada ao EO (HUBEL, 1999; ROBERTS, 2003;
WALSH, 1997).

A RC demonstra diminuir o nivel de EO, retardando a acumulagdo de
danos oxidativos associado a idade além de aumentar o potencial metabdlico
(SOHAL; WEINDRUCH, 1996; WALSH; SHI; VAN REMMEN, 2014). Em estudos
realizados em roedores submetidos a RC de 40% observou-se atenuacdo no
aumento nas taxas de Oz e H>O, mitocondriais, (SOHAL et al., 1994-a), menor
dano oxidativo, (SOHAL et al., 1994-a, 1994-b) e retardo na perda de fluidez da
membrana (CHEN; YU, 1994; SOHAL; WEINDRUCH, 1996; WALSH; SHI; VAN

REMMEN, 2014) associados ao envelhecimento.

1.6 Obesidade, sobrepeso e inflamacéao

O processo inflamatério tem como objetivo a eliminagcéo da causa inicial de
uma lesdo, coordenando as reacfes do sistema imune inato, eliminando as
células e/ou os tecidos danificados para iniciar a reparacdo dos tecidos e
restaurar a funcdo. Este processo envolve uma extensa rede de mecanismos,
mediadores e células. A inflamac&o pode ser considerada uma reacao benéfica,
no entanto, quando prolongada pode causar importantes danos ao organismo
(LARSEN; HENSON, 1983; HAGEMANN et al., 2013; KULKARNI et al., 2016)

Evolutivamente, h4 uma grande importancia na interacao entre os sistemas
metabdlico e imunolégico em especial quando se fala em mecanismos de
sobrevivéncia. Além de usar maquinaria celular semelhante, muitas citocinas,

hormdnios, proteinas de sinalizacdo, lipidios bioativos e fatores de transcri¢cdo
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podem exercer papéis metabdlicos e/ou imunoldgicos. As disfuncdes destes
sistemas podem levar a um conjunto de distirbios metabdlicos crénicos como:
diabetes tipo 2, obesidade e doencas cardiovasculares (HOTAMISLIGIL, 2006;
LEVIN; LIPSITCH, 1999; WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005).

O delicado equilibrio entre as respostas metabdlicas e inflamatérias pode
ser interrompido por desequilibrios nutricionais prolongados ou inflamacéo
cronica. A fome e a desnutricdo prejudicam a funcdo imune e reduzem a
sobrevivéncia pos-infeccdo (HOTAMISLIGIL; ERBAY, 2008), enquanto o
excedente de energia induz inflamagcdo e compromete a imunidade (BAKER;
HAYDEN, 2011; HOTAMISLIGIL; ERBAY, 2008; HOTAMISLIGIL, 2010;
KARAGIANNIDES; POTHOULAKIS, 2007).

Existe uma ligacdo entre o balanco energético e a inflamacdo onde
diversos estudos ja demonstraram que a RC é capaz de reduzir os niveis de
inflamacdo, diminuindo o0s niveis circulantes de citocinas e atividade de
sinalizacdo inflamatoria em diversos tecidos (DIXIT, 2008; FONTANA, 2009;
MORGAN; WONG; FINCH, 2007). Os efeitos benéficos da RC podem ser
relacionados a uma diminuicdo da gordura visceral e reatividade adiposa (DIXIT,
2008; MUZUMDAR et al., 2008; YE ; KELLER, 2010).

No sobrepeso e obesidade, um dos fatores desencadeantes da resposta
inflamatoria é o excesso de lipideos que influencia tanto no aumento do volume
guanto no numero de adipécitos. Essa adipogénese atua na secrecdo de
adipocinas (IL-6, MCP-1, CRP, PAI-1 e outras), bem como em efeitos autdcrinos,

paracrinos e enddcrinos, que caracterizam a inflamagcdo metabdlica ou
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metainflamacé&o. Além disso, a liberacdo de adipocinas também prejudica a via de
sinalizacdo da insulina (FRANCISQUETI, 2015; RICHARD et al., 2017).

O NF-kB (fator nuclear kappa B) € um fator de transcricdo que induz a
transcricdo de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1, IL-6, MCP-1 entre outras). O
NF-kB é bem conhecido por suas fungdes na imunidade, inflamacdo e
oncogénese (DIDONATO, 2012; HAYDEN, 2008; PERKINS, 2010), porém tem
sido associado a um papel central nas doencas metabdlicas. Diversos resultados
sugerem que o NF-kB promove o0 gasto e inibe a acumulagdo de energia,
mediado por citocinas inflamatérias tais como IL-6, IL-1, and TNF-a. Esses
estudos demonstram que o NF-kB regula a homeostase energética através do
engajamento direto nas redes celulares que regem a glicolise e a respiracédo, com
implicacbes profundas para além das doencas metabodlicas (BAKER; HAYDEN,
2011; HOTAMISLIGIL; ERBAY, 2008; SOLINAS; KARIN, 2010).

A via de sinalizacdo do NF-kB €& fundamental para a ligacdo do
metabolismo, inflamacdo e acdo da insulina (BAKER; HAYDEN, 2011;
HOTAMISLIGIL; ERBAY, 2008; SOLINAS; KARIN, 2010; TORNATORE et al.,
2012). A maioria dos sinais de estresse metabdlicos, tais como, sinais nutricionais
intracelulares e extracelulares, citocinas pro-inflamatérias, produtos associados a
agentes patogénicos e danos, ativam a via de sinalizacdo do NF-kB em células
metabdlicas e inflamatorias que resultam em resisténcia a insulina ou disfungéo
das células B pancreaticas. (HOTAMISLIGIL; ERBAY, 2008; SOLINAS; KARIN,

2010).

O padréo de alimentacéo da gestante bem como seu estilo de vida antes e

durante a gestacéao revelam-se de extrema importancia e podem ser a chave para
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abordar a prevencao da obesidade e o sobrepeso nas geracdes futuras (BRION
et al.,, 2010). A atividade fisica e as intervencbes dietéticas demonstram
desempenhar um papel efetivo no controle do peso materno e podem ser uma
maneira econbmica e Util para conter a crescente epidemia de doencas nao

transmissiveis relacionadas a nutricdo (WATSON et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

O estado nutricional e a alimentagdo no periodo da gestacéo e da lactacdo
sdo fundamentais para o desenvolvimento e saude da prole da mée.

