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Resumo

Ao longo das ultimas décadas, um acumulado cada vez maior de evidéncias vem
demonstrando que o consumo regular de polifenois leva a diversos beneficios
para saude em modelos experimentais e em estudos clinicos. Da mesma forma,
a suplementac&o com naringina, um polifenol da classe dos flavonoides, é capaz
de induzir neuroprotecdo e resgatar a neurogénese adulta em diferentes
modelos experimentais de doencas do sistema nervoso central, principalmente
por reduzir o estresse oxidativo e a disfungdo mitocondrial. Tais dados causam
um enorme impacto na percepcdo da populagcdo sobre o consumo dos
suplementos ricos em polifenois, o que leva a altas taxas de consumo, inclusive
entre mulheres gestantes, atingindo niveis de 57%. N&o surpreendentemente,
diversos trabalhos j& comecaram a demonstram que 0 consumo materno de
polifenois durante a gestacdo pode levar a alteracbes metabolicas e funcionas
na prole durante a vida adulta. Dessa forma, visto que a naringina é capaz de
regular a sinalizacdo redox e mitocondrial, nosso objetivo com o presente
trabalho foi avaliar se a suplementacdo com a naringina durante a terceira
semana de gestacao pode induzir alteracfes redox e mitocondriais no encéfalo
da prole durante o desenvolvimento pés-natal. Para isso, nés utilizamos ratas
Wistar prenhas que foram divididas em dois grupos: controle e naringina (100
mg/kg/dia) e suplementadas via gavagem do dia gestacional 15 a 21. Apés o
nascimento a prole foi eutanasiada nos dias pos-natais 1, 7 e 21 e o cerebelo,
hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado foram coletados para as anélises.
Além disso também realizamos a coleta de sangue para perfil bioquimico e
analise do desenvolvimento neuromotor nas duas primeiras semanas de vida da
prole. Nossos resultados mostram que a suplementacdo materna com naringina
levou ao aumento do colesterol total e HDL aos 21 de vida da prole, sem alterar
0S outros parametros metabdlicos. Além disso, também observamos diversas
alteracdes redox de forma regido e sexo-especifica no encéfalo da prole que se
concentraram principalmente no periodo perinatal. No entanto, tais alteracdes
nao persistiram até o desmame, provavelmente pela reducdo da ativacao do
NRF2 que pode ter sido induzida no periodo da suplementacéo. Ja as alteracdes
mitocondriais encontradas no cerebelo demonstraram um carater sexo-
dependente durante o periodo perinatal e persistiram até o desmame. Aos 21
dias de vida, a prole nascida de ratas suplementadas com naringina apresentou
maior funcionalidade mitocondrial, producdo de superéxido e reducdo da
proteina DRP1, indicando reducao da fissdo mitocondrial. Tais alteragdes foram
acompanhadas pelo aumento da expresséo da sirtuina 3 e reducéo da ativacéo
da proteina AKT sem a inducéo de dano oxidativo as proteinas. Nossos achados
indicam que a suplementacdo materna com naringina induziu uma adaptacao
metabdlica no cerebelo da prole, onde ela foi capaz de estimular de forma
persistente a respiragao e metabolismo mitocondrial, levando a uma ativacéo da
sirtuina 3 e uma alteragdo morfologica mitocondrial frente a tal adaptag&o. Assim,
€ importante considerar cuidadosamente o consumo de suplementos contendo
altas doses de polifenois durante a gestacdo, visto que nossos dados
demonstram que eles podem modular a sinaliza¢do, dindmica e funcionalidade
mitocondrial, e consequentemente interferir durante o processo de neurogénese
e neurodesenvolvimento fetal.



Abstract

During the last decades, an increasing body of evidence has been demonstrating
that regular polyphenol consumption may induce several health benefits in both
experimental and clinical studies. Similarly, naringin supplementation is also able
to induce neuroprotection and improve adult neurogenesis in different models of
central nervous system diseases, mainly by reducing oxidative stress and
mitochondrial dysfunction. Such a body of evidence cause a strong impact on the
population’s perception of the consumption of polyphenol-rich supplements,
which consequently leads to high rates of polyphenol supplement consumption,
even among specific groups, such as pregnant women, who have consumption
rates of polyphenol-rich supplements of up to 57%. Not surprisingly, several
experimental and clinical studies have stater to report that high polyphenol intake
during gestation may induce metabolic and functional alterations in the offspring
even during postnatal development. Considering the above information, the main
objective of the present work was to evaluate if maternal naringin
supplementation during the third week of pregnancy could induce redox and
mitochondrial alterations in the offspring’s brain during their postnatal
development. We used pregnant Wistar rats that were divided into two groups:
control and naringin (100 mg/kg/day) and were orally supplemented from
gestational day 15 until gestational day 21. On postnatal days 1, 7, and 21 the
offspring were euthanized, and the cerebellum, hippocampus, prefrontal cortex,
and striatum were dissected. Moreover, we also collected the offspring and
mother’s trunk blood for metabolic profiling and evaluated the physical and
neuromotor offspring’s development during the first two weeks of life. Our results
showed that the maternal naringin supplementation increased the offspring’s total
cholesterol and HDL levels but did not affect the other blood parameters
analyzed. In addition, we also observed several redox alterations in a sex and
region-specific manner in the offspring’s brain, that were mainly found during the
perinatal period. However, such alterations did not persist up to weaning age,
probably because of the reduced NRF2 activation that was once triggered by
naringin during the third week of gestation. On the other hand, the mitochondrial
alterations found in the pups’ cerebellum during the perinatal period were mostly
sex-dependent and persisted up to postnatal day 21, in which they affected both
sexes. At weaning age, the offspring born from supplemented rats showed
increased mitochondrial functionality, superoxide production e reduced DRP1
protein content, suggesting reduced mitochondrial fission. Such alterations were
accompanied by a 2-fold increase in sirtuin 3 protein content, reduced AKT
activation, and no protein oxidative damage. Therefore, our findings suggest that
maternal naringin supplementation induced a metabolic adaptation in the
offspring’s cerebellum probably by persistently stimulating the mitochondrial
respiration and metabolism during the prenatal period. Such a stimulation
consequently led to the sirtuin 3 activation and an alteration in the mitochondrial
morphology to meet the metabolic adaptation. In conclusion, the data highlight
the importance of carefully considering whether high polyphenol supplementation
should be advised or not during gestation since our findings showed that naringin
was capable to modulate the redox and mitochondrial signaling, which may
consequently interfere during fetal neurogenesis and neurodevelopment.
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INTRODUGCAO

As origens desenvolvimentistas da saude e da doengca e 0 consumo
materno de polifenois durante a gestacdo como modulador metabdlico na
prole

As origens desenvolvimentistas da saude e da doenca (DOHabD, do inglés
Developmental Origins of Health and Disease) é uma area de pesquisa que tem
0 objetivo de entender como intervencdes durante os periodos criticos do
desenvolvimento de mamiferos podem programar o metabolismo da prole e
modificar a susceptibilidade de desenvolver doengas cronicas na vida adulta
(SUZUKI, 2018). Tal janela de desenvolvimento critico compreende os primeiros
mil dias de vida de um individuo, compreendendo desde o momento da
concepcao até os dois primeiros anos pés-natal (SUZUKI, 2018). No entanto,
outros trabalhos ja demonstram que o estilo de vida materno e paterno antes da
concepcao bem como outros periodos da vida pés-natal, como a adolescéncia,
também sdo momentos em que intervencdes podem gerar alteracdes a longo
prazo na vida de um individuo (WADHWA et al., 2009; SUZUKI, 2018;
FITZGERALD; HOR; DRAKE, 2020).

Uma das primeiras evidéncias entre adversidades durante o periodo
gestacional e o maior risco de desenvolver doenga cronica na vida adulta foi
encontrada por David Barker e Clive Osmond em 1986 (BARKER; OSMOND,
1986). Nessa época os autores realizaram um estudo longitudinal nos filhos(as)
de mées subnutridas durante a gestacdo devido a escassez de alimentos
durante a segunda guerra mundial, e constataram que tal adversidade materna
estava fortemente relacionada ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares

na vida adulta de seus descendentes (BARKER; OSMOND, 1986). A partir
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dessas e outras evidéncias, 0s mesmos autores também propuseram a hipbtese
do fendtipo poupador, na qual o feto que se desenvolveu em condi¢cbes de
escassez de nutrientes adapta seu metabolismo para ser mais eficiente, também
prevendo um ambiente pds-natal com poucos nutrientes disponiveis (HALES C.
NICHOLAS; BARKER, 2012). No entanto, ap0s o0 nascimento, quando o
individuo é introduzido a uma dieta adequada ou hipercalérica, o metabolismo
programado durante o periodo fetal ndo se desenvolveu para lidar com o
excesso constante de nutrientes, e portanto, leva ao desenvolvimento de
doencas cronicas (SILVEIRA et al., 2007).

Tais evidéncias e conclusbes demonstram também que intervencdes na
dieta materna durante a gestacdo possuem um alto potencial de induzir
distarbios metabdlicos na prole (SILVEIRA et al., 2007). Sendo assim, com o
avango das pesquisas em DOHaD, diversos tipos de alteracdes na dieta
materna, como a restricao caldrica, a restricao proteica, a dieta com alto teor de
acucar e/ou lipidios vém sendo relacionadas com a programacado de diversos
aspectos do metabolismo da prole (VEGA et al., 2016; MANDY; NYIRENDA,
2018; SILVA et al., 2019; STONE et al., 2019). Da mesma forma, o alto consumo
de fitoquimicos, como os polifenois, também vem sendo associado a
programacdo do metabolismo fetal (BARENYS; MASJOSTHUSMANN;
FRITSCHE, 2016).

Um estudo de bastante repercussao sobre o alto consumo de polifenois
durante a gestacéao foi o publicado por ZIELINSKY et al. (2010). Nesse trabalho
os autores demonstraram que o alto consumo de polifenois na dieta materna
durante o terceiro trimestre da gestacdo estava associado a constricao

prematura do ductus arteriosus fetal, o que pode levar a problemas como
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hipertensdo pulmonar e disfuncdo cardiovascular (ZIELINSKY et al., 2010;
ZIELINSKY; BUSATO, 2013; ZIELINSKY; MARTIGNONI; VIAN, 2014). Em
subsequente trabalho com um modelo experimental, os autores ainda
comprovaram que o alto consumo de polifenois foi capaz de inibir a producéo de
oxido nitrico (NO) e aumentar as defesas antioxidantes, levando entdo a
constricdo prematura do ducto por inibir a atividade vasodilatadora do NO
(BUBOLS et al., 2014).

Nos ultimos anos diversos trabalhos experimentais vém explorando os
efeitos transgeracionais do alto consumo de polifenois sobre o metabolismo da
prole, gerando uma grande quantidade de evidéncias (BARENYS;
MASJOSTHUSMANN; FRITSCHE, 2016). No entanto, apesar do grande volume
de dados, concluir se a suplementacdo com polifenois durante a gestacado é
benéfica ou ndo, exige considerar aspectos especificos de cada trabalho como
a dose, o periodo e a frequéncia de administracéo, a via de administracdo, a
formulacdo do composto fendlico, a biodisponibilidade e principalmente a
presenca de alguma condicdo materna ou fetal que pode ser prejudicial ao
desenvolvimento da prole (VISCO et al., 2021b). Em modelos experimentais em
gue a suplementacdo materna ocorre sozinha, sem nenhuma outra condicéo
materna ou fetal, a maioria das publicacbes indicam que ocorre um efeito
prejudicial sobre 0o metabolismo da prole, como @ alteragbes
neurocomportamentais, aumento da inflamacéo no tecido adiposo, defeitos no
transporte de colesterol, aumento do risco aterogénico e resisténcia a insulina e
adiponectina (DEL BAS et al., 2015; AJAREM et al., 2017; CAIMARI et al., 2017;

MEENA et al., 2017; HACHUL et al., 2018a).
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No entanto, como mencionado, a presenca de alguma condi¢do ou doenca
materna que possa afetar o desenvolvimento fetal parece ser um fator de alta
relevancia na modulacdo metabdlica transgeracional induzida pela
suplementac¢do materna com polifenois (DARBY et al., 2019; SILVA et al., 2019;
VISCO et al., 2021b). Durante a gestacdo, o consumo de compostos fendlicos
esta associado a prevencao das alteracfes metabdlicas em modelo de autismo,
obesidade materna, diabetes gestacional e estresse materno (ZOU et al., 2017;
FONTES-DUTRA et al., 2018; DARBY et al., 2019; DECKMANN et al., 2021,
SANTOS-TERRA et al., 2021, 2022). J& durante o periodo perinatal, modelos de
hipoxia-isquemia também indicam que a suplementacdo com polifenois é capaz
de prevenir ou tratar as alteracdes metabdlicas, inflamatérias e neuroquimicas
(QU et al., 2014; MIN et al., 2015; WU; LIU; GUO, 2019; VISCO et al., 2021b).

Mesmo com evidéncias divergentes em relacao a suplementacao dietética
com polifenois durante a gestacdo, é inegavel que o consumo regular de
polifenois estd associado a diversos beneficios a saude em adultos
(KUROWSKA et al., 2000; JUNG et al., 2003; APTEKMANN; CESAR, 2013;
TUTUNCHI et al., 2020). Tais beneficios, que séo facilmente encontrados em
websites e divulgados na midia, impactam a percepcédo da populacdo em relacao
ao consumo de suplementos baseados em produtos naturais e ricos em
polifenois, onde pesquisas reportam que cerca de 60 a 95 % dos entrevistados
declararam ja ter utilizado algum suplemento e acreditam que 0 Seu Uso é seguro
e ndo representa risco a saude, mesmo considerando que tais suplementos
possuem uma dosagem de polifenois cerca de 10 vezes maior do que a

guantidade normalmente consumida pela dieta (KLEPSER et al., 2000; READ et
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al.,, 2002; KIRKPATRICK; PAGE; HAYWARD, 2006; SNYDER et al., 2009;
EKOR, 2014; ALGHADIR; IQBAL; IQBAL, 2022; SYED et al., 2022).

De maneira muito similar, os suplementos ricos em polifenois também s&o
bastante utilizados por grupos mais especificos da populacédo, como gestantes.
Em questionarios aplicados na Australia, Noruega e Reino Unido, entre 36 % e
57,8 % das participantes relataram usar algum tipo de suplemento derivado de
ervas medicinais durante a gestacdo atual (NORDENG; HAVNEN, 2004;
FORSTER et al., 2006; HOLST et al., 2009). Em um estudo de maior alcance
com 9.459 participantes de diversos continentes, a média de consumo de
suplementos ricos em polifenois por gestantes foi de 28,9 %, sendo que na
américa do sul foi de 17,9 %, com o maior indice registrado na Russia de 69 %
(KENNEDY et al., 2013). Na maioria dos casos, o consumo dos suplementos se
iniciava por iniciativa propria ou de familiares e amigos, além de estar
relacionado ao nivel de escolaridade das respondentes (KENNEDY et al., 2013).

Sendo assim, esses dados adicionam ainda mais importancia a
necessidade de se conduzir estudos pré-clinicos para avaliar a seguranca e
eficacia da suplementacdo com polifenois durante a gestacao, lactacdo ou
periodo perinatal (BARENYS; MASJOSTHUSMANN; FRITSCHE, 2016).
Especialmente se considerarmos que a grande maioria dos suplementos
derivados de ervas medicinais ou com polifenois isolados ndo passam por
ensaios pré-clinicos ou clinicos e ainda podem ser adquiridos facilmente sem a
necessidade de uma prescricdo e orientacdo medica e farmacéutica (RAYNOR
et al, 2011; OWENS; BAERGEN; PUCKETT, 2014; BARENYS;

MASJOSTHUSMANN; FRITSCHE, 2016).
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Polifenois e naringina: classificagdo, metabolismo e farmacocinética

Os polifenois sdo metabdlitos secundarios de plantas que possuem acao
protetora contra estressores bi6ticos ou abiéticos, e possuem em sua estrutura
quimica, ao menos um anel aromatico ligado a uma hidroxila (VINSON, 2019).
Além disso, os polifenois sé@o divididos em subclasses que foram elaboradas a
partir das diferencas observadas em sua estrutura quimica, assim, permitindo
agrupar os compostos com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes
(SPENCER, 2010). Dentre tal classificagéo, os flavonoides se destacam como a
subclasse mais extensamente estudada e diversa dos polifenois (SPENCER,
2010).

Assim como os polifenois, os flavonoides possuem uma estrutura quimica
béasica comum entre todos os compostos da classe, que € formada de dois anéis
aromaticos e um anel heterociclico, que séo originados a partir dos precursores
fenilpropanoide e malonil-CoA (Figura 4) (SPENCER, 2010). Apesar da
semelhanca na estrutura quimica bésica, os flavonoides possuem uma
diversidade muito grande, que é originada a partir das modificac6es quimicas
que sdo adicionadas nos anéis da estrutura basica, como glicosilacédo, metilacéo,
e principalmente hidroxilagdo (RENDEIRO; RHODES; SPENCER, 2015). Dessa
forma, € possivel classificar os flavonoides em diferentes subclasses:
antocianidinas, catequinas, flavondis, flavanonas, flavonas e isoflavonas
(MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

Uma vez ingeridos, os flavonoides sdo metabolizados no intestino pelos
enterocitos e microbiota e, depois de absorvidos, ainda sofrem outras
modificagcdes quimicas no figado (MUROTA; NAKAMURA; UEHARA, 2018).

