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Resumo

Diversos trabalhos vém demonstrando que a suplementacdo com naringina é
capaz de promover a neuroprotecdo em modelos de doencas
neurodegenerativas induzidos em animais, principalmente através da regulacéo
da homeostase redox e fungdo mitocondrial. Embora a naringina possa ser
considerada como uma possivel abordagem terapéutica nesses modelos, ainda
se desconhecem os efeitos que essa suplementacéo pode ter quando realizada
durante a gestacdo no desenvolvimento fetal. Dessa forma, nds buscamos
avaliar o efeito da suplementacdo com naringina durante a gestacdo sobre a
homeostase redox e a funcdo mitocondrial no encéfalo de filhotes fémeas, além
de investigar parametros de desenvolvimento pos-natal e memaria nos filhotes
machos nascidos de ratas que foram suplementadas. Assim, ratas Wistar
prenhas foram divididas em dois grupos: (1) controle e (2) naringina, que foi
administrada na dose de 100 mg/kg/dia por via oral durante toda a prenhez.
ApOs o nascimento, as filhotes fémeas foram eutanasiados nos dias pds-natais
1, 7 e 21, e cértex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado e cerebelo foram
coletados para analises bioquimicas. Os filhotes machos tiveram seu
desenvolvimento pos-natal avaliado durante as duas primeiras semanas depois
do nascimento, entre os dias pos-natais 2 e 15, além de serem submetidos a
testes comportamentais no dia pds-natal 21. Nossos resultados demonstraram
gue a suplementagcéo com naringina durante a gestacao alterou a homeostase
redox e a funcdo mitocondrial no encéfalo das fémeas de uma forma especifica
em cada estrutura e que essas alteracdes também foram dependentes da
idade avaliada, j& que a maior intensidade de efeitos foi observada nos dias
pés-natais 1 e 7, e reduziram-se progressivamente até o dia pds-natal 21,
exceto no cerebelo, que manteve um numero elevado de alteracdes até essa
idade, demonstrando ser mais susceptivel aos efeitos do consumo materno de
naringina durante a gestacédo. Os filhotes machos ndo apresentaram alteracées
significativas tanto em seu desenvolvimento durante as duas primeiras
semanas ap6s o0 nascimento quanto no desempenho nos testes
comportamentais para avaliacdo da funcdo mnemonica no dia pés-natal 21.
Dessa forma, concluimos que a suplementacdo com naringina durante a
gestacdo pode ser prejudicial ao desenvolvimento do sistema nervoso central
em relacdo a homeostase redox e a funcdo mitocondrial, especialmente no
cerebelo, visto que essa suplementagédo foi capaz de desencadear diversas
alteracdes bioguimicas. Se nossos dados puderem ser extrapolados para a
clinica, sugerimos atencdo ao consumo e suplementacdo com polifendis
durante o periodo gestacional, considerando os possiveis efeitos deletérios
sobre o cérebro em desenvolvimento.
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Abstract

Several studies have been demonstrating that naringin supplementation
promotes neuroprotection when used in animal models of neurodegenerative
diseases, especially by regulating redox homeostasis and mitochondrial
function. However, despite naringin use as a potential therapeutic approach in
those models, there is no data concerning the effects of naringin
supplementation during pregnancy on fetal development. Thereby, we sought to
evaluate the effects of maternal naringin supplementation during pregnancy on
redox homeostasis and mitochondrial function in female pups’ brain, as well as
on postnatal development and memory of male pups. Thus, pregnant Wistar
rats were divided into two groups: (1) control and (2) naringin, which was
supplemented by oral gavage in a dose of 100 mg/kg/day during entire
pregnancy. After birth, female pups were euthanized on postnatal days 1, 7 and
21, and prefrontal cortex, hippocampus, striatum, and cerebellum were
dissected for biochemical essays. Male pups were used to asses postnatal
development during the first two weeks after birth, between postnatal days 2
and 15, and were submitted to behavioral test on postnatal day 21. Our results
demonstrated that naringin supplementation during pregnancy altered redox
homeostasis and mitochondrial function in brain of female pups in a structure
specific manner, and that these alterations were also time-dependent, since
most alterations were found on postnatal days 1 and 7, and progressively
declined until postnatal day 21, except the cerebellum, which demonstrated an
increased number of alterations until the last age, suggesting a higher
susceptibility of this brain structure to the programming effects triggered by
maternal naringin supplementation during gestation. Moreover, male pups did
not demonstrate any significant alteration during postnatal development on the
first two weeks after birth or on behavioral tests on postnatal day 21. Thereby,
maternal naringin supplementation during pregnancy might be detrimental to
the central nervous system development when considering redox homeostasis
and mitochondrial function, especially on cerebellum, since naringin
supplementation triggered several biochemical alterations. Whether our data
could be considered for clinical purposes, we suggest attention to polyphenol
consumption and supplementation during pregnancy, considering the high
impact on brain metabolism during development.
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1. Introducéao

1.1.Flavonoides e Naringina

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios de plantas e estdo amplamente
distribuidos em diversos vegetais, frutas e seus derivados, como sucos e
vinhos (MANACH et al., 2004). Possuem uma estrutura quimica basica de trés
anéis arométicos, anéis A, C e B, e sdo subdivididos em seis subclasses
conforme o grau de oxidagdo do anel C: flavondis, flavonas, isoflavonas,
flavanois, antocianidinas e flavanonas (AHERNE e O'BRIEN, 2002). Dessa
forma, diversos estudos vém demonstrando os efeitos benéficos da
suplementac¢do com flavonoides em modelos de doengas do SNC, causando a
reducdo do estresse oxidativo através da modulacdo de vias de sinalizacao
celular, promovendo, assim, a neuroprotecdo (SPENCER, 2008; AGGARWAL
et al., 2010; HODKOVA et al., 2010; KUMAR et al., 2010; CHTOUROU et al.,

2015b; SACHDEVA e CHOPRA, 2015; WANG et al., 2015; ADIL et al., 2016b).

Figura 1: Estrutura quimica bésica dos flavonoides. Imagem adaptada de BUSCH et

al. (2015).



Dentre as subclasses de flavonoides, encontram-se as flavanonas, como a
naringina, que vem sendo amplamente estudada nos ultimos anos (ALAM et
al., 2014). Conhecida quimicamente como 4’,5,7-trihidroxi-flavanona-7-
ramnoglucésido, a naringina foi descoberta em 1857 e € encontrada
predominantemente em frutas citricas, como o liméo, a laranja e a toranja
(BHARTI et al., 2014). A naringina possui duas moléculas de glicose ligadas ao
anel aromatico A, o que lhe confere maior solubilidade em &agua quando

comparada a outros flavonoides (RANGASWAMI, 1939; BHARTI et al., 2014).
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Figura 2: Estrutura quimica da naringina. Imagem adaptada de ALAM et al. (2014).

Devido a sua estrutura glicosilada, a naringina pode ser absorvida de
diferentes maneiras (KUMAR e PANDEY, 2013; LEWANDOWSKA et al., 2013).
Transportadores de glicose dependentes de sodio nos enterdcitos podem
realizar o transporte da naringina em sua forma glicosilada do limen intestinal
(KUMAR e PANDEY, 2013). Além disso, glicosidases presentes tanto em
bactérias da microbiota intestinal como na parede dos enterdcitos, podem
desglicosilar a naringina para sua forma aglicona, naringenina, que é absorvida

atraveés de difusdo passiva (LEWANDOWSKA et al., 2013). Assim, devido a



sua maior lipofilia, a naringenina apresenta maior capacidade de atravessar a

barreira hematoencefélica (EL MOHSEN et al., 2004; LIN et al., 2014).
1.2.0xigénio e metabolismo mitocondrial

Estima-se que a atmosfera terrestre seja composta por aproximadamente
21% de oxigénio, presente predominantemente na forma diatdmica (O;), no
entanto, apesar de abundante em nosso meio ambiente, o O, também exerce
efeitos toxicos sobre os seres vivos (HALLIWELL, 2007). Isso ocorre,
basicamente, devido a estrutura quimica do O,, que possui dois elétrons
desemparelhados em sua camada de valéncia, tornando-o altamente reativo
(HALLIWELL, 2007; HALLIWELL, 2009). Dessa forma, organismos
constantemente expostos ao O, desenvolveram mecanismos capazes de
contrapor sua toxicidade, e até mesmo utiliza-lo em seu metabolismo,
principalmente através da respiracao celular, como aceptor final de elétrons no

sistema de transporte de elétrons mitocondrial (STEM) (HALLIWELL, 2007).

O STEM, localizado na membrana mitocondrial interna, € composto por
quatro enzimas diferentes, que recebem elétrons de substratos oxidaveis e
utilizam a energia transferida por esse fluxo de elétrons para bombear prétons
(H") da matriz para o espaco intermembrana mitocondrial (LEHNINGER et al.,
2013). Assim, os principais fornecedores de elétrons para o STEM sédo as
coenzimas nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH.HY) e flavina
adenina dinucleotideo reduzido (FADH,). Esses equivalentes redutores séo
provenientes da oxidacdo de intermediarios no ciclo do acido citrico, os quais
se originam do metabolismo de carboidratos, acidos graxos, aminoacidos e

etanol (LIEBERMAN et al., 2007; NELSON e COX, 2013).



Dessa forma, o STEM oxida coenzimas reduzidas enquanto transfere H”
através da membrana mitocondrial interna (NELSON e COX, 2013). A NADH-
desidrogenase (Complexo ) recebe elétrons do NADH.H®, ao passo que
transfere quatro H*, enquanto que o complexo Il oxida succinato em fumarato,
reduzindo o FAD em FADH,. Apés, ambas transferem os elétrons para a
ubiquinona, reduzindo-a a ubiquinol. Em seguida, a ubiquinona:citocromo c-
oxidorredutase (Complexo IIl) acopla a transferéncia de elétrons do ubiquinol
para o citocromo c, transferindo simultaneamente quatro H* para o espaco
intermembranas. Ja a citocromo-oxidase (Complexo IV) transfere os elétrons
do citocromo ¢ para o oxigénio molecular, reduzindo o mesmo a &gua,
concomitantemente a transferéncia de 2 H* para o espaco intermembranas. Ao
final, os protons bombeados para o0 espaco intermembrana retornam
passivamente a matriz mitocondrial através de um poro para prétons na enzima
ATP-sintase, que utiliza a energia conservada pelo gradiente para sintese de
adenosina trifosfato (ATP, do inglés adenosine triphosphate) a partir de
adenosina difosfato (ADP, do inglés adenosine diphosphate) e fosfato
inorganico (LIEBERMAN et al., 2007; NELSON e COX, 2013). Estima-se que
cerca de 80 a 95% do oxigénio captado pela célula seja consumido pelas
mitocondrias através da transferéncia de elétrons acoplada a sintese de ATP
(HALLIWELL, 2007; DI MEO et al., 2016). Devido a isso, as mitocondrias
exercem um importante papel regulador em diversos processos celulares,
como apoptose, diferenciacdo celular e processos adaptativos, devido a
sinalizacdo com outros compartimentos celulares através das espécies reativas
produzidas principalmente durante o fluxo de elétrons no STEM (HALLIWELL,

2006; NELSON e COX, 2013; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).



1.3.Homeostase redox e estresse oxidativo

Ha aproximadamente cinquenta anos, evidéncias demonstraram pela
primeira vez a presenca de radicais livres e enzimas antioxidantes em
amostras biologicas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Assim, nas décadas
seguintes, com 0 aumento das pesquisas na area, foram descobertas inUmeras
outras espécies reativas, criando um consenso de que essas espécies
promoviam toxicidade celular através do dano a biomoléculas, e que sua
eliminacdo promoveria a protecdo e bom funcionamento celular (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015). No entanto, atualmente, essa perspectiva ndo € mais
aceita, pois evidéncias mais recentes demonstram que a célula
constantemente produz espécies reativas devido ao seu importante papel
fisiologico, principalmente na sinalizagédo celular (DROGE, 2002; HALLIWELL,
2006; HALLIWELL, 2009). Portanto, a homeostase redox consiste no equilibrio
entre a formacao de espécies reativas e a neutralizacdo das mesmas, sendo
gue a manutencao desse estado basal é fundamental para a preservagcdo das

funcdes celulares (DROGE, 2002; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

As principais espécies reativas produzidas pelas células podem ser
divididas em dois grupos, as espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies
reativas de nitrogénio (ERN) (KALYANARAMAN, 2013). As ERO incluem os
radicais e ndo radicais derivados do O,, como o anion superéxido (O,"), o
peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxil ("(OH), ja& as ERN incluem
principalmente o 6xido nitrico (NO") e o peroxinitrito (ONOQO") (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015). Tanto as ERO e ERN podem ser produzidas em
diversos compartimentos celulares como o reticulo endoplasmaético,

peroxissomos e mitocondrias, ou entdo por exposicdo a agentes exdgenos
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como farmacos, cigarro e radiacdo ionizante (HALLIWELL e GUTTERIDGE,

2015).

Gerado a partir da captacdo de elétrons pelo O, o O,” é uma ERO
impermeéavel s membranas e possui uma meia vida curta, de cerca de 10°s
(KALYANARAMAN, 2013; SCHWARZLANDER e FINKEMEIER, 2013). Além
disso, 0 O,” é produzido por varios componentes celulares como as enzimas
NADPH-oxidases (NOXs), xantina-oxidorredutase, citocromo P450 (CYP450),
lipoxigenases e cicloxigenases devido a sua funcdo sinalizadora, porém, as
organelas responsaveis pela maior geracdo de O," sdo as mitocondrias, devido
ao grande fluxo de elétrons entre os componentes do STEM; cerca de 1-3%
dos elétrons transferidos pelo STEM escapam do sistema e sao captados
precocemente pelo O, (CADENAS e DAVIES, 2000; BIRBEN et al., 2012;
ARTEAGA et al., 2015; YE et al., 2015). Estressores exdégenos como a fumaca
do cigarro e radiacdo ionizantes também induzem a formacdo de O," na

presenca de oxigénio (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

Ao contrario do O;", 0 H,O, é permeéavel as membranas biolégicas e possuli
uma meia vida longa, de aproximadamente 10™°, devido a sua importante
funcdo como molécula sinalizadora e na defesa contra patdgenos (GIORGIO et
al., 2007). A principal forma de geracdo do H,O, é a partir do O," através da
captacdo de dois H® e um elétron, catalisada pela enzima superoxido-
dismutase (SOD) (CHANCE et al., 1979). No entanto, outras enzimas como a
xantina-oxidase, monoamina-oxidase e urato-oxidase também produzem H,0O,
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Contudo, apesar de o H,O, possuir

baixa reatividade, o mesmo pode ser convertido a ‘OH através da interacéo



com Fe*" e Cu?' pelas reacBes de Fenton e Haber-Weiss, respectivamente

(YOUNG e WOODSIDE, 2001).

Apesar de ndo ser permeavel as membranas, o "OH é o radical livre mais
danoso derivado do O; (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Como
mencionado anteriormente, as principais formas de geracdo de ‘OH sé&o
através da reacdo do H,O, nas reacdes de Fenton e Haber-Weiss, no entanto,
o calor e a radiacdo ionizante também podem induzir a formacdo de ‘OH a
partir do H,O, e de H,O (YOUNG e WOODSIDE, 2001; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015). Além disso, acredita-se que o ‘OH nédo possua funcao
sinalizadora, pois, além de sua meia vida ser curta, cerca de 107, a alta
reatividade do "OH faz com que este prontamente reaja com as biomoléculas
mais proximas, danificando carboidratos, lipidios, aminoacidos e acidos
nucleicos (GUTOWSKI e KOWALCZYK, 2013; HALLIWELL e GUTTERIDGE,

2015).

Considerado a mais importante ERN, o NO" é um radical livre gasoso,
possui alta permeabilidade as membranas biolégicas e meia vida longa, de
aproximadamente 2s (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). O NO é
sintetizado a partir da arginina pelas enzimas Oxido-nitrico-sintase (NOS), que
compreendem trés isoformas: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel
(iNOS) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). O NO’ assume diferentes
fungBes biologicas dependendo de qual enzima € responséavel por sua sintese:
neuromodulador quando sintetizado pela nNOS, regulador da vasodilatacao
guando oriundo eNOS e indutor de processo inflamatério quando gerado pela

iINOS (LUNDBERG et al., 2008). Além disso, a reacédo do NO° com o O, e 0 O,



em diferentes condi¢des, pode levar a geragdo de inUmeras outras espécies

reativas como o NO’, NO2', NO," e ONOO™ (THOMAS, 2015).