A associagdo entre um IMC elevado e a ingesta de dietas altamente
caldricas pode interferir nas concentracées plasmaticas de lipideos e glicidios,
expondo a gestante ao desenvolvimento de doengas cronicas, tais como
sindrome metabdlica, elevacdo da pressédo arterial, entre outras.

Uma dieta equilibrada no periodo gestacional ajuda no controle do ganho
de peso, diminui o dano oxidativo pela reducéo da geracdo de EROs, melhora a
sinalizag&o da insulina e atenua estados pro-inflamatorios, desta forma, evitando
ou retardando o desenvolvimento de doencas crbnicas, vinculadas a oxidacao e
inflamac&o cronica.

Embora ja se tenha avancado nesta tematica, a literatura cientifica ainda é
escassa em estudos que avaliam os efeitos de diferentes tipos de nutricdo
(hipercaldrica, normal e restricdo calorica) durante o periodo da gestacdo e da
lactacdo. O nosso estudo € inovador e se propdéem a utilizar uma dieta
hipercalorica, tendo como base o consumo predominante de carboidratos e néo
apenas lipideos. Esta composicdo se assemelha a realidade da populacdo
mundial que consome alimentos ricos em carboidratos e ndo apenas em gordura.
Desta forma, estudos experimentais sdo essenciais para o melhor entendimento
do perfil lipidico, glicidico e oxidativo dos tecidos metabdlicos em maes

submetidas a diferentes dietas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo analisar parametros bioquimicos, no
sangue e nos tecidos adiposo, hepatico e muscular, em fémeas que durante a

gestacao e a lactacdo foram submetidas a dieta hipercal6rica ou restritiva.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar os niveis de glicose, colesterol total e triglicerideos no soro;

e Acompanhar periodicamente as variacdes de peso corporal;

e Analisar a geracdo de espécies reativas de oxigénio nos tecidos adiposo,
hepatico e muscular esquelético;

e Avaliar / Determinar a atividade das enzimas SOD e catalase nos tecidos
adiposo, hepéatico e muscular;

e Auvaliar a lipoperoxidacéo nos tecidos hepéatico e muscular;

e Quantificar o marcador pro-inflamatério, fator de transcricdo nuclear kappa

b, nos tecidos hepético e muscular.



27

Artigo Cientifico: The hypercaloric diet during gestation and lactation promotes

changes in triglycerides and oxidative stress parameters in the liver and muscles

- Revista escolhida: Journal of Nutrition (http://jn.nutrition.org/)

-Instrucdo para 0s _autores: http://jn.nutrition.org/site/misc/instructions-for-

authors.xhtml

- Fator de impacto: 4,14



http://jn.nutrition.org/

28

The hypercaloric diet during gestation and lactation promotes changes in

triglycerides and oxidative stress parameters in the liver and muscles

Andressa Alves de Andradel, Vanessa Feistauer?, Joana Fisch?, Ana Moira
Moras!3, Luiza Steffens Reinhardt!3, Carolina Kalkmann da Silva Oliveira3,
Vanessa Becker Bollis?, Silvana de Almeida!, Dinara Jaqueline Moura®3, Marcia

Giovenardit

! Programa de Pés-Graduacéo em Biociéncias, Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre (UFCSPA), Porto Alegre, Brazil
2 Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Ciéncias
da Saude de Porto Alegre (UFCSPA), Porto Alegre, Brazil

% Laboratdrio de Genética Toxicologica, Universidade Federal de Ciéncias da Saude de
Porto Alegre (UFCSPA), Porto Alegre, Brazil

4 Curso de Graduacédo em Biomedicina, Universidade Federal de Ciéncias da Salde de
Porto Alegre (UFCSPA), Porto Alegre, Brazil

*Corresponding Author: Dr Marcia Giovenardi

Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Rua Sarmento Leite, 245/308C

Porto Alegre/RS, 90050-170, Brazil

Tel. +55-51-33308751

E-mail: giovenardi.marcia@gmail.com



29

ABSTRACT

Diet plays a relevant role in maintaining the mother's health and fetal
development. The objective of our study was analyze biochemical parameters in
the blood and metabolic tissues of females that received a normal, hypercaloric or
restrictive diet during gestation and lactation. Female mice (n=24) of the BALB/c
(approximately 60 days of age and weigh between 18-25 g) were obtained from
the animal facility of Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
(UFCSPA). They were separated in groups the according to the diet received:
standard diet (CONT), restrictive diet (RD: 30% Kcal less than standard diet), high
calorie diet (HD: 60% Kcal increase compared to standard). The adaptation the
diet was of 25 days and then was mated with the males. The females were
periodically weighed for further calculation of the Lee index. At 22° DDP the
animals were euthanized and blood, adipose, hepatic and muscle tissues were
collected. The lipid and glucose profile was analyzed using commercial kits. In the
metabolic tissues, the dihydrodichlorofluorescein diacetate oxidation assay was
measured, the activity of the catalase and superoxide dismutase enzymes, the
lipid peroxidation of the cell membrane and the quantification of protein level NF-
kB were analyzed. The data was expressed by mean £ SEM, and analyzed by the
One-Way of variance following Dunnett's multiple comparison test (p <0.05). Our
results showed a significant increase in triglyceridesHD group compared to the
CONT and RD. The other lipid profile parameters and glycemia remained similar
among the 3 groups. The time (days) for the females to become pregnant was
longer in the RD compared to the CONT group, although, no significant difference
was observed in the number of pups per female among evaluated groups, as well
as on the weight gain of the litters. Our results showed that dietary modifications
affected more significantly oxidative stress parameters in liver and muscle than
adipose tissue in animal exposed to hyperlipidic diet. Decrease in superoxide
dismutase is strongly correlated to ROS level in all tissues evaluated, with a very

similar correlation profile in hepatic and muscular tissues.

Keywords: Superoxide dismutase, catalase, lipid peroxidation, lipid profile, NF-kB.
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1. INTRODUCTION

The gestational period is considered a developmental window of
vulnerability (BECK et al., 1990; BELL et al., 2010). Studies in which female mice
were exposed to nutritional challenges have provided some of the clearest
examples of how phenotypes can be lost or retained across generations
(DHILLON , 2006; DO et al., 2008; DOCHE et al., 2012; DOEHNER; CLARK ;
ANKER , 2010; DOEHNER , 2012; DOTTA ; FONDELLI ; DI MARIO , 2005).
Previous study showed that the maternal diet has an important impact on the
regulation of endocrine reproductive axis of offspring. Maternal consumption of
cafeteria diet affected reproductive hormone regulation of the adult male offspring,
which was demonstrated by modifications on sexual performance (JACOBS et al.,
2014).