Como grande parte dos flavonoides € encontrada na natureza em sua forma
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glicosilada, a clivagem das moléculas de glicose é um importante passo para
aumentar sua absorcdo (KENNEDY, 2014). Tal reacdo é catalisada por B-
glicosidases intestinais e da microbiota, no entanto, a absorcdo das formas
glicosiladas também ocorre via transportadores, como 0 cotransportador de
sédio e glicose do tipo 1 (MUROTA; NAKAMURA; UEHARA, 2018). Além disso,
a microbiota intestinal € capaz de metabolizar os flavonoides de diversas formas,
como a clivagem dos anéis e oxidacdo-reducdo das hidroxilas presentes na
estrutura quimica (MUROTA; NAKAMURA; UEHARA, 2018). Sendo assim, uma
vez que as formas aglicona e fissionadas sdo absorvidas, as enzimas do
metabolismo de fase Il hepético catalisam a conjugacédo desses metabdlitos,
gerando as formas metiladas, glucoronizadas e sulfonadas (MUROTA;
NAKAMURA; UEHARA, 2018).

Como pode ser observado, a quantidade e complexidade de reacdes
metabdlicas a que os flavonoides sdo submetidos apdés o seu consumo torna
extremamente dificil identificar com exatidao qual o composto, metabdlito, dose
e via de administracao ideal para obter os efeitos benéficos sobre a sinalizacéo
redox (VONG et al.,, 2022). Apesar de tal dificuldade, é incontestavel que o
consumo regular desses compostos esta relacionado a diversos beneficios para
a saude (LUCA et al., 2020). Estudos em humanos mostram uma melhora nos
niveis de colesterol HDL, presséo arterial e aumento das defesas antioxidantes
plasmaticas (KUROWSKA et al., 2000; JUNG et al., 2003; DOW et al., 2012,
TUTUNCHI et al., 2020; NAMKHAH et al., 2021). J& em modelos experimentais,
que buscam elucidar os mecanismos moleculares adjacentes, os trabalhos
demonstram a modulacdo dos niveis de espécies reativas, da atividade das

enzimas antioxidantes e das vias de sinalizacéo relacionadas a regulacéo da
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sinalizacdo redox e metabolismo mitocondrial (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015; CHODARI et al., 2021; VONG et al., 2022). Ainda assim, mesmo que
muitos aspectos relacionados aos mecanismos de acao dos flavonoides ainda
necessitem ser desvendados, duas formas de a¢céo baseadas em efeitos direto
ou indireto sobre o organismo s&o propostas (RENDEIRO; RHODES;
SPENCER, 2015).

Quando inicialmente descobertos, acreditava-se que os beneficios obtidos
pelo consumo de flavonoides eram provenientes de sua capacidade de
neutralizar diretamente as espécies reativas de oxigénio (EROs), prevenindo o
dano as biomoléculas (FORMAN; DAVIES; URSINI, 2014). No entanto, com o
passar do tempo, evidéncias vieram a demonstrar que as concentracées em que
os flavonoides eram encontrados no meio celular eram insuficientes para garantir
a neutralizacdo das EROs e que, ao contrario do que se imaginava, uma vez
oxidados os flavonoides tornam-se agentes pré-oxidantes, capazes de induzir a
sintese de EROs (FORMAN; DAVIES; URSINI, 2014). Sendo assim, atualmente
€ proposto que os efeitos benéficos dos flavonoides sdo induzidos por um
processo de hormese, onde 0os mesmos sao capazes de (1) atuar indiretamente
sobre a sinalizacdo redox, proteinas e vias relacionadas pela producao de
espécies reativas, particularmente o H202, ou entédo (2) modular a atividade de
enzimas ou vias de sinalizacao pela interacdo quimica direta com tais proteinas
(ERLANK et al., 2011; STEVENS; REVEL; MAIER, 2018; MARTEL et al., 2019;
KANNER, 2020). Tais mecanismos explicam, portanto, como mesmo em baixas
concentragdes, os flavonoides ainda modulam diversos processos celulares e
sdo capazes de induzir uma resposta adaptativa do organismo (ERLANK et al.,

2011; STEVENS; REVEL; MAIER, 2018; MARTEL et al., 2019; KANNER, 2020).

19



Apesar de ser uma classe muito diversa de compostos, alguns flavonoides
sao extensivamente estudados devido ao seu maior potencial terapéutico, como
€ 0 caso da naringina, nosso polifenol de interesse (Figura 1) (CHEN et al.,
2016). A naringina € uma flavanona que apresenta duas moléculas de glicose
ligadas em sua estrutura quimica basica e é predominantemente encontrada em
frutas citricas e em ervas medicinais orientais, o que a torna bastante presente
como um componente da dieta no continente asiatico (YUSOF; GHAZALI; KING,
1990). A presenca das moléculas de glicose em sua estrutura, torna a naringina
mais hidrossolivel em comparagdo com a sua forma aglicona, a naringenina,
que é o principal metabdlito originado apos a clivagem das moléculas de glicose

(ALAM et al., 2014).

Y
N
S

Figura 1: Estrutura quimica 2D da naringina (CID 442428). Imagem proveniente
do PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Naringoside).

A desglicosilagdo da naringina para naringenina, que, como discutido
acima, também ¢é catalisada pelas glicosidases intestinais e microbianas,
impacta profundamente a capacidade de absor¢cdo do composto (CHEN et al.,

2016). Em estudo farmacocinético utilizando um regime de trés doses de
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naringina (42 mg/kg) por dia durante oito dias, os autores demonstraram que ela
possui menor meia-vida e concentracdo maxima plasmatica em comparacao
com a naringenina (BAI et al., 2020). Apesar de valores diferentes, 0 mesmo
padrdo € consistente entre machos e fémeas adultos (BAI et al., 2020). No
entanto, é importante ressaltar que, assim como os demais flavonoides, a
naringina sofre ampla metabolizag&o pela microbiota intestinal, sendo que, até o
momento, cerca de 13 metabdlitos de origem microbiana foram reportados e,
dentre esses, a naringenina também aparece como um dos principais,
confirmando, novamente, o papel central que a forma aglicona possui em mediar
os efeitos redox e metabdlicos induzidos pelo consumo da naringina (CHEN et
al., 2018).

O extenso estudo da metabolizagdo e farmacocinética da naringina e
naringenina se da devido ao seu grande potencial terapéutico, demonstrado em
humanos e modelos experimentais (ALAM et al., 2014). Atualmente, um estudo
clinico financiado pelo National Institutes of Health avalia a seguranca de
diferentes doses para suplementa¢do com naringina e naringenina em individuos

adultos (https://clinicaltrials.qov/ct2/show/NCT03582553). Além disso, trabalhos

j& publicados demonstram o beneficio da suplementagdo com ambos
flavonoides em individuos com hipercolesterolemia, esteatose hepética e até
mesmo em casos mais graves de infec¢do por SARS-CoV-2 (COVID-19) (JUNG
et al., 2003; ALBERCA et al., 2020; TUTUNCHI et al., 2020; NAMKHAH et al.,
2021). Ja estudos experimentais, mais focados no sistema nervoso central,
mostram efeito protetor de ambos os compostos em modelos das doencas de
Alzheimer, Parkinson e diversos outros disturbios cognitivos (PRAKASH; SHUR,;

KUMAR, 2013; SACHDEVA; KUHAD; CHOPRA, 2014; AHSAN et al., 2020;
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YANG et al., 2020). Em tais modelos, é possivel observar que o efeito benéfico
da suplementacdo com naringina e naringenina advém principalmente pela
capacidade de modular a sinalizacdo redox, respiragdo e metabolismo
mitocondrial, o que contribui para restaurar a homeostase celular (PRAKASH;
SHUR; KUMAR, 2013; SACHDEVA; KUHAD; CHOPRA, 2014; AHSAN et al.,
2020; YANG et al., 2020). Assim, a suplementagdo com naringina ou naringenina
induz & manutengéo das células neurais existentes, a neurogénese adulta e
restaura a funcdo cognitiva (PRAKASH; SHUR; KUMAR, 2013; SACHDEVA;

KUHAD; CHOPRA, 2014; AHSAN et al., 2020; YANG et al., 2020).

Espécies reativas de oxigénio: de subprodutos téxicos do metabolismo ao
sistema de sinalizagdo redox

Desde o aumento dos niveis de oxigénio (0O2) atmosféricos, ha
aproximadamente 600 milhdes de anos, organismos unicelulares e
multicelulares evoluiram e incorporaram tal elemento quimico em seu
metabolismo, e consequentemente, os produtos gerados a partir do O2 tornaram-
se parte inerente da vida aerdbica no planeta terra (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015). Dentre tais produtos originados a partir da reducao parcial do Oz, as EROs
sdo consideradas as de maior importancia biolégica (HALLIWELL, 2006). As
EROs incluem um grupo de 10 compostos diferentes derivados do Oz, porém,
como orientado por Sies e Jones em diversos trabalhos, as EROs nédo sdo uma
entidade quimica Unica e possuem diferentes caracteristicas fisico-quimicas e
devem, portanto, ser discutidas de forma especifica (SIES; JONES, 2020). Além
disso, € importante ressaltar que outras espeécies reativas, como as de

nitrogénio, cloro e enxofre também ocorrem em organismos unicelulares e
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multicelulares e possuem relevancia biolégica, no entanto, como o titulo sugere,
nosso foco sera nas EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Inicialmente, quando descobertas, acreditava-se que devido a capacidade
das EROs de oxidar biomoléculas e danificar componentes celulares, elas
seriam subprodutos toxicos do metabolismo e respiragdo celular, sendo
relacionadas ao processo de envelhecimento e desenvolvimento de doencas
cronicas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Dessa forma, iniciou-se uma
corrida em busca de alternativas terapéuticas que pudessem eliminar as EROs
com o objetivo de prevenir ou tratar tais doengas (HALLIWELL, 2006). No
entanto, a eliminag&o indiscriminada das EROs demonstrou-se ineficaz como um
método de tratamento, sugerindo que elas poderiam ser algo mais do que
apenas subprodutos téxicos do metabolismo celular (LUSHCHAK, 2014). Assim,
com o avanco de décadas de pesquisa, novas evidéncias foram, aos poucos,
demonstrando que as EROs na verdade possuem funcéo sinalizadora altamente
dindmica, regulando diversas fungdes celulares diferentes, como a secrecéo
hormonal, a diferenciacdo e morte celular (SIES et al., 2022).

A partir dessas evidéncias, houve uma mudancga na forma de entender e
pesquisar os impactos das EROs na funcdo e metabolismo celular, que
passaram a ser estudadas do ponto de vista de uma rede de sinalizagéo (SIES,
2017). Sendo assim, o termo sinalizacdo redox foi elaborado para descrever
essa rede de moléculas sinalizadoras que, como descrito por Sies e Jones,
compartilha caracteristicas de outras vias de sinalizacdo, como a do calcio e as
modificacdes por fosforilagcdo, acetilagdo e metilacdo (SIES; JONES, 2020).
Dentre tais caracteristicas que sado fundamentais para entender a sinalizacao

redox, estdo: (1) A fonte e local de producéo de determinada ERO; (2) Quais sé&o
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as proteinas ou moléculas alvo da ERO; (3) Quais sdo as proteinas que atuam
na eliminacdo da ERO, e (4) como o gradiente de concentracdo da ERO é

controlado por membranas e transportadores (Figura 2) (SIES; JONES, 2020).

4 Meio extracelular

'd

Citosol

-~ [oPx4 “‘*Mitocandria/,/’

Reticulo endoplasmatico

Figura 2: Figura demonstrando a compartimentalizagcdo da producéao,
eliminacao, transporte e principais locais de rea¢édo das principais EROS com
funcdo sinalizadora. Nas caixas estdo representadas estruturas geradoras
(cinza), eliminadoras (verde) e transportadoras (amarelas) das principais EROS
com func¢do sinalizadora. Os circulos laranjas representam as EROS. As linhas
em vermelho indicam eliminacdo da ERO pelas enzimas. As linhas em preto
indicam a geracao, reacgdes e transporte da ERO no ambiente intracelular. AQP:
aguaporinas; GPx: glutationa-peroxidase; NOX: NAPH-oxidase; Prx:
peroxirredoxinas; SOD: superdxido dismutase; STEM: sistema de transporte de
elétrons mitocondrial. Figura adaptada de SIES e JONES (2020). Partes da
figura  foram elaboradas  utiizando o  Servier Medical  Art
(https://smart.servier.com/). Servier e licenciado sob a Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Como mencionado anteriormente, as EROs sdo um grupo formado de
diversos compostos derivados do O2, no entanto, as mais bem descritas e
relevantes em termos de sinalizacdo redox sdo o radical superoxido (O2™), o
peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxil ("OH) (HALLIWELL;

GUTTERIDGE, 2015). Como demonstrado pela formula quimica, o Oz2" e o0 "OH
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sdo radicais livres, pois contém um elétron desemparelhado em sua camada de
valéncia (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Esta diferenciacdo € fundamental
em se tratando da relevancia de cada espécie reativa na sinalizagéo redox, visto
que a reatividade e capacidade de difusdo em membranas sdo caracteristicas
fisico-quimicas diretamente relacionadas a estabilidade da ERO, e séo
extremamente relevantes em determinar o grau de especificidade e alcance das
reacoes em que tal ERO participa no ambiente celular (SIES; JONES, 2020).

O O2™ é gerado a partir da reducéo parcial do Oz que pode ocorrer de forma
ndo catalisada pelo extravasamento de elétrons no sistema de transporte de
elétrons mitocondrial (STEM) ou entdo de forma catalisada por diversas enzimas,
principalmente as NADPH-oxidases (NOXs) (BEDARD; KRAUSE, 2007;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A concentragéo celular do O2", de forma
generalizada, é estimada em torno de 10*! M, e possui baixa capacidade de
difusdo pelas membranas e uma meia vida curta, de aproximadamente 10°
segundos (s), fazendo com que o O2™ atue de forma mais localizada em seu sitio
de producdo, reagindo principalmente com centros ferro-enxofre de
metaloproteinas (CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979; SIES; JONES, 2020). No
entanto, a maior parte do O2" é dismutado a H202 e Oz, reacdo que pode ocorrer
de forma espontanea ou principalmente catalisada pela enzima superoéxido-
dismutase (SOD), prontamente neutralizando o O2" (PARASCANDOLO;
LAUKKANEN, 2019).