Derivado do NO’, o ONOO™ é um nédo radical que é permeavel as
membranas bioldgicas (RADI, 2013). A principal forma de geracdo do ONOO™ é
através da reacdo espontanea e ndo enzimatica do NO' com o O,", processo
que é dependente da concentragdo de ambas as espécies reativas
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Apesar de ndo possuir funcao fisiologica
conhecida, o ONOOQO™ apresenta uma alta capacidade de reagir diretamente com
biomoléculas, apesar de sua meia vida ser inferior a 10°%s (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015). Assim, componentes celulares localizados em
compartimentos da célula onde ocorre a geracdo de NO' e O," estdo mais
susceptiveis ao dano oxidativo desencadeado pelo ONOO™ (BECKMAN e

KOPPENOL, 1996; RADI, 2013).

Ademais, para evitar 0 aumento excessivo nos niveis de ERO e ERN, a
célula dispde de sistemas capazes de eliminar essas espécies reativas,
mantendo suas concentragdes em niveis fisiologicos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015). Esses sistemas podem ser separados em sistema
antioxidante enzimatico e sistema antioxidante ndo enzimatico. O primeiro é
formado pelas enzimas antioxidantes, como a SOD, catalase (CAT), glutationa-
peroxidase (GPx), glutarredoxinas (Grx), tiorredoxina-redutase (TrxR) e
glioxalase 1 (GLO1) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). J4 o sistema néo
enzimatico tem como o principal componente a glutationa reduzida (GSH),
além de outros compostos como vitaminas, carotenoides, acidos graxos poli-

insaturados e polifendis (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).



A SOD (EC 1.15.1.1) tem como principal func&o regular a concentracédo do
O,", e possui trés isoformas distribuidas em diferentes compartimentos
subcelulares (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). A MnSOD, dependente de
manganés, € encontrada predominantemente nas mitocbndrias. Ja a
CuznSOD, dependente de cobre e zinco, é encontrada no meio extracelular,
citoplasma, lisossomos, peroxissomos e nuacleo. Ja a EcSOD, é similar a
CuznSOD, também dependente de cobre e zinco para sua atividade. Dessa
forma, as SOD sdo a primeira linha de defesa contra a toxicidade do O,",
evitando também a formacdo do ONOO™ (MISRA e FRIDOVICH, 1972;
FRIDOVICH, 1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Todas as isoformas

da SOD catalisam a seguinte reacao:

20, + 2H" — H,0, + O,

Assim, o H,O, gerado a partir do O," pela agdo da SOD precisa ser
eliminado, funcdo que é executada pelas enzimas CAT e GPx em diferentes
localizacBes subcelulares (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). A CAT (EC
1.11.1.6) é encontrada predominantemente nos peroxissomos, sendo, portanto,
a principal enzima responséavel pela eliminacdo do H,O, nessas organelas,
convertendo o mesmo a H,O e O, numa reacdo dependendo de ferro, como

exemplificado a seguir (KODYDKOVA et al., 2014; SIES, 2014):

2H,0, — 2H,0 + O»

Ao contrario da CAT, a GPx (EC 1.11.1.9) elimina o H,O, em outras regides
da célula (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Atualmente sdo conhecidas
oito isoformas da GPx distribuidas em diferentes regides intra e extracelulares,

como no citosol, mitocdndrias, membranas, meio extracelular e plasma



(BRIGELIUS-FLOHE e MAIORINO, 2013). Além disso, a GPx é uma seleno-
enzima, e possui uma alta afinidade pelo H,0,, podendo regular a
disponibilidade do H,O, mesmo quando presente em baixas concentracdes, no
entanto, a GPx também pode atuar sobre hidroperoxidos orgéanicos e ONOO',
numa reacdo dependente de GSH, descrita a seguir (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 2015):

H,O, + 2GSH — 2H,0 + GSSG

Outras proteinas dependentes de GSH para sua atividade sdo as Grx (EC
1.20.4.1), porém, ao contrario da CAT e GPx, as Grx ndo atuam sobre o H,0;
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Quatro isoformas das Grx foram
documentadas, sendo estas amplamente distribuidas no citosol, mitocondrias e
inclusive no nucleo (LU e HOLMGREN, 2014). Apesar de nao agirem
diretamente sobre espécies reativas, as Grx sdo de fundamental importancia
na homeostase redox celular devido a sua capacidade de reduzir grupos tibis
oxidados (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Dessa forma as Grx podem
restaurar a atividade de enzimas, como a GPx, e outras proteinas oxidadas

através da seguinte reacao:

R'SSR + 2GSH — R'SH + RSH + GSSG

Além das Grx, outras proteinas também séo responsaveis pela reducéo de
grupos tidis oxidados. Dentre essas proteinas encontra-se a TrxR (EC 1.8.4.8),
uma seleno-enzima que faz parte do sistema das tiorredoxinas, juntamente
com a Grx (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Atualmente, trés isoformas da
TrxR foram identificadas: TrxR-1 citosélica, TrxR-2 mitocondrial e TrxR-3

predominante em células germinativas (HOLMGREN e BJORNSTEDT, 1995;
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LU e HOLMGREN, 2014). No entanto, apesar de ter acdo semelhante a Grx, as
TrxR sdo dependentes de NADPH ao invés de GSH, e agem principalmente
em outras enzimas do sistema das tiorredoxinas, como a tiorredoxina (Trx) e

peroxirredoxina (Prx) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

A GLO1 (EC) faz parte do sistema das glioxalases, em conjunto com a
GLO2 (ALLAMAN et al, 2015). Ao contrario das enzimas citadas
anteriormente, a GLO1 ndo atua sobre uma espécie reativa ou proteinas
oxidadas, mas sim sobre o hemitioacetal, um composto que € formado através
da reacdo espontanea da GSH com o metilglioxal (MG), um subproduto da
glicolise, que é formado a partir da fragmentacéo do gliceraldeido-3-fosfato e
da dihidroxiacetona (SOUSA SILVA et al.,, 2013; ALLAMAN et al.,, 2015).
Estima-se que cerca de 0,1 a 0,4% do fluxo da via glicolitica seja convertido a
MG, no entanto, essa estimativa pode ser maior, visto que o MG ¢é altamente
reativo com lipidios, acidos nucleicos e residuos de lisina e arginina em
proteinas, dando origem a produtos de glicacdo avancada (AGE, do inglés
advanced glycation end-products), que induzem processo inflamatério e
estresse oxidativo através da interacdo com o0s receptores de AGE
(THORNALLEY, 1990; DISTLER e PALMER, 2012; SOUSA SILVA et al.,
2013). Dessa forma, o sistema das glioxalases age evitando o acimulo de MG
e 0s danos causados devido a glicacdo de biomoléculas, além de restaurar a
GSH consumida durante a formacdo do hemitioacetal, como exemplificado na

figura 1, a seguir:
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Figura 3: Sistema das glioxalases. Imagem de DUTRA (2005).

Conhecida como o principal antioxidante ndo enzimatico e tamp&o redox da
célula, a GSH pode reagir diretamente com algumas espécies reativas ou ser
utilizada por diversas enzimas antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2015). A GSH € um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina, e é
sintetizada no citoplasma das células pelas enzimas y-glutamilcisteina-ligase e
glutationa-sintetase (AOYAMA e NAKAKI, 2013; AOYAMA e NAKAKI, 2015).
Dessa forma, a GSH é considerada uma das primeiras defesas da célula contra
uma elevacdo nos niveis de espécies reativas, pois pode reagir diretamente
com ‘'OH e ONOO-, além de ser utilizada como doador de elétrons pelas
enzimas GPx e Grx (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Assim, depois de
oxidada a GSSG, a GSH pode ser reduzida novamente através da acao da
enzima glutationa-redutase, que utiliza NADPH.H® como forca redutora
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Ademais, além da GSH, as vitaminas E,
C, bem como os acidos graxos poliinsaturados também compdem o sistema de

defesa antioxidante ndo enzimatico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).
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Dessa forma, quando ocorre um desequilibrio na homeostase redox celular,
instala-se um estado de estresse oxidativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2015). Esse estado é basicamente o aumento das espécies reativas a niveis
além da capacidade da célula de elimin-las, o que pode ocorrer de diversas
maneiras, como: (1) uma disfungéo do sistema antioxidante ndo enzimatico, (2)
disfuncdo do sistema antioxidante enzimatico e/ou (3) producdo excessiva de
espécies reativas, que, consequentemente reagem com proteinas, lipidios e
DNA, levando a oxidacdo dessas biomoléculas (SIES, 1997; DROGE, 2002;
HALLIWELL, 2006; BIRBEN et al., 2012). No entanto, quando a elevacédo dos
niveis de espécies reativas ocorre de forma moderada, a célula pode adaptar-
se a esse aumento, através da inducdo da ativacao de fatores de transcri¢cao
que irdo induzir, entdo, a sintese de enzimas e moléculas antioxidantes
(PACKER e CADENAS, 2007; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015; OLSEN et

al., 2015).

No entanto, algumas células ou tecidos sdo mais susceptiveis ao
desequilibrio da homeostase redox, como o SNC. Isso ocorre porque 0 mesmo
possui um metabolismo muito ativo, levando assim a um alto consumo de
oxigénio, que pode levar a geragdo de O,” (WANG e MICHAELIS, 2010). Além
disso, o SNC também possui alto conteudo de ferro, o que pode favorecer a
geracdo de "OH, alto contetido de lipidios, baixa producdo de antioxidantes
enzimaticos e baixa capacidade de regeneracdo celular. De fato, diversas
doencas crénicas do SNC apresentam disfuncdo da homeostase redox como
uma caracteristica, embora ndo se saiba ao certo se essa disfuncdo é a causa
ou a consequéncia de determinada doen¢ca (LOSADA-BARREIRO e BRAVO-

DIAZ, 2017). Dessa maneira, pesquisas vém buscando diversas alternativas
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para reduzir o estresse oxidativo presente nas doencas do SNC, buscando,
assim, restaurar a homeostase redox e reestabelecendo a fungdo cognitiva

(SPENCER, 2008).
1.4.MemOoria

Segundo as palavras de IZQUIERDO (2011), a memoria € a capacidade do
cérebro e dos outros sistemas para adquirir, guardar e lembrar informacdes,
transformando, assim, o que aprendemos através de nossas experiéncias em
informacédo que € armazenada em forma de modificacbes celulares em nosso
cérebro. No entanto, existem diversos tipos de memodria que séo classificadas
de acordo com seu conteudo, como a memoria declarativa e a memoéria nao
declarativa, de acordo com o tempo de sua duracdo, como as memorias de
longa duracéo e de curta duracéo, ou entdo de acordo com sua funcdo, como a
memoria de trabalho (IZQUIERDO, 2011). Além disso, regides encefalicas
como o coértex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado e cerebelo possuem
papéis distintos na aquisicdo e armazenamento dos diferentes tipos de

memoria.

Em humanos, o cértex pré-frontal é a regido responsavel pela memdéria de
trabalho, e esta localizado na parte anterior do lobo frontal, representando
quase 25% do total da area cortical frontal (KREBS, 2013). E dividido
funcionalmente em duas regides diferentes, denominadas cortex pré-frontal
dorsolateral e cortex pré-frontal orbitofrontal, que possuem conexdes neurais
com varias outras estruturas cerebrais, como o hipocampo, a amigdala, o
cerebelo, o corpo estriado e outras areas corticais (KANDEL, 2013). A vasta

rede neural em que o cortex pré-frontal esta envolvido auxilia sua funcdo como
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uma éarea associativa do cérebro, integrando informagfes armazenadas em
outras regides cerebrais, assim, demonstrando a importancia do cortex pré-
frontal para gerenciar as informagbes adquiridas, bem como coordenar o
planejamento, comportamento e a adaptabilidade em diferentes ambientes

sociais (SQUIRE e KANDEL, 2009; IZQUIERDO, 2011).

Localizada no lobo temporal, o hipocampo pertence ao sistema limbico e
tem um papel decisivo nos processos de aprendizagem e formacé&o das
memoérias (KREBS, 2013). Estd estruturalmente dividido em trés partes:
subinculo, hipocampo e giro dentado (MACHADO, 2014). Além disso, o
hipocampo possui conexdes, através do cortex entorrinal, com diversas
estruturas cerebrais, como &reas neocorticais, hipotdlamo, amigdala e nucleo
accumbens (KREBS, 2013). Assim, o hipocampo é uma estrutura cerebral
central nos mecanismos de formacdo de memdria: a aquisi¢cao, consolidacéo e
evocacao, de ambas as memorias de curto e longo prazo (SQUIRE e KANDEL,

2009; IZQUIERDO, 2011).

J& o corpo estriado é o maior componente de um grupo de sete estruturas
subcorticais chamadas nucleos da base (KREBS, 2013). Putamen, nucleo
caudado e nucleo accumbens coompreendem o corpo estriado, que possuli
varias conexdes com diferentes estruturas cerebrais, como o hipocampo, a
amigdala, o tdlamo e as areas corticais (KREBS, 2013). Assim, ao longo
dessas conexdes, o corpo estriado é capaz, juntamente com outras estruturas
dos nucleos da base, de estabelecer diversos circuitos que lhe permitam
transmitir estimulos motores, associativos e limbicos, regulando, assim, as

funcdes associadas a esses circuitos (KREBS, 2013; MACHADO, 2014).
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O cerebelo esta localizado na fosse craniana posterior, sendo responsavel
pela coordenacédo, previsdo e aprendizagem motora (MACHADO, 2014). O
mesmo é anatomicamente dividido em dois hemisférios: direito e esquerdo,
separados por uma estrutura denominada vermis (KREBS, 2013). O cerebelo
possui conexdes com regides cerebrais distintas, como areas corticais motoras,
o talamo, e recentemente tem sido abordado seu papel nas fun¢des cognitivas
através de conexdes com a area pré-frontal do coértex (KREBS, 2013;
MACHADO, 2014). No entanto, as fun¢des mais conhecidas do cerebelo sao
as que envolvem o aprendizado motor e o controle de movimentos voluntarios,

integrando estimulos da periferia e do cértex motor (KREBS, 2013).

1.5. Programacdo metabdlica fetal e consumo de polifendis durante a

gestacao

A hipdtese de que intervencdes durante a gestacdo poderiam modular o
desenvolvimento fetal foi descrita ha mais de 20 anos, por HALES e BARKER
(1992). Nesse trabalho, os autores identificaram uma correlacédo entre o baixo
peso que bebés apresentavam ao nascer com o desenvolvimento de
complica¢Bes na vida adulta, como sindrome metabdlica, diabetes mellitus tipo
Il e doencgas cardiovasculares. No entanto atualmente ja se sabe que uma série
de outros fatores como a obesidade materna, pratica de exercicios fisicos e
qualidade da dieta materna também podem promover adaptacdes fetais
durante a vida uterina (MARCELINO et al.,, 2013; CAROLAN-OLAH et al.,

2015).

Dessa forma, apesar das evidéncias demonstrando os efeitos benéficos do

uso de polifendis e flavonoides como moduladores da homeostase redox,
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pouco se sabe ainda sobre os efeitos do seu consumo durante a gravidez na
prole. Pesquisas recentes utilizando modelos animais demonstram resultados
controversos sobre os efeitos do consumo materno de polifenodis durante a
gestacdo em diferentes tecidos fetais (VANHEES et al., 2011; VANHEES et al.,
2013; BALAN et al., 2017; MEENA et al., 2017). Ja estudos em humanos,
demonstram que o consumo de alimentos ricos em polifendis, principalmente
durante o terceiro trimestre da gestacao, € prejudicial ao fechamento do ductus
arteriosus fetal, levando a problemas cardiorrespiratérios (ZIELINSKY et al.,
2010; ZIELINSKY e BUSATO, 2013; ZIELINSKY et al., 2013; ZIELINSKY et al.,
2014). Sendo assim, fica evidente a necessidade de mais estudos que
busquem elucidar os efeitos do consumo materno de polifendis e flavonoides

durante a gestacédo sobre a saude fetal, especialmente no SNC.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral

Avaliar o efeito da suplementagdo com naringina durante a gestagéo sobre
a homeostase redox, o metabolismo energético cerebral, parametros de

neurodesenvolvimento e de memaria em filhotes de ratas Wistar.

2.2.0bjetivos especificos

Determinar parametros de homeostase redox em cerebelo, hipocampo,
cortex pré-frontal e estriado de filhotes fémeas de maes submetidas a
suplementacdo com naringina durante a gestacdo. Os parametros avaliados
foram: (a) a producéo de espécies reativas (DCFH-DA); (b) niveis de O, e NO’
mitocondrial; (c) a concentragéo de glutationa reduzida (GSH); e (d) a atividade

das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx, Grx, TrxR e GLOL1.