Diet is the main environmental factor that determines weight gain during
pregnancy (STUEBE; OKEN; GILLMAN, 2009). Exposure of the mother to a high-
fat diet during pregnancy is associated with reduced insulin and glucose sensitivity
and increased body size and adiposity in the first-generation offspring of humans,
non-human primates and rodents (DO et al., 2008; DUBE et al., 1999; DUNN-
MEYNELL; GOVEK; LEVIN, 1997; DUNN-MEYNELL et al., 2009; DUNN; BALE,
2009; EDMOND et al., 1987). The incidence of pregnancy obesity increased from
70 to 100% in the past decade, that explains for the majority of complications
during pregnancy, as well as the increase in fetal health disorders, which include,
congenital anomalies, birth weight and size inappropriate for gestational age, and
higher risk for obesity and metabolic syndrome development (MCMILLEN; ADAM,;

MUHLHAUSER, 2005; TAYLOR; POSTON, 2007; BLAIR; THOMPSON; BLACK,
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2007; BONEY et al., 2005; SWELL et al., 2006; HULL et al., 2008; HILLIER et al.,
2007).

In humans, previous studies (RAVELLI et al., 1998; LI et al., 2010) showed
that undernutrition during pregnancy promotes long-term metabolic changes in
offspring. In animals, nutrient restriction in intrauterine life causes prematurity,
increased risk of lung infections, chronic obstructive pulmonary disease, increased
risk of glucose intolerance, insulin resistance, diabetes, hypertension (BLAZQUEZ
et al.,, 1998; GAROFANO; CZERNICHOW; BREANT, 1999; SYMONDS et al.,

2009; VICKERS et al., 2000; VIEAU et al., 2007).

Studies in animal models reinforce this concept that rapid postnatal
growth following in utero growth restriction is detrimental to long-term metabolic
health, including increased risk of obesity. Rodent models of maternal protein
restriction, caloric restriction, and intrauterine artery ligation, which all demonstrate
low birth weight, develop increased adiposity when suckled by normally fed dams
during the lactation period and therefore undergo postnatal catch up growth
(OZANNE et al , 2004; SIMMONS; TEMPLETON; GERTZ, 2001; VICKERS et al
., 2000).

As mentioned earlier, female nutrition during gestation and lactation is
crucial for the healthy development of offspring. Our study proposed to use a
hypercaloric diet, based on the predominant consumption of carbohydrates and
not just lipids. This composition resembles the reality of the world's population that
consumes foods high in carbohydrates and not just in fat. Thus, the objective of

this work was to analyze biochemical parameters in the blood and metabolic
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tissues in females that during pregnancy and lactation were submitted to a normal,

hypercaloric or restrictive diet.

2. EXPERIMENTAL PROCEDURE
2.1 Animals

Ten male and 24 female BALB/c albino mice (60 days old, weighing
approximately 18-24 g) were obtained from the Animal House of Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA). Animals were suitable
housed and maintained under standard temperature (21 + 1 °C), humidity (55 £ 5
%) and illumination (12 h light/dark cycle; lights on at 4 a.m.) conditions. All
procedures were performed in conformity with the Brazilian Society of
Neuroscience and Guide for the Care and Use of Laboratory Animal of Institute for
Laboratory Animal Research, and this study was approved by the Ethics
Committee from Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
(Protocol Number 388/15). All efforts were made to minimize animal suffering and

to use only the number of animals necessary to produce reliable scientific data.

2.2 Experimental procedures

The females were weighed, divided into three groups (eight females each
group) and housed individually, with water ad libitum: a control group (CONT, with
a total of 3 Kcal / g 42.0% carbohydrate, 22.0% protein, 4.0% fat) was fed ad
libitum, a restrictive diet group (RD, with a 30% reduction in amount), and a
hypercaloric diet group (HD, with a 60% increase in amount). The hypercaloric diet

roviding a total energy of 5.0 kca .0% carbohydrate, 12.2% protein,
(HD) providing I gy of 5.0 kcal/g (52.0% bohyd 12.2% protei
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26.0% fat), according to manufacturer's information (Pragsolucdes Biociéncias,
Jau, SP, Brazil). Males were housed five to a cage with food and water available
ad libitum. After 25 days of different diet treatment, female were caged with males,
in a ratio of 3: 1, for mating. The vaginal smears were taken to detect the presence
of sperm, which was the confirmation of the gestation. After the confirmation, the
females were separated and placed individually until the day of pups-birth. In the
first postpartum day (PPD), the number of pups per females was standardized at
6. During the lactation period, we monitor the weight of the females. The
adjustment of the amount of feed offered to the RD group was performed daily
according to the consumption of the CONT group.To biometrical analyses, the
weight of the females was monitored on days 4, 8, 12, 21 and 22 PPD. On day 22
DPP the nasal-anal length was taken to calculate the LEE index (BERNARDIS;

PATTERSON, 1968).

2.3 Tissue and blood collection

On the 22 PPD, mice were euthanized by decapitation and truncal blood
was collected. Blood samples were collected in sterile tubes and centrifuged at
3.000 rpm for 10 min at 4°C and were stored at - 20 °C until analysis the glycemia
and lipid perfil. After that, adipose, hepatic and muscle tissues were collected,
under light protection, frozen in liquid nitrogen and stored at - 20 °C. These tissues
were chosen, because they are likely involved in the deleterious consequences of

oxidative stress under nutritional challenges.
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Schematic representing the time line of experimental procedures

2.5 Seric Analysis
The levels of glucose, triglycerides and total cholesterol in serum were
performed by colorimetric enzyme method, with endpoint reaction by commercial

kit (Labtest) according to the manufacturer's specifications.