Dessa forma, além de evitar o acumulo de altas concentracdes do O2™ e o
consequente dano oxidativo as biomoléculas, a SOD também contribui como a
principal fonte de H202, que é reconhecidamente a principal ERO envolvida na

sinalizacao redox (LUSHCHAK, 2014). Portanto, para garantir que o H20:2 seja
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sintetizado por toda a célula, a SOD possui trés isoformas distribuidas em
diferentes compartimentos subcelulares (PARASCANDOLO; LAUKKANEN,
2019; SIES; JONES, 2020). A SOD1 é encontrada no citoplasma, nucleo e no
espaco intermembranas da mitocondria, e a SOD2 € encontrada na matriz
mitocondrial. J& a SOD3 esta predominantemente localizada na membrana
celular externa (PARASCANDOLO; LAUKKANEN, 2019). Todas as isoformas da
SOD catalisam a seguinte reagao:
202" + 2H* — H202 + O2

Ao contrario do O2", o0 H202 ndo € um radical livre e, portanto, possui
caracteristicas fisico-quimicas que o tornam a ERO com maior potencial
sinalizador (SIES; JONES, 2020). A maior parte do H202 é produzido a partir do
02" gerado pelas NOXs e mitocondrias, que contribuem com 40% e 45% do total,
respectivamente, demonstrando o papel central de tais estruturas na sinalizacao
redox (WONG; BENOIT; BRAND, 2019). O H202 possui uma meia vida de 107
segundos e sua concentragao celular, estimada de forma geral entre 1 e 10 nM,
varia entre os compartimentos celulares e de forma temporal, conforme os
processos que a célula executa, tais como ciclo celular, apoptose, diferenciacéo,
entre outros (CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979; LYUBLINSKAYA; ANTUNES,
2019). Além disso, o H202 possui maior permeabilidade em membranas e pode
ser transportado entre compartimentos celulares pelas aquaporinas 3, 5, 8, 9 e
11 (BIENERT; CHAUMONT, 2014; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Uma vez
sintetizado, o H202 pode exercer sua funcdo sinalizadora por oxidar
grupamentos tidis (SH) em residuos de cisteina em proteinas alvo ou ser

reduzido (Figura 3) (ZEIDA et al., 2019; SIES; JONES, 2020).
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Meio extracelular

Expossoma: /

Dieta
Exercicio

Citosol

Peroxissomo

Oxidagéo de grupos SH de sinalizagdo

Mitocéndria em residuos de cisteina:
alteracédo da conformacéo proteica

- Alteracdo das vias

Resposta antioxidante
Respostainflamatoéria
Adaptacdoao estresse

Figura 3: Figura esquematizando a fungéo sinalizadora do H202 durante os
processos de resposta antioxidante, inflamatoria e adaptacdo ao estresse pela
oxidacao de grupos SH em proteinas alvo. Figura adaptada de SIES e JONES,
(2020). As linhas pretas representam a geracéo e transporte do H202. As linhas
verdes representam ativacdo da proteina alvo, e as linhas laranja tracejadas
indicam que a ativacdo ou inibicdo da proteina alvo é dependente da
concentragdo do H202. AKT: proteina-cinase B. AMPK: proteina-cinase
dependente de cAMP. AQP: aquaporina. H202: peroxido de hidrogénio.
FOXO3a: forkhead box protein class O3a. NRF2: fator nuclear derivado de
eritroide 2. NF-kB: fator nuclear kappa B. Prx: peroxirredoxina. PTEN: fosfatase
homologa a tensina. STEM: sitema de transporte de elétrons mitocondrial. Partes
da figura foram elaboradas utilizando o Servier Medical Art
(https://smart.servier.com/). Servier e licenciado sob a Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Como mencionado, o H202 também pode ser eliminado pela acdo das
peroxidases presentes no sitio de producdo da ERO, como a catalase (CAT), a
glutationa-peroxidase (GPx) e as peroxirredoxinas (Prx) distribuidas por diversos
compartimentos celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A CAT, por
exemplo, & encontrada nos peroxissomos, e catalisa a conversdo do H202
gerado a partir do metabolismo dessas organelas numa reacao dependente de
Fe?*, elemento que faz parte da estrutura do seu sitio ativo (AEBI, 1984; ZEIDA
et al., 2019). A reacgéo catalisada pela CAT € descrita a seguir:

2H202 — 2H20 + O2
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Ao contrario da CAT que esté restrita aos peroxissomos, a GPx e Prx sédo
amplamente encontradas em diversos compartimentos celulares como na
mitocondria, citosol, reticulo endoplasmatico, nacleo e porcdo extracelular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; MBEMBA FUNDU et al.,, 2020). A GPx
possui um residuo de selenocisteina em seu sitio ativo e até o0 momento oito
isoformas foram identificadas (URSINI; MAIORINO, 2013). Além disso, a
conversdo do H202 a H20 requer a oxidacado de duas moléculas de glutationa
reduzida (GSH) para reduzir novamente o residuo de selenocisteina apos a
reacdo, 0 que da origem a glutationa oxidada (GSSG) (URSINI; MAIORINO,
2013). Apesar da GPx possuir alta afinidade pelo H202, ela também pode atuar
na reducéo de diversos outros hidroperdxidos organicos, visto que possui pouca
especificidade (URSINI; MAIORINO, 2013). Dessa forma, a GPx é uma
importante enzima regulando os niveis de H20:2 e, consequentemente, a
sinalizagdo redox (URSINI; MAIORINO, 2013; SIES; JONES, 2020). A reacéo
catalisada pela GPx é descrita a seguir:

H202 + 2GSH — 2H20 + GSSG

Igualmente importantes no controle do estado redox, as Prx possuem 6
isoformas distribuidas de forma semelhante & GPx, e atuam de maneira mais
especifica sobre o H202 (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; PERKINS et al.,
2015). Essa maior especificidade se deve a presenca de um residuo de cisteina
no sitio ativo que contém um S-, tornando a reacdo energeticamente mais
favoravel com o H202 (PERKINS et al., 2015; SIES; JONES, 2020). Uma vez que
a reacdo é completada, a cisteina presente no sitio ativo € reduzida novamente
pela acdo das tiorredoxinas ou sulfirredoxinas (PERKINS et al., 2015). E

importante notar que um aumento na concentracado de H202, mesmo em niveis
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fisioldgicos, é capaz de inibir de forma temporéria a atividade das Prx (WOOD;
POOLE; KARPLUS, 2003). Devido essa inibi¢cdo, foi proposto que as Prx atuam
na sinalizagdo redox de forma mais refinada, mantendo niveis basais de H20z2,
porém, permitindo o acumulo compartimentalizado do mesmo durante a
transducdo do sinal (WOOD; POOLE; KARPLUS, 2003). A reacdo catalisada
pelas Prx é descrita a seguir:
Prx reduzida + H202 — Prx oxidada + 2H20

Apesar de o H202 possuir relativa baixa reatividade, sua produgédo em
compartimentos celulares ou tecidos que possuam altas concentracbes de
metais pode induzir a sintese de *OH devido a reducdo parcial do H20:2
(CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979). O *OH é produzido principalmente em locais
ricos em Fe®* e Cu?* pelas reacGes de Fenton e Haber-Weiss, respectivamente
(HALLIWELL, 2009). Dentre as trés EROs que discutimos, o ‘OH € a que
apresenta a meia-vida mais curta, de 10° segundos, e maior reatividade
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Apesar de sua producao estar geralmente
contida a compartimentos ricos em metais e ndo apresentar capacidade de
difusdo em membranas, o "OH é extremamente danoso, e prontamente reage
com biomoléculas préximas, oxidando carboidratos, lipidios, aminoacidos e
acidos nucleicos (DROGE, 2002). Tais caracteristicas tornam pouco provavel
gue o *OH tenha alguma funcéo sinalizadora, sobretudo considerando-se que
até o0 momento nao se tenha identificado enzima capaz de neutraliza-lo (SIES;
JONES, 2020). Nesse contexto, antioxidantes ndo-enzimaticos, como a GSH,
podem ser capazes de reagir e neutralizar o "OH antes que ele reaja com

biomoléculas mais proximas (ISKUSNYKH; ZAKHAROVA; PATHAK, 2022).
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A GSH é um tripeptideo formado por glutamato, cisteina e glicina, e é
sintetizada no citoplasma pelas enzimas y-glutamilcisteina-ligase e glutationa-
sintetase (ISKUSNYKH; ZAKHAROVA; PATHAK, 2022). Sua concentragéo
celular é estimada entre 0,1 a 10 mM, evidenciando sua importancia na
regulacao do equilibrio e sinalizacédo redox celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015). Dessa forma, a GSH é considerada uma das primeiras defesas da célula
contra uma elevacdo nos niveis de EROs por reagir diretamente com o ‘OH,
porém seu papel de maior relevancia se da, como discutido anteriormente, por
ser utilizada como doador de elétrons em reacBes enziméticas que visam
neutralizar as EROs, como pela GPx (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; SIES;
JONES, 2020). Assim, depois de oxidada a GSSG, a GSH pode ser reduzida
novamente através da acdo da enzima glutationa-redutase (GR), que utiliza
NADPH como forga redutora (URSINI; MAIORINO, 2013). A reagédo catalisada
pela GR é descrita a seguir:

GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP*

Além disso, outra enzima que nao atua diretamente sobre uma ERO
também pode influenciar na regulacdo da homeostase e sinalizacéo redox, como
é o caso da glioxalase-1 (GLO1) (ALLAMAN; BELANGER; MAGISTRETTI,
2015). Esta € uma enzima que faz parte do sistema das glioxalases em conjunto
com a GLO2 e tem como substrato o hemitioacetal, um composto que é formado
pela reacdo espontanea da GSH com o metilglioxal (MG), um subproduto da
glicdlise, que é formado a partir da fragmentacao espontanea do gliceraldeido-
3-fosfato e da dihidroxiacetona (SOUSA SILVA et al., 2013). Estima-se que cerca
de 0,1 a 0,4% do fluxo da via glicolitica seja convertido a MG, no entanto, essa

porcentagem pode ser maior, visto que o MG é altamente reativo com lipidios,
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acidos nucleicos e residuos de lisina e arginina em proteinas, dando origem aos
produtos de glicacdo avancada (AGE, do inglés advanced glycation end-
products), que induzem processo inflamatério e estresse oxidativo através da
interagdo com os receptores de AGE (SKAPARE et al., 2012). Dessa forma, o
sistema das glioxalases atua de duas maneiras: (1) evita o acumulo de MG,
producéo dos AGEs e o consequente aumento supra fisiolégico das EROs; e (2)
restaura a GSH consumida durante a formacdo do hemitioacetal (ALLAMAN;
BELANGER; MAGISTRETTI, 2015). As reacbes do sistema das glioxalases

estdo representadas na figura 4 abaixo.
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Figura 4: Sistema das glioxalases. Imagem embasada em ALLAMAN;
BELANGER e MAGISTRETTI (2015).

Apesar de as enzimas e moléculas redox-ativas endégenas possuirem um
papel central na modulacdo do equilibrio e sinalizacdo redox, outros compostos
exdgenos também sdo comprovadamente capazes de modular os niveis das
EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Esse é o caso dos “antioxidantes da
dieta”, que sdo moléculas capazes de reagir diretamente com algumas EROs,
como, por exemplo, as vitaminas C e E, evitando diretamente a oxidacdo de

biomoléculas (HALLIWELL, 2006). Além disso, outros componentes dietéticos,
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como os polifenois, também séo reconhecidos por sua capacidade de modular a
sinalizacao redox (MARTEL et al., 2019).

Como discutido até aqui, € essencial que os niveis das EROs sejam
rigorosamente controlados de forma espaco-temporal por seus mecanismos de
neutralizacdo, sejam enzimaticos ou ndo, a fim de garantir que ndo ocorra um
aumento exacerbado de oxidantes (Figura 5) (SIES; JONES, 2020). No entanto,
em algumas condic¢des o controle da producéo e eliminagéo é alterado, e a perda
desse equilibrio pode levar ao aumento exacerbado da concentracdo de EROs
e consequentemente ao dano oxidativo em biomoléculas, estado denominado
de distresse oxidativo (SIES, 2015; SIES; BERNDT; JONES, 2017). Esse estado
pode ocorrer de diversas maneiras, como: (1) alteragbes nos niveis de
antioxidantes ndo enziméaticos; (2) alteracdo da atividade, expressdo ou de
compartimentalizacdo das enzimas que atuam sobre as EROs; e (3) pela
producdo excessiva de espécies reativas, podendo ocorrer um dos fatores
mencionados ou até mesmo ambos concomitantemente (SIES, 2015; SIES;
BERNDT; JONES, 2017). Tais alteragbes sdo comumente encontradas em
doencas crbnicas em diferentes tecidos, como nas doencas cardiovasculares,
diabetes, cancer e neurodegenerativas (BEDARD; KRAUSE, 2007;

PARASCANDOLO; LAUKKANEN, 2019).
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Figura 5: Figura demonstrando a inter-relacdo entre as reagdes redox descritas
no texto. CAT: catalase. GSH: glutationa reduzida. GSSG: glutationa oxidada.
GPx: glutationa-peroxidase. H202: peroxido de hidrogénio. O2": radical
superéxido. °"OH: radical hidroxil. Prx: peroxirredoxina. SOD: superoxido-
dismutase.

No entanto, quando a elevacao dos niveis de EROs € induzida por alguma
agente externo e ocorre de forma controlada e moderada, o organismo pode
adaptar-se a esse aumento pela ativacdo de fatores de transcricdo que irdo
induzir sintese das enzimas e moléculas redox ativas (LI; YANG; SUN, 2019).
Esse efeito, denominado hormese, € capaz de aumentar a resisténcia do
organismo a futuros disturbios que possam afetar a homeostase redox,
metabolismo e funcdo celular (CALABRESE et al., 2020b). Diversas
intervencdes estdo relacionadas ao processo de hormese, como 0 exercicio
fisico, a restricdo calorica e o consumo regular de polifenois, que sdo capazes
de conferir uma protecdo e reduzir o risco de desenvolvimento de doencas
cronicas (FRANCO; NAVARRO; MARTINEZ-PINILLA, 2019; GUREEV;
SHAFOROSTOVA; POPQOV, 2019; DAVINELLI et al., 2020). Dessa forma, fica
claro que a sinalizacao redox possui um papel central tanto na satde quanto na
doenga, a tornando assim um alvo promissor para intervengdes, sejam elas

farmacoldgicas ou de estilo de vida, que visem tratar patologias, prevenir

doencas crbnicas e melhorar a satude de um individuo (JONES; SIES, 2015).
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O papel do metabolismo e da sinalizacdo mitocdndria-nicleo em mediar a
biogénese e as adaptacdes morfoléogicas mitocondriais

A mitocéndria € conhecida por ser uma organela central no controle de
processos altamente especializados como, por exemplo, a producdo de
trifosfato de adenosina (ATP, do inglés adenosine triphosphate), o metabolismo
energético, a diferenciacdo celular, a apoptose e a resposta adaptativa a
estressores (HOOD et al., 2018). Tal controle sobre esses processos se da pela
modulacao de vias de sinalizacdo que sao finamente reguladas e integradas com
a sinalizacdo nuclear, eixo denominado de comunicacédo mitocdndria-nucleo ou
mitonuclear (QUIROS; MOTTIS; AUWERX, 2016). A comunicacgio entre essas
duas organelas e as respostas celulares € controlada por vias de sinalizacéo que
respondem principalmente, a variacbes na quantidade de substratos
energéticos, por serem capazes de detectar alteracbes nas razbfes de
monofosfato de adenosina (AMP, do inglés adenosine monophosphate)/ATP e
dos dinucleotideos de nicotinamida-adenina oxidado e reduzido (NAD*/NADH,
do inglés oxidized and reduced nicotinamide adenine dinucleotide,
respectivamente), o que possibilita a correta manutencdo e ajuste do
metabolismo, da morfologia mitocondrial e da producdo de ATP para melhor
atender as necessidades celulares (QUIROS; MOTTIS; AUWERX, 2016).

A producédo de ATP é um processo complexo que envolve diversas etapas
que irdo induzir a formacdo de um gradiente eletroquimico entre o0 espaco
intermembrana e a matriz mitocondrial, que sera utilizado como forga
eletromotriz para sintese das moléculas de ATP (NELSON; COX, 2012).
Inicialmente, as coenzimas NADH e dinucleotideo deflavina-adenina reduzido

(FADH2) captam os elétrons provenientes da oxidagdo dos intermediarios
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metabdlicos do ciclo de Krebs (CK), que também ocorre na matriz mitocondrial
(NELSON; COX, 2012). Em seguida, ambas coenzimas transferem os elétrons
provenientes da oxidagdo dos substratos para as enzimas do sistema de
transporte de elétrons mitocondrial (STEM), que esta localizado na membrana
mitocondrial interna, e é responsavel por catalisar a transferéncia de prétons (H*)
da matriz para o espacgo intermembranas (NELSON; COX, 2012). Este sistema
€ composto por quatro enzimas diferentes que recebem elétrons do NADH ou
FADH:2 (NELSON; COX, 2012).

Os integrantes do STEM sao denominados complexo | a IV, e diferem de
acordo com a sua fonte de elétrons e a quantidade de prétons que sédo capazes
de bombear através da membrana mitocondrial interna (MMI) (NELSON; COX,
2012). O complexo | (NADH-desidrogenase) recebe elétrons do NADH e
transfere quatro H*, e o complexo Il (succinato-desidrogenase) oxida succinato
em fumarato, reduzindo o dinucleotideo deflavina-adenina oxidado (FAD*) em
FADH2 (NELSON; COX, 2012). Apds, ambos os complexos transferem os
elétrons para a ubiquinona, que é reduzida a ubiquinol. Apds, o complexo Ili
(ubiquinona:citocromo c-oxidorredutase) catalisa a transferéncia de elétrons do
ubiquinol para o citocromo ¢ e bombeia quatro H* para o espaco intermembranas
(NELSON; COX, 2012). Por ultimo, o complexo IV (citocromo-oxidase) oxida o
citocromo c e transfere os elétrons para o Oz, que é reduzido a adgua. Nessa
ultima etapa também séo transferido dois H* através da MMI (NELSON; COX,
2012).

Uma vez que o gradiente eletroquimico é formado, o0 espaco
intermembranas encontra-se com alta concentracdo de H* em relacdo a matriz

mitocondrial (NELSON; COX, 2012). A ATP-sintase usa dessa diferenca de
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concentracédo e age como um canal permitindo a passagem dos H* do espaco
intermembranas para matriz, e utiliza da energia liberada pela dispersado do
potencial eletroquimico para catalisar a sintese de ATP a partir de difosfato de
adenosina (ADP, do inglés adenosine diphosphate) e fosfato inorgéanico
(NELSON; COX, 2012). Além disso, outras proteinas e compostos, como as
proteinas desacopladoras (UCP do inglés uncoupling proteins) e os polifenois
sdo capazes de dispersar o gradiente eletroquimico independentemente da
sintese de ATP por serem capazes de oferecer uma rota alternativa de
passagem dos H* através da MMI (STEVENS; REVEL; MAIER, 2018;
NICHOLLS, 2021).