Verificar a funcionalidade mitocondrial em cerebelo, hipocampo, cértex pré-
frontal e estriado de filhotes fémeas cujas maes foram submetidas a
suplementacdo com naringina durante a gestacdo por citometria de fluxo
através da massa e do potencial de membrana mitocondrial utilizando-se as

sondas MitoTracker® Red CM-H2XRos e MitoTracker® Green FM.

Avaliar parametros gestacionais nas maes submetidas a suplementacao
com naringina durante a gestacdo. Os parametros gestacionais verificados
foram a avaliacdo do peso das ratas prenhas e tempo de gestacdo. Também
foram avaliados o numero de filhotes nascidos, viabilidade dos filhotes (indice

de viabilidade), e o numero de filhotes machos/fémeas.
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Avaliar pardmetros de desenvolvimento na prole submetida a
suplementacdo pré-natal com naringina. Observamos o dia da abertura dos
olhos, dia da abertura do ouvido externo, dia em que o corpo dos filhotes ficou
completamente coberto por pelos. Ainda foram realizados os testes de
endireitamento de superficie, geotaxia negativa, aversdo a queda e forca dos

membros posteriores.

Também foram avaliados parametros comportamentais em maes
submetidas a suplementacdo com naringina durante a gestacdo, bem como

nos filhotes machos nos testes de campo aberto e reconhecimento de objeto.
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3. Resultados

3.1.Capitulo |

Neste capitulo serdo apresentados resultados relacionados a avaliacdo das
ratas prenhas e do desenvolvimento da prole. Nesta parte do trabalho
avaliamos os parametros reprodutivos das ratas prenhas, além de parametros
de desenvolvimento de algumas caracteristicas fisicas da prole, seu
desenvolvimento neuromotor nas duas primeiras semanas ap0s 0 nascimento
e também seu desempenho em testes comportamentais que avaliaram a
funcdo mnemonica ao final da terceira semana apés o nascimento. Apesar do
conjunto dos dados apresentados aqui ndo terem sido suficientes para a
elaboracdo de um artigo cientifico, pudemos através desses resultados
demonstrar que o nosso modelo de suplementagcdo materna com naringina
durante a gestacdo nao levou a alteragGes significativas no desenvolvimento
das caracteristicas fisicas, neuromotoras e comportamentais dos filhotes

machos nas idades em que avaliamos em nosso protocolo experimental.

Autores: Bernardo Gindri dos Santos, Régis Mateus HoOzer, Mariana

Scortegagna Crestani, Caroline Peres Klein e Cristiane Matté.
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3.1.1. Materiais e Métodos

3.1.1.1. Aspectos Eticos

Todos os experimentos com o0s animais foram conduzidos seguindo o0s
cuidados preconizados pelas diretrizes governamentais oficiais conforme a lei
n° 11.794/2008 e as diretrizes do CONCEA, em relagcdo a experimentacdo
animal (Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais para fins
cientificos e didaticos - DBCA) e eutanasia (Diretrizes da Pratica de Eutanasia
do CONCEA), indicadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS), bem como
normativas internacionais como o “Guide for Care and Use of Laboratory
Animals” (publicagdo do NIH N° 80-23, revisado em 1996) e as normas do
Canadian Council on Animal Care (CCAC). Esse projeto foi submetido a
avaliacdo da Comissdo de Pesquisa do Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude/UFRGS (COMPESQ/ICBS/UFRGS) e da CEUA/UFRGS, e aprovado

sob o nimero de protocolo 31397.
3.1.1.2. Animais

Para a execucao desse projeto de pesquisa foram utilizadas ratas Wistar
fémeas prenhas provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacéo
Animal do Departamento de Bioquimica da UFRGS — Porto Alegre/Brasil e
foram mantidas em ciclos claro-escuro de 12h/12h, a temperatura constante de
22°C + 1°C com acesso a alimento e a agua ad libitum. A prole foi mantida com
a mae em caixa individual (41 x 34 x 16 cm) até o dia pos-natal 21 (DPN21).
Apo6s o desmame, os filhotes foram mantidos em caixas separadas de suas

maes, com no maximo quatro filhotes por caixa.
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3.1.1.3. Protocolo Experimental

Confirmada a prenhez, cada grupo iniciou com a suplementacao de seu
respectivo tratamento. O grupo controle recebeu agua destilada via gavagem (5
mL/Kg), enquanto o grupo naringina recebeu o flavonoide na concentracdo de
100 mg/kg dissolvido em &gua (5 mL/Kg), também via gavagem (AGGARWAL
et al., 2010). A suplementacéao foi realizada desde o primeiro até o ultimo dia de
gestacdo. O dia correspondente ao nascimento da prole foi definido como dia

pos-natal zero (DPNO).

No DPN1 a ninhada foi pesada e um filhote macho de cada ninhada foi
escolhido aleatoriamente para realizar os testes comportamentais de avaliacao
do desenvolvimento neuromotor. Os testes realizados foram o de
endireitamento de superficie, geotaxia negativa, aversdo a queda e de
suspensao utilizando os membros posteriores. Além disso, os parametros de
desenvolvimento das caracteristicas fisicas foram avaliados em outro filhote
macho da ninhada. As caracteristicas fisicas avaliadas foram o dia em que
ocorreu a abertura dos olhos, dia da abertura dos ouvidos e o dia em que o
corpo dos filhotes ficou completamente coberto por pelos. JA no DPN21, os
filhotes foram desmamados e ambos os filhotes machos e as maes foram
submetidos aos testes comportamentais do campo aberto seguido do
reconhecimento de objetos. ApOs a realizagdo dos testes comportamentais, 0s

filhotes machos e as maes foram eutanasiados.
3.1.1.4. Avaliacdo dos Parametros Reprodutivos

As avaliacdes reprodutivas foram avaliadas conforme MARCELINO et al.

(2013). Os resultados foram calculados da seguinte maneira: indice de sucesso
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da prenhez [(n° de ratas diagnosticadas como prenhas/n® de ratas que
pariram)], n° de filhotes nascidos por ninhada [(n° total de filhotes nascidos/n®
de ratas prenhas que pariram)], % filhotes machos [(n° total de filhotes
machos/n°® total de filhotes machos e fémeas)], indice de viabilidade dos

filhotes no DPN1 [(n° total de filhotes vivos/n® total de filhotes nascidos)].

3.1.1.5. Avaliacédo das Caracteristicas Fisicas e Anatdmicas

A avaliacdo do aparecimento dos dentes incisivos, abertura dos olhos,
abertura dos ouvidos, dia da cobertura completa por pelos e o peso dos filhotes
foram realizadas conforme CALVINO-NUNEZ e DOMINGUEZ-DEL-TORO

(2014).

3.1.1.6. Avaliacdo do Desenvolvimento Neuromotor

3.1.1.6.1. Endireitamento de Superficie

Esse teste consiste em colocar o animal em decubito dorsal em uma
superficie recoberta com poliestireno e entdo avaliar quanto tempo, em
segundos, o filhote leva para se posicionar com o0s quatro membros totalmente
em contato com a superficie de trabalho novamente (decubito ventral). O
primeiro dia em que o animal conseguir realizar o teste foi documentado. O
tempo de resposta maximo sera de 30s, sendo que um animal ndo reativo apos

esse tempo teve seu tempo de resposta como 30s (CHEN et al., 2012).

3.1.1.6.2. Geotaxia Negativa

A geotaxia negativa foi avaliada colocando-se o animal em posicao de
descida em uma superficie inclinada a 30° e recoberta com poliestireno. Dessa

forma foi avaliado o primeiro dia que o filhote conseguiu dar uma volta de 180°,
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posicionando-se em posi¢cado de subida na superficie inclinada. O primeiro dia
em que o animal conseguiu realizar o teste foi documentado. O tempo de
resposta maximo foi de 30s. Um animal ndo reativo teve pontuacdo de 30s

(CHEN et al., 2012).

3.1.1.6.3. Aversao a Queda

A aversdo a queda consiste em avaliar quanto tempo o animal demora a
se esquivar quando colocado frente a um local elevado. Assim, o filhote foi
colocado com a cabeca e patas dianteiras na beirada de uma superficie de
trabalho recoberta com poliestireno a uma altura de 45 cm. A capacidade do
filhote de esquivar-se e distanciar-se da posicdo em que fora colocado foi
avaliada. O primeiro dia em que o animal conseguiu realizar o teste foi
observado. O tempo de resposta maximo foi de 30 s. Um animal ndo reativo

teve pontuacao de 30s (CALVINO-NUNEZ e DOMINGUEZ-DEL-TORO, 2014).

3.1.1.6.4. Teste de Suspensdo em Barra

O teste de segurar-se em barra suspensa consiste em colocar o filhote
em contato com suas patas dianteiras em uma barra de forma cilindrica de 1
cm de didmetro a uma altura de 30 cm da superficie de trabalho. O tempo em
gue cada filhote conseguiu ficar suspenso foi avaliado em segundos e avaliado
diariamente do PN10 ao PN15. O tempo de resposta maximo foi de 30 s

(TAMASHIRO et al., 2000).
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3.1.1.7. Testes Comportamentais

3.1.1.7.1. Teste do Campo Aberto

O teste de campo aberto foi utilizado para avaliar o comportamento
exploratdrio, locomotor e a memoria de habituacdo dos ratos (NETTO et al.,
1986). O aparato consiste em uma arena de madeira de cor preta em formato
de circulo (90 cm de diametro x 60 cm de profundidade), dividida virtualmente
em 12 quadrantes. Os parametros analisados foram: numero total de vezes
qgue o animal cruzou as linhas pretas (crossings), distancia total percorrida e
velocidade média. Os animais foram filmados e os dados foram quantificados
utilizando o software Any Maze (Stoelting, Wood Dale, IL). Cada animal foi

avaliado por um periodo de 5 min no aparato.
3.1.1.7.2.  Teste do Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi utilizado para avaliar o
aprendizado e a memodria de longa duracao, baseando-se na tendéncia que 0s
animais tém em interagir mais com novos objetos do que com objetos que ja
lhes s&o familiares (ENNACEUR e DELACOUR, 1988; ZOU e CREWS, 2006).
O teste de reconhecimento de objetos foi realizado no mesmo aparato do teste
de campo aberto e iniciou 24 horas ap0s o teste de campo aberto. Para o teste
de reconhecimento de objetos foram realizadas duas sessfes: 1 sessdo de
treino e 1 sesséo de teste. Na sessao de treino, os animais foram colocados na
arena contendo dois objetos idénticos (A' e A?) para livre exploracdo durante 5
minutos. 24h apos o inicio da sesséo de treino foi realizada a sesséao de teste,
também por cinco minutos, no entanto, nessa etapa, o objeto A? foi substituido

por um objeto B. Para ambos os testes, o parametro analisado foi o tempo
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gasto na exploragcéo de cada objeto (em segundos) durante 5 minutos, onde o
tempo de exploragdo de cada objeto serd aplicado em uma férmula: [(tempo
explorando objeto B)/(tempo explorando objetos A® + B)*100], gerando o indice
de discriminacdo do objeto B. Os testes foram gravados e os dados analisados

com auxilio do software Any Maze (Stoelting, Wood Dale, IL).
3.1.1.8. Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste t de Student (dados
paramétricos) ou Mann-Whitney (dados ndo parameétricos). Os dados foram
avaliados pelo programa GraphPad Prism 6.0. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas se p<0,05.

3.1.2. Resultados

3.1.2.1. Parametros Reprodutivos

N&o observamos nenhuma diferenga estatisticamente significativa nos
parametros reprodutivos que avaliamos entre ratas controle e ratas que

receberam o tratamento com naringina durante a prenhez (Tabela 1).
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Tabela 1. Dados reprodutivos de ratas prenhas controle e tratadas com
naringina.

Controle Naringina
Parametros . . Valor de p
(Média + EPM) (Média = EPM)
N° de ratas prenhas 30 30 n/a
('?j‘gz)@ao da gestagdo 21,67 + 0,09 21,50 + 0,16 0,3688
Indice de sucesso da 77,80 + 5,08 72,00 + 4,70 0,4261
prenhez (%)
N .
N° de filhotes nascidos 9.45 + 0,60 8,60 + 0,62 0,3559
por ninhada
% filhotes machos 0,52 +0,03 0,48 £ 0,02 0,3302
indice de viabilidade dos
filhotes no DPN1 98,75 + 0,62 99,50 + 0,28 0,3202
Peso da ninhada (g) no 66,14 + 3,67 60,71 + 3,94 0,3325

DPN1

A andlise estatistica foi realizada pelo teste t de Student. Resultados expressos em média +
erro padréo da média (EPM).

Além disso, também ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas no ganho de peso das ratas prenhas, tanto controle quanto

naringina, no decorrer da prenhez (Figura 1).

-e- Controle

350+ e
-= Naringina

w
o
T

250+

Peso das ratas prenhas (g)

200

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dia Gestacional

Figura 1: Andlise do ganho de peso das ratas prenhas de ambos 0s grupos ao

longo da gestacgdo (21 dias). A analise foi realizada através de multiplos testes t
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de Student. p>0,05 (n=14). Resultados apresentados como média * erro

padrdo da média.

3.1.2.2. Caracteristicas Fisicas e Anatbmicas

Assim como nos parametros reprodutivos, ndo observamos nenhuma
diferenga estatisticamente relevante nas caracteristicas fisicas e anatdémicas
entre filhotes nascidos de ratas controle e filhotes nascidos de ratas que foram

tratadas com naringina durante a prenhez (Tabela 2).

Tabela 2: Desenvolvimento das caracteristicas fisicas da prole.

Controle Naringina
Parametros (dias) Valor de p
(Média £ EPM) (Média £ EPM)

Aparecimento dos

ment 9,940 + 0,18 10,00 + 0,20 0,8304
dentes incisivos

Abertura dos olhos 13,88 + 0,16 14,38 + 0,27 0,1291
Abertura dos 13,53 + 0,15 13,69 + 0,17 0,4994
ouvidos

Cobertura completa 1453 +0,12 14.69 + 0,15 0,4227
por pelos

A andlise estatistica foi realizada pelo teste t de Student (n=16-17 animais). Resultados
expressos em média * erro padrdo da média (EPM).

3.1.2.3. Avaliacdo do Desenvolvimento Neuromotor

N&o foi observado nenhum resultado estatisticamente significativo em
relacdo ao dia em que os filhotes nascidos de mées controle e filhotes nascidos
de mées tratadas com naringina comecaram a manifestar os comportamentos

avaliados (Tabela 3).
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Tabela 3: Primeiro dia em que os filhotes manifestaram os comportamentos de
Endireitamento de Superficie, Geotaxia Negativa, e Aversdo a Queda.

Controle Naringina
Parametros (dias) Valor de p
(Média £ EPM) (Média £ EPM)

Endireitamento de

e 2,06 + 0,06 2,25+0,11 0,1339
Superficie
Geotaxia Negativa 581+0,18 5,25+ 0,39 0,2060
Aversao a Queda 3,06 + 0,23 3,19+0,22 0,6969

A analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student (n=16-17 animais). Resultados
expressos em média + erro padrdo da média (EPM).

Também néo observamos diferencas significativas no peso dos filhotes
utilizados para a realizacdo dos testes de neurodesenvolvimento entre os

DPN2 e DPN15 (Figura 2).

40-
-e- Controle
- Naringina
304
E)
8 204
[}
o
104
0 1 1 T

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dia Pos-Natal
Figura 2: Analise do ganho de peso dos filhotes machos utilizados para a
realizacdo dos testes de neurodesenvolvimento durante as duas primeiras
semanas apos o nascimento. A analise foi realizada através de multiplos testes

t de Student. p>0,05 (n=9-10). Resultados apresentados como média * erro

padrdao da media.