2.6 Oxidative stress parameters

Tissues were homogenized in Tris-HCI buffer (10 mM; pH 7.4) with PMSF
using a homogenizer, and then centrifuged for 5 min. The supernatants were used
for the SOD,CAT, DCF and TBARS assays, and all procedures were performed
under cold conditions. Protein content was determined by the method of Lowry et
al. (1951) using serum bovine albumin as the standard. The measurement of
parameters was performed by a SpectraMax reader M?¢ (Molecular Devices,

USA).
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2.6.1 Superoxide dismutase (SOD) activity

SOD activity was evaluated by inhibition of superoxide-dependent
autoxidation of epinephrine (Misra and Fridovich, 1972). Briefly, to 20 yL of each
sample were added 170 pyL of a mixture containing 50 mM glycine buffer, pH 10.2,
and 10 mM catalase. After that, 10 uL of 60 mM epinephrine were added and the
absorbance was recorded immediately, each 36s for 10 min, at 480 nm. The
inhibition of autoxidation of epinephrine occurs in the presence of SOD, whose
activity can indirectly be assayed spectophotometrically. One SOD unit is defined
as the amount of SOD necessary to inhibit 50% of epinephrine autoxidation and

the specific activity is reported as SOD Units/mg protein.

2.6.2 Catalase (CAT) activity

CAT activity was assayed according to the method described by Aebi
(1984), based on the disappearance of H202 at 240 nm. Briefly, 10 pyl of each
sample were added to 180 ul of 20mM potassium phosphate buffer, pH 7.2.
Subsequently, 10 pl of 10mM H20> were added and the absorbance was recorded
immediately, each 36 s for 5 min, at 240 nm. One CAT unit is defined as one pmol
of hydrogen peroxide consumed per minute and the specific activity is calculated

as CAT Units/mg protein.

2.6.3 Dihydrodichlorofluorescein diacetate (H?DCF-DA) oxidation assay
The DCFH-DA assay is a reliable method for measuring intracellular reactive
oxygen species (ROS). The method is based on the deacetylation of the DCFH-

DA probe, and its subsequent oxidation by ROS into a highly fluorescent
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compound (2',7'-dichlorofluores-cein; DCF) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).
For this assay, phosphate-buffered saline (pH 7.4), 500 uM DCFH-DA, and 5 pL of
tissue homogenate were incubated in 96-well dark plates at 37 °C for 30min.
Fluorescence was measured with excitation and emission wavelengths at 490 nm
and 525 nm, respectively (KO et al., 2005). All experiments were carried out in a
dark room to prevent the oxidation of DCHF-DA. The results were expressed as

intensity of fluorescence from DCF per mg of protein.

2.6.4 Lipid Peroxidation

Thiobarbituric acid-reactive material (TBARS) was measured using a
technique modified from Slater and Sawyer (1971). Aliquots (0.5 ml) of the tissues
homogenates were extracted with 0.5 ml of trichloroacetic acid (20% wi/v). After
centrifugation, 0.9 ml of the supernatant was added to 1.0 ml of thiobarbituric acid
(0.67%) dissolved in 0.026 M-Tris-HC1 buffer (pH 7.0). The samples were heated
in boiling water for 10 min. After cooling, the absorbance was determined at 532
nm on a Zeiss spetophotometer. Extraction blanks were prepared and treated in
the same way as the experimental samples, but without tissue. TBARS was
guantitated using a standard curve prepared using malondialdehnyde (MDA)
obtained by periodate oxidation of 2-deoxyribose (WARAVDEKAR; SASLAW,
1957; 1959; REHNCRONA et al, 1980), and the results were normalized by

protein content.
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2.6.5 Detection and quantification of protein level NF-kB

A monoclonal capture antibody specific for NF-Kb p65 (regardless of
phosphorylation site) has been coated onto the wells of the 96-well plate provided.
Tissues homogenate, including a standard of known NF-kBp65 (Total) content,
controls, and unknowns, are pipetted into these wells and then a rabbit detection
antibody specific for NF-kB p65 (Total) is added to the wells. During the first
incubation, the NF-kBp65 antigen binds to the immobilized capture antibody and
the NF-kBp65 rabbit antibody serves as a detection antibody by binding to the
immobilized NF-kBp65 (Total) protein. After washing, a horseradish peroxidase
labeled anti-rabbit IgG is added. This binds to the detection antibody to complete
the four member sandwich. After a third incubation and washing to remove all the
unbound enzyme, a substrate solution (TMB) is added, which is acted upon by the
bound enzyme to produce color. The intensity of this colored product is directly
proportional to the concentration of NF-kBp65 (Total) present in the original
specimen and the optical density can be read on a standard microplate reader.
The total assay incubation time is only 4 hours. The Novex® ELISA kits from Life

Technologies was utilized.

2.7 Statistical analyses

Data distribution was determinate by Kolmogorov—Smirnov test. The
results of data on glycemia, lipid profile, weight gain and Lee's index was
expressed by mean + SEM and the results of oxidative stress parameters was

expressed by mean £ EPM. In all cases, to compare among groups was using the
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software Prism™ by the One-Way analysis of variance following Dunnett's multiple

comparison test. In all cases, p<0.05 was considered statistically significant.

3. RESULTS

The table 1 shows the biochemical parameters, the weight gain and the Lee
index of the females submitted to different diets (control, restrictive and
hypercaloric). Our results show that there was a significant increase in serum
triglyceride levels in HD when compared to RD and CONT (F (2,15) = 17.87, p =
0.002). Concerning glucose and cholesterol levels there was no difference
between the groups studied (p = 0.167). In addition, we verified that there was no
significant difference in the weight gain and Lee Index in the groups CONT, RD
and HD (p=0.272; p=0.507, respectively).

In Figure 1 are show characteristics of pregnancy and puppies. Our results
indicates an increase in time (number of days) to pregnant in females of RD group
when compared to CONT group (F(2,33)=4.035; p=0.027), while no difference was
observed in the HD group (figure 1A). Curiously, no significant difference was
observed in the pups number per female between evaluated groups (F(2,31)=
0.490; p=0.617) (figure 1B), as well as on the weight gain of the litters, evaluated
until 12 days of pups age (F(2,11)= 0.142; p=0.868), although, there was a
tendency of a smaller weight gain from the 4th day for the puppies of the RD group
(Figure 1C).

In the liver tissue (figure 2A) our results demonstrate an absence of alteration

in the ROS levels between the with RD and HD groups, when compared to the
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CONT group The antioxidant CAT activity was significantly increased in HD when
compared to CONT (F(2,14)=4.391; p=0.04), however the activity of the SOD was
decreased when compared to CONT (F(2,17)=5.337; p=0.01). The same tendency
was observed to RD group (figures 2B and C). Although there was an increase in
MDA formation in HD group this was not significant (figure 2D). In the NF-kB
activation measured, only the HD was significantly decreased when compared to
CONT (F(2,17)=4.749; p=0.02) (figure 2E).