No entanto, apesar da transferéncia de elétrons ser um processo central
para manutencdo dos niveis de ATP celular, € importante notar que este nédo é
uma etapa a prova de falhas (NELSON; COX, 2012). Estima-se que cerca de 80
a 95% do oxigénio captado pela célula seja consumido pela respiracao celular,
no entanto, cerca de 3% desse fluxo acaba sendo extravasado do STEM. Esse
extravasamento ocorre principalmente nos complexos | e lll, onde os elétrons
gue saem do sistema sao rapidamente captados pelo O2 presente na matriz
mitocondrial, resultando na sua reducdo ao radical superéxido mitocondrial
(mO2™) (SIES; JONES, 2020). Como discutido na primeira parte da introducao,
0 mO2~ é prontamente dismutado para H202 pela SOD2, principal isoforma
mitocondrial da SOD (BHASKAR et al., 2020). Em condic¢fes fisioldgicas, o
aumento controlado de ambos mO2" e H202 serve como uma forma de transmitir
sinal e estimular vias adaptativas, no entanto, quando tal aumento é
suprafisiolégico, ocorre o dano a mitocondria e sua consequente disfungéo e

perda do potencial de membrana mitocondrial (A¥m), o que pode culminar em
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diversos processos, como, por exemplo, a reciclagem da organela danificada ou
inducéo de morte celular (JEZEK; COOPER; STRICH, 2018; SIES et al., 2022).
Tanto a resposta adaptativa ou ao dano mitocondrial induzido pelas EROs é
regulada por diversas vias de sinalizacdo celular, que serdo brevemente
discutidas nos proximos paragrafos (QUIROS; MOTTIS; AUWERX, 2016; HOOD
et al., 2018).

Dentre as vias de sinalizacdo e proteinas mais bem estabelecidas que
respondem as varia¢des nos niveis de substratos ou demanda energética estdo
a proteina-cinase dependente de cAMP (AMPK, do inglés adenosine
monophosphate-activated protein kinase) e as sirtuinas (SIRTs) (GARCIA;
SHAW, 2017; SINGH et al., 2018). A AMPK é uma proteina formada por trés
diferentes subunidades que € ativada pela fosforilagdo no residuo de Thrl72 pela
cinase hepéatica B1 (LKB1, do inglés liver kinase B1), que por sua vez responde
ao aumento nos niveis de AMP (STEINBERG; CARLING, 2019). Uma vez
ativada, a AMPK é capaz de induzir uma mudanca no metabolismo celular,
favorecendo o catabolismo dos substratos e reservas energéticas para restaurar
os niveis de ATP (VADLAKONDA et al., 2013). Esse processo € mediado pela
ativacdo da via glicolitica, da B-oxidacdo, catabolismo de aminoacidos e
estimulacdo do CK (ZHANG et al., 2021). Além disso, a AMPK também é capaz
de induzir a biogénese mitocondrial e resposta antioxidante, pois é capaz de
fosforilar e ativar o coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de
peroxissoma gama (PGC-1a, do inglés peroxisome proliferator-activated
receptor-y coactivator-1a), os fatores FOXO (FOXO, do inglés forkhead box class
O) e a SIRT1, que se somam aos processos catabolicos induzidos pela AMPK

(GARCIA; SHAW, 2017).
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Ja as SIRTs atuam de forma semelhante a AMPK, no entanto, respondem
ao aumento da demanda energética ou deplecéo dos substratos energéticos por
serem capazes de detectar um aumento na razdo NAD*/NADH (SINGH et al.,
2018). As SIRTs sao uma grande familia de lisina desacetilases amplamente
distribuidas em diversos compartimentos celulares (SIDOROVA-DARMOS;
SOMMER; EUBANKS, 2018). Até o momento foram identificadas 7 isoformas
diferentes de SIRTSs, sendo que a SIRT1 e SIRT3 s&o as duas com fun¢des mais
bem estabelecidas na literatura (SIDOROVA-DARMOS; SOMMER; EUBANKS,
2018). A SIRT1 foi o primeiro membro da familia descoberta e esta amplamente
distribuida no citosol e nlcleo, onde é capaz de regular diretamente a expressao
génica (MICHISHITA et al., 2005). No citosol, a SIRT1 é capaz de desacetilar e
ativar o fator nuclear derivado de eritréide 2 (NRF2, do inglés nuclear factor
erythroid 2—related factor 2), PGC1a e o fator de transcricdo mitocondrial A
(mtTFA, do inglés mitochondrial transcription factor A), também induzindo o
catabolismo de substratos, a biogénese mitocondrial e a resposta antioxidante
(D’ANGELO et al., 2021). Além disso, a SIRT3, que é principalmente encontrada
nas mitocondrias, é capaz de ativar efeitos mais localizados na organela por
regular a acetilacéo do proteoma mitocondrial, sendo capaz de atuar e estimular
diretamente os complexos do STEM, as acil-CoA desidrogenases de cadeia
longa e muito longa, SOD2, UCP1 e esta relacionada ao processo de fusdo
mitocondrial (SIDOROVA-DARMOS; SOMMER; EUBANKS, 2018).

A AKT é uma das mais bem estudadas proteinas cinase e é conhecida por
conectar diversas vias de sinalizacdo que regulam o metabolismo da glicose,
apoptose e diferenciacdo celular, dessa forma, também influenciando o

metabolismo e morfologia mitocondrial (VADLAKONDA et al., 2013). Diversos
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fatores, como a disponibilidade de substratos energéticos, hormonios e fatores
de crescimento sédo responsaveis por induzir a fosforilacdo da AKT nos residuos
de Thr308 e Ser473 levando a sua méaxima ativacao (WANG et al., 2017). Outro
modo de regulacdo da fosforilacdo da AKT se da pela desacetilacdo de um
residuo de lisina no sitio de fosforilacdo da AKT que € mediada pelas SIRTs
permitindo, assim, a ativacdo da proteina cinase (PILLAI; SUNDARESAN;
GUPTA, 2014). Uma vez ativada, a AKT pode regular indiretamente a
translocacdo do NRF2 via inibicdo da glicogénio-sintase-cinase 3 (GSK3, do
inglés glycogen synthase kinase-36) e outros trabalhos ja vem relacionando a
ativacdo da AKT com o controle da fosforilacdo da dynamin related protein 1
(DRP1), demonstrando seu importante papel na regulacdo do metabolismo e
morfologia mitocondrial (JU et al., 2019; ZENG et al., 2020b; XIE et al., 2022).
Visto que a mitocondria € uma organela altamente responsiva a estimulos
metabdlicos ou estressores, foram desenvolvidos mecanismos que adaptam sua
morfologia para atender as necessidades de cada estado energético e
metabdlico em que a célula se encontra (Figura 6) (WAI; LANGER, 2016). Dessa
forma, a morfologia das mitocdndrias de uma determinada célula esta
intimamente relacionada a sua funcédo, variando de células que demandam maior
ou menor producao de ATP (MILONE; BENARROCH, 2012). Uma vez que uma
nova mitocondria € gerada, ela passa a se integrar na rede de mitocéndrias da
célula, e com isso participa das adaptacdes morfoldgicas pelo processo de
dindmica mitocondrial (YU; WANG; YOON, 2015). Esse processo € mediado por
dois eventos opostos, denominados de fusdo e fissdo mitocondrial que s&o

catalisados por diferentes proteinas que atuam na unido ou no estrangulamento
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e separacao da membrana mitocondrial externa (MME) e da MMI (MISHRA;

CHAN, 2016).
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Figura 6: Representagcdo parcial das vias de sinalizacdo envolvidas na
regulacédo da biogénese mitocondrial e da resposta antioxidante. A cor das setas
determina o efeito da proteina ou molécula: ativa (verde), inibe (vermelho), ou se
o efeito de inibicdo ou ativacdo sobre a proteina alvo é condicionado a
concentragdo da molécula sinalizadora (linha tracejada em roxo). AMP:
monofosfato de adenosina. AMPK: proteina-cinase dependente de cAMP. ATP:
trifosfato de adenosina. AKT: proteina-cinase B. FOXO3a: forkhead box class O
3a. H202: perdxido de hidrogénio. IRS 1/2: substrato do receptor de insulina 1 e
2. LKB1: cinase hepatica B1. mPTP: poro de permeabilidade transitéria
mitocondrial. mMTORC2: complexo 2 da proteina alvo da rapamicina em
mamiferos. NAD*: Dinucleotideo de nicotinamida-adenina oxidado. NADH:
Dinucleotideo de nicotinamida-adenina reduzido. NRF2: Fator nuclear derivado
de eritréide 2. PIP2: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato. PIP3: fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato. PI3K: fosfoinositideo-3-cinase. PGC1a: coativador-1 alfa do receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma gama. PTEN: fosfatase homdéloga a
tensina. SIRT1: sirtuina 1. SIRT3: sirtuina 3. SOD2: superdxido-dismutase 2.
STEM: sistema de transporte de elétrons mitocondrial. UCP1: proteina
desacopladora 1. Partes da figura foram elaboradas utilizando o Servier Medical
Art (https://smart.servier.com/). Servier e licenciado sob a Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

A fissdo mitocondrial, como 0 nome sugere, € 0 processo que catalisa a
separacdo de uma mitocondria em duas, e estd bastante relacionado a um
estado de excesso de nutrientes, como na obesidade e diabetes mellitus, e a
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disfungéo mitocondrial (LIESA; SHIRIHAI, 2013). Tal processo inicia-se com a
marcacdo de um ponto de contato entre o reticulo endoplasmatico e a
mitocondria, onde o primeiro medeia a constricao inicial da forma tubular da
mitocondria (TILOKANI et al.,, 2018). Num segundo momento, as proteinas
adaptadoras fator de fissdo mitocondrial (MFF, do inglés mitocondrial fission
factor) e as proteinas de dindmica mitocondrial 49 e 51 (MiD49 e 51, do inglés
mitochondrial dynamics proteins) atuam como receptores do DRP1 (TILOKANI
et al., 2018). Apds o recrutamento, o DRP1 forma uma estrutura anelar ao redor
da mitocbndria, e sua atividade de GTPase fornece a energia necessaria para
realizar a constricdo do sitio de ligacdo e fissdo da mitocéndria alvo em duas
(TILOKANI et al., 2018). Dessa forma, & possivel retirar da rede mitocondrias
gue estejam disfuncionais e que seréo recicladas pelo processo de mitofagia
(LIESA; SHIRIHAI, 2013).

De forma oposta, a fusdo mitocondrial realiza a unido de duas mitocondrias
adjacentes e ocorre predominantemente em resposta a deplecéo de substratos
energéticos e estresses brandos, visando aumentar a producéo de ATP e reduzir
a mitofagia (WAI; LANGER, 2016). Como a mitocondria possui duas membranas,
s80 necessarios mecanismos que catalisem a fusdo de ambas (TILOKANI et al.,
2018). As GTPases mitofusinas 1 e 2 (MFN1 e MFN2) sdo as principais
responsaveis por realizar a ancoragem e fusdo da MME mediante estimulo
(TILOKANI et al.,, 2018). Uma vez que a MME é fundida, outra GTPase, a
proteina atréfica optica 1 (OPAL, do inglés optic atrophy 1) medeia a fusédo da
MMI de uma forma dependente de cardiolipina, um importante e especifico lipidio
de membrana mitocondrial (TILOKANI et al., 2018). Assim, além de resguardar

as mitocondrias em situacdes de estresse brando e deplecdo de nutrientes, a
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fusdo também possibilita a troca de material genético e outros componentes
mitocondriais entre as organelas (Figura 7) (LIESA; SHIRIHAI, 2013; JEZEK;

COOPER; STRICH, 2018).
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Figura 7: Figura demonstrando a alternancia dos processos de fisséo e fusdo
mitocondriais. Figura adaptada de BOULTON e CAINO (2022). DRP1: dynamin
related protein 1. MFF: fator de fissdo mitocondrial. MiD: proteinas de dindmica
mitocondrial.

Consequentemente, é esperado que defeitos na coordenacdo da
comunicacdo mitonuclear levem a alteracdes tanto no metabolismo quanto na
dindmica mitocondrial e afetem profundamente a célula. Diversos modelos
experimentais de doengas do SNC vém corroborando essa evidéncia,
demonstrando que tais patologias estao relacionadas a alteracdes na sinalizacéao
da AMPK, SIRTs e AKT, que por sua vez estdo fortemente associadas a
disfuncéo mitocondrial, reducdo na producéao de ATP, aumento exacerbado das
EROs e hiperfragmentagdo mitocondrial, levando a morte neuronal e a redugéo
da neurogénese adulta (PRAKASH; SHUR; KUMAR, 2013; VISWANATHA;
SHYLAJA; MOOLEMATH, 2017; AHSAN et al., 2020; SANTOS-TERRA et al.,

2021). Nesse ultimo caso, tais modelos levaram a melhor elucidacdo do papel
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gue a mitocondria e a sinalizagcédo redox desempenham durante a neurogénese
adulta e, recentemente, diversos trabalhos vém demonstrando que ambas
organela e EROs possuem papel central nas adaptacbes metabdlicas que
medeiam o processo de diferenciacdo neuronal também durante a neurogénese
fetal, e que alteragc6es na homeostase mitocondrial e redox podem ter um efeito

devastador durante o neurodesenvolvimento intrauterino (KHACHO et al., 2017).

A sinalizacdo e metabolismo mitocondriais e seu papel durante a
neurogénese fetal

O neurodesenvolvimento, como 0 home sugere, € o processo de formacéo
do SNC que ocorre durante o desenvolvimento fetal e se inicia com a migracao
das células do ectoderma e formacdo do tubo neural por volta dos dias
gestacionais 10 e 11 em ratos (RICE; BARONE, 2000; SEMPLE, 2013). Apesar
de ser um termo que se refere ao desenvolvimento do SNC como um todo, é
importante ressaltar que o neurodesenvolvimento compreende uma gama de
diferentes processos que envolvem a proliferacdo, migracdo, angiogénese,
refinamento sinéptico e diversos outros (REEMST et al., 2016). Além disso, cada
tipo celular que compdem o tecido nervoso possui um momento durante o
processo de neurodesenvolvimento onde ocorre o0 seu pico de proliferacao
(Figura 8) (REEMST et al., 2016). Dessa forma, uma aplicagéo translacional
importante do conhecimento do periodo em que ocorrera o pico de maior
intensidade dos processos que ocorrem durante o neurodesenvolvimento €
permitir a comparagédo do desenvolvimento cerebral entre espécies, como no

caso, entre ratos e humanos, descrito na tabela 1 (SEMPLE, 2013).
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Figura 8: Esquema representando o pico de proliferagao celular de diferentes
células do SNC durante o periodo gestacional e pés-natal em roedores. DG: dia
gestacional; DPN: dia pés-natal. Imagem adaptada de REEMST et al. (2016).
No entanto, como cada regido encefélica possui um padréo especifico em
relacéo ao tipo e quantidade de células neurais, o seu pico de desenvolvimento
também pode ser estimado de forma mais especifica durante o desenvolvimento
fetal e pés-natal (RICE; BARONE, 2000). Por exemplo, no caso das estruturas
encefélicas de interesse deste projeto, como o cerebelo, corpo estriado,
hipocampo e cértex pré-frontal, descritos na tabela 2 (RICE; BARONE, 2000).
Dessa forma, € evidente que cada regido do encéfalo possui uma janela critica
de desenvolvimento diferente das demais, portanto, uma determinada
intervencdo em um momento da gestacdo pode afetar de forma mais intensa
uma das regifes quando compara com as outras justamente por ter um maior
potencial de interferir nos diversos processos sinalizadores e metabdlicos que
governam a intensa proliferacdo e diferenciacdo das células do tecido nervoso

durante o neurodesenvolvimento (RICE; BARONE, 2000; FITZGERALD; HOR;

DRAKE, 2020).
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Tabela 1: Comparacdo do desenvolvimento do SNC de humanos e roedores
utilizando marcos do neurodesenvolvimento. Tabela adaptada de SEMPLE,

2013.
I[dade em Idade em Marco no a
. Referéncia
Humano Roedor desenvolvimento
Estabelecimento
SG 23232 DPN1a3 da barreira (DANEMAN et
. al., 2010)).
hematoencefalica.
Pico da
gliogénese; (KRIEGSTEIN;
SG 36a40 DPN 7 a 10 Aumento da ALVAREZ-
densidade axonal BUYLLA, 2009)).
e dendritica.
Dois a 3 anos de Encéfalo atinge (GIEDD et al.,
idade DPN 20 a 21 cercade 90% do  1999; LENROOT
peso adulto. et al., 2007)

DPN: dia pés-natal; SG: semana gestacional.

Dentre os processos que ocorrem durante o neurodesenvolvimento, a
neurogénese é o que da origem aos novos neurdnios que irdo migrar estabelecer
a citoarquitetura do SNC (BJORNSSON et al., 2015). Inicialmente a
neurogénese era considerada um processo restrito ao desenvolvimento fetal e
perinatal, no entanto, nas Ultimas décadas novas evidéncias demonstraram que
ela ocorre no cérebro adulto, mesmo que restrita a zonas especificas do SNC,
como a zona subventricular dos ventriculos laterais e a zona subgranular do giro
denteado do hipocampo (ALMEIDA; VIEIRA, 2017). A base do processo de
neurogénese sao as células-tronco neurais (NSCs, do inglés neural stem cells)
gue permanecerem quiescentes até o momento em que sdo ativadas por sinais

extra e intracelulares (VISCO et al., 2021a). Uma vez ativadas, as NSC entram

no ciclo celular, onde podem entéo realizar uma divisdo simétrica, dando origem
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a duas NSC ou duas células progenitoras neurais (NPCs, do inglés neural
progenitor cells), ou entéo realizar divisdo assimétrica, gerando uma NSC e uma
NPC (LAZUTKIN; PODGORNY; ENIKOLOPOV, 2019).