Aléem disso, também ndo observamos diferencas significativas entre

filnotes controle e filhotes naringina em relacdo aos testes de Geotaxia
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Negativa [F(11,341)=1,080; p=0,3766], Aversdao a Queda [F(11,341)=0,7303;
p=0,7094] e de Suspensao [F(5,75) 0,08826; p=0,9939], no entanto, no teste
de Endireitamento de Superficie, observamos uma diferenga significativa no

DPN2 [F(11,341)= 2,001; p=0,0275] (Figura 3).

a) Endireitamento de Superficie b) Geotaxia Negativa
15 40
-o- Controle
-# Naringina
30+
% 104 0
S 8 20
5 5
- 54 =
10+
""" O e I i
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Dia Pés-Natal Dia Pés-Natal
c) Aversio a Queda d) Teste de Suspensao
3+ 25-
20-
= 204 5.
2 g
£ S 10-
~ 10 r =
b 54
" 0-l— T T T T T
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 10 11 12 13 14 15
Dia P6s-Natal Dia P6s-Natal

Figure 3: Analise do desempenho de filhotes nascidos de ratas controles e de
filhotes nascidos de ratas suplementadas com naringina durante a gestacéo
nos testes de (a) Endireitamento de Superficie, (b) Geotaxia Negativa, (c)
Aversdo a Queda e (d) Teste de Suspensao. A analise foi realizada pelo teste
de ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido do teste de Tukey,
p>0,05 (n=16-18). Resultados apresentados como média + erro padrao da

média.
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3.1.2.4. Testes Comportamentais

N&do foram encontradas diferencas significativas nos parametros
avaliados [distancia percorrida: t(33)=1,506; p=0,1415; velocidade média:
t(33)=1,308; p=0,1998; cruzamento de linhas: t(33)=0,7538; p=0,4563] no teste
do campo aberto quando comparado o desempenho de filhotes nascidos de
maes controles ou filhotes nascidos de mées suplementadas com naringina
(Figura 4).

a) Distancia Percorrida b) Velocidade Média c) Cruzamento de Linhas
200

N
1=}
o
1=
-3

-
o

150 —

de linhas
N
o
o

Velocidade média (m/s)
g

Distancia total percorrida (m)
Numero total de cruzamento

Figura 4: Resultados do desempenho de filhotes nascidos de ratas controle e
ratas suplementadas com naringina no teste do campo aberto. Os parametros
avaliados foram (@) distancia percorrida, (b) velocidade média e (c) numero de
cruzamento de linhas. A analise foi realizada através do teste t de Student.
p>0,05 (n=16-19). Resultados apresentados como média + erro padrdo da

média.

Além disso, também n&o observamos diferengas significativas quando
avaliamos as ratas prenhas no mesmo teste [distancia percorrida:
t(21)=0,4606; p=0,6498; velocidade média: 1(21)=0,4660; p=0,6460;

cruzamento de linhas: t(21)=0,0162; p=0,9872] (Figura 5).
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a) Distancia Percorrida b) Velocidade Média c) Cruzamento de Linhas
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Numero total de cruzamento
de linhas
=)

o

Figura 5: Resultados do desempenho das ratas prenhas controle e
suplementadas com naringina no teste do campo aberto. Os parametros
avaliados foram (a) distancia percorrida, (b) velocidade média e (c) cruzamento
de linhas. A andlise foi realizada através do teste t de Student. p>0,05 (n=10-

15). Resultados apresentados como média + erro padrao da média.

Quanto ao teste de reconhecimento de objetos, também nao
observamos nenhuma diferenca estatisticamente relevante quando avaliados
os filhotes e mées de ambos os grupos [prole: t(24)=1,017; p=0,3194; ratas

maes: 1(22)=1,092; p=0,2866] (Figura 6).

a) Prole b) Ratas Prenhas

801
60 60+
40 40+

20+ 20

Tempo explorando novo objeto (%)
Tempo explorando novo objeto (%)

Figura 6: Resultados do tempo explorando o novo objeto no teste de

reconhecimento de objetos tanto para (a) prole como para as (b) ratas prenha,
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maes dos filhotes. A linha pontilhada marca o limiar de exploracdo de 50%. A
analise foi realizada através do teste t de Student. p>0,05 (n=10-19).

Resultados apresentados como média + erro padrdo da média.

3.1.3. Discussao

Atualmente, diversos estudos vém demonstrando que a suplementacéo
com naringina € capaz de prevenir ou reverter os danos induzidos por diversos
modelos de doencas, inclusive no SNC (AGGARWAL et al., 2010; KUMAR et
al., 2010; ALAM et al., 2014; JEONG et al., 2015; ADIL et al., 2016b). No
entanto, esses trabalhos séo realizados, em sua maioria, em animais adultos e,
até o momento, ndo foram avaliados os efeitos que a suplementacdo com
naringina durante a gestacdo pode desencadear nas maes no decorrer da
gestacdo e também no desenvolvimento fetal, especialmente o do SNC, visto
gque nesse periodo o mesmo é altamente susceptivel a intervencdes
(FERNANDEZ-TWINN e OZANNE, 2010; CAROLAN-OLAH et al., 2015).

Assim, nesta parte do trabalho, buscamos avaliar a evolucédo da prenhez
nas ratas maes que foram submetidas a suplementa¢do com naringina durante
a gestacdo, bem como o desenvolvimento da prole no periodo pdés-natal.
Dessa forma, uma maneira de acompanhar tanto o percurso da gestacao nas
maes, como o desenvolvimento da prole ap6s o nascimento, é através da
avaliacdo dos parametros reprodutivos e da execucéo das avaliagbes fisicas,
anatdmicas e dos testes de neurodesenvolvimento e comportamentais na prole
(GALLAHUE, 2013; MARCELINO et al., 2013; PAPALIA, 2013).

O desenvolvimento, segundo GALLAHUE (2013), pode ser definido
como a mudancga progressiva no grau de funcionamento de um individuo no

decorrer do tempo, e que pode sofrer influéncia de fatores hereditarios e
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ambientais. Dessa maneira, o autor classifica o desenvolvimento humano nos
primeiros estagios da vida em quatro fases: (1) fase do movimento reflexo, (2)
fase do movimento rudimentar, (3) fase do movimento fundamental e (4) fase
do movimento especializado, sendo que a primeira fase corresponde, em
termos de idade, ao primeiro ano de vida do individuo, e a ultima ao periodo da
adolescéncia em diante. No entanto, esse modelo ndo consegue ser aplicado
em sua totalidade quando usado para modelos animais, exceto pela primeira
fase, a do movimento reflexo.

Sendo assim, os reflexos de endireitamento de superficie, aversdo a queda
e geotaxia negativa foram avaliados juntamente com o teste de suspensédo em
barra. Ambos os reflexos de aversdo a queda e geotaxia negativa nao
demonstraram resultados estatisticamente significativos quando os filhotes
nascidos de ratas controle foram comparados aos filhotes nascidos de ratas
suplementadas com naringina durante a gestacdo. No entanto, no teste de
endireitamento de superficie, ouve um atraso estatisticamente significativo no
DPN2 no desempenho dos filhotes nascidos de ratas suplementadas em
relagdo aos filhotes controle. J& no teste de suspensdo em barra também néo
encontramos resultados significativos.

Ademais, os comportamentos reflexos podem ser divididos em trés fases na
medida em que o cérebro se desenvolve: (1) reflexos primitivos, relacionados a
sobrevivéncia e protecdo, como o reflexo de aversdo a queda, (2) reflexos
posturais, relacionados a percepcao e a orientacdo do proprio corpo, como o
reflexo de endireitamento de superficie, e (3) reflexos locomotores,
relacionados ao movimento voluntario, como o reflexo de geotaxia negativa

(GALLAHUE, 2013; PAPALIA, 2013). Dessa forma, nosso resultado no DPN2

34



no teste de endireitamento de superficie pode indicar um possivel atraso no
desenvolvimento das regides cerebrais da prole relacionadas a percepcéo e
orientacdo do corpo causado pela suplementacdo materna com naringina
durante a gestacdo. No entanto, ndo observamos nenhum resultado
significativo nos outros dias, o que indica que a prole exposta a naringina
durante a gestacdo recuperou essa funcdo a niveis de controle ao longo do

desenvolvimento.

Apesar da alteracéo encontrada no teste de endireitamento de superficie
no DPN2, as avaliagbes maternas e o0s outros parametros analisados nos
filhotes ndo demonstraram alteracdes. Além disso, também ndo observamos
resultados significativos quando analisados os dias em que a prole comecou a
demonstrar os reflexos analisados, sugerindo que o atraso encontrado no
DPN2 ndo estd relacionado com o desenvolvimento do reflexo, mas sim
apenas com o tempo de sua execucdo. Ademais, no que se refere ao
acompanhamento do ganho de peso de maes e filhotes, bem como o
desempenho nos testes de campo aberto e reconhecimento de objetos,
também ndo encontramos diferencas significativas entre grupos controle e
naringina, sugerindo, assim, que a suplementagdo materna com naringina nao
alterou o aporte de nutrientes recebidos durante o periodo fetal, bem como a

funcdo mnemonica dos filhotes machos no DPN21.
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3.1.4. Conclusao

Assim, podemos concluir que a suplementagcdo materna com naringina
durante a gestacdo ndo foi capaz de alterar os parametros reprodutivos
analisados em nosso trabalho, bem como a maioria das avalia¢des realizadas
na prole. Porém, no DPN2, os filhotes apresentaram um atraso na realizacdo
do teste de endireitamento de superficie, 0 que pode sugerir um atraso no
desenvolvimento das estruturas relacionadas ao controle desse reflexo, no
entanto, esse déficit parece estar relacionado apenas ao tempo de realizagao

do teste, e ndo a ontogenia do reflexo.
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3.2.Capitulo I

Neste capitulo apresentamos os principais resultados desta dissertacéo,
que levaram a elaboragdo de um artigo cientifico. Aqui demonstramos que a
suplementacdo com naringina durante toda a gestacéao alterou a homeostase
redox e a fungdo mitocondrial em diferentes estruturas cerebrais em filhotes
fémeas nascidas de ratas que foram suplementadas quando prenhas. Além
disso, os efeitos observados na prole foram especificos em cada estrutura

cerebral, persistindo até idades mais avancadas em algumas estruturas.

Autores: Bernardo Gindri dos Santos, Caroline Peres Klein, Pauline Maciel
August, Mariana Scortegagna Crestani, Régis Mateus Ho6zer, André Brum

Saccomori, Barbara Marifio Dal Magro, Vinicius Stone e Cristiane Matté.

Status do artigo cientifico: Submetido ao periédico Free Radical Research em

19/01/2018.
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ABSTRACT

Naringin consumption is known to improve brain redox status and cognitive function in
adults, however, little is known about the effects of maternal naringin supplementation
during pregnancy on offspring’s brain redox system. Herein, pregnant Wistar rats were
supplemented daily with naringin (100 mg/kg) throughout gestation. On different
postnatal ages, pups’ prefrontal cortex, hippocampus, striatum, and cerebellum redox
system and mitochondrial function were assessed. Thereby, our observations have
demonstrated that naringin supplementation to pregnant rats during gestation
differentially affected the redox system and mitochondrial function in the brain
structures analyzed, mainly on postnatal day (PND) 1. However, as we further
investigated the redox and mitochondrial parameters on other postnatal ages, we
observed a reduced number of alterations on prefrontal cortex, hippocampus, and
striatum on PND7 and PND21, with exception of the cerebellum, which had persistent
alterations until PND21, indicating a greater susceptibility of this structure to
programming effects triggered by maternal naringin consumption during pregnancy.
Thus, our findings demonstrated a possible negative programming effect triggered by
maternal naringin supplementation during pregnancy in offspring’s brain, especially on

cerebellum.

Keywords: naringin; prenatal programming; brain redox system; mitochondria;

pregnancy; flavonoids
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Introduction

Over the last decades, extensive research has been focusing on plants flavonoids
due to their diverse biological effects and increasing presence in the human diet
(WILLIAMS et al., 2016). Flavonoids are known to be redox active molecules, and
have well documented anti-inflammatory, anti-apoptotic, anti-carcinogenic,
cardioprotective and neuroprotective properties, which support research employing
them as potential pharmacological approaches or nutritional supplements (MANACH et
al., 2004; YU et al., 2005). One of these promising molecules is naringin, chemically
known as 4°,5,7-trinydroxyflavanone-7-rhamnoglucoside, a flavanone mainly found in
citrus fruits as rough lemon or grapefruit (BHARTI et al., 2014). It has two glucose
molecules attached to its flavonoid basic chemical structure, which confers it increased
water solubility when compared to other aglycone flavanones (BHARTI et al., 2014).
Moreover, as a flavonoid glycoside, naringin may be absorbed in the intestine by
sodium-dependent glucose transporters, or it can be previously deglycosylated by
glicosidases in the intestinal lumen to its aglycone form, naringenin, which is more
lipophilic than naringin and can be further absorbed by passive diffusion (KUMAR e
PANDEY, 2013; LEWANDOWSKA et al., 2013). In fact, following absorption, some
studies have demonstrated accumulation of naringin metabolites in different tissues,
including the brain, after intragastric naringin administration, which supports its use as a
potential therapeutic method for several chronic diseases in the central nervous system
(CNS) (EL MOHSEN et al., 2004; KUMAR et al., 2010; LEWANDOWSKA et al.,
2013; WANG et al., 2013; GOLECHHA et al., 2014; JUNG et al., 2014; LIN et al.,
2014; MANI, 2014; CHTOUROU et al., 2015c; XIAO, 2017; ZHANG et al., 2017).
However, despite the interest on wusing naringin as potential pharmacological

approach/nutritional supplement, little attention is given to how its consumption during
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pregnancy might exert unexpected effects on fetal neurodevelopment via developmental
programming.

In fact, recent studies have been demonstrating unpredictable effects in fetal
tissues due to maternal consumption of phenolic compounds. On one hand, clinical
studies have demonstrated altered flow dynamics of the ductus arteriosus in fetus
exposed to polyphenols during the third trimester pregnancy (ZIELINSKY et al., 2010;
ZIELINSKY e BUSATO, 2013; ZIELINSKY et al., 2013; ZIELINSKY et al., 2014).
On the other hand, animal data show inconclusive effects on whether maternal
polyphenols consumption might be beneficial or detrimental to the fetus (VANHEES et
al., 2011; VANHEES et al., 2013; BALAN et al., 2017; MEENA et al., 2017).
Thereby, the lack of data on how polyphenols consumption during pregnancy might
affect infant’s health demonstrates the need to clarify how intrauterine exposure to
phenolic compounds might impact fetal development, especially in the CNS.

Thus, considering the insufficient research concerning polyphenols
supplementation and fetal neurodevelopment, and the redox potential of naringin, we
sought to evaluate the effects of maternal naringin supplementation during pregnancy
on offspring brain redox system and mitochondrial function parameters. Thereby, in our
experimental design, we analyzed pup’s prefrontal cortex, hippocampus, striatum, and
cerebellum at different ages in order to follow any possible developmental
programming of the redox network and mitochondrial function triggered by maternal
intragastric naringin administration to rat dams on different time points of brain

development in pups.

Methods

Animals
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Pregnant 90 days-old (200-250 g, 100 animals) Wistar rats were obtained from
the animal facility in Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brazil.
The animal facility was under controlled light (12:12 hour light/dark cycle), temperature
(22 + 1°C), and humidity conditions (50-60%). Rats were housed in three per cage until
one day before delivery, when pregnant rats were exclusively allocated one per cage.
After delivery, the litter was maintained with its mother until weaning. Throughout the
experiment, all animals had free access to a 20% (w/w) protein commercial chow and

water ad libitum.
Ethical procedures

The experimental design and procedures were approved by a local Ethics
Commission on Animal Use (Comiss&o de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFRGS),
protocol number 31397. Experiments were performed in accordance with the National
Animal Rights Regulations (Law 11.794/2008), the American National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH publication No. 80-23,
revised 1996), and the Directive 2010/63/EU. All efforts were made to minimize the

number of animals used and their suffering.
Experimental design

Naringin was purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Briefly,
pregnant rats were randomly divided into two experimental groups treated by oral
gavage: control group, which received vehicle (double distilled water, 5 mL/kg), and
naringin group (100 mg/kg). The treatment schedule was carried out during whole
pregnancy, usually 21 days, and the delivery day was considered PND zero. On PND1,

PND7, and PND21, female pups were randomly picked from each control and naringin
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litter and further euthanized by decapitation without anesthesia in order to avoid tissue
chemical contamination. Prefrontal cortex, hippocampus, striatum, and cerebellum were
dissected and stored at -80 °C until further processing for most of the essays, except for

flow cytometry.

Sample preparation

Flow cytometry

Flow cytometry was carried out based on MARCELINO et al. (2013). Briefly,
fresh tissue samples were dissociated in PBS containing 1 mg% of collagenase 1V and
0.5 mg% of DNase. Dissociated cells were then filtered using a 40 pum pore size cell
strainer (SPL Lifesciences Co., Naechon-Myeon Pocheon, South Korea), and then
incubated at 37 °C with the molecular probes. Cells were gated based on the FSC and
SSC pattern of the sample cells and 30,000 events were acquired per sample in a
FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences); a non-labeled sample was used as

negative fluorescent control. Data were analyzed using the software FlowJo.
Redox state parameters

Brain structures were homogenized (1:10 w/v) in 20 mM sodium phosphate
buffer, pH 7.4, containing 140 mM KCI, and centrifuged at 750 x g for 10 minutes at 4

°C. The pellet was discarded and the supernatant used for the biochemical essays.