The same profile was observed in muscle tissue with the three groups
presenting similar ROS level (figure 3A). The results presented in figure 3C
showed that SOD activity was significantly decreased in HD when compared to
CONT (F(2,15)=4.850; p=0.02, (F(2,13)=3.580; p=0.06, respectively), while,
although not significant, it is possible to observe an increase in CAT activity (figure
3B). On the other hand, the MDA was increased in HD when compared to CONT
group (F(2,14)=3.466; p=0.06), indicating lipid peroxidation (figure 3D). In the NF-
kB activation was not observed significative diference between evaluated groups.

Our results showed that in adipose tissue we did not observe any significant
differences in the levels of ROS production (F(2,16)=1,671; p=0.22) (figure 4A).
CAT activity showed no significant change between groups (F(2,15)=1.307;
p=0.30, F(2,15)=1.798; p=0.20, respectively), whilst the RD and HD groups
presented a decrease in CAT activity (figure 4B). The SOD activity in the adipose
was significantly decreased in HD group when compared to CONT (F(2,17)=3.409;
p=0.05) (figure 4C).

In order to understand our data, we performed analyzes of the CAT and SOD

activity rate. The results presented in figure 5 showed a significative decrease in
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SOD/CAT ration in HD groups in both liver e muscle tissue. Still, in liver there is a
significant decrease in RD group. These results indicate a redox imbalance, which
may be associated with an excessive increase of catalase activity in these tissues

in HD group. No significant difference was observed in adipose tissue.

4. DISCUSSION

The gestation and lactation are period characterized by high metabolic
demand due to physiological changes in the female and the needs for fetal growth.
There is a change in nutrient levels tissues and fluids due to hormonal and
metabolic changes that guarantees the growth and development of the uterus,
mammary glands, placenta, embryo and fetus (BLACK, 2001). For all these
factors, the adequate nutrition in the reproductive period is necessary to preserve
the mother’s health and the viability, health and growth of the puppies (BREIER et
al., 2001; TAKASAKI et al., 2012). Our results showed that the hypercaloric diet
was able to alter the plasma levels of triglycerides in the HD group when
compared with CONT and RD. However, we did not observe differences in the
other biochemical parameters, weight gain and Lee index among the 3 groups
studied. Nevertheless, when was analyzed the time elapsing until females become
pregnant, we observed that the females in RD group showed a significant increase
in the number of days in comparison to the CONT. Although the RD females took
longer to pregnancy, our results not showed significant difference in the number of

pups born per female in the three groups studied.
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Other important aspect is the composition of breast milk because this is
influenced by physiological and metabolic state of the mother and can have
important effects on the metabolic state and feeding preferences of their pups.
Studies in animal models reinforce this concept that rapid postnatal growth
following in utero growth restriction is detrimental to long-term metabolic health,
including increased risk of obesity. Rodent models of maternal protein restriction,
caloric restriction, and intrauterine artery ligation, which all demonstrate low birth
weight, develop increased adiposity, increased blood pressure and oxidative
stress parameters when adults (BARKER; CLARK, 1997; PAINTER;
ROSEBOOM; BLEKER, 2005; ERIKSSON, et al., 1999; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2017). On the other hand, mothers which were fed with a high
fat diet give birth to puppies that, when adults, have changes in oxidative stress
parameters, increased risk of obesity impaired renal function, lipoperoxidation of
cardiac tissue, which may result in cardiac arrhythmias, heart failure or sudden
death (NOEMAN; HAMOODA; BAALASH, 2011; FEREZOU-VIALA et al., 2007;
HOWIE et al, 2009; TAIN, et al.,, 2017). Although our results did not show
significant difference in litter weight gain (up to 12 days of age) among the studied
groups, it is important to note that pups of the RD group from 4 days of age
presented a tendency to gain less weight. The neonatal period is a phase of high
metabolic demand and fundamental for the puppy's physical and cognitive
development.

Previous study (ZHANG et al.,, 2009) demonstrated that maternal nutrition
modification during pregnancy and lactation influences health in the adult life of

offspring, which could alter their responses to environmental challenges, and
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increase their susceptibility to disease. The majority of studies focus in the
obesogenic diets and our study concentrated on a diet rich in carbohydrates and

fats (similar to the intake of the general population) or calorie restriction.

Previous studies (FERNANDEZ-SANCHEZ et al,, 2011; MATSUZAWA
NAGATA et al., 2008; MALTI et al., 2014; LI; SLOBODA,; VICKERS, 2011) have
shown that the condition of obesity leads to oxidative stress and the production of
inflammatory mediators. This scenario has been recognized as a mechanism that
triggers the developmental effects of maternal obesity on the outcome of metabolic
changes. Increased of ROS that outweigh antioxidant defense mechanisms will
lead to cellular injury initiating the inflammatory signalling cascade (LOCATELLI et
al., 2003; GLASTRAS et al., 2017). Increased oxidative stress is a result of a
reduced antioxidant response, which most likely occurs due to diminished SOD
protein expression. A failing antioxidant response may lead to further ROS
production, thus leading to inflammation and cytotoxicity (PATKI et al., 2013).

Our results showed that in the liver there was significant alteration of
oxidative stress parameters, since HD presented increase in CAT and HR
decreased in SOD when compared to CONT group. Although it was not
significant, it is possible to observe a clear tendency of lipid peroxidation increase
in the HD group and a decrease of the SOD activity. Regarding the SOD/CAT
ratio, both groups had a reduction in relation to the CONT.

A previous study (AMIRKHIZI et al.,, 2010) has shown that the
consumption of hypercaloric diet caused an increase of lipid peroxidation in
hepatic tissues and of the triglycerides what could contribute to the alteration in the

oxidative-antioxidant balance. ROS and lipid peroxidation products damage the
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respiratory chain in hepatocytes through oxidative damage, leading to
mitochondrial dysfunction that could cause an apoptosis or necrosis depending on
the energy state of the cell (ARMITAGE; TAYLOR; POSTON, 2005). The
reduction of antioxidant enzymes has also been observed and may be related to
the rapid consumption and the exhaustion of the storage of these enzymes in the
fight against the free radicals generated (NOEMAN; HAMOODA; BAALASH,
2011). The SOD decreased activity and increased CAT activity may be associated
with the neutralization of ROS, measured by DCF assay, which justifies an
absence of increase in the formation of free radicals, considering that our study
was endpoint. However, this neutralization was not as efficient, since there is an
increase of lipid peroxidation in the HD group. In addtion, is important to consider
that the liver is an organ with a set of different metabolic pathways that can be
activated in adverse situations. Otherwise, a comparative study between high-fat
diet and western diet, both with great amount of carbohydrates, evidenced the
induction of oxidative stress. The western diet appears to have negative effects on
cardiovascular and metabolic health, and data indicates that offspring health,
particularly the liver metabolism may be affected by the western diet (PRUIS et al.,
2014; HEINONEN et al., 2014).