Tabela 2: Comparacéo do desenvolvimento de regides especificas do encéfalo

entre roedor (rato) e humano. Tabela adaptada de BAYER et al. (1993), RICE e
BARONE (2000).

Regido encefélica Roedor (rato) Humano

Cértex DG 15 — nascimento SG7-19
Cerebelo DG 11 — DPN 20 SG 4 — nascimento
Hipocampo DG 14 — DPN 20 SG 7 — nascimento
Corpo estriado DG 15 — nascimento SG7-19

DG: dia gestacional; SG: semana gestacional.

A ativacao e diferenciacdo das NSC em células nervosas € um processo
extremamente complexo que envolve a interacdo de diversas vias de
sinalizacdo, e recentemente, evidéncias vém demonstrando que uma
reorganizacdo metabodlica também € necessaria para a completa diferenciacao
em neurdnios (IWATA; VANDERHAEGHEN, 2021; COELHO et al., 2022). De
forma geral, ambas NSCs fetais e adultas sdo altamente dependentes da via
glicolitica como principal fonte de ATP, principalmente em seu estado quiescente
(MARYANOVICH et al.,, 2015; KHACHO; SLACK, 2017). Apesar da maior
dependéncia em relacdo a glicolise, outros trabalhos demonstraram que as
mitocondrias das NSCs quiescentes estdo ativas, mesmo que relativamente
reprimidas em comparacdo com neurbnios completamente diferenciados
(TAKUBO et al., 2013; MARYANOVICH et al., 2015; KHACHO; SLACK, 2017).
Além disso, as NSCs quiescentes fetais apresentam uma predominancia de
mitocdndrias mais fundidas, formando longas redes (KHACHO et al., 2016).

Quando as NSC recebem sinais extracelulares que estimulam a

diferenciacéo, é necessario que ocorra uma reprogramacao metabolica que néo
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ird apenas dar suporte ao processo de neurogénese, mas ird agir também como
indutora e reguladora do mesmo (KHACHO; SLACK, 2018). Durante a divisdo
celular é necessario que ocorra uma fragmentacdo mitocondrial, que ira permitir
o trafego das organelas para as células filhas (IWATA; VANDERHAEGHEN,
2021). Apos a mitose, a célula filha NPC permanece com uma predominéncia de
mitocondrias fragmentadas, porém, também ocorre uma mudanca metabdlica
gradual, onde as NPCs comegam a possuir uma maior ativacédo e dependéncia
da fosforilagéo oxidativa (OXPHQOS, do inglés oxidative phosphorylation) como
principal fonte de ATP (KHACHO et al., 2016; ZHENG et al., 2016; IWATA,;
VANDERHAEGHEN, 2021). Consequentemente, o maior fluxo de elétrons pelo
STEM também ir4 induzir maior producdo de EROs, levando a aumento da
sinalizacado mitonuclear e indugéo da diferenciagdo em neurdnios (KHACHO et
al., 2016; ZHENG et al., 2016; IWATA; VANDERHAEGHEN, 2021). Dessa forma,
uma vez que a NPC complete sua diferenciacdo em um neurdnio maduro, as
mitocdndrias retornam a um estado mais fundido, onde também é observada
uma completa dependéncia da OXPHOS como fonte de ATP (Figura 9)

(KHACHO et al., 2016; ZHENG et al., 2016; IWATA; VANDERHAEGHEN, 2021).
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Figura 9: Figura esquematizando as transicdes metabdlicas, redox e na
morfologia mitocondrial que ocorrem durante o processo de diferenciacdo das
NSCs em neurdnios no decorrer do neurodesenvolvimento fetal. Imagem
adaptada de KHACHO, HARRIS e SLACK (2019). EROs: espécies reativas de
oxigénio. NPC: célula progenitora neural. NSC: célula tronco neural. OXPHOS:
fosforilacdo oxidativa.

OXPHOS
Diferenciagao

Apesar de demonstrarem a forte relagéo que existe entre o metabolismo e
dindmica mitocondrial com a neurogénese, as evidéncias discutidas acima ainda
nao elucidam completamente quais mecanismos ligam uma OXPHOS e
metabolismo mais ativos com a regulacdo da transcricAo génica e a
diferenciagcdo das NSC (IWATA; VANDERHAEGHEN, 2021). Trabalhos mais
recentes vém propondo trés principais mecanismos que podem conectar o
metabolismo mitocondrial e a neurogénese fetal. A maior atividade mitocondrial
requerida pelo processo de diferenciacdo leva (1) ao aumento do fluxo de
metabdlitos pela via glicolitica, B-oxidacdo e CK, os quais possuem metabdlitos
ou enzimas sinalizadoras capazes de induzir a diferenciacdo, como é o caso do

a-cetoglutarato, da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase e da carnitina-
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palmitoil-transferase 1 (KNOBLOCH et al., 2017; YANG et al., 2019; IWATA,
VANDERHAEGHEN, 2021). Além disso, o metabolismo mitocondrial mais ativo
também induz (2) o aumento da razdo NAD*/NADH, e (3) dos niveis de EROs,
que como discutido anteriormente, levam & ativagcdo de diversas vias de
sinalizacédo celular que também estao envolvidas com a neurogénese fetal, como
as mediadas por SIRT1 e NRF2 (MA et al., 2014; FUSCO et al., 2016; KHACHO
et al., 2016; IWATA; VANDERHAEGHEN, 2020; S NARASIMHAN et al., 2020).

Como discutido até o momento, diversas evidéncias demonstram que 0s
polifendis e a naringina podem modular o estado redox e a fisiologia mitocondrial,
e que estes possuem papel central em regular a neurogénese adulta e fetal.
Sendo assim, nossa hipotese principal é de que quando suplementada na dieta
materna durante a gestacéo, a naringina pode ser capaz de causar alteracdes
na sinalizacdo redox e mitocondrial no encéfalo da prole das ratas Wistar
suplementadas, e que tais alteracdes possuem o potencial de alterar a
neurogénese fetal, o que pode induzir modificagdes no neurodesenvolvimento e

comportamentais durante a vida pos-natal.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar se a suplementacdo materna
com naringina durante a terceira semana de prenhez seria capaz de induzir
adaptacdes no perfil metabdlico plasmatico, na sinalizacdo redox e na
funcionalidade e sinalizacdo mitocondrial no cerebelo, hipocampo, cortex pré-
frontal e corpo estriado da prole em ambos os sexos durante o desenvolvimento

pés-natal.

Objetivos Especificos
Avaliar nos filhotes machos e fémeas nascidos de ratas suplementadas
com naringina e de ratas controle os seguintes parametros:

o Realizar a sexagem, contagem e pesagem dos filhotes machos e
fémeas nascidos por ninhada e avaliar o desenvolvimento das
caracteristicas fisicas e neuromotoras durante as duas primeiras
semanas de vida.

Avaliar no plasma da prole e ratas maes:

o Niveis de glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL e ureia nos dias p0s-natais 1, 7 e 21.

Avaliar no cerebelo, hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado da prole
nos dias pés-natais 1, 7 e 21:

o 0 conteudo total de oxidantes e o nivel de mO2;

o 0 conteudo de GSH,;

o atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GLO1;

o amassa e o0 A¥Ym mitocondriais; e
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o 0 imunoconteudo de p-AMPK, AMPK, p-AKT, AKT, SIRT3, SIRT1,

DRP1, MFN1 e mtTFA.
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Abstract: Research has shown the beneficial effects of naringin supplementation to adult rodents,
which can ameliorate oxidative stress in disease models. However, evidence has demonstrated
that polyphenol supplementation induced detrimental effects when consumed during sensitive
periods of development, such as pregnancy. Therefore, we investigated the effect of maternal
naringin supplementation during pregnancy on the offspring’s cerebral redox status. Pregnant Wistar
rats were divided into control and naringin groups and supplemented from gestational day 15 to
gestational day 21. On postnatal days 1, 7, and 21, offspring were euthanized, and the prefrontal
cortex, hippocampus, striatum, and cerebellum dissected. On postnatal day 1, maternal naringin
supplementation positively modulated the pups’ brain redox status. On postnatal day 7, a pro-
oxidative milieu was observed in the offspring’s striatum and cerebellum in a sex-dependent manner,
even though the prefrontal cortex and hippocampus were not negatively affected. Besides, the
alterations observed on postnatal day 7 did not persist up to weaning. Our findings demonstrated
that the effect induced by naringin supplementation in the brain redox status differed according to
the period of development in which naringin was consumed since the beneficial effects usually found
in the adult rodents became detrimental when the supplementation was applied during pregnancy.

Keywords: flavonoids; pregnancy; DOHaD; brain; redox status; antioxidant

1. Introduction

Naringin, which is a glycosylated flavonoid, is commonly found in Chinese herbal
medicines, citrus fruits, and derivative beverages [1]. During the past years, it has been
demonstrated that naringin can promote neuroprotection in experimental models of cogni-
tive dysfunction, such as Parkinson’s disease, epilepsy, and Alzheimer’s disease mainly
by reducing oxidative stress and improving neuronal survival [2-5]. Additionally, though
data from clinical and observational research is still limited, they also show that citrus
fruit extract, grapefruit, and even naringin supplements can reduce total cholesterol, low-
density lipoprotein (LDL), and improve blood pressure [6-9]. Therefore, this whole body
of evidence suggests that flavonoid intake, including naringin, can induce beneficial ef-
fects and promote health in the general population when consumed in the diet or by
flavonoid-based supplements.
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Accordingly, herbal supplements, which contain flavonoids in their composition, are
commonly used and perceived as safe by the general population mainly because they can
be purchased without medical prescription and are derived from natural products, such as
fruits, teas, or herbs [10-13]. Other reports have also demonstrated that the consumption
of polyphenol-rich supplements in specific population groups, such as pregnant women,
ranges from 28.9% to 57.8% in different countries, mostly stimulated by friends, family,
or their own initiative [14-17]. Taken together, this data suggests a misconception by the
general population regarding polyphenol-rich supplements safety, which is a situation
particularly delicate because of two reasons: the polyphenol doses reached by supplemen-
tation are many times higher than what is normally found in the diet, and the second is
the lack of data from studies evaluating the safety of polyphenol supplementation during
pregnancy for the mother and the developing fetus [18,19].

In this context, the Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) field
of study aims to understand how interventions during critical periods of development,
such as pregnancy, might induce alterations in the progeny’s development [20]. In recent
years, an increasing body of evidence from animal studies has been demonstrating that
maternal diet interventions during pregnancy, such as polyphenol supplementation, can
induce postnatal alterations in the offspring’s blood biochemical parameters, antioxidant
status, inflammatory status, and cholesterol transport in different tissues [21-25]. Addi-
tionally, epigallocatechin gallate, a flavonoid commonly found in green tea, was able to
inhibit migration and adhesion of neural progenitor cells in vitro, thereby suggesting that
polyphenols might also interfere during neurodevelopment [26].

Moreover, the impact of maternal high polyphenol intake was also reported in human
studies, though they are still very scarce. ZIELINSKY et al. (2010) found an association
between high maternal intake of polyphenol-rich foods during late pregnancy with alter-
ations in fetal ductus arteriosus flow dynamics, which can potentially impair cardiovascular
health during postnatal development [27]. The authors also demonstrated that the in-
flammatory milieu and the increased nitric oxide content, both necessary for the ductus
development during late pregnancy, were counteracted by the high maternal polyphenol
intake, which altered the correct development and closure of the ductus arteriosus [28,29].
Besides demonstrating that the maternal high polyphenol intake during pregnancy could
modify the redox status in the fetal heart, the authors also showed that the effects induced
by the high polyphenol consumption in the ductus closure dynamics were observed only if
the consumption occurred during the third week of pregnancy. These data suggest that
dietary interventions during such periods of development can induce long-lasting effects
during the progeny’s postnatal life.

Therefore, considering the evidence suggesting that: (1) maternal high polyphenol
intake can modify the redox status in fetal tissues, (2) naringin is a redox-active molecule
able to modulate brain redox status, and (3) interventions during an organ’s critical window
of development can induce persistent alterations, we hypothesized that maternal naringin
supplementation during the third week of pregnancy can modify the offspring’s brain redox
homeostasis during postnatal development. Here, the prefrontal cortex, hippocampus,
striatum, and cerebellum were evaluated at three different postnatal ages up to postnatal
day 21 in both sexes. By these means, we also aimed to assess if the alterations induced by
prenatal naringin exposure could be sex-dependent and if they would persist along with
postnatal development.

2. Materials and Methods
2.1. Ethical Standards

The experimental design and procedures were approved by the local Ethics Com-
mission on Animal Use (CEUA /UFRGS), under protocol number 35332. All experiments
follow the ARRIVE guidelines and were performed in accordance with the National Animal
Rights Regulations (Law 11.794/2008), the American National Institute of Health Guide
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for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH publication No. 80-23, revised 1996),
and the Directive 2010/63/EU.

2.2. Animals

Pregnant Wistar rats (90 days-old) were obtained from the animal facility at Departa-
mento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Basicas da Satide, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS, Brazil. The animal facility was under controlled
light (12:12 h light/dark cycle), temperature (22 &= 1 °C), and humidity conditions (50-60%).
Animals had free access to a 20% (w/w) protein commercial chow and water ad libitum.

2.3. Reagents

Purified naringin was obtained from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
We chose to use purified naringin to evaluate its isolated effect. This flavonoid is commonly
found in citrus fruits that are widely consumed in the human diet, such as lemon, or-
anges, grapefruit, and its derivatives [30,31]. Moreover, purified naringin supplements are
currently available online for purchase.

2.4. Experimental Protocol

The female Wistar rats were mated in a proportion of 1 male to 2 females per cage,
and the pregnancy diagnosis was confirmed by the presence of sperm in the vaginal smear
and it was considered as the gestational day zero [32]. Pregnant rats were randomly
divided into two experimental groups treated by oral gavage: control (equivalent volume
of distilled water) and naringin groups (100 mg/kg/day). This dose was selected based
on studies that have demonstrated modulation of the redox status by naringin in different
brain regions in adult rodents [33,34].

The naringin supplementation occurred during the third week of pregnancy, between
gestational days 15 and 21. Such period was chosen based on reports demonstrating that
the intrauterine development of the brain regions analyzed here predominantly occurs
during the third week of gestation; therefore, the maternal naringin supplementation was
administered during such a critical window of development [35-37]. The delivery date
was considered as postnatal day 0. After delivery, the pups were randomly selected and
culled to maintain litters of eight pups per dam with the same proportion of males and
females. From delivery up to weaning each dam was housed with its own litter.

On postnatal days 1, 7, and 21 the male and female pups were randomly picked
from each control and naringin litter and euthanized by decapitation without anesthesia
to avoid tissue chemical contamination. The prefrontal cortex, hippocampus, striatum,
and cerebellum were dissected and stored at —80 °C. Here we considered the litter as the
experimental unit; therefore, all the analyses were undertaken with samples from pups
obtained from different litters to avoid the litter effect [38]. For each biochemical analysis,
we have used between 6 and 8 pups as the experimental “n”.

2.5. Sample Processing

The brain regions were homogenized (1:10 w/v) in 20 mM sodium phosphate buffer
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), pH 7.4, containing 140 mM KCl (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA), and centrifuged at 750 g for 10 min at 4 °C. The pellet
was discarded, and the supernatant was used for the biochemical analyses.

2.6. Biochemical Analyses
2.6.1. Total Oxidants Level

2/,7'-dichlorofluorescein (DCFH) () oxidation was evaluated fluorometrically in a
96-well plate. Briefly, 50 puL of the diluted sample homogenate was incubated with 200 pL
H,DCF-DA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) at 37 °C for 30 min in a dark room.
DCFH converted from HyDCF-DA, was oxidized further by cellular oxidants, mainly
H,0,, producing DCF, which is a fluorescent compound. DCF fluorescence was detected
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at 488 nm excitation and 525 nm emission. A DCF standard curve from 0.25 to 10 mM was
also used in parallel. Data are expressed as nmol/mg protein [39].

2.6.2. Antioxidant Enzymes Assays

The antioxidant enzyme activities were evaluated as described below. Moreover, the
SOD/GPx ratio was mathematically calculated by dividing the SOD activity by the GPx
activity of the same sample in the following formula: SOD/GPx ratio = (SOD activity /GPx
activity) x 100 [40].

2.6.3. Superoxide Dismutase Activity

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. The reaction medium
consisted of 50 mM glycine buffer (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) pH 10.2 con-
taining 0.01 mM of bovine catalase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), and 0.05 mM
of epinephrine (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) as the reaction starter. Total SOD
activity is 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 [41].

2.6.4. Glutathione Peroxidase Activity

Glutathione peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) activity was evaluated by the decrease of
NADPH (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) concentration at 340 nm. The reaction
medium contained 100 mM potassium phosphate buffer (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA), pH 7.7, 1 mM EDTA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), 2 mM reduced
glutathione (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), 0.15 U/mL glutathione reductase
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), 0.4 mM azide (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA), 0.1 mM NADPH, and 0.5 mM tert-butyl hydroperoxide (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) as enzyme substrate. GPx unit is defined as 1 pmol of NADPH
consumed per minute and the specific activity as units/mg protein [42].