Mitochondrial enzymes activity

Samples were homogenized (1:10 w/v) in SETH buffer with 250 mM sucrose, 2
mM EDTA, 10 mM base trizma, and 50 Ul/ml heparin, pH 7.4. The samples were then
centrifuged at 800 x g for 10 min at 4 °C. The supernatant was used to evaluate

enzymes activity.
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Biochemical essays

Determination of total oxidants

Total content of reactive oxygen and nitrogen species was evaluated by flow
cytometry using 10 uM 2',7'-dichlorofluorescin diacetate, after 37 °C incubation with

samples during 30 min (H,DCF-DA,; Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, USA).

Mitochondrial superoxide

Mitochondrial superoxide was measured by flow cytometry using 1 pM
MitoSOX® Red after 20 min incubation at 37 °C (Invitrogen, Molecular Probes,

Eugene, OR, USA).

Nitric oxide

Nitric oxide content was measured by flow cytometry using 10 pM 4-amino-5-
methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetate after 1h incubation with samples at 37

°C (DAF-FM; Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR, USA).

Superoxide dismutase

Superoxide dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1) activity was evaluated by
quantifying the inhibition of the autoxidation of epinephrine by SOD at 480 nm.
Considering the protocol used in sample preparation, we measured total SOD activity,
expressed as the amount of enzyme that inhibits the oxidation of epinephrine by 50%,
which is equal to one unit. The data were calculated as units/mg protein (MISRA e

FRIDOVICH, 1972).
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Catalase

Catalase (CAT) (EC 1.11.1.6) activity was evaluated by measuring the decrease
of hydrogen peroxide (H20,) at 240 nm in a reaction medium containing 20 mM H;O»,
0.1% Triton X-100, and 10mM potassium phosphate buffer, pH 7.0. One CAT unit is
defined as 1 pmol of H,O, consumed per minute and the specific activity is reported as

units/mg protein (AEBI, 1984).

Glutathione peroxidase

Glutathione peroxidase (GPx) (EC 1.11.1.9) activity was evaluated by the
decrease of NADPH concentration at 340 nm. The reaction medium contained 100 mM
potassium phosphate buffer, pH 7.7, containing 1 mM EDTA, 2 mM reduced
glutathione, 0.15 U/mL glutathione reductase (GR, EC 1.8.1.7), 0.4 mM azide, 0.1 mM
NADPH, and 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide as enzyme substrate. GPx unit is defined
as 1 umol of NADPH consumed per minute and the specific activity is represented as

Units/mg protein (WENDEL, 1981).

Glutaredoxin

Glutaredoxin (Grx) (EC 1.20.4.1) activity was evaluated using hydroxyethyl
disulfide (HED) as substrate. NADPH disappearance was followed at 340 nm in a
reaction medium containing 2.5 mM glutathione, 454 U/mL (GR), 2 mM HED and 5
mM NADPH. One Grx unit is defined as 1 umol of NADPH consumed per minute, and
the specific activity is represented as units/mg protein (HOLMGREN e ASLUND,

1995).
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Thioredoxin reductase

Thioredoxin reductase (TrxR) (EC 1.8.1.9) activity is measured by following the
oxidation of NADPH along with reduction of one molecule of DTNB to 2TNB
molecules at 412 nm. One unit of TrxR is defined as the amount of enzyme needed to
catalyze the oxidation of 1 pmol of NADPH per minute, and the specific activity is

represented as units/mg protein (ARNER e HOLMGREN, 2001).

Glyoxalase 1

Glyoxalase 1 (GLO1) (EC 4.4.1.5) activity was measured by following the
increase in the S-D-lactoylglutathione at 240 nm. The essay takes place in a reaction
medium of 60 mM sodium phosphate buffer, pH 6.6, with reduced glutathione 0.01 M
and methylglyoxal 0.01 M. GLO1 unit is defined as the amount of enzyme needed to
catalyze the formation of 1 umol of S-D-lactoylglutathione per minute, and the specific

activity is represented as units/mg protein (THORNALLEY e TISDALE, 1988).

Total reduced glutathione

Initially, the proteins in supernatant were precipitated with meta-phosphoric acid
(1:1, v/v), and centrifuged at 5,000 g for 10 min at 25 °C. Reduced glutathione (GSH)
present in the supernatant reacts with the fluorophore o-phtaldialdehyde 7.5 mM
prepared in 100 mM sodium phosphate buffer, pH 8.0, with 5 mM EDTA. The
fluorescence was read at excitation and emission wavelengths of 350 nm and 420 nm,
respectively, using the SpectraMax Gemini XS Fluorescence microplate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Standard GSH curve ranging from 0.001 to
1 mM was prepared and a blank sample was performed in parallel. Data were expressed

as nmol of GSH/mg protein (BROWNE e ARMSTRONG, 1998).
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Total thiol content

Thiol (SH) content technique is based on the reduction of 50-dithiobis-(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) by thiols, generating a yellow derivative (TNB). Briefly, 10
mM DTNB was dissolved in 0.2 M dibasic potassium phosphate buffer. Later, 20 uL of
sample were added to the medium containing DTNB and to the buffer without DTNB
and incubated during 30 min at room temperature. The absorbance was measured at 412
nm (AKSENOV e MARKESBERY, 2001). Results are expresses as nmol TNB/mg

protein.

Protein carbonyl content

Carbonyl content was assessed according to REZNICK e PACKER (1994).
Protein carbonyls react with dinitrophenylhydrazine forming dinitrophenylhydrazone, a
yellow compound that was detected at 370 nm. For carbonyl determination we first
measured the protein content of the samples, and used an interval of 0.7-1 mg of protein
for carbonyl essay. Then, an equal volume of 20% TCA was added to the microtubes
following the 5 min incubation at 4 °C. Following the 5 min incubation, the samples
were centrifuged at 4,000 g for 5 min at 4 °C. Then, the supernatant was discarded and
suspended with 100 uL of 0.2 M NaOH. Following, 100 uL of 2 M HCI was added to
the control samples and 100 uL of 100 mM DNPH was added to the test samples, and
both were incubated during 1 h at room temperature and shaken every 15 min during
this period. Following the 1 h incubation, 100 uL of 20% TCA was added to the
samples, and again incubated during 5 min at 4 °C and then centrifuged at 20,000 g for
5 min at 4 °C. Then, the supernatant was discarded and the pellet was further washed
three times with 500 uL of ethyl acetate: ethanol (1:1 v/v) and centrifuged again at

20,000 g for 5 min at 4 °C. The supernatant was discarded and the pellets were re-
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suspended in 8 M urea pH 2.3. The samples were vortexed and incubated at 60 °C for
15 min. Then, the samples were centrifuged at 20,000g for 3 min and the absorbance

was measured at 370 nm. Protein carbonyl content was expressed as nmol/mg protein.
Mitochondrial mass and membrane potential

Mitochondrial mass and membrane potential were assessed by flow cytometry
using 100 nM MitoTracker® Green and 100 nM MitoTracker® Red after 45 min
incubation with samples at 37 °C (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR - USA),

respectively.
Succinate:DCIP-oxidoreductase (complex I1)

Complex Il (ClI) activity was evaluated following the decrease in absorbance
due to reduction of 2,6-dichloroindophenol (DCIP) at 600 nm. The reaction medium
consisted in 62.5 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4, 250 mM succinate, and 0.5
mM DCIP, which was pre-incubated with 10 pL of homogenized sample at 30 °C for 10
min. Then, 100 mM sodium azide and 2 mM rotenone were added. The reaction started
upon addition of 0.5 mM DCIP and was verified during 5 min. The activity was

calculated as nmol.min™*.mg protein™ (FISCHER et al., 1985).
Succinate:phenazine oxireductase (Succinate dehydrogenase)

Succinate dehydrogenase (SDH) activity was determined by the decrease in the
absorbance of DCIP at 600 nm in a reaction medium containing phenazine methosulfate
(PMS). The reaction medium consisted in 62.5 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4,
250 mM succinate, and 0.5 mM DCIP, which was pre-incubated with 10 pL of
homogenized sample at 30 °C for 10 min. Then, 100 mM sodium azide, 2 mM rotenone,

and 0.5 mM DCIP were added. The reaction started upon addition of 24 mM PMS and
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was verified during 5 min. The activity was calculated as nmol.min.mg protein™

(FISCHER et al., 1985).
Cytochrome c oxidase (complex V)

Cytochrome c oxidase (CIV) activity was evaluated by following the decrease in
absorbance due to cytochrome c oxidation by CIV (RUSTIN et al., 1994) with slightly
modifications based on DA SILVA et al. (2002). The reaction medium consisted in 10
mM potassium phosphate buffer pH 7.0. Then, a mix of 0.8 mM cytochrome c and 0.4
M sodium borohydrade was added to the medium with samples, starting the reaction
which was followed at 550 nm during 10 min at 25 °C. The activity was calculated as

nmol.min™.mg protein™.
Total protein content

Protein concentration was measured according to LOWRY et al. (1951), using

bovine serum albumin as standard.
Statistical analysis

All data were tested for normality before analyzed by Student’s t test, for
parametric results, or Mann Whitney's U test, for non-parametric results, by GraphPad
Prism 6.0 software. Here, results are expressed as mean + standard error of the mean

(SEM), and were considered statistically significant when p<0.05.
Results

Maternal naringin supplementation during pregnancy disrupts redox system and

reduces mitochondrial mass and membrane potential in pups’ prefrontal cortex on

PND1 but not on PND7 and PND21
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Total oxidants, mitochondrial superoxide, and nitric oxide contents were
evaluated by flow cytometry on PND1, PND7, and PND21 through DCFH oxidation,
MitoSOX® Red, and DAF-FM molecular probes, respectively. DCFH oxidation and
mitochondrial superoxide levels were not altered in prefrontal cortex of pups born to
naringin treated dams on PND1 [t(18)=0.080; p=0.937; t(19)=0.354; p=0.727,
respectively], PND7 [t(14)=0.772; p=0.453; t(13)=0.322; p=0.752; respectively], and
PND21 [t(13)=0.582; p=0.570 t(14)=1.894; p=0.079; respectively]. In contrast, DAF-
FM oxidation was increased on PND1 [t(19)=2.459; p=0.024], but not on PND7

[t(14)=0.943; p=0.362] and PND21 [t(14)=1.628; p=0.126] (Figure 1),

Measuring antioxidant enzymes, we demonstrated increased SOD activity in
prefrontal cortex of pups born to naringin treated dams on PND1 [t(11)=3.011,;
p=0.018], but not on PND7 and PND21 [t(10)=1.721; p=0.116; t(10)=1.721; p=0.116;
respectively]. Concerning CAT activity, we observed an increase in prefrontal cortex of
pups born to naringin treated dams on PND7 [t(12)=2.248; p=0.044], however, we did
not observed any difference in CAT activity on PND1 [t(14)=0.008; p=0.993] and
PND21 [t(11)=1.664; p=0.124] (Figure 2). Increased TrxR activity was also observed
on PND1 [t(12)=3.272; p=0.007], despite no differences were found on PND7
[t(11)=0.084; p=0.934] and PND21 [t(11)=1.888; p=0.086]. GPx and Grx activities in
prefrontal cortex of pups born to naringin treated dams were similar to control group at
all ages; on PND1 [t(13)=1.111; p=0.286; t(11)=2.057; p=0.064; respectively], PND7
[t(12)=0.420; p=0.682; t1(12)=0.269; p=0.793; respectively], and PND21 [t(11)=0.301,
p=0.769; t(10)=0.070; p=0.945; respectively]. GLO1 activity remained unaltered on
PND1 [t(13)=1.283; p=0.222], PND7 [t(9)=1.559; p=0.153] and PND21 [t(12)=0.426;

p=0.677] (Figure 2).
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Total thiol content and protein carbonyl levels were increased in prefrontal
cortex of PND1 pups prenatally exposed to naringin [t(13)=2.718; p=0.017; and
t(10)=3.655; p=0.004, respectively], however, no alterations on these parameters were
observed on PND7 [t(12)=0.203; p=0.842; t(7)=1.357; p=0.217; respectively] and
PND21 [t(10)=0.124; p=0.904; t(12)=0.356; p=0.728; respectively]. GSH content
remained unchanged on PND1, PND7, and PND21 [t(13)=1.7097; p=0.111,

t(15)=0.261; p=0.797; t(10)=0.124; p=0.904; respectively] (Figure 3).

Interestingly, mitochondrial mass and membrane potential were decreased in
prefrontal cortex of naringin pups on PND1 [t(18)=2.899; p=0.009; t(15)=2.510;
p=0.024; respectively], however, the values of such parameters returned to control
levels on PND7 [t(11)=0.985; p=0.346; t(12)=0.947; p=0.362, respectively],
culminating in increased mitochondrial mass on PND21 [t(13)=2.550; p=0.024], despite
unchanged mitochondrial membrane potential [t(14)=1.631; p=0.125] (Figure 4).
Concerning electron transport system enzymes activities, we observed that CII activity
decreased on PND7 in prefrontal cortex of naringin pups [t(10)=2.815; p=0.018], but
remained unchanged on PND1 [t(12)=0.306; p=0.765] and on PND21 [t(12)=0.418;
p=0.683]. SDH and CIV activities remained unchanged on PND1 [t(12)=1.116;
p=0.286; t(12)=0.460; p=0.653], PND7 [t(12)=1.781; p=0.100; t(10)=0.631; p=0.542]

and PND21 [t(12)=0.946; p=0.363; t(9)=1.526: p=0.161] (Figure 5).

Disrupted redox system was found in hippocampus of offspring born to naringin

treated rats on PND1 and PND7, but not on PND21

In the hippocampus of pups, our results demonstrated that maternal naringin
treatment during pregnancy triggered a reduction on total oxidant levels on PND1

[t(18)=2.733; p=0.014], however, no alterations were observed on PND7 [t(14)=0.728;
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p=0.478] and PND21 [t(14)=0.824; p=0.423] (Figure 6). Levels of mitochondrial
superoxide [t(19)=1.177; p=0.254], and nitric oxide [t(18)=1.669; p=0.112] remained
unchanged on PND1, but both were found to be decreased on PND7 [t(14)=3.028;
p=0.009; t(12)=2.448; p=0.031; respectively], and unchanged on PND21 [t(14)=0.347,

p=0.734; t(13)=2.021; p=0.064; respectively] (Figure 6).

Decreased GPx [t(13)=2.2858; p=0.0396] and Grx [t(14)=3.300; p=0.005]
activities were observed in hippocampus of naringin pups, however, no difference was
observed on GPx [t(12)=0.752; p=0.467] activity on PND7, while Grx [t(10)=2.378;
p=0.039] activity was increased at this age. Both enzymes activities remained
unchanged on PND21 [t(11)=1.585; p=0.141; t(12)=0.105; p=0.918; respectively]
(Figure 7). SOD, CAT, TrxR, and GLO1 activities remained unaltered on PND1
[t(10)=1.731; p=0.114; t(14)=1.556; p=0.142; t(12)=1.791; p=0.098; t(14)=1.198;
p=0.251; respectively], PND7 [t(11)=0.912; p=0.381; t(12)=0.687; p=0.505;
t(11)=1.160; p=0.270; t(11)=2.069. p=0.0628; respectively], and PND21 [t(10)=1.065;
p=0.312; t(11)=0.921; p=0.377; t(12)=1.537; p=0.150; t(11)=1.007; p=0.335,

respectively] (Figure 7).

No alteration in GSH, total SH, and carbonyl contents in pup’s hippocampus
were found on PND1 [t(12)=1.2980; p=0.2186; t(12)=0.5073; p=0.6211; t(11)=0.0945;
p=0.9263, respectively], PND7 [t(12)=0.3198; p=0.7545; t(10)=0.6912; p=0.5051,
t(12)=0.5874; p=0.5677, respectively], and PND21 [t(11)=1.2653; p=0.2318;

t(12)=0.6665; p=0.5176; 1(9)=0.4873; p=0.6376, respectively] (Figure 8).

Decreased mitochondrial mass was observed in pup’s hippocampus on PNDI1
[t(15)=2.9315; p=0.0103], along with no changes on PND7 [t(14)=1.0839; p=0.2967]

and PND21 [t(14)=1.1038. p=0.2882]. Mitochondrial membrane potential remained
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unchanged on PND1 [t(15)=1.2062; p=0.2464], PND7 [t(14)=1.1405; p=0.2732] and
PND21 [t(14)=0.0762. p=0.9403] (Figure 9). Neither mitochondrial enzymes activities
were altered on PND1 [CII: t(12)=0.5252; p=0.6089, SDH: t(12)=1.2370; p=0.2397,
CIV: t(12)=0.4268; p=0.6770], PND7 [CIl: t(12)=0.3718; p=0.7164, SDH:
t(12)=1.6486; p=0.1251, CIV: t(12)=0.9603; p=0.3558], nor PND21 [CII: t(10)=0.1044;

p=0.9189, SDH: t(12)=0.8911; p=0.3903, CIV: t(10)=0.1044; p=0.9189] (Figure 10).