When the body cannot supply the energy needs, the most affected tissue
will be the muscular one, whose energy reserves will be rapidly consumed and
several routes will be activated to obtain energy (CAPUTO et al., 2009). In our
study, we can observe that the balance between the SOD/CAT decreases in HD in
relation to the CONT, but with no difference in ROS production. However, HD has

higher lipid peroxidation than CONT indicating increased cell membrane damage.



44

A previous study (HANCOCK et al., 2008) demonstrated that in the skeletal
muscles a high caloric diet increases mitochondrial biogenesis and oxidative
capacity. These adaptive responses may affect the tissue's ability to produce and
react with ROS formation. Hypercaloric diets tend to increase the H>O2 production
of the mitochondria, shifting the redox state to a more oxidized state (ANDERSON
et al., 2009; PINHO et al., 2017).

The adipose tissue is the main energetic source of the organism.
Adipocytes are the only cells specialized in the storage of lipids in the form of
triacylglycerol in their cytoplasm, having intense metabolic activity, contributing to
the control of the body's energy homeostasis (KERSHAW; FLIER, 2004;
COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES, 2013). Our findings showed that the adipose
tissue was slightly affected by the diet modification, since only HD showed a
decrease in SOD compared to CONT. In addition, the RD and HD groups
presented a decrease in CAT activity.

Another important aspect is that adipose tissue has high levels of
antioxidant enzymes to manage the high production of ROS. In obese individuals,
the expression and activity of antioxidant enzymes such as CAT, SOD, and
glutathione peroxidase (GPX) decreased in the adipose tissue (OKUNO et al.,
2008; OKURO et al., 2010; FURUKAWA et al., 2017; KOBAYASHI et al., 2009).
These data indicate that an increase in ROS production and a decrease in
antioxidant enzymes can lead to oxidative stress in adipose tissue (FURUKAWA
et al., 2017, MATSUDA, SHIMOMURA, 2013).

Our results showed that dietary modifications, proposed in this study,

affected more significantly oxidative stress parameters in liver and muscle than
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adipose tissue in animal exposed to hyperlipidic diet. The relationship between
oxidative potential and antioxidant enzyme activity is show in Figure 6. Decrease
in SOD is strongly correlated to ROS level in all tissues evaluated, with a very
similar correlation profile in hepatic and muscular tissues, which justifies these
tissues to have a more prominent effect in the HD group which result in damage to
membrane lipids. Our hypothesis is that in liver and muscle the increase of CAT
and reduction of SOD keeps ROS levels controlled, but does not prevent lipid
damage. However, we cannot but consider the possibility related to time of supply
of the superimposed diets to the female reproductive period, which made it difficult
to evaluate the effect of diet on own account, which would justify the absence of

significant results in adipose tissue and in the RD group.
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Legends

Figure 1. Time (days) elapsing until females become pregnant (A), number of
pups per mice (B) and weight mean of pups at birth until 12 days (C) of the control
(CONT), caloric restriction (CR) and hypercaloric diet (HD) groups. * p<0.05 when

compared to CONT.

Figure 2. The 2',7'-dihydrodichlorofluorescein (DCF) oxidation assay (A), catalase
(CAT) (B), superoxide dismutase (SOD) (C), malondialdehyde (MDA) (D) and NF-
kB activation (E) in the liver tissue of control (CONT), caloric restriction (CR) and
hypercaloric diet (HD) female groups. Data expressed as mean £+ EPM compared
by the One-Way analysis of variance following Dunnett's multiple comparison test

(p<0.05). *p<0.05 when compared to CONT.

Figure 3. The 2',7'-dihydrodichlorofluorescein (DCF) oxidation assay (A), catalase
(CAT) (B), superoxide dismutase (SOD) (C), malondialdehyde (MDA) (D) and NF-
kB activation (E) in the muscle tissue of control (CONT), caloric restriction (CR)
and hypercaloric diet (HD) female groups. Data expressed as mean * EPM
compared by the One-Way analysis of variance following Dunnett's multiple

comparison test (p<0.05). *p< 0.05 when compared to CONT.

Figure 4. The 2',7'-dihydrodichlorofluorescein (DCF) oxidation assay (A), catalase

(CAT) (B), superoxide dismutase (SOD) (C) in the adipose tissue of control
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(CONT), caloric restriction (CR) and hypercaloric diet (HD) female groups. Data
expressed as mean = EPM, compared by the One-Way analysis of variance
following Dunnett's multiple comparison test (p<0.05). * p<0.05 when compared to

CONT.

Figure 5. The SOD/CAT ratio in the liver, muscle and adipose tissue of control
(CONT), caloric restriction (CR) and hypercaloric diet (HD) female groups. Data
expressed as mean = EPM, compared by the One-Way analysis of variance
following Dunnett's multiple comparison test (p<0.05). ** p<0.05 when compared

to CONT.

Figure 6. The correlation between DCF and SOD in the liver, muscle and adipose
tissue of control (CONT), caloric restriction (CR) and hypercaloric diet (HD) female

groups. Data expressed as mean + EPM and compared by Spearman correlation.
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Tabela 1. Biochemical parameters, weight gain and Lee index in female Mus
musculus mice submitted to control, restrictive and hypercaloric diets.

Variables Control Restriction Hypercaloric
(n=6-8) (n=6-7) (n=5-7)
Glucose 153.2+1.65 140.2 + 11.04 162.2 + 7.52
(mg/dL)
Triglycerides 116.1 8.1 78.6 £5.61 183.1 + 2087
(mg/dL)
Total cholesterol 113.7+7.24 97.30+3.32 107.4 £ 9.45
(mg/dL)
Weight gain 7.4+0.6 6.0+ 0.91 53+1.16
(@)
Lee's Index 338.2+6,75 337.0+3.94 328.8 +5.84
(g/cm®)

*when compared to RD and HD group
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Liver Tissue

Figure 2
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Muscle Tissue

Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figura 6
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5 CONCLUSOES

Diante dos resultados observados podemos concluir que a dieta materna
durante a gestacdo e lactacdo € de suma importancia, pois pode alterar perfil
lipidico, bem como parametros de estresse oxidativo, quando trata-se da ingestdo
de alimentos com alto valor calorico. No que se refere a restricdo calorica
podemos inferir que esta, interfere na capacidade reprodutiva das fémeas, o que

evidenciamos pelo maior numero de dias para emprenhar.
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ANEXO A - Aprovacéo do Estudo na Comisséo de Etica no Uso de Animais
(Ceua) da Ufcspa.