2.6.5. Catalase Activity

Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) activity was evaluated by measuring the reduction of hy-
drogen peroxide at 240 nm in a reaction medium containing 20 mM H;O; (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA), 0.1% Triton X-100 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA),
and 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.0. One CAT unit is defined as 1 pmol of
H;,0; consumed per minute and the specific activity as units/mg protein [43].

2.6.6. Glyoxalase 1 Activity

Glyoxalase 1 (GLOL1, EC 4.4.1.5) activity was measured by following the increase in
the S-D-lactoylglutathione at 240 nm. The reaction medium consisted of 60 mM sodium
phosphate buffer, pH 6.6, with reduced glutathione 0.01 M, and methylglyoxal 0.01 M
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). A GLO1 unit is defined as the amount of
enzyme needed to catalyze the formation of 1 pmol of S-D-lactoylglutathione per minute,
and the specific activity is represented as units/mg protein [44].

2.6.7. Total Reduced Glutathione Content

First, high molecular weight proteins in the tissue homogenate were precipitated with
meta-phosphoric acid (1:1, v/v, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), and centrifuged
at 5000x g for 10 min at 25 °C. Reduced glutathione (GSH) present in the supernatant
reacted 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). A 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 [45].
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2.6.8. Protein Determination

The total protein content of the samples was measured according to LOWRY et al.
(1951) modified by PETERSON et al. (1977) and adapted to 96 well plates using bovine
serum albumin as the standard [46,47]. Briefly, the samples were diluted in ultra-pure
water in a proportion of 1/20 and then incubated with Lowry solution for 10 min under
constant agitation of 30 g and temperature of 25 °C. Following the 10 min incubation, the
0.08 M folin solution (Dinamica, Indaiatuba, Sao Paulo, Brazil). was added and the samples
incubated for 30 min under constant agitation of 30 g and temperature of 25 °C in a dark
room. The samples were read at 750 nm wavelength and the protein content was expressed
as mg/mL.

2.7. Statistical Analysis

The analysis was performed by the IBM SPSS 22.0 program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
The data were tested for normality and the outliers exceeding 42 standard deviations were
excluded when necessary. All data were analyzed by the two-way analysis of variance
(ANOVA) with maternal naringin supplementation (*) and the offspring’s sex (#) as the two
main independent factors. The ANOVA tests were followed by Sidak’s multiple comparison
test when interactions were statistically significant. All data are expressed as mean =+ standard
error of the mean (S.E.M.) and considered statistically significant when p < 0.05. All the
descriptive statistical results are available within the Supplementary Materials in Tables S1-54.

3. Results
3.1. Naringin Supplementation during the Third Week of Pregnancy Positively Modulate the
Males’ Prefrontal Cortex Redox Status on Postnatal Day 7

On postnatal day 1, maternal naringin supplementation during pregnancy induced
alterations in the offspring’s prefrontal cortex redox status. As demonstrated in Figure 1d,
both male and female pups born to naringin-supplemented dams showed increased GPx ac-
tivity (supplementation effect, p = 0.024), even though no other supplementation-associated
alterations were observed. Interestingly, our results also demonstrated sex-related differ-
ences suggesting that males had increased oxidative status than females since they showed
higher total oxidants level (sex effect, p < 0.001), GPx (sex effect, p = 0.003), and GLO1 (sex
effect, p = 0.048) activities (Figure 1a,d.f, respectively). Meanwhile, females had a higher
SOD/GPx ratio (sex effect, p = 0.029) in the prefrontal cortex on postnatal day 1 (Figure 5a).

Moreover, when analyzing the offspring’s prefrontal cortex redox status on postnatal
day 7, there were observed sex-specific alterations induced by maternal naringin sup-
plementation. At this age, both male and female offspring born to supplemented dams
had increased GSH content (supplementation effect, p = 0.012) in the prefrontal cortex
(Figure 1b); however, an interaction between sex and supplementation was observed in
the SOD (interaction, p = 0.002) and GPx (interaction, p = 0.008) activities, demonstrating
that male pups born to naringin supplemented rats had increased activities compared
to males born to control dams (Figure 1c,d, respectively). Moreover, the naringin males
showed higher SOD (interaction, p = 0.002) and GPx (interaction, p = 0.008) activities when
compared to the naringin females. The above supplementation-related alterations were
accompanied by sex differences in the prefrontal cortex’s redox status in which females had
higher SOD (interaction, p = 0.002) and GLO1 (interaction, p = 0.026) activities (Figure 1cf,
respectively), and SOD/GPx ratio (sex effect, p = 0.038) (Figure 5a) when compared to
males, while males displayed increased oxidants content (sex effect, p < 0.001) CAT activity
(sex effect, p = 0.038) when compared to females (Figure 1e).
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Figure 1. Effects of maternal naringin supplementation during the third week of gestation on the (a) dichlorofluorescein
oxidation, (b) reduced glutathione content, (c) superoxide dismutase activity, (d) glutathione-peroxidase activity, (e) catalase
activity, and (f) glyoxalase 1 activity in the offspring’s prefrontal cortex on postnatal days 1, 7, and 21. Results are expressed
as mean =+ S.E.M. Control female # = 8, naringin female 1 = 8, control male n = 8, naringin male n = 6. * p < 0.05; ** p < 0.01;
#p <0.05; ## p < 0.01, ### p < 0.001 (two-way ANOVA). Asterisks represent the main supplementation effect, and the hashes
on bars represent the main sex effect. The asterisks on bars (single bracket) represent the significant comparisons by Sidak’s
post-hoc test when interactions occurred.
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Interestingly, on postnatal day 21, the total number of supplementation-associated
alterations reduced, and no interaction between sex and supplementation was observed.
With exception of the SOD/GPx ratio (supplementation effect, p = 0.022) (Figure 5a), which
was increased in the prefrontal cortex of pups born to naringin-supplemented dams, no
other supplementation-related alteration was observed in the redox parameters evaluated
in our study (Figure 1). In addition, sex-related differences were found in the SOD (sex
effect, p = 0.011) and GPx (sex effect, p = 0.009) activities, which were higher in female than
in male pups in the prefrontal cortex on postnatal day 21 (Figure 1c,d, respectively).

3.2. Maternal Naringin Supplementation during Pregnancy Triggers Sex-Independent Redox
Alterations in the Offspring’s Hippocampus

In the hippocampus, maternal naringin supplementation during pregnancy induced
alterations in both male and female pups on postnatal day 1. Here, the offspring born to
supplemented dams showed reduced GSH content (supplementation effect, p = 0.001),
which was accompanied by increased GPx activity (supplementation effect, p = 0.003), in
the hippocampus (Figure 2b,d, respectively), though no other supplementation-associated
alteration was observed in the redox status at this postnatal age (Figure 2). In addition,
sex-related differences in which males showed higher oxidants (sex effect, p = 0.006), GSH
content (sex effect, p = 0.002), SOD (sex effect, p = 0.014), and GPx (sex effect, p < 0.001)
activities compared to females were also observed in the offspring’s hippocampus on
postnatal day 1 (Figure 2a—d, respectively).

Similarly, the alterations elicited by maternal naringin supplementation in the hip-
pocampus’ redox status on postnatal day 1 also persisted on postnatal day 7, as shown in
Figure 2. The GSH content (supplementation effect, p = 0.002) remained reduced while
the GPx activity (supplementation effect, p = 0.026) was still increased on postnatal day 7
(Figure 2b,d, respectively), in addition to other supplementation-related effects that were
observed in the GLO1 activity (supplementation effect, p < 0.001), which increased ( m),
and in the SOD/GPx ratio (supplementation effect, p = 0.013), which reduced in the off-
spring born to supplemented rats (Figure 5b). The above alterations were accompanied by
sex-related differences in the total oxidants (sex effect, p < 0.001) and GPx activity (sex effect,
p < 0.001), that were higher in females (Figure 2a,d, respectively), and in the SOD/Gpx
ratio (sex effect, p = 0.005), which was higher in male pups (Figure 5b).

Although on postnatal day 7 the pups” hippocampal redox status was highly affected by
maternal naringin supplementation, most of these alterations did not persist up to postnatal
day 21. While the previous alterations found in the GSH content, GPx activity (Figure 2b,d,
respectively) and in the SOD/GPx ratio (Figure 5b) did not show any significant difference
on postnatal day 21, the GLO1 activity (supplementation effect, p = 0.039) reduced in the
offspring born to naringin-supplemented dams, which contrasts from the increased GLO1
activity previously detected on postnatal day 7 (Figure 2f). Besides, sex-related differences
were observed on postnatal day 21 in which males had higher oxidants level (sex effect,
p = 0.045), GSH content (sex effect, p = 0.006), and CAT activity (sex effect, p = 0.037) in the
hippocampus when compared to the female pups (Figure 2a,b,e, respectively).
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Figure 2. Effects of maternal naringin supplementation during the third week of gestation on the (a) dichlorofluorescein
oxidation, (b) reduced glutathione content, (c) superoxide dismutase activity, (d) glutathione-peroxidase activity, (e) catalase
activity, and (f) glyoxalase 1 activity in the offspring’s hippocampus on postnatal days 1, 7, and 21. Results are expressed as
mean + S.E.M. Control female # = 8, naringin female # = 8, control male n = 8, naringin male n = 6. * p < 0.05; ** p < 0.01;
***p <0.001; # p < 0.05; ## p < 0.01; #H# p < 0.001 (two-way ANOVA). Asterisks represent a main supplementation effect, and
the hashes on bars represent a main sex effect. The asterisks on bars (single bracket) represent the significant comparisons
by Sidak’s post-hoc test when interactions occurred.
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3.3. Naringin Supplementation during Pregnancy Induces a Pro-Oxidative Shift in the Male
Offspring’s Striatum on Postnatal Day 7

On postnatal day 1, the offspring born to naringin supplemented rats showed reduced
total oxidants content (supplementation effect, p < 0.001) in the striatum (Figure 3a), even
though no other supplementation-related alterations in the redox status were found at
this postnatal age (Figure 3). Such alteration was also accompanied by a sex-associated
difference in which females demonstrated higher oxidants content compared to males (sex
effect, p = 0.007) also on postnatal day 1 (Figure 3a).
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Figure 3. Effects of maternal naringin supplementation during the third week of gestation on the (a) dichlorofluorescein
oxidation, (b) reduced glutathione content, (c) superoxide dismutase activity, (d) glutathione-peroxidase activity, (e) catalase
activity, and (f) glyoxalase 1 activity in the offspring’s striatum on postnatal day 1, 7 and 21. Results are expressed as
mean + S.E.M. Control female # = 8, naringin female # = 8, control male n = 8, naringin male n = 6. * p < 0.05; ** p < 0.01;
## p < 0.01; #H# p < 0.001 (two-way ANOVA). Asterisks represent a main supplementation effect, and the hashes on bars
represent a main sex effect. The asterisks on bars (single bracket) represent the significant comparisons by Sidak’s post-hoc
test when interactions occurred.
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Moreover, on postnatal day 7, our results showed that maternal naringin supple-
mentation during pregnancy affected the pups’ redox status in a sex-specific manner in
the striatum. An interaction between supplementation and sex was observed in the total
oxidants content (interaction, p = 0.008) in which naringin male pups showed increased
oxidants level compared to control males, even though the same effects were not observed
in the female pups’ striatum (Figure 3a). Additionally, the naringin male pups had higher
oxidants content when compared to the naringin female pups (interaction, p = 0.008).
Similarly, the GLO1 and CAT activities also showed interactions between supplementa-
tion and sex (interaction, p = 0.020; p = 0.049; respectively), in which male pups born to
naringin-supplemented rats had increased GLO1 activity compared to control males and
naringin females (Figure 3f), and females born to supplemented dams showed decreased
CAT activity compared to control female pups (Figure 3e).

In addition to the interactions between supplementation and sex detected on postnatal
day 7, we also observed other supplementation and sex-related effects in the offspring’s
striatum at this postnatal age. As shown in Figure 3d and 5, the maternal naringin supple-
mentation during pregnancy also induced an increase in the GPx activity (supplementation
effect, p = 0.003), which probably led to a reduction in the SOD/GPx ratio (supplementation
effect, p = 0.001) in both male and female pups (Figure 5c). Moreover, a sex-associated
difference was observed in which males showed higher SOD activity (sex effect, p = 0.002)
compared to the female pups (Figure 3c).

Despite naringin supplementation induced several alterations in the redox status in
the offspring’s striatum on postnatal day 7, this same pattern was not observed on postnatal
day 21, since the only effect elicited by the maternal supplementation was the reduction in
the GSH content (supplementation effect, p = 0.042), as shown in Figure 3b. Besides, no
sex-related differences were observed between male and female pups on postnatal day 21.

3.4. Maternal Naringin Supplementation during the Third Week of Pregnancy Induces a
Pro-Oxidative Milieu in the Female Pups’ Cerebellum on Postnatal Day 7

As demonstrated by our findings, the maternal naringin supplementation during
pregnancy did not induce alterations in the offspring’s cerebellum redox status on postnatal
day 1, as shown in Figure 4. However, sex-related differences were observed at this
postnatal age, in which males showed higher GSH levels (sex effect, p = 0.003), GPx (sex
effect, p = 0.004), and CAT (sex effect, p < 0.001) activities (Figure 4b,d e, respectively), while
females displayed higher SOD (sex effect, p < 0.001) activity (Figure 4c) and SOD/GPx
ratio (sex effect, p < 0.001) in the cerebellum (Figure 5c).

On postnatal day 7, in contrast to the findings observed on postnatal day 1, the
offspring were affected by maternal naringin supplementation, though the effect occurred
in a sex-specific manner. Both female and male pups born to naringin supplemented rats
demonstrated increased SOD (supplementation effect, p = 0.001), GPx (supplementation
effect, p = 0.012), and GLO1 (supplementation effect, p = 0.015) activities (Figure 4c,d f,
respectively) in the cerebellum one week after birth, and such enzymatic alterations were
accompanied by a significant interaction between supplementation and sex in the total
oxidants level (interaction, p = 0.021). This effect showed that naringin females had
increased oxidants compared to the control female pups, but naringin males did not show
any alteration regarding the same variable (Figure 4a). Moreover, the naringin females
displayed higher oxidants when compared to the naringin males (interaction, p = 0.021).

Moreover, such interaction also demonstrated that the control females had higher
oxidants content in the cerebellum when compared to the control males on postnatal day 7
(Figure 4a). This difference was followed by other sex-related effects in which females
showed higher GSH content (sex effect, p = 0.002), SOD activity (sex effect, p < 0.001)
(Figure 4b,c, respectively), and SOD/GPx ratio (sex effect, p < 0.001) (Figure 5c), while
males showed a higher GPx activity (sex effect, p < 0.001), demonstrating that on postnatal
day 7 the female offspring possessed a higher oxidative status than males of the same
age (Figure 4d).
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Figure 4. Effects of maternal naringin supplementation during the third week of gestation on the (a) dichlorofluorescein
oxidation, (b) reduced glutathione content, (c) superoxide dismutase activity, (d) glutathione-peroxidase activity, (e) catalase
activity, and (f) glyoxalase 1 activity in the offspring’s cerebellum on postnatal days 1, 7, and 21. Results are expressed as
mean + S.E.M. Control female # = 8, naringin female n = 8, control male #n = 8, naringin male n = 6. * p < 0.05; *** p < 0.001
#p <0.05; ## p < 0.01; ##H# p < 0.001 (two-way ANOVA). Asterisks represent a main supplementation effect, and the hashes
on bars represent a main sex effect. The asterisks on bars (single bracket) represent the significant comparisons by Sidak’s
post-hoc test when interactions occurred.
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Figure 5. Effects of maternal naringin supplementation during the third week of gestation on the SOD/GPx ratio in the
offspring’s (a) prefrontal cortex, (b) hippocampus, (c) striatum, and (d) cerebellum on postnatal days 1, 7, and 21. Results are
expressed as mean £ S.E.M. Control female 1 = 8, naringin female n = 8, control male n = 8, naringin male n = 6. * p < 0.05;
***p <0.001#p <0.05; ## p < 0.01; #H# p < 0.001 (two-way ANOVA). Asterisks represent a main supplementation effect, and
the hashes on bars represent a main sex effect. The asterisks on bars (single bracket) represent the significant comparisons

by Sidak’s post-hoc test when interactions occurred.

Additionally, the redox alterations induced by maternal naringin supplementation in
the female’s cerebellum on postnatal day 7 did not persist up to postnatal day 21, since
we did not observe any supplementation-associated effect at this age, as demonstrated
in Figure 4. In contrast, the male pups showed two significant interactions between sup-
plementation and sex in the SOD (interaction, p = 0.035) and GLO1 (interaction, p = 0.031)
activities on postnatal day 21, in which male pups born to naringin-supplemented rats
showed decreased activities of both enzymes when compared to the control males of the
same postnatal age (Figure 4c,f, respectively).