Maternal naringin treatment during pregnancy alters thiol homeostasis in offspring

striatum on PND7

On PNDL1 total oxidants and nitric oxide [t(15)=2.0534; p=0.0578; t(17)=2.0509;
p=0.0560; respectively] levels remained unchanged, and the same was observed on
PND7 [t(14)=1.1758; p=0.2592; t(14)=0.9998; p=0.3343; respectively] and PND21
[t(13)=0.1824; p=0.8580; t(14)=0.3408; p=0.7382; respectively] (Figure 11). Moreover,
no differences on mitochondrial superoxide levels were observed on PND1
[t(19)=1.5376; p=0.1406], but decreased levels were found on PND7 [t(14)=2.4614;
p=0.0274], and returned to control levels on PND21 [t(14)=1.0295; p=0.3206] (Figure

11).

SOD activity was not changed, when compared to control, on PND1
[t(12)=1.5759; p=0.1410], and remained the same on PND7 [t(11)=1.3957; p=0.1903],
and PND21 [t(12)=1.3850; p=0.1912]. However, on PND1, we observed an increased
CAT [t(13)=3.5024; p=0.0038] activity, which did not persist on PND7 [t(12)=1.0239;
p=0.3260] and PND21 [t(11)=0.7327; p=0.4790]. TrxR activity was found to be
increased only on PND7 [t(10)=4.0942; p=0.0021], while it remained in control levels
on PND1 [t(12)=2.0357; p=0.0644] and PND21 [t(12)=1.2116; p=0.2489] (Figure 12).

GPx, Grx, and GLO1 activities remained unchanged on PND1 [t(13)=2.1186;
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p=0.0539; 1(12)=0.9967; p=0.3385; t(15)=0.4248; p=0.6769, respectively], PND7
[t(12)=0.8900; p=0.3909; t(12)=1.4944; p=0.1608; 1(9)=0.9033; p=0.3898;
respectively], and PND21 [t(13)=0.3426; p=0.7373; t(13)=0.7177; p=0.4855;

t(12)=0.1992; p=0.8454; respectively] (Figure 12).

No differences were observed on GSH on PND1 [t(14)=0.3392; p=0.7394],
however, on PND7 GSH levels were increased [t(13)=2.6901; p=0.0185], returning to
control levels on PND21 [t(9)=0.3622; p=0.7255]. The same pattern was observed on
total SH content, with no differences on PND1 [t(12)=1.7560; p=0.1045], increased on
PND?7 [t(18)=2.8328; p=0.0110], and returned to control levels on PND21 [t(9)=0.6443;
p=0.5354]. Moreover, carbonyl levels were not altered on PND1 [t(11)=0.3579;
p=0.7271] and PND7 [t(6)=0.3067; p=0.7694] nevertheless, were increased on PND21

[t(11)=3.0501; p=0.0110] (Figure 13).

It was not observed any alterations on mitochondrial mass and membrane
potential on PND1 [t(14)=0.0676; p=0.9469; t(14)=0.0943; p=0.9261; respectively],
PND7 [t(12)=1.1196; p=0.2847; t(12)=0.9461; p=0.3627; respectively], and PND21
[t(13)=0.1678; p=0.8692; t(13)=1.2824; p=0.2220; respectively] (Figure 14). However,
reduced SDH activity was observed on PND1 [t(12)=2.5547; p=0.0252], despite no
alterations on PND7 [t(12)=0.9427; p=0.3643] and PND21 were observed
[t(11)=2.1615; p=0.0535] (Figure 15). No other changes were observed on CIl and CIV
activities on PND1 [t(12)=0.0600; p=0.9531; t(11)=2.0358; p=0.0665; respectively],
PND7 [t(12)=0.6376; p=0.5356; t(12)=0.1742; p=0.8645; respectively], or PND21

[t(11)=1.6091; p=0.1358; t(10)=0.4426; p=0.6674; respectively] (Figure 15).

Naringin supplementation to pregnant rats during entire pregnancy alters cerebellar

redox system and mitochondrial enzymes on PND21
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Cerebellar tissue obtained from pups prenatally exposed to naringin
demonstrated no alterations regarding total oxidants on PND1 [t(19)=0.7011;
p=0.4917], PND7 [t(13)=0.5491; p=0.5922] and PND21 [t(14)=0.3677; p=0.7185]. The
same was observed concerning mitochondrial superoxide levels on PND1
[t(18)=1.5449; p=0.1397], PND7 [t(14)=0.6367; p=0.5345], and PND21 [t(14)=0.0546;
p=0.9572]. Interestingly, despite no alterations on nitric oxide content on PND1
[t(18)=1.0631; p=0.3017], it was found to be increased on PND7 [t(13)=2.9247,

p=0.0118] and decreased on PND21 [t(13)=2.9190; p=0.0119] (Figure 16).

SOD activity remained unchanged on PND1 [t(13)=0.9664; p=03514], PND7
[t(12)=1.1765; p=0.2621], and PND21 [t(12)=0.0695; p=0.9456] (Figure 17). The same
was observed concerning CAT activity on PND1 [t(11)=0.5395; p=0.6002] and PND7
[t(12)=0.9409; p=0.3653], however, it was decreased on PND21 [t(10)=2.8063;
p=0.0185]. Interestingly, Grx activity was not altered on PND1 [t(14)=1.3216;
p=0.2074], increased on PND7 [t(11)=2.6572; p=0.0224], and decreased on PND21
[t(11)=2.5143; p=0.0287]. No alterations were found on GPx, TrxR, and GLO1 on
PND1 [t(12)=0.5111; p=0.6185; t(12)=0.5407; p=0.5985; t(12)=0.4103; p=0.6887;
respectively], PND7 [t(12)=0.2358; p=0.8175; t(11)=0.0142; p=0.9888; t(9)=1.4397;
p=0.1838; respectively], and PND21 [t(12)=0.8639; p=0.4045; t(11)=0.5136; p=0.6176;

t(12)=1.0333; p=0.3218; respectively] (Figure 17).

Moreover, increased GSH content was observed in pups’ cerebellum on PND1
[t(16)=2.4493; p=0.0262], returning to control levels on PND7 [t(12)=0.4845;
p=0.6367], and found increased again on PND21 [t(11)=2.6625; p=0.0220]. Total SH
and carbonyl contents remained unchanged on PND1 [t(13)=1.2682; p=0.2269;

t(10)=1.8293; p=0.0972; respectively], PND7 [t(12)=1.0638; p=0.3083; t(11)=0.9815;
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p=0.3474; respectively] and PND21 [t(9)=0.2452; p=0.8117; t(11)=0.1396; p=0.8914;

respectively] (Figure 18).

Concerning mitochondrial parameters, here we found unaltered mitochondrial
mass on all ages [PND1: t(12)=1.2726; p=0.2272, PND7: t(13)=0.8877; p=0.3908,
PND21: t(14)=0.4196; p=0.6811], however, mitochondrial membrane potential was
reduced on PND1 [t(15)=2.5797; p=0.0209], remained reduced on PND7
[t(12)=2.5214; p=0.0268], but returned to control levels on PND21 [t(14)=0.2109;
p=0.8359] (Figure 19). Interestingly, mitochondrial CIV activity was increased on
PND1 [t(12)=2.8252; p=0.0153], returned to control levels on PND7 [t(12)=0.7452;
p=0.4704], and was decreased on PND21 [t(12)=2.4940; p=0.0282], while SDH activity
was unchanged on PND1 [t(12)=2.1090; p=0.0566], remained unchanged on PND7
[t(12)=0.4284; p=0.6758], but was decreased on PND21 [t(12)=3.1250; p=0.0087]. ClI
activity was not altered on any age evaluated [PND1: t(12)=1.6528; p=0.1242, PND7:

t(12)=1.2995; p=0.2181, PND21: t(12)=0.7054; p=0.4939] (Figure 20).

Discussion

Naringin is a redox active flavonoid glycoside present in citrus fruits
(SPENCER, 2008) that has been extensively studied in rodent models as potential
nutraceutical approach due to its ability to exert neuroprotective effects and improve
cognitive health (SPENCER, 2008; BHARTI et al., 2014; JUNG et al., 2014).
However, despite increasing interest to use naringin to improve cognitive health, there
is no available data concerning the possible impact of naringin supplementation during
pregnancy on fetal brain development. Thus, here, we aimed to investigate the effects of

naringin supplementation to pregnant rats in pups’ prefrontal cortex, hippocampus,
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striatum, and cerebellum redox system and mitochondrial function at different postnatal
ages.

Our data demonstrated that pups’ prefrontal cortex redox system and
mitochondrial function were affected by maternal naringin treatment, especially on
PND1. Here, we observed increased levels of nitric oxide on PND1 in pups born to
naringin treated dams when compared to control pups. This alteration was found along
with decreased mitochondrial mass and membrane potential, indicating a reduction in
mitochondrial function, which is known to induce reactive species formation
(CADENAS e DAVIES, 2000). However, despite the data demonstrating that naringin
and naringenin are capable to modulate nitric oxide levels and mitochondrial function in
different tissues and brain structures in adult rats, the alterations found on PND1 did not
persist on PND7 and PND21, with exception of mitochondrial mass, which was
statistically increased on PND21 (SACHDEVA et al., 2014; ADIL et al., 2016b). Also,
on PND?7, in which no changes on mitochondrial mass and membrane potential were
found, CII activity was reduced, in contrast with other studies using adult rats which
observed increased CII activity in cerebral cortex of okadaic acid exposed animals after
naringin treatment (GAUR et al., 2009; SACHDEVA et al., 2014).

Moreover, pups born to naringin treated dams also exhibited impaired
antioxidant system and oxidative markers. We observed increased SOD activity on
PND1, which lead to the hypothesis that hydrogen peroxide could be increased, though,
neither DCFH oxidation nor mitochondrial superoxide content were altered at any age.
Also, we did not evaluate other superoxide sources outside the mitochondria, and with
exception of CAT on PND7, no other enzyme responsible for peroxide elimination was
altered in any other age. Thereby, other studies have also demonstrated the modulatory

effects of naringin and its metabolite, naringenin, on SOD and CAT activities in
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different models of CNS disorders (CHTOUROU et al., 2014; MANI, 2014).
Interestingly, we also found decreased TrxR activity on PND1, which is in contrast with
HODKOVA et al. (2010) who demonstrated that 100 mg/kg naringin treatment did not
affect TrxR activity in an iron (I11) model of liver toxicity, but naringin per se increased
TrxR activity. However, despite the reduction on TrxR activity, we also observed
augmented total SH content on PND1, which is somewhat unexpected since TrxR is an
essential component of the thyoredoxin system, and we found no alterations on Grx
activity and GSH content. Nonetheless, we did not analyze other SH dependent
enzymes or sources of low molecular weight thiols. Moreover, this increase in total SH
content could be an attempt to counteract the damage demonstrated by the increased
carbonyl content observed in pups’ prefrontal cortex also on PNDI, since data
demonstrates that naringin or naringenin treatment is capable to increase thiol content
and reduce carbonyl content in toxicity models induced in rats and in cell culture
(CHTOUROU et al., 2014; RATHI et al., 2017).

Hippocampus did not demonstrate any alteration on PND21, with most
alterations found on PND1 and PND7. Decreased DCFH oxidation was observed
concomitantly with decreased GPx and Grx activities on PND1, which might have
happened due to the lack of enzymes substrates since DCFH generally indicates the
total content of reactive species, specially hydrogen peroxide, and the activity of some
peroxidases, as GPx (TARPEY e FRIDOVICH, 2001). In fact, other works using
animal models have already demonstrated that 100 mg/kg naringin treatment decreased
DCFH oxidation and increased GPx activity in hippocampus of adult rats and mice in
different models of CNS disorders (CHTOUROU et al., 2015b; WANG et al., 2015).
Moreover, these changes were also followed by decreased mitochondrial mass in the

hippocampus on PND1. Thereby, on PND7, instead of altered DCFH oxidation, we
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observed decreased nitric oxide and mitochondrial superoxide contents. However,
despite both parameters were found decreased at this age, we did not observe any
alterations on SOD activity, which might indicates that mitochondrial generated
superoxide is reacting with nitric oxide, since nitric oxide levels are also decreased,
generating peroxynitrite radical (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Thus, unlike
PND1, on PND7 Grx activity was increased though no alterations on GSH and total SH
levels were found. Moreover, other data have demonstrated that naringin and naringenin
are capable to reduce superoxide and nitric oxide in total brain or paw skin of adult rats
(MANCHORPE et al., 2016; RAMAKRISHNAN et al., 2016).

Moreover, in striatum, on PND1, decreased SDH activity was observed
concomitantly with increased CAT activity, both know to be modulated by naringin or
naringenin treatment, but no other alterations were found on these parameters as well as
mitochondrial markers evaluated here (SACHDEVA et al., 2014; DE OLIVEIRA et al.,
2017; ZHANG et al., 2017). Thereby, on PND7, most of the alterations found involved
thiol homeostasis. In fact, other works have demonstrated increased GSH and SH
content in different models of induced toxicity after naringin treatment, and even
increased TrxR activity triggered by naringin alone in liver of adult Wistar rats
(HODKOVA et al., 2010; GOPINATH e SUDHANDIRAN, 2012; CHTOUROU et al.,
2014; RATHI et al., 2017). Thereby, here, we found increased total SH content in
striatum of naringin pups on PND7, which might have happened due to increased levels
of GSH. Thus, TrxR is also important on thiol metabolism, because of its role in
regenerating thioredoxins and, in some cases, glutaredoxins, however, no alterations on
Grx activity were observed in our work (BERNDT et al., 2007). These changes were
also followed by decreased mitochondrial superoxide, though we found unchanged

SOD activity. Also, on PND21, pups born to naringin treated dams also demonstrated
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increased carbonyl content in striatum, even though no other alterations were found
among the other parameters evaluated, which might be indicating a state of oxidative
stress.

When considered the number of alterations, the cerebellum was the most
affected brain structure among the ones analyzed in our work. Data elsewhere have
already demonstrated that naringin is capable to modulate mitochondrial membrane
potential in brain of adult obese rats and in a toxicity model using PC12 cells
(KULASEKARAN e GANAPASAM, 2015; WANG et al.,, 2015). In our model,
reduced mitochondrial membrane potential was observed on PND1 and PND7, along
with increased CIV activity and GSH content on the first age, and increased Grx activity
and nitric oxide content on the other age. However, it is interestingly the fact that
mitochondrial membrane potential returned to control levels on PND21, and it was
accompanied by a shift on CIV activity, which was increased on PND1, and decreased
on PND21 along with decreased SDH activity. Also, on PND21, decreased nitric oxide
content, followed by decrease Grx and CAT activity together with increased GSH levels
were observed, and, with exception of GSH levels and CAT activity, Grx and nitric
oxide content were the opposite of what was observed on PND7. In fact, published data
showed that naringin treatment to adult rats positively regulated CIV, SDH and CAT
activities, and GSH content in different brain structures however, this regulation was
found on toxicity models and a beneficial effect on these parameters due to naringin
treatment was expected (VISWANATHA et al., 2011; SACHDEVA e CHOPRA, 2015;
RAMAKRISHNAN et al., 2016).

Thereby, the fact that the cerebellum showed most alterations, might have
demonstrated a greater susceptibility of this brain structure to programming effects

triggered by maternal naringin supplementation when compared to the other brain areas
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analyzed here. Interestingly, the cerebellum also demonstrated persistent alterations,
since we observed these changes up to PND21, while hippocampus, prefrontal cortex
and striatum demonstrated none or just a few alterations at this age. We speculate if this
might have happened because of the longer period of cerebellum development when
compared to the other brain structures analyzed in our work (BAYER et al., 1993;
RICE e BARONE, 2000; BEKKEDAL et al., 2004). Moreover, concerning the dose
used in our model, dietary flavonoid supplementation is currently available in the
market, with doses ranging from 500 mg/day to 1 g/day intake, including naringin
supplements, and from this perspective the dose used here in our model is realistic when

applying to human supplementation in the diet. (ESPIN et al., 2007).