&

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAO

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

CEUA —-COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO
1) PROTOCOLO N°: 171/15

2) DATA DO PARECER: 09/03/2016 Parecer 388/15

3) TITULO DO PROJETO:

| modelo animal.

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Marcia Giovenardi

5) RESUMO DO PROJETO:

O projeto visa analisar pardmetros comportamentais, bioquimicos e epigenéticos dos
sistemas dopaminérgico e serotonérgico em camundongos expostos a diferentes dietas
(restri¢do calérica-DR, normal-DC e hipercalorica-DHC). Protocolo 1: camundongas
serdo acasaladas na proporgdo de 3:1 e iniciardo a dieta quando confirmada a prenhez
(esfregago vaginal), sendo avaliadas no 1° e 10° dia pés-natal, quanto a massa corporal e
no 7° dia pés-natal quanto ao comportamento maternal, 8° dia — ansiedade (labirinto em
cruz) e 9° dia, quanto a locomogdo (campo aberto). Estas serdo avaliadas também, |
quanto a massa corporal nos dias 3, 9, 15 e 21 pds-natal e eutanasiadas por decaptagio
no 22° dia, para coleta de sangue troncular para avaliagdo bioquimica (glicemia,
colesterol total, triglicerideos, HDL, LDL ¢ colesterol) e regides cerebrais para anilise
da expressio de genes envolvidos nos sistemas dopaminérgico e serotonérgico.
Protocolo 2: as ninhadas serdo padronizadas ao nascimento, em oito filhotes cada e, 3
machos e 3 fémeas de cada ninhada serio submetidos as respectivas dietas
(independentemente da dieta materna). Serd verificado na prole: massa corporal nos dias
3,9, 15 e 21 pés-natal, 55° dia - ansiedade (labirinto em cruz) e 60° dia - locomogdo
(campo aberto), sendo as fémeas acompanhadas quanto ao ciclo estral (3 ciclos
regulares) e testadas em diestro. A eutandsia sera realizada em torno de 65 dias pos-
natal, da mesma forma e com avaliagdo das mesmas variaveis descritas para as mdes.

dopaminérgico e serotonérgico em camundongos expostos a diferentes dietas (restrigdo
| calorica-DR, normal-DC e hipercalérica-DHC).
| Especificos:
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| - analisar o efeito das diferentes dietas nos comportamentos maternal, de ansiedade e de
- locomogéo das genitoras;

| - analisar o efeito das diferentes dietas na expressio de genes dos sisteras
} dopaminérgico e serotoninérgico das genitoras;

| - analisar o efeito das diferentes dietas nos comportamentos de ansiedade e locomogio
| da prole;

| - analisar o efeito das diferentes dietas na expressio de genes dos sistemas
dopaminérgico e serotonérgico da prole;

Identificar padrio de metilagdo nos genes que possuam modificagio da expressdo de
genes do sistema dopaminérgico da prole;

- identificar padrdo de metilagdo nos genes que possuam modificagdo da expressio de
genes do sistema serotoninérgico da prole;

- analisar o efeito de diferentes dietas no perfil lipidico da genitora e da prole.

7) FINALIDADE DO PROJETO: [ JEnsino  [X | Pesquisa

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS DO PROJETO:

Titulo Adequado [ | Comentarios
Introdugéo [X | Adequada [ | Comentarios
Objetivos Adequados [ | Comentarios
Relevéncia e Justificativa Adequados [ | Comentarios
Materiais e Métodos Adequados D Comentdrios
Detalhar na metodologia:

- o cilculo do tamanho da amostra foi apresentado e referenciado;

- o procedimento de acasalamento e adequado a espécie em consondncia com os
objetivos da pesquisa.

- a justificativa para a decaptagdo foi apresentada e referenciada.

Cronograma para execugéo da pesquisa Adequado [ | Comentarios
Orgamento e fonte financiadora Adequados | | Comentarios

Referéncias Bibliograficas Adequadas [ | Comentarios

9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLAGAO VIGENTE:
Sim [ ] Nao

10) INFORMAGOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:
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Grau de dor/estresse: B [ | c x] D[ | E [ ]

Justifique:

Espécie: | Camundongo | Namero Amostral: | 15/grupo |
Redugio Amostral: [ ]sim [x ] Nao

Justifique:

Substituigio de Metodologia: [ ]sim [X ] Nao
Se achar necessario, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: [ ]sim [X ] Nao
Se achar necessdrio, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:

Acomodagio e manutengio dos animais: [x ] Adequada [ | Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Manipulagéo dos animais: [X | Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias:

Analgesia dos animais (se aplicavel): [X ] Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com analgésico substituto

Anestesia dos animais (se aplicavel): [X ] Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessadrias com anestésico substituto:

Eutanasia dos animais (se aplicavel): [X ] Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias com metodologia substituta:

Local de Realizacéo (Biotério/Labotarério): Biotério da UFCSPA, Laboratério de Fisiologia
comportamental e metabdlica e o Laboratdrio de Biologia Molecular.

Qutra instituigdo. Qual?