Lastly, the sex-related differences found in the offspring’s cerebellum on postnatal
day 21 showed that the male pups, differently from postnatal day 7, have increased redox
status than the female pups from the same postnatal age (Figure 4). Here, males showed
higher total oxidants level (sex effect, p = 0.022), GSH content (sex effect, p = 0.004), GPx (sex
effect, p = 0.006), and GLO1 (interaction, p = 0.031) activities (Figure 4a,b,df, respectively),
while the female pups had higher SOD/GPx ratio (sex effect, p = 0.006) at this postnatal
age (Figure 5¢).

4. Discussion

Although polyphenols can induce beneficial effects when supplemented to adult
rodents, recent evidence has been demonstrating that polyphenol supplementation can
induce detrimental effects if consumed during sensitive periods of development, such as
pregnancy, which can affect the fetal intrauterine development and lead to physiological
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alterations during the postnatal life [21,48-50]. Therefore, since naringin is a polyphenol
able to modulate the redox status, we hypothesized that maternal naringin supplementation
during the third week of pregnancy can induce alterations in the offspring’s brain redox
status during postnatal life.

Considering the total number of alterations found in our model of maternal naringin
supplementation, we notice that they are not proportionally distributed among the brain
regions and the postnatal ages evaluated here. Such observation demonstrates that the
effects induced by maternal naringin supplementation during the third week of pregnancy
are still active during offspring’s postnatal development, mainly on postnatal day 7. How-
ever, most of the redox alterations observed in the younger pups did not persist up to
postnatal day 21, which suggests that they are transitory and did not persist along with the
offspring’s brain development. Similarly, AUGUST et al. (2018) also observed the same
pattern in which maternal supplementation with naringenin, the aglycone form of naringin,
did not induce alterations in the offspring’s brain redox status on postnatal day 21, even
though only male pups were evaluated [51].

Moreover, on postnatal day 1, the maternal naringin supplementation during the third
week of pregnancy induced a positive modulation in the offspring’s brain redox status that
occurred in a region-specific manner. As shown in Table 1, the reduced total oxidants con-
tent in the pups’ striatum was not accompanied by alterations in the antioxidant enzymes
activity and GSH level, even though the hippocampus and the prefrontal cortex showed
the opposite pattern: alterations in the GPx and GSH, and no changes in the oxidants
level with 1 week of maternal naringin supplementation. The total oxidants content is
commonly assessed by the DCFH, and together with the antioxidant enzymes activity and
GSH levels, they can demonstrate the redox status of a cell or tissue, thereby suggesting
that in our model, with exception of the cerebellum, the maternal naringin supplemen-
tation triggered an antioxidant milieu in the pup’s brain regions on postnatal day 1 [52].
Accordingly, evidence elsewhere has also demonstrated that naringin supplementation can
positively modulate the redox status in adult rat’s brains, improving antioxidants defenses
and reducing the oxidants content, though it occurred with more than one week of naringin
intake [34,53,54].

Table 1. Summary of the alterations induced by maternal naringin supplementation during the third week of gestation in

the offspring’s brain redox status during postnatal development.

Prefrontal Cortex Hippocampus Striatum Cerebellum
Female Male Female Male Female Male Female Male
Postnatal 1 GPx 1T GPx J} GSH content | GSH content ’ T otal N T otal
day 1 activit activi + GPx activi + GPx activit oxidants oxidants
y y ty ty y content content
4 Total 1 Total
. oxidants
1 GSH J GSH content | GSH content oxidants content 1 SOD
content 1 GPx activity 1 GPx activity 1 GPx activity content + 50D activity
Postnatal J} GSH 1 SOD 1 GLO1 1T GLO1 J CAT activity T GPx activity activi 1T GPx
day 7 content activity activity activity 1 SOD/GPx 1T GLO1 N GPE(Y activity
1T GPx 1 SOD/GPx 1} SOD/GPx ratio activity activit 1T GLO1
activity ratio ratio 1 SOD/GPx 4 GLO}i activity
ratio activity
1 SOD
Postnatal | SOD/GPx 1 SOD/GPx 1 GLO1 J GLO1 activity
day 21 ratio ratio activity activity +GSH content | GSH content 1 GLO1
activity

J: means the given parameter was significantly lower in the naringin pups compared to the control pups, 1: means the given parameter

was significantly higher in the naringin pups compared to the control pups.

Interestingly, even though naringin supplementation during pregnancy induced an an-
tioxidant effect in the pup’s brain on postnatal day 1, such alteration did not predominantly
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occur on postnatal day 7. In the cerebellum and striatum, naringin positively regulated
most of the antioxidant enzymes in the male and female offspring; however, both brain
regions also displayed a sex-dependent pro-oxidant effect demonstrated by the higher
oxidants content. Such increase is in contrast with most published data demonstrating
that naringin promotes neuroprotection by reducing oxidants and increasing antioxidant
defenses when supplemented to adult rats submitted to different models of cognitive dys-
function [33,55-59]. However, it is also important to consider that in our model naringin
alone increased the total oxidants content, a pro-oxidative property of flavonoids that
was already demonstrated in vitro in a dose-dependent manner [60,61]. Thereby, such
prooxidative milieu may have induced the increase in the antioxidant enzyme activities
as a compensatory mechanism in the females’ cerebellum and the males’ striatum, which
suggests that regarding these brain regions, female and male offspring were negatively
affected by naringin consumption during gestation [62].

Additionally, even though naringin induced a prooxidative effect in the pups’ cere-
bellum and striatum, such alterations were not observed in the prefrontal cortex and
hippocampus on postnatal 7 since these brain regions exhibited a positive modulation
of the redox status. As shown in Table 1, maternal naringin supplementation reduced
the GSH content in the offspring’s prefrontal cortex in both sexes, but the male pups also
displayed higher SOD and GPx activities, which has been demonstrated in adult male
rats’ cerebral cortex in a dose-dependent manner [54]. Similarly, the pups” hippocampal
antioxidant enzymes were positively modulated while the GSH content was reduced on
postnatal day 7. The GSH is the main non-enzymatic antioxidant in the cells that can
directly react with reactive species or participate in enzymatic pathways, which suggests
that such lower GSH levels might have occurred due to the positive regulation exerted
by naringin in the GPx and GLO1 activities in the hippocampus from naringin-exposed
pups [42,45,63].

Moreover, further analyses of the brain redox status on postnatal day 21 demonstrated
that the naringin-induced alterations observed on postnatal day 7 were transient and did
not persist up to weaning. Even though most of the brain regions displayed negative
modulations of the GSH, GLO1, and SOD/GPx ratio in both sexes, the cerebellum showed
sex-dependent effects in which only males had lower SOD and GLO1 activities. Such
alterations observed on postnatal day 21 demonstrate that naringin negatively modulated
such parameters, which contrasts with data showing that naringenin supplementation
to pregnant rats during gestation did not induce redox alterations in the male pups’
cerebellum and hypothalamus, though the naringenin dose used was 50 mg/kg/day [51].

Despite the alterations observed in our model, the underlying mechanisms by which
naringin or flavonoid supplementation during pregnancy can modify fetal redox home-
ostasis remain largely unknown. It is well established that the redox signaling is essential
during neurodevelopment since the transition from neural stem cells (NSC) to a neu-
ron involves a metabolic shift from a glycolytic to a more oxidative based metabolism,
which consequently increases the amount of mitochondrial-derived reactive oxygen species
(ROS) [64,65]. Moreover, other sources of ROS, such as the NADPH-oxidase enzyme family,
have also been proposed to play particularly important roles in inducing the neurogenic
process [66-68]. Consequently, such an increase in the ROS induces the activation of several
signaling cascades involved in the commitment of the NSC and its differentiation into a
fully grown neuron [68-71].

Although the transient increase in ROS is essential to induce the commitment of the
NSC, such a process needs to be tightly regulated to maintain a physiological and tolerable
intracellular level of reactive species [72]. On one hand, persistent and particularly high
amounts of ROS, which exceed a physiologically acceptable range, can induce oxidative
stress, hinder axonal growth, and impair neurodevelopment, while on the other hand, low
ROS amounts have been linked to the maintenance of the quiescent state of the NSC, which
reduces its differentiation into neurons [67,73,74].
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In addjition, the neurogenesis in the developing rat brain can also be affected by al-
terations in the neuronal redox status. Both the deletion of the PR domain containing 16
(PRDM16) and the mitochondrial uncoupling protein 2 (UCP) in knockout mice during
embryonic development strongly increased ROS levels, which were associated with abnor-
mal cortical lawyer thickness and development [75,76]. Other cortical and hippocampal
neurodevelopmental alterations related to increased ROS content have also been reported
by a similar study during embryonic and adult life, which resulted in abnormal motor
behavior along with memory and learning defects [77]. However, the abnormal decrease
in the ROS levels during brain development has also been associated with histopatholog-
ical abnormalities in the neonatal rat’s cerebellum, which were accompanied by altered
motor behavior [78]. Such findings demonstrate the important role that ROS plays as
signaling molecules mediating the developing brain neurogenesis. More importantly, they
also suggest that in healthy animals, neither a positive nor a negative modulation of the
brain’s redox status is beneficial to neurodevelopment, since both high and low amounts
of reactive species have been shown to alter neurogenesis and induce anatomical and
behavioral defects.

Since flavonoids are redox active molecules, they possess a scavenger activity and
can directly react with ROS, as well as modulate cell signaling pathways that regulate
the expression of several cellular components of the redox network [79-81]. It has been
demonstrated that flavonoids and their metabolites have already been detected in the breast
milk, amniotic fluid, and rat fetuses, suggesting they can cross the placental barrier and
exert their redox regulation directly in the fetal tissues, and consequently modulating the
fetal redox status, which can possibly interfere during normal neurodevelopment [82-84].
Moreover, maternal resveratrol supplementation has been shown to modify the methylation
levels of the factor nuclear kappa 3 (NF-«f3) promoter region and the gene expression
of the peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (Pgc-1«)
and heme oxygenase 1 (Hmox1) genes in the offspring’s hippocampus in a model of
accelerated senescence during adult life, suggesting that epigenetic modifications may
underlie the metabolic effects induced by the high flavonoid intake during gestation [85].
However, as demonstrated by our findings, the alterations induced by maternal naringin
supplementation in the offspring’s redox status differ according to the brain region, so a
given underlying mechanism may be differentially affected according to the developmental
stage of each brain region during the period in which the supplementation occurred.

Although the rat and human trajectories of CNS development do not directly corre-
spond, they can be relatively compared when considering the processes that occur during
brain development, such as neurogenesis, myelination, synaptogenesis, and synaptic prun-
ing [35,36,86]. As previously discussed, most of the alterations were detected on postnatal
day 7, which relatively corresponds to a newborn human when considering brain devel-
opment [35,36,86]. Moreover, as demonstrated by our findings, the brain regions were
differentially affected by maternal naringin supplementation, which might be partially
explained by their temporal differences in the developmental processes mentioned above,
since such differences also mean distinct neuronal needs and ROS tolerance [35,36,72,86].
However, whether maternal naringin supplementation during pregnancy induces anatomi-
cal and behavioral alterations in the offspring, remains a topic for future investigation.

Lastly, as shown in the introduction, the anti-inflammatory and antioxidant properties
of polyphenols induced alterations in the closure dynamics of the fetal ductus arteriosus
when consumed in high amounts during the third trimester of pregnancy, which is the
critical window of development of the fetus” ductus [27,28,87]. Similarly, we have demon-
strated that maternal naringin supplementation during the third week of gestation induced
redox alterations in the offspring’s brain, mainly on postnatal day 7, which promoted a
sex-dependent pro-oxidative milieu in the cerebellum and striatum at this postnatal age.
Although such alterations did not persist up to weaning, they might be detrimental to brain
development, since evidence demonstrates that the neonatal brain is more susceptible to
oxidative stress, particularly when further considering that redox alterations during the
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neonatal period can modify the NSC commitment course, which impairs the neurogenic
process and further leads to anatomical and behavioral defects [75,76,78,88-91].

5. Conclusions

We demonstrated for the first time that naringin supplementation during the third
week of pregnancy induced region and sex-specific redox alterations in the offspring’s brain
during postnatal development. Even though maternal naringin consumption positively
modulated the pups’ brain redox status on postnatal day 1, such effect was not observed
on postnatal day 7, in which a pro-oxidative milieu was induced in a sex-dependent man-
ner, thereby suggesting that females and males were specifically affected by the maternal
naringin consumption in the cerebellum and striatum, respectively. Differently, the pre-
frontal cortex and the hippocampus’ redox status was positively modulated on postnatal 7.
Nevertheless, though naringin induces either a positive or a negative modulation in the
offspring’s brain redox status, both situations can be detrimental to the NSC commitment
process and neurodevelopment. Therefore, future research should focus to unveil the mech-
anisms underlying the redox alterations induced by maternal naringin supplementation
and if such alterations can induce anatomical and behavioral defects related to each of the
offspring’s brain regions.
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Supplementary table S1: Statistical data from the biochemical analyses performed in the offspring’s prefrontal cortex.

Prefrontal cortex

Postnatal day 1

Supplementation effect Sex effect Interaction
Parameter
p value Statistical data pvalue Statistical data p value Statistical data
2',T"dichlorofluorescein oxidation 0770 F(1,34)=0.087 | <0.001  F(1,34)=68.661 | 0780  F(1,34)=0.079
Superoxide dismutase activity 0392  F(132)=0.752 | 0592  F(1,32)=0292 | 0956  F(1,32)=0.003
Glutathione peroxidase activity 0.024  F(1,31)=5.598 | 0.003  F(1,31)=10.710 | 0330  F(1,31)=0.978
Catalase activity 0.610 F(1,34)=0.265 0.100 F(1,34)=2.854 0.157 F(1,34)=2.098




Glyoxalase activity

0349  F(134=0901 | 0048  F(1,34)=4212 | 0427  F(1,34)=0.648
Reduced glutathione content 0.669  F(123)=0.187 | 0397  F(1,23)=0.746 | 0972  F(1,23)=0.001
SOD/GPx ratio 0.886  F(126)=0.021 | 0029  F(1,26)=5378 | 0.563 F(1,26)=0.344
Postnatal day 7
2',-dichlorofluorescein oxidation 0437 F(132)=0.620 | <0.001  F(132)=15350 | 0190  F(132)=1.792
Superoxide dismutase activity 0189  F(133)=1.795 | 0981  F(1,33)=0.001 0.002  F(1,33)=11.050
Glutathione peroxidase activity 0833 F(1,33)=0.045 | 0004  F(1,33)=9.834 | 0008  F(1,33)=8.050
Catalase activity 0.067 F(1,30)=3.607 0.038 F(1,30)=4.701 0.442 F(1,30)=0.606
Glyoxalase activity 0.787 F(1,35)=0.074 0.001 F(1,35)=13.239 0.026 F(1,35)=5.433
Reduced glutathione content 0012 F(133)=7.005 | 0110  F(133)=2.695 | 0390  F(1,33)=0.758
SOD/GPx ratio 0274  F(127)=1249 | 0.038 F(1,27)=4.764 0.514 F(1,27)=0.436
Postnatal day 21
2',T"dichlorofluorescein oxidation 0359  F(126-0359 | 0446  F(1,26=0.599 | 0887  F(1,26)=0.021




Superoxide dismutase activity

0785  F(128)=0.076 | 0011  F(128)=7.418 | 0.792  F(1,28)=0.071
Glutathione peroxidase activity 0111 F(128)=2712 | 0009  F(1,28)=7.934 | 0565  F(1,28)=0.340
Catalase activity 0449  F(125)=0.591 | 0188  F(125=1.828 | 0084  F(1.25=3.243
Glyoxalase activity 0.541 F(1,28)=0.383 0.194 F(1,28)=1.772 0.548 F(1,28)=0.370
Reduced glutathione content 0481  F(125=0.511 | 0362  F(125=0862 | 0717  F(1,25)=0.135
SOD/GPx ratio 0.022  F(123)=6.063 | 0944  F(1,23)=0.005 0.790  F(1,23)=0.072




Supplementary table S2: Statistical data from the biochemical analyses performed in the offspring’s hippocampus.