Conclusion

Herein, we demonstrated that naringin supplementation to pregnant rats strongly
disrupted offspring’s redox system and mitochondrial function in different encephalic
structures at different ages. At the earliest age, PNDL1, it seems that a negative
modulation of the redox network occurred in prefrontal cortex, hippocampus, striatum,
and cerebellum, contrasting to the progressive decline in the number of alterations
observed on PND7 and PND21 in prefrontal cortex, hippocampus, and striatum. This
shift might indicate a possible recovery of the programming effects triggered by
maternal naringin consumption, with exception of the cerebellum, which presented
persistent alterations until PND21 possibly due to a greater susceptibility of this
encephalic structure to the developmental programming effects triggered by maternal
naringin supplementation during pregnancy. Thereby, our findings demonstrate that
caution needs to be taken when considering polyphenols/flavonoids supplementation

during pregnancy, and evidence the requirement to further clarify how these
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phytochemicals impact offspring’s health and how long these alterations might last

throughout adult life.
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Figure captions
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Figure 1. Effects of maternal naringin supplementation on (a) DCFH oxidation, (b)

mitochondrial superoxide content, and (c) nitric oxide content in offspring’s prefrontal

cortex on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean + S.E.M. for n=12-

16. *p<0.05 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day; DAF-FM:

4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein

dichlorofluorescein diacetate.
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Figure 2. Effects of maternal naringin supplementation on activities of: (a) superoxide
dismutase (SOD), (b) catalase (CAT), (c) glutathione-peroxidase (GPx), (d)
glutaredoxin (Grx), (e) thioredoxin-reductase (TrxR), and (f) glyoxalase 1 (GLO1) in
offspring prefrontal cortex on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean
+ S.E.M. for n=5-8. *p<0.05; **p<0.01 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND:

postnatal day.
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Figure 3. Effects of maternal naringin supplementation on (a) reduced glutathione
(GSH) content, (b) total thiol (SH) content, and (c) protein carbonyl content in offspring
prefrontal cortex on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean + S.E.M.
for n=5-8. *p<0.05; **p<0.01 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND:

postnatal day.
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Figure 4. Effects of maternal naringin supplementation on (a) mitochondrial mass and
(b) mitochondrial membrane potential in offspring prefrontal cortex on PND1, PND7,
and PND21. Results are expressed as mean + S.E.M. for n=12-16. *p<0.05; **p<0.01

(Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 5. Effects of maternal naringin supplementation on activities of: (a) complex Il
(CII), (b) succinate dehydrogenase (SDH), and (c) complex IV (CIV) in offspring
prefrontal cortex on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean + S.E.M.

for n=5-8. *p<0.05 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 6. Effects of maternal naringin supplementation on (a) DCFH oxidation, (b)
mitochondrial superoxide content, and (c) nitric oxide content in offspring hippocampus
on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean + S.E.M. for n=12-16.

*p<0.05; **p<0.01 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day;
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DAF-FM: 4-amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetate; DCFH: 2',7'-

dichlorofluorescein diacetate.
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Figure 7. Effects of maternal naringin supplementation on activities of: (a) superoxide
dismutase (SOD), (b) catalase (CAT), (c) glutathione-peroxidase (GPx), (d)
glutaredoxin (Grx), (e) thioredoxin-reductase (TrxR), and (f) glyoxalase 1 (GLO1) in
offspring hippocampus on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean +
S.E.M. for n=5-8. *p<0.05; *p<0.01 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND:

postnatal day.
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Figure 8. Effects of maternal naringin supplementation on (a) reduced glutathione

(GSH) content, (b) total thiol (SH) content, and (c) protein carbonyl content in offspr

hippocampus on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean + S.E.M.
n=5-8. (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 9. Effects of maternal naringin supplementation on (a) mitochondrial mass and

(b) mitochondrial membrane potential in offspring hippocampus on PND1, PND7, and

PND21. Results are expressed as mean + S.E.M. for n=12-16. **p<0.01 (Student’s t t

or Mann Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 10. Effects of maternal naringin supplementation on activities of: (a) complex Il

(CII), (b) succinate dehydrogenase (SDH), and (c) complex IV (CIV) in offspring
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hippocampus on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean = S.E.M. for

n=5-8 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 11. Effects of maternal naringin supplementation on (a) DCFH oxidation, (b)

mitochondrial superoxide content, and (c) nitric oxide content in offspring striatum on

PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean + S.E.M. for n=12-16.

*p<0.05 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day; DAF-FM: 4-

amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetate;

dichlorofluorescein diacetate.
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Figure 12. Effects of maternal naringin supplementation on activities of: (a) superoxide
dismutase (SOD), (b) catalase (CAT), (c) glutathione-peroxidase (GPx), (d)
glutaredoxin (Grx), (e) thioredoxin-reductase (TrxR), and (f) glyoxalase 1 (GLO1) in
offspring striatum on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean *

S.E.M. for n=5-8. **p<0.01 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal
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Figure 13. Effects of maternal naringin supplementation on (a) reduced glutathione
(GSH) content, (b) total thiol (SH) content, and (c) protein carbonyl content in offspring
striatum on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean = S.E.M. for

n=5-8. *p<0.05 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 14. Effects of maternal naringin supplementation on (a) mitochondrial mass and

(b) mitochondrial membrane potential in offspring striatum on PND1, PND7, and

PND21. Results are expressed as mean + S.E.M. for n=12-16 (Student’s t test or Mann

Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 15. Effects of maternal naringin supplementation on activities of: (a) complex Il

(CII), (b) succinate dehydrogenase (SDH), and (c) complex 1V (CIV) in offspring

striatum on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean = S.E.M. for

n=5-8. *p<0.05 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 16. Effects of maternal naringin supplementation on (a) DCFH oxidation, (b)

mitochondrial superoxide content, and (c) nitric oxide content in offspring cerebellum

on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean + S.E.M. for n=12-16.

*p<0.05 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day; DAF-FM: 4-
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amino-5-methylamino-2',7'-difluorofluorescein diacetate; DCFH: 2',7'-

dichlorofluorescein diacetate.
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Figure 17. Effects of maternal naringin supplementation on activities of: (a) superoxide
dismutase (SOD), (b) catalase (CAT), (c) glutathione-peroxidase (GPx), (d)
glutaredoxin (Grx), (e) thioredoxin-reductase (TrxR), and (f) glyoxalase 1 (GLO1) in
offspring cerebellum on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean +
S.E.M. for n=5-8. *p<0.05 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal

day.
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Figure 18. Effects of maternal naringin supplementation on (a) reduced glutathione
(GSH) content, (b) total thiol (SH) content, and (c) protein carbonyl content in offspring
cerebellum on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean = S.E.M. for

n=5-8. *p<0.05 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 19. Effects of maternal naringin supplementation on (a) mitochondrial mass and
(b) mitochondrial membrane potential in offspring cerebellum on PND1, PND7, and
PND21. Results are expressed as mean = S.E.M. for n=12-16. *p<0.05 (Student’s t test

or Mann Whitney U test). PND: postnatal day.
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Figure 20. Effects of maternal naringin supplementation on activities of: (a) complex Il
(CII), (b) succinate dehydrogenase (SDH), and (c) complex 1V (CIV) in offspring
cerebellum on PND1, PND7, and PND21. Results are expressed as mean = S.E.M. for
n=5-8. *p<0.05; **p<0.01 (Student’s t test or Mann Whitney U test). PND: postnatal

day.
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4. Discussao

A naringina é um flavonoide glicosilado predominantemente encontrado em
frutas citricas como o limé&o, a laranja e a toranja (SPENCER, 2008). Devido a
sua capacidade de exercer efeitos neuroprotetores, a naringina tem sido
amplamente estudada em diversos modelos animais de disfungdo cognitiva e
doencas neurodegenerativas como uma potencial abordagem
farmacoldgica/nutricional com o objetivo de melhorar a salde cognitiva
(SPENCER, 2008; BHARTI et al., 2014; JUNG et al., 2014). No entanto, apesar
do crescente interesse em utilizar a naringina para tratar tais condi¢des, ainda
ndo existem dados relacionados ao possivel impacto dessa suplementa¢éo
durante a gravidez sobre o desenvolvimento fetal, especialmente no SNC, o
gue pode interferir no uso da naringina como um suplemento. Dessa forma, em
nosso trabalho, buscamos investigar os efeitos da suplementacdo com
naringina durante a gestacdo sobre a homeostase redox e a funcéo
mitocondrial no cértex pré-frontal, hipocampo, corpo estriado e cerebelo de
filhotes fémeas, além do desenvolvimento pés-natal e funcdo mnemonica em

filhotes machos.

Nossos resultados relacionados a avaliacdo pos-natal e comportamental
dos filhotes machos demonstraram que o tratamento materno com naringina
durante a gestagcdo ndo alterou a grande maioria dos parametros analisados.
No entanto, no teste de endireitamento de superficie, obtivemos um resultado
estatisticamente significativo no DPN2, revelando que os filhotes nascidos de
maes suplementadas com naringina levaram mais tempo para executar o teste
nesse dia quando comparados com os filhotes controle, o que poderia indicar

hY

um déficit no desenvolvimento das estruturas relacionadas a percepcdo e
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orientacdo do corpo (GALLAHUE, 2013; PAPALIA, 2013). Entretanto, no
decorrer dos outros dias em que o teste foi realizado, ndo observamos
nenhuma alteracdo, nem mesmo na média do dia em que os filhotes

comecaram a manifestar o reflexo de endireitamento de superficie.

Nossos achados demonstraram que a homeostase redox e a fungao
mitocondrial do cortex pré-frontal foram alteradas pelo tratamento com
naringina durante a gestacdo no DPN1. Nés observamos aumento da oxidagéo
do DAF-FM através da citometria de fluxo, o que indica 0 aumento do contetdo
de 6xido nitrico, no entanto, ndo foram observadas alteracdes no conteuado de
superoxido mitocondrial ou no conteudo total de oxidantes. Corroborando com
nossos resultados, foram observados em outros trabalhos aumento do
contetdo de 6xido nitrico em cardiomiécitos de ratos neonatos em um modelo
de apoptose induzido por estresse, bem como em cultura de tecido de aorta de
ratos diabéticos com 6 — 7 semanas de idade, tratados com baicalina e

quercetina, respectivamente (SHEN et al., 2014; KUNASEGARAN et al., 2016).

Além disso, ndo encontramos alteracdes nas atividades das enzimas
antioxidantes CAT, GPx, Grx e GLO1 no DPN1 em coértex pré-frontal. No
entanto, a atividade de SOD estava aumentada, concomitantemente com uma
diminuicdo da atividade de TrxR. Esse mesmo resultado foi observado na
atividade da SOD em coértex pré-frontal em um modelo de disfungéo
neuroldgica induzida por D-galactose em ratos tratados com naringina, bem
como em ratos recém-nascidos submetidos a um modelo de toxicidade
induzida por alcool e tratados com resveratrol (KUMAR et al., 2010; TIWARI e

CHOPRA, 2011; ZHANG et al., 2017). Além disso, HODKOVA et al. (2010)
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observaram uma reducdo da atividade da TrxR em figado de ratos tratados

com quercetina em um modelo de toxicidade induzida por ferro (llI).

Curiosamente, também observamos niveis aumentados do conteddo de
carbonilas e tidis totais, apesar do conteldo de GSH ter se mantido inalterado
no cortex pré-frontal. Também foram observados niveis aumentados de grupos
SH no cortex cerebral de ratos Wistar adultos tratados com naringina em um
modelo de neurotoxicidade induzida por ferro, bem como em um modelo de
toxicidade induzida pelo cadmio em cultura de células HepG2, no qual as
células também foram tratadas com naringina (CHTOUROU et al., 2014;
RATHI et al.,, 2017). Além disso, em contraste com nossos achados, o
tratamento com 50 e 100 mg/kg de naringina diminuiu os niveis de carbonilas
no hipocampo de ratos Wistar em um modelo de déficit cognitivo induzido por
cisplatina (CHTOUROU et al., 2015b). Outros trabalhos que utilizaram modelos
animais também demonstraram 0 mesmo padrdo quanto ao conteldo de
carbonilas no homogeneizado de tecido cerebral total, no entanto, utilizando

outros polifendis (NASEEM e PARVEZ, 2014; GONG et al., 2015).

Além disso, também observamos a massa e potencial de membrana
mitocondrial reduzidos no DPN1 em cortex pré-frontal de filhotes nascidos de
ratas prenhas suplementadas com naringina. Em contraste com nossos
achados, o aumento da integridade e do potencial de membrana mitocondrial
foram observados em um modelo de hipdxia-isquemia em ratos neonatos
tratados com resveratrol (ARTEAGA et al.,, 2015). Além disso, MEIRA
MARTINS et al. (2015) observaram aumento da massa mitocondrial, embora o
potencial de membrana tenha permanecido inalterado em células hepéticas

estreladas ativas que foram tratadas com resveratrol.
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N&o foram observadas alteracdes no nivel total de oxidantes no cortex
pré-frontal no DPN7, bem como na maioria das enzimas antioxidantes, exceto
a atividade da CAT, que estava aumentada nessa idade. Também né&o foi
observada nenhuma alteragdo no conteddo de GSH, tidis totais e de
carbonilas, e as alteragbes na massa e no potencial de membrana
mitocondriais observadas no DPN1 ndo persistiram até aqui. No entanto, no
DPN7, encontramos atividade reduzida do CIl, porém sem alteracdes nas
atividades da SDH e do CIV. Outros trabalhos também observaram aumento da
atividade de CAT no cértex cerebral de ratos adultos submetidos a um modelo
de hipoxia-isquemia e tratados com naringina, bem como no homogeneizado
de cérebro total de ratos submetidos a um modelo de depressédo pds-acidente
vascular cerebral (GAUR et al., 2009; AGGARWAL et al., 2010). Além disso,
também foi observado o aumento da atividade do Cll por GAUR et al. (2009) no
cortex cerebral de ratos Wistar adultos tratados com naringina e submetidos a

um modelo de isquemia-reperfusao.

Ademais, no DPN21 ndo observamos mudancas significativas como as
encontradas no DPNL1. As filhotes nascidas de mées tratadas com naringina
durante a prenhez apresentaram aumento da massa mitocondrial quando
comparados com filhotes controle. Este achado é o oposto do resultado
observado no DPN1 e corrobora com outros dados como o de ARTEAGA et al.

(2015) que também encontraram aumento da massa mitocondrial em ratos

recém-nascidos tratados com resveratrol, em um modelo de hipoxia-isquemia.

No hipocampo de filhotes expostos a naringina observamos uma diminuicdo
dos niveis totais de oxidantes no DPN1. Esse resultado corrobora com outros

trabalhos que demonstraram a diminuicdo do contetdo total de oxidantes no
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hipocampo, também avaliado através da oxidagdo do DCFH, em ratos Wistar
adultos tratados com naringina 50 e 100 mg/kg em um modelo de déficits
cognitivos induzidos por cisplatina, bem como em ratos tratados com naringina
em um modelo de déficits cognitivos induzidos pela obesidade (CHTOUROU et
al.,, 2015b; WANG et al., 2015). Além disso, ARTEAGA et al. (2015)
observaram que o pré-tratamento com resveratrol impediu o aumento do
contetdo de DCFH no cérebro de ratos neonatos Sprague-Dawley em 3 e 12

horas ap0s induzida a hipoxia-isquemia.

Em relagdo as enzimas antioxidantes, encontramos uma diminuicdo das
atividades da GPx e Grx no hipocampo de filhotes naringina. A reducao da
atividade da GPx também foi observada em homogeneizado de cérebro total
de ratos adultos tratados com hesperidina em um modelo de neurotoxicidade
(NASEEM e PARVEZ, 2014). Além disso, o tratamento de 8 e 20 mg/kg de
naringina também reduziu a atividade de GPx em testiculos de ratos apds duas
semanas de tratamento intraperitoneal (RANAWAT e BAKSHI, 2017). No
entanto, em contraste com nosso resultado e os resultados citados acima, o
tratamento com 100 mg/kg de naringina aumentou a atividade de GPx no
hipocampo de ratos em um modelo de disfuncdo neural induzido por

deltametrina (MANI, 2014).

Além disso, também encontramos uma diminuicdo da massa mitocondrial
no hipocampo de filhotes nascidos de méaes tratadas com naringina durante a
prenhez no DPN1, no entanto, ndo foram observadas altera¢cées no potencial
de membrana mitocondrial. MEIRA MARTINS et al. (2015) observaram o
aumento da fluorescéncia do MitoTracker® Green, o que indicou um aumento

da massa mitocondrial em células hepdéticas estreladas ativadas que foram
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tratadas com 1, 10 e 50 uM de resveratrol. Do mesmo modo, o aumento da
massa mitocontrial foi observado por (ARTEAGA et al., 2015) em ratos

neonatos tratados com resveratrol em um modelo de hipoxia-isquemia.