11) CRONOGRAMA DE UTILIZAGAO DE ANIMAIS

Data Espécie Sexo Quantidade
Nao referida Camundongos Macho 15
Nao referida Camundongas Fémeas 45
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12) RECOMENDAGCAO:

Aprovado
[ | Com Pendéncia

[ ] Nao aprovado

Data de inicio 10/03/2016 Data de Término 30/12/2019

Comentarios gerais sobre o projeto:

| O tema ¢ relevante, o uso dos animais € justificado por necessitar avaliagio genética,
| metabdlica e comportamental in vivo. O projeto estd adequado para ser desenvolvido na
. forma apresentada.
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ANEXO B- Curriculo Lattes

05/10/2017 Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Andressa Alves de Andrade)

Andressa Alves de Andrade

E_nderegc para acessar este CV: http://lattes,cnpq.br/2648562848565687
Ultima atualizagao do curriculo em 05/10/2017

Possui graduacdo em Ciéncias Biologicas pelo Centro Universitdrio Metodista (2009).Durante a graduacgao
participou do programa de estagios do Centre Estadual de Vigilancia em Salde-CEVS. Especialista em Andlises
Clinicas. Membro efetivo do corpo docente do estado do Rio Grande do Sul,atualmente como vice-diretora e
supervisora pedagégica. Com experiéncia também na drea técnica tendo atuado como supervisora técnica -
bidloga e no setor de hematologia - Laboratdrio de Andlises Clinicas Iberleo LTDA. Tem experiéncia na area de
Salide Coletiva, com énfase em Salde Coletiva.Mestranda em biociéncias pela Universidade Federal de Ciéncias
da Salde de Porto Alegre. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome Andressa Alves de Andrade“r S
Nome em citacBes bibliograficas ANDRADE, A. A.

Endereco

Formagdo académica/titulaggpo

2015 Mestrado em andamento em BIOCIENCIAS (Conceito CAPES 4).
Fundac8o Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, UFCSPA, Brasil.

Orientador: 6 Marcia Giovenardi.
Coorientador: Silvana Almeida.
2011 - 2012 Especializacdo em Analises Clinico Laboratoriais. (Carga Hordria: 420h).
Universidade Luterana do Brasil, ULBRA, Brasil.
Titulo: Incidéncia de Comportamento de Risco Para DST-AIDS Entre Estudantes do Ensino
Médio de Uma Escola Estadual, no Interiror do Rio Grande do Sul.
QOrientador: Luciene Cardodo Sherer.
2007 - 2009 Graduacdo em Ciéncias Biologicas.
Centro Universitario Metodista, IPA-RS, Brasil.
Titulo: PLANTAS MEDICINAIS E A COMUNIDADE ESCOLAR: CONHECIMENTO POPULAR x
CONHECIMENTO CIENTIFICO.
Orientador: MSc. Camila Dellanhese Inécio.
Bolsista do(a): PROUNI, BR, Brasil.
2003 - 2005 Curso técnico/profissionalizante em Ensino Médio e Curso Normal.
Instituto de Educacdo Cenecista Marques de Herval, CENEC, Brasil.
Bolsista do(a): Campanha Nacional de Escolas da Comunidade (CNEC), CNE, Brasil.

Atuagdo Profissional

Laboratério de Andlises Clinicas Iberleo LTDA, RS, Brasil.

Vinculo institucional
2013 - 2015 Vinculo: , Enquadramento Funcional: Bidloga
Outras informacdes Supervisora técnica e analista clinica

Escola Estadual de Ensine Médio Albano Alves Pereira, RS, Brasil.

Vinculo institucional
2011 - Atual Vinculo: Servidor Publico, Enquadramento Funcional: Professora, Carga horéria: 20
Outras informacdes Ministrando aulas para o Ensino Médio regular e EJA :

http://buscatextual.cnpg.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K8130047U9
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05/10/2017, Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Andressa Alves de Andrade)

Centro Estadual de Vigildncia em Salide, CEVS, Brasil,

Vinculo institucional
2009 - 2009 Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Estagiaria, Carga hordria: 35
Outras informacdes A conclusdo da faculdade levou ao término do contrato de estagio.

Escola Municipal De Ensino Fundamental Bento Gongalves, EMEF, Brasil.

Vinculo institucional
2011 - 2011 Vinculo: , Enquadramento Funcional: Professor de Ciéncias, Carga horéria: 20
Outras informacgdes Contrato.

Areas de atuagdo

1i. Grande &rea: Ciéncias da Salide / Area: Salide Coletiva.

Idiomas

éspénh])l Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, L& Razoavelmente, Escreve F'-"'Ei.i-cci_
Inglés Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, Lé Razoavelmente, Escreve Razoavelmente.
Producdes

Producao bibliografica

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicdes e feiras

1. "World Congress on Brain, Behavior and Emotions 2017". 2017. (Congresso).

2. 373 Semana Cientifica do HCPA.Avaliagdo de comportamento de ansiedade, atividade locomatora e meméria de
camundongos lactantes submetidas a dietas hipercaldrica e de restrigdo. 2017, (Outra).

3. WORLD CONGRESS OF PHYSIOLOGY IUPS-2017. MOTOR ACTIVITY, ANXIETY-LIKE AND MEMORY BEHAVIORS EVALUATION
OF LACTATING SUBMITTED TO HYPERCALORIC AND RESTRICTION DIETS. 2017. (Congresso).

4. I Encontro do Programa de Pés Graduacio em Biociéncias.EFEITO DA NUTRIGAQ MATERNA EM MODELO ANIMAL: ANALISE
DO METABOLISMO LIPIDICO E GLICIDICO E MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIV. 2016, (Encontro).

5. I Curso de Toxicidade Genética: Causas, Consequéncias e Ensaios Pré- clinicos, médulos tedrico-préticos, na cidade de Porto
Alegre. 2015. (Outra).

6. Evento Comemorativo dos 60 anos do Instituto de Fisiologia Experimental da UFRGS, IV Simpésio de Atualizacio em
Fisiologia do Sistema Nervoso e IV Mostra de Projetos em Fisiologia. 2014. (Simpdsio).

7. XVII Forum Internacional de Educacdo. 2014, (Outra).

8. 111 Férum Estadual Integrando meio ambiente & vida. 2009, (Outra).

9, Formagao continuada do programa Formar em Rede com a tematica sob: Incentivo a Leitura. 2008, (Encontro).

10. Seminario de Formagéo continuada dos Professores. 2008. (Semindrio).

i1. Semindrio de Gestdo Sustentavel nos Municipios. 2008. (Seminario).

12. V Semana Nacional e Municipal de Ciéncia e Tecnologia. 2008. (Encontro).

13. Formacao continuada do programa Formar em Rede com a tematica sobre o BRINCAR. 2007, (Encontro).

14. 1I Seminario Municipal dos Direitos da Crianga e do Adolescente.. 2007. (Semindrio).

15, Semindrio de Formacgio Continuada de Professores. 2007. (Seminario).

16. IX Férum Internacional de Educagdo "Escola e Processos de Inclusao”, 2005, (Outra).

17. Seminario de Formagdo Continuada de Professores. 2005. (Seminario).
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