Hippocampus

Postnatal day 1

Supplementation effect Sex effect Interaction
Parameter
p value Statistical data pvalue Statistical data pvalue  Statistical data
2',T"dichlorofluorescein oxidation 0.863 F(1,37)=0.030 | 0006  F(1,37)-8.636 | 0860  F(1,37)=0.031
Superoxide dismutase activity 0.795 F(1,39)=0.068 | 0.014  F(1,39)=6.680 | 0260  F(1,39)=1307
Glutathione peroxidase activity 0.001 Fa42)=12.539 | 00 Ra4a2-16927 | 0934 (1420007
Catalase activity 0.078 F(1,33)=3.307 0.092 F(1,33)=3.021 0.931  F(1,33)=0.008




Glyoxalase activity

0.152 F(136)=2.143 | 0.159  F(1,36)=2.066 | 0.071  F(1,36)=3.470
Reduced glutathione content 0.003 F(1,29)=10.193 | 0.002  F(1,29)=11.897 | 0.981 F(1,29)=0.001
SOD/GPx ratio 0.631 F(1,31)=0235 | 0324  F(131)=1.004 | 0.152  F(1,31)=2.155
Postnatal day 7
2',7-dichlorofluorescein oxidation 0.184 F(136)=1.839 | <0.001  F(1,36)=28.105 | 0314  F(1,36)=1.044
Superoxide dismutase activity 0.314 F(1,35=1.049 | 0.101  F(1,35)=2.836 | 0.829  F(1,35)=0.047
Glutathione peroxidase activity 0026  F(134)=5.422 | <0.001  F(1,34)=36.052 | 0.680  F(1,34)=0.173
Catalase activity 0.052 F(1,34)=4.063 0.535 F(1,34)=0.392 0.864 F(1,34)=0.030
Glyoxalase activity <0.001 F(135)=16209 | 0548  F(1,35=0.392 | 0.809  F(1,35)=0.059
Reduced glutathione content 0.002 F(1,35)=11.822 | 0419  F(135=0.670 | 0854  F(1,35)=0.034
SOD/GPx ratio 0.013 F(133)=6.884 | 0005  F(1,33)=9.251 | 0416  F(1,33)=0.677
Postnatal day 21
2',7-dichlorofluorescein oxidation 0.905 F(129)=0.014 | 0045  F(129)=4.393 | 0743  F(1,29)=0.109




Superoxide dismutase activity

0.315 F(1,30)=1.045 | 0262  F(1,30)=1.309 | 0.556  F(1,30)=0.354
Glutathione peroxidase activity 0.481 F(1,30)=0.508 | 0480  F(1,30)=0.511 | 0703  F(1,30)=0.148
Catalase activity 0.214 F(1,30)=1.611 0.037 F(1,30)=4.755 0353  F(1,30)=0.891
Glyoxalase activity 0.039 F(1,30)=4.671 0.990 F(1,30)=0.000 0.511 F(1,30)=0.442
Reduced glutathione content 0.524 F(130)=0416 | 0006  F(130)=8.621 | 0279  F(1,30)=1.215
SOD/GPx ratio 0.363 F(129=0.854 | 0.149  F(1.29)=2.199 | 0.714  F(1,29)=0.137




Supplementary table S3: Statistical data from the biochemical analyses performed in the offspring’s striatum.

Striatum

Postnatal day 1

Supplementation effect Sex effect Interaction
Parameter
p value Statistical data | p value Statistical data pvalue Statistical data
2',T"-dichlorofluorescein oxidation 0.007 F(1,36)=8.249 | <0.001  F(1,36)=41.348 | 0.058 F(1,36)=3.846
Superoxide dismutase activity 0.340 F(1,36)=0.340 | 0.668  F(1,36)=0.187 | 0839  F(1,36)=0.042
Glutathione peroxidase activity 0.092 F(136)=2989 | U187 Fu36=1813 | 0704  F(1,36)=0.146
Catalase activity 0.221 F(1,36)=1.554 | 0444  F(1,36)=0.600 0.775 F(1,36)=0.083




Glyoxalase activity

0.988 F(1,36)=0.000 | 0.885  F(136)=0.021 | 0798  F(1,36)=0.066
Reduced glutathione content 0.345 F(131)=0918 | 0745  F(131)=0.107 | 0.724  F(1,31)=0.127
SOD/GPx ratio 0.921 F(1,36)=0.010 | 0272  F(136)=1244 | 0938  F(1,36)=0.006
Postnatal day 7
2',-dichlorofluorescein oxidation 0214 F(1,32)=1.609 | 0003  F(132)=10.552 | p=0.008  F(1,32)=7.865
Superoxide dismutase activity 0.326 F(1,35=0.991 | 0.002  F(1,35)=10.962 | 0.079  F(1,35=3.275
Glutathione peroxidase activity 0003  F(1,35=10.199 | 0347  F(1,35)=0347 | 0595  F(135)0288
Catalase activity 0.272 F(136)=1242 | 0937  F(1,36)=0.006 | 0.049  F(1,36)=4.146
Glyoxalase activity 0.033 F(1,35)=16435 | <0.001  F(1,35)=16.435 | 0.020  F(1,35)=5.940
Reduced glutathione content 0.062 F(129)=14.844 | 0798  F(1,29=0.067 | 0839  F(1,29)=0.042
SOD/GPx ratio 0.001 F(133)=14.746 | 0057  F(1,33)=3.898 | 0.115  F(1,33)=2.626
Postnatal day 21
2',7-dichlorofluorescein oxidation 0.623 F(134)=0246 | 0.113  F(1,34)=2.652 | 0093  F(1,34)=0.006




Superoxide dismutase activity

0.981 F(128)=0.001 | 0742  F(128)=0.111 | 0235  F(1,28)=1.473
Glutathione peroxidase activity 0.112 F(131)=2.669 | 0436  F(31)=0.624 | 0944  F(1,31)=0.005
Catalase activity 0.344 F(131)=0.923 | 0321  F(131)=1.015 | 0093  F(1,31)=3.006
Glyoxalase activity 0.831 F(1,34)=0.046 0.907 F(1,34)=0.014 0.591 F(1,34)=0.295
Reduced glutathione content 0.042 F(134)=4.448 | 0222  F(134)=1.550 | 0496  F(1,34)=0.473
SOD/GPx ratio 0.255 F(123)=1361 | 0956  F(123)=0.003 | 0.175  F(1,23)=1.958




Supplementary table S4: Statistical data from the biochemical analyses performed in the offspring’s cerebellum.

Cerebellum

Postnatal day 1

Supplementation effect Sex effect Interaction
Parameter
p value Statistical data | p value Statistical data p value Statistical data
2',T"dichlorofluorescein oxidation 0332 F(1,40=0963 | 0641  F(1,40)=0221 | 0967  F(1,40)=0.002
Superoxide dismutase activity 0.282 F(1,36)=1.195 | <0.001  F(136)=15.604 | 0.799  F(1,36)=0.066
Glutathione peroxidase activity 0.152 Fa43=2127 | 209 Fu43=0085 | 0792 F(143)=0.070
Catalase activity 0.838 F(1,39)=0.042 | <0.001  F(1,39)=18.112 0.631 F(1,39)=0.234




Glyoxalase activity

0.630 F(1,36)=0.236 | 0521  F(136)=0421 | 0414  F(1,36)=0.683

Reduced glutathione content 0.263 F(134)=1297 | 0003  F(134)=10.543 | 0263  F(1,34)=1297

SOD/GPx ratio 0.545 F(133)=0373 | <0.001  F(1,33)=30.743 | 0338  F(1,33)=0.946
Postnatal day 7

2',-dichlorofluorescein oxidation 0.003 F(136)=10.100 | <0.001  F(1,36)=196.026 | 0.021  F(1,36)=5.848

Superoxide dismutase activity 0.001 F(1,36)=13.953 | <0.001  F(1,36)=24.983 | 0470  F(1,36)=0.533

Glutathione peroxidase activity 0012 F(136)=6941 | <0.001  F(1,36)=30.964 | 0.485  F(1,36)=33.507

Catalase activity 0.420 F(134)=0.667 | 0243  F(134)=1409 | 0476  F(1,34)=0.518

Glyoxalase activity 0.015 F(1,36)=6.595 0.776 F(1,36)=0.082 0494  F(1,36)=0.477

Reduced glutathione content 0.061 F(136)=3751 | 0002  F(1,36)=10.597 | 0.183  F(1,36)=1.847

SOD/GPx ratio 0.109 F(133)=2.717 | <0.001  F(1,33)=119.267 | 0335  F(1,33)=0.958
Postnatal day 21

2',7-dichlorofluorescein oxidation 0.697 F(128)=0.155 | 0022 F(128)=5.892 | 0.590  F(1,28)=0.297




Superoxide dismutase activity

0.090 F(1,28)=3.092 | 0.653  F(1,28)=0206 | 0.035  F(1,28)=4.921
Glutathione peroxidase activity 0.637 F(1,28)=0.228 | 0006  F(128)=8.785 | 0.083  F(1,28)=3.227
Catalase activity 0.063 F(1,28)=3.763 0.763 F(1,28)=0.092 0.324 F(1,28)=1.010
Glyoxalase activity 0.016 F(1,28)=6.559 0.004 F(1,28)=9.643 0.031 F(1,28)=5.163
Reduced glutathione content 0.783 F(127)=0.077 | 0.004  F(127)=10.187 | 0298  F(127)=1.127
SOD/GPx ratio 0.187 F(1,27)=1.837 | 0.006  F(1,27)=8.714 | 0889  F(1,27)=0.020
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DISCUSSAO

A suplementac¢do com naringina vem sendo estudada como uma estratégia
terapéutica promissora no manejo de doencas metabodlicas e na melhora da
funcd@o cognitiva em modelos experimentais e estudos clinicos (CHEN et al.,
2016). Se por um lado o grande volume de evidéncias demonstra que a
suplementacédo com polifenois é capaz de levar a diversos beneficios a saude e
por isso induzir um alto consumo de suplementos ricos em polifenois pela
populagdo, por outro lado ainda existe uma necessidade de melhor avaliar a
seguranca do consumo de altas doses de polifenois, especialmente se esse
consumo se d& durante periodos criticos do desenvolvimento, como a gestagcao
(KLEPSER et al., 2000; HARNACK; DEROSIER; RYDELL, 2003; NORDENG,;
HAVNEN, 2004; FORSTER et al., 2006; KIRKPATRICK; PAGE; HAYWARD,
2006; SNYDER et al, 2009; KENNEDY et al, 2013; BARENYS;
MASJOSTHUSMANN; FRITSCHE, 2016). Dessa forma, considerando que a
naringina é um polifenol capaz de modular a sinalizagdo redox e a fisiologia
mitocondrial, nosso objetivo foi investigar se a suplementagcdo materna com
naringina durante a terceira semana de gestacdo seria capaz de induzir
adaptacdes redox e mitocondriais em diferentes regides encefélicas da prole.
Além disso, também investigamos se a suplementacdo durante a gestacao
poderia levar a alteracdes no perfil bioquimico sérico e no desenvolvimento
neuromotor durante a vida pos-natal na prole de ratas Wistar.

Uma vez ingerida, a naringina é rapidamente desglicosilada a naringenina
e metabolizada pela microbiota intestinal, o que aumenta a variedade de
compostos fendlicos que séo originados a partir da naringina (CHEN et al., 2018;

BAl et al., 2020). Apos absorvidos, os polifenois podem acumular-se em diversos
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tecidos, incluindo a placenta, liquido amniético, leite materno e em tecidos fetais,
como o cérebro em desenvolvimento (ELST et al., 1998; ADLERCREUTZ et al.,
1999; TODAKA et al.,, 2005; BALAKRISHNAN et al., 2010). Até o momento,
nenhum estudo avaliou a farmacocinética e distribuicdo da naringina em ratas
prenhas, no entanto, um estudo administrando uma Unica dose de pueraria
(puerarin, 250 mg/kg) para ratas gestantes resultou em acumulo do polifenol nos
tecidos fetais uma vez que a concentragdo no sangue materno chegou em 2,6
ng/mL no dia gestacional 20 (CAO et al., 2013). De forma semelhante, outro
trabalho utilizando ratas Wistar ndo prenhas reportou um pico plasmatico de 12,6
ng/mL de naringina e 1,34 ug/mL de naringenina apdés administragdo de uma
dose de 42 mg/kg de naringina (BAI et al., 2020). Considerando esses dados, é
possivel teorizar que ambas naringina e naringenina possam também acumular-
se no feto uma vez que as méaes sejam expostas a uma dose de 100 mg/kg/dia,
como a que utilizamos, e assim atuar diretamente sobre o organismo em
desenvolvimento.

Em nosso modelo experimental, a suplementacdo materna com naringina
foi capaz de aumentar os niveis de colesterol total e HDL sem alterar os niveis
de LDL da prole ao desmame. De forma semelhante, um extrato rico em
polifenois também causou aumento no HDL da prole 28 dias apés o parto, sem
afetar os demais parametros sanguineos (HACHUL et al., 2018a). Em trabalho
publicado por Caimari et al. (2017), os autores demonstraram que a
suplementacdo materna com extrato da semente de uva levou ao aumento do
conteudo de lipidios no plasma materno e expresséo de genes relacionados ao
metabolismo de lipidios e sinalizacdo da adiponectina nas glandulas mamarias,

0 que pode explicar, em parte, 0 aumento do conteudo de lipidios e colesterol no
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plasma da prole (CAIMARI et al., 2017). Apesar disso, tais achados n&o sdo um
consenso na literatura, visto que diversos trabalhos também reportam que o
consumo materno de polifenois durante a gestacao pode modular negativamente
0s niveis de colesterol ou ndo causar alteragbes (CRESCENTI et al., 2015; DEL
BAS et al., 2015; CAIMARI et al., 2017; GONCALVES et al., 2018; HACHUL et
al., 2018b; SCHAFFER et al., 2019). Tais discrepancias podem ser atribuidas as
enormes diferencas encontradas em relagéo a dose, periodo da suplementacéo,
via de administracdo e modelo animal utilizado (CRESCENTI et al., 2015; DEL
BAS et al., 2015; CAIMARI et al., 2017; GONCALVES et al., 2018; HACHUL et
al., 2018b; SCHAFFER et al., 2019).

Quando analisados o0s pardmetros neuroquimicos durante o
desenvolvimento pés-natal da prole, podemos observar que no dia pos-natal 1 a
suplementacdo com naringina induziu um efeito antioxidante sobre o estado
redox no encéfalo da prole, que ocorreu de maneira regiao-especifica. No corpo
estriado, a reducdo no conteudo total de oxidantes ndo foi acompanhada por
alteracbes nas enzimas antioxidantes ou antioxidantes nao-enzimaticos. No
entanto, o hipocampo e o cértex pré-frontal apresentaram alteracbes na
atividade da GPx e no contetdo de GSH apds uma semana de suplementacao
pré-natal com naringina. O contetdo total de oxidantes € comumente avaliado
pela oxidacdo do DCFH2, e juntamente com a atividade das enzimas
antioxidantes e os niveis de GSH, pode ser utilizado para avaliar o estado redox
de um tecido ou 6rgdo (ERUSLANOV E., 2010). De forma semelhante, trabalhos
utilizando animais adultos comumente relatam que a suplementacdo com
naringina modula positivamente a atividade de enzimas antioxidantes e reduz o

conteudo de oxidantes, mesmo que tais efeitos algumas vezes ndo sejam

191



observados em conjunto no mesmo modelo ou tecido (KUMAR; KUMAR, 2010;
KUMAR; PRAKASH; DOGRA, 2010; CHTOUROU et al., 2015).

No dia pos-natal 7, o hipocampo e o cortex pré-frontal demonstraram um
perfil de alteragdes redox semelhante ao observado no dia pds-natal 1. No cortex
pré-frontal a suplementagdo com naringina reduziu o conteudo de GSH em
ambos 0s sexos, no entanto, 0s machos apresentaram aumento na atividade da
SOD e GP¥x, algo ja demonstrado em animais adultos de forma dose-dependente
(SACHDEVA; KUHAD; CHOPRA, 2014; SACHDEVA; CHOPRA, 2015). De
forma semelhante, o conteddo de GSH também reduziu no hipocampo da prole,
no dia pés-natal 7, nascida de ratas suplementadas. Como discutido na
introducao do trabalho, a GSH é o principal antioxidante ndo-enzimatico celular
e esta envolvida nas reacdes de destoxificacdo de EROs catalisadas por GPx e
GLO1 (ALLAMAN; BELANGER; MAGISTRETTI, 2015). Dessa forma, 0 aumento
da atividade dessas duas enzimas pode explicar a reducao do contetdo da GSH
aos 7 dias poés-natais (ALLAMAN; BELANGER; MAGISTRETTI, 2015;
FRANDSEN; NARAYANASAMY, 2017).

Apesar de no dia pés-natal 1 as alteracdes encontradas sugerirem um
ambiente antioxidante no encéfalo da prole, 0 mesmo padrdo ndo se manteve
no dia pés-natal 7 no cerebelo e no corpo estriado. Em tais estruturas, a
naringina induziu o aumento da atividade da maioria das enzimas antioxidantes
nos machos e fémeas, no entanto, ambas regides também demonstraram um
efeito sexo-dependente em relacdo ao aumento no conteudo total de oxidantes.
No geral, os trabalhos encontrados na literatura indicam que a suplementacao
com naringina reduz o conteudo de EROs e outras espécies reativas quando

consumida por animais adultos submetidos a modelos de doencas que afetam o
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SNC (KUMAR; PRAKASH; DOGRA, 2010; PRAKASH; SHUR; KUMAR, 2013;
CHTOUROU et al., 2015; SACHDEVA; CHOPRA, 2015). No entanto, também é
importante considerar que em nosso modelo apenas a naringina foi utilizada
como uma intervencdo em roedores saudaveis, e tal efeito pré-oxidante dos
polifenois, capazes de induzir aumento de oxidantes, ja foi demonstrado in vitro
e in vivo de forma dose-dependente (YEN et al., 2003; MATSUO et al., 2005).

Além disso, outro importante fator € o papel que as diferentes fontes de
oxidantes possuem em induzir um aumento das espécies reativas (SIES;
JONES, 2020). Como demonstram nossos resultados, € improvavel que a
mitocondria esteja contribuindo para o aumento total de oxidantes