Ainda, no DPN7, observamos uma reducdo do conteddo de 6xido nitrico e
superoxido mitocondrial, apesar de ndo ter sido encontrada nenhuma alteragéo
nos niveis totais de oxidantes. Deste modo, outros trabalhos demonstraram
que o tratamento com 80 mg/kg de naringina também reduziu os niveis de
oxido nitrico em homogeneizado de cérebro total de ratos Wistar adultos em
um modelo de neurotoxicidade induzido por cloreto de amonio
(RAMAKRISHNAN et al., 2016). Da mesma forma, o tratamento com 50 mg/kg
de naringenina foi capaz de reduzir o contetdo de anion superéxido na pele da
pata de camundongos em um modelo de dor crénica (MANCHOPE et al.,
2016). Além disso, um aumento da atividade da Grx foi observado no DPN?7,

em contraste com o resultado do DPNL1.

No DPN1, nenhum dos oxidantes foi encontrado alterado no corpo estriado
da prole de mae suplementadas com naringina. Além do mais, a atividade da
CAT estava aumentada nesta idade, apesar de ndo terem sido encontradas
nenhuma alteracdo na atividade das outras enzimas antioxidates. O aumento
da atividade da CAT também foi observado em cérebro total de camundongos
tratados com 100 mg/kg de naringina em um modelo de estresse induzido pela
imobilizagéo forgada (VISWANATHA et al., 2011). Essa alteracdo na atividade
da CAT também foi observada no corpo estriado de ratos adultos tratados com
rutina em um modeo de alteracdes bioquimicas induzidas por &cido 3-

nitropropionico (SUGANYA e SUMATHI, 2017).
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Além do mais, ndo foram detectadas alteracdes na massa e no potencial de
membrana mitocondrial no corpo estriado no DPN1. No entanto, observamos a
reducdo da atividade da SDH, porém sem alteracdo nas atividades do Cll e
CIV. SAHU et al. (2014) ndo observaram alteracfes na atividade de SDH em
rim de ratos tratados com 50 mg/kg de naringina, em um modelo de toxicidade
renal, porém, o tratamento com 100 mg/kg de naringina foi capaz de aumentar
a atividade SDH. Do mesmo modo, o tratamento com hesperidina e curcumina
aumentou a atividade de SDH em cérebro total de ratos em um modelo de

disfuncao cognitiva (BANJI et al., 2014).

Ja no DPN7 foram encontrados niveis reduzidos do contetdo de superoxido
mitocondrial no corpo estriado de filhotes. Esse mesmo resultado também foi
encontrado na pele da pata de ratos tratados como naringenina, em um modelo
de inflamacado induzida por LPS (PINHO-RIBEIRO et al., 2016). Ademais, 0
tratamento com naringenina na dose de 80 uM impediu o aumento de
superéxido em células SH-SY5Y, em um modelo de disfuncdo mitocondrial
induzida por H,0O,, e o tratamento com quercetina 0,1 yM também reduziu o
conteudo de superoxido em células cultivadas de aorta de ratos neonatos

(KUNASEGARAN et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2017).

Além do contetudo reduzido de superéxido mitocondrial, observamos um
aumento da atividade de TrxR no corpo estriado no DPN7. Corroborando com
nossos resultados, HODKOVA et al. (2010) o tratamento com naringina
aumentou a atividade de TrxR no figado de ratos Wistar adultos. Assim,
juntamente com o aumento da atividade de TrxR, também observamos o
aumento de GSH e de tidis total. Por conseguinte, o tratamento com 50, 80 e

100 mg/kg de naringina aumentaram o contetdo de GSH no corpo estriado de
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ratos Wistar adultos, em modelos de disfungdo cognitiva induzida
guimicamente (GOPINATH e SUDHANDIRAN, 2012). Ademais, o tratamento
com 50 mg/kg de naringenina aumentou o contetdo de tidis totais no cortex de
ratos submetidos a um modelo toxicidade induzido por ferro (CHTOUROU et
al., 2014). Ja4 no DPN 21, detectamos aumento nos niveis de carbonilas em
filhotes em filhotes nascidos de ratas suplementadas durante a prenhez. Em
contraste, o tratamento com naringina e quercetina reduziu o contetado de
carbonilas no corpo estriado de ratos adultos em diferentes modelos de
neurotoxicidade (HALEAGRAHARA et al., 2011; HALEAGRAHARA et al., 2013;

CHTOUROU et al., 2015a).

No DPN1, os filhotes nascidos de maes tratadas com naringina
demonstraram aumento do contetdo de GSH no cerebelo. Consequentemente,
o tratamento com 20, 40 e 80 mg/kg de naringina aumentaram o contetdo de
GSH no cérebro total de ratos Wistar adultos, em um modelo de convulsdes
(GOLECHHA et al., 2014). Além do mais, a administracdo de um extrato rico
em polifendis da folha de mirtilo, foi capaz de aumentar os niveis de GSH no
cerebelo de ratos Wistar neonatos, em um modelo de toxicidade induzida

guimicamente (FERLEMI et al., 2015).

Além disso, também demonstramos uma reducdo do potencial de
membrana mitocondrial, juntamente com o aumento da atividade do CIV no
cerebelo dos filhotes no DPN1. Em contraste com 0s nossos resultados, o
tratamento com naringina aumentou o potencial de membrana mitocondrial no
hipocampo de camundongos e em células PC12, em diferentes modelos de
toxicidade (KULASEKARAN e GANAPASAM, 2015; WANG et al.,, 2015).

Ademais, a atividade de CIV foi aumentada ap6s o tratamento com naringina,
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em modelos de toxicidade cardiaca e cerebral, em roedores (GAUR et al.,

2009; KUMAR e KUMAR, 2010; ADIL et al., 2016a).

No DPN7, encontramos contetdo elevado de oOxido nitrico, mas sem
alteragbes nos niveis totais de oxidantes e no conteudo de superdxido
mitocondrial. Desse modo, o tratamento com quercetina e baicalina aumentou
0s niveis de 6xido nitrico em células da aorta e cardiomiécitos cultivados de
ratos neonatos (SHEN et al., 2014; KUNASEGARAN et al., 2016). O tratamento
com epicatequina 100 nM também foi capaz de induzir um aumento nos niveis
de 6xido nitrico das células endoteliais da artéria coronaria humana (RAMIREZ-
SANCHEZ et al., 2010; MORENO-ULLOA et al.,, 2014). Assim, de forma
semelhante ao DPN1, também observamos diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial no cerebelo de filhotes no DPN7, concomitante com o

aumento da atividade de Grx.

Em contraste com os resultados encontrados no DPN7, observamos a
reducdo do conteudo de 6xido nitrico, no cerebelo de filhotes naringina no
DPN21. Outros trabalhos demonstraram que o tratamento com 50 mg/kg de
naringina foi capaz de prevenir um aumento dos niveis de 6xido nitrico nas
visceras de ratos Wistar adultos, em um modelo de isquemia-reperfusao
(CERKEZKAYABEKIR et al., 2017). ADIL et al. (2016b) também demonstraram
gue o tratamento com 40 e 80 mg/kg de naringina preveniu o0 aumento dos
niveis de oOxido nitrico no figado e rins de ratos Wistar adultos, quando
submetidos a um modelo de toxicidade induzida por acetaminofeno. Além
disso, o tratamento com 80 mg/kg de naringina também reduziram o contetdo
de 6xido nitrico em cérebro total de ratos adultos em um modelo de toxicidade

induzida por cloreto de aménio (RAMAKRISHNAN et al., 2016).
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Ja as analises das enzimas antioxidantes demonstraram que apenas as
atividades da CAT e Grx estavam alteradas no DPN21. Ao contrario dos
nossos resultados, alguns estudos demonstraram o aumento da atividade de
CAT no cérebro total, no hipotalamo, no cértex e no musculo esquelético
desencadeado pelo tratamento com naringina em diferentes modelos de
doencas (VISWANATHA et al., 2011; MANI, 2014; SACHDEVA et al., 2014;
GURSUL et al.,, 2016; RAMAKRISHNAN et al., 2016). No entanto, outros
trabalhos também demonstraram que o tratamento com naringina ou
naringenina foi capaz de reduzir a atividade de CAT no corpo estriado de ratos,
assim como no coértex cerebral em modelos de toxicidade induzidos por
cisplatina e ferro (CHTOUROU et al., 2014; CHTOUROU et al., 2015b). Do
mesmo modo, o tratamento intraperitoneal com 8 e 20 mg/kg de naringenina
por duas semanas também reduziu a atividade de CAT em testiculos de

camundongos machos (RANAWAT e BAKSHI, 2017).

Ja o aumento do conteudo de GSH encontrado em nosso trabalho também
foi observado em outros estudos que analisaram pulmdes, cérebro total, rins e
figado, tanto em ratos tratados com naringina, quanto com naringenina, em
diferentes modelos de doencas ou toxicidade (GOLECHHA et al., 2014; ADIL et
al.,, 2016a; ADIL et al., 2016b; ALI et al., 2017). VANHEES et al. (2013)
demonstraram que a suplementacdo com 270 mg/kg de genisteina durante a
gravidez aumentou o conteudo de GSH no figado da prole nascida de ratas

suplementadas.

Além do que ja foi mencionado anteriormente, também encontramos uma
reducdo das atividades da SDH e CIV no DPN21 no cerebelo da prole nascida

de ratas suplementadas com naringina durante a prenhez. Em contraste, o
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tratamento com 80 yM de naringenina aumentou a atividade da SDH em
células SH-SY5Y, em um modelo de estresse oxidativo induzido por H,O, (DE
OLIVEIRA et al., 2017). Além disso, o tratamento com 50, 100 e 200 mg/kg de
naringina aumentou a atividade do CIV no cérebro total, hipocampo, corpo
estriado e cortex cerebral de ratos Wistar, em modelos de disfungéo cognitiva
induzidos por isquemia e acido ocadaico (GAUR et al., 2009; SACHDEVA et

al., 2014).

Além disso, alguns fatores precisam ser levados em consideracdo diante
das alteragcGes encontradas em nosso trabalho. Primeiramente, a gestacéo de
ratos dura cerca de 21 dia, j& a de humanos pode levar em torno de 270 dias
(WORKMAN et al., 2013). Portanto, devido a essa diferenca, as idades pos-
natal em que os cérebros da prole foram avaliados em nosso modelo
correspondem a diferentes idades humano: filhotes de ratos recém-nascidos,
entre DPN1 e DPN3, correspondem a um bebé humano entre 23 e 32 semanas
de gestacdo, jA um filhote de rato no DPN7 corresponde a um bebé humano
recém-nascido. Além disso, um rato no DPN21 corresponde a uma crianga que
possui de 2 a 3 anos de idade (ANDERSEN, 2003; SEMPLE et al., 2013;

SENGUPTA, 2013).

Além disso, cada estrutura do cérebro avaliada aqui tem um tempo diferente
de desenvolvimento durante os periodos pré-natal e/ou poés-natal. O cortex
cerebral e o corpo estriado comegcam a se desenvolver em torno do dia
gestacional 15 em ratos, terminando em torno do nascimento para o cértex pré-
frontal. Nos humanos, por sua vez, esta janela corresponde as semanas
gestacionais 7 a 19. Além disso, o desenvolvimento do hipocampo comeca em

torno do dia gestacional 14 em ratos (sétima semana de gestacdo em
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humanos), com regides CA1l-3 e coOrtex entorrinal e continua ap0s o
nascimento, com o desenvolvimento das células do giro dentado. Além do
mais, o desenvolvimento do cerebelo comega em torno do dia gestacional 11
em embrides de ratos, 0 que em seres humanos corresponde a quarta semana
de gestacao, e continuara apos o nascimento até o DPN20, em ratos (BAYER
et al.,, 1993; RICE e BARONE, 2000; BEKKEDAL et al.,, 2004; PAXINOS,

2004).

Assim, nossos resultados demonstraram que o cerebelo dos filhotes foi a
estrutura mais afetada. Esse fato pode demonstrar uma maior susceptibilidade
do cerebelo aos efeitos desencadeados pela suplementagcdo com naringina
quando comparado as outras estruturas cerebrais analisadas. Além disso, as
alteracdes foram mais persistentes, uma vez que foram observadas até o
DPN21, enquanto o hipocampo, o cortex pré-frontal e o corpo estriado
demonstraram nenhuma ou apenas algumas alteracbes nesta idade.
Especulamos, entdo, se isso pode acontecer devido ao periodo mais longo de
desenvolvimento do cerebelo quando comparado as outras estruturas cerebrais

analisadas em nosso trabalho.

Ja em relacéo a dose de naringina que utilizamos, de 100 mg/kg/dia, em um
humano de 70 kg corresponderia a aproximadamente 0,6 g/dia, baseado na
comparacao da area da superficie corporal entre humanos e ratos (REAGAN-
SHAW et al., 2008). Aléem disso, estima-se que o consumo de polifendis na
dieta humana seja aproximadamente 1 g/dia, de acordo com SCALBERT e
WILLIAMSON (2000), embora a quantidade de flavanonas consumida em
diferentes paises pode variar bastante, entre 21 a 29,4 mg/dia na Alemanha, 31

a 78 mg/dia na Grécia, aproximadamente 31 mg/dia na Itdlia e 2,7 mg/dia nos
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Estado Unidos (LINSEISEN et al., 1997; RADTKE et al., 2002; LAGIOU et al.,
2004a; LAGIOU et al.,, 2004b; BOSETTI et al., 2005; CHUN et al., 2007;
ERDMAN et al., 2007). Assim, a partir desse ponto de vista, a dose utilizada no
nosso modelo ndo alcanga o que é obtido pela dieta através do consumo de
frutas e vegetais. No entanto, suplementos de flavonoides, até mesmo de
naringina, ja estdo disponivel no mercado para venda, com doses

recomendadas de 500 mg/dia a 1g/dia (ESPIN et al., 2007).
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5. Conclusdes

Em nosso trabalho, buscamos avaliar os efeitos da suplementacdo com
naringina durante a gestacao sobre a homeostase redox, fungdo mitocondrial
no enceéfalo de filhotes fémeas e o desenvolvimento pdés-natal nos filhotes
machos. Nossos resultados demonstraram que tanto a homeostase redox
quanto a fungcdo mitocondrial foram afetas de uma forma especifica em relacdo
a estrutura e a idade avaliada, no entanto, os testes que avaliaram o
desenvolvimento pos-natal em filhotes machos ndo demonstraram alteracdes
significativas. Assim, podemos inferir que: (1) cada estrutura cerebral foi
afetada de forma diferente; (2) as alteracbes também foram dependentes da
idade avaliada; (3) o cerebelo foi a estrutura mais afetada, visto que
demonstrou 0 maior nimero de alteracdes e também a maior persisténcia
dessas alteracbes até idades mais avancadas; (4) cortex pré-frontal,
hipocampo e estriado apresentaram uma reducdo progressiva na quantidade
de alteracdes durante o desenvolvimento, indicando uma possivel reversdo dos
efeitos causados pela exposicdo pré-natal a naringina; (5) a suplementacéo
com naringina durante a prenhez ndo alterou significativamente o
desenvolvimento neuromotor poés-natal em filhotes machos. Assim, fica
evidente a necessidade de mais estudos que visem esclarecer o0s mecanismos
responsaveis pelas diversas alteracfes bioguimicas encontradas. Além disso,
nosso trabalho também demonstra que é preciso cautela no uso de

suplementos que contenham naringina durante a gestacao.
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6. Perspectivas

As perspectivas do nosso trabalho sdo o esclarecimento dos provaveis
mecanismos de sinalizacdo celular e epigenéticos que levam as alteracdes
bioguimicas que foram demonstradas nesta dissertacdo. Assim, iremos avaliar
as vias de sinalizagdo do Nrf2, TFAM, PPARa, PGC-1a, AKT, pAKT, bem como
os marcadores de dindmica mitocondrial, mitofusinas e DRP1, além das SIRT1,
SIRT3 e marcadores de alteracdes epigenéticas como o0 imunocontetdo de
DNMT1, HDACS3, 4, 5 e 9 H4K12 acetilada em cortex pré-frontal, hipocampo,

corpo estriado e cerebelo.

Além disso, também iremos expandir nossas analises para ambos 0s sexos
dos filhotes, assim buscando esclarecer se os efeitos observados podem ser
sexo-dependentes. Também incluiremos uma quarta idade, DPN60, em nossas
analises, buscando assim investigar se os efeitos desencadeados pela
suplementacdo com naringina durante a gestacdo podem persistir até a vida

adulta na prole.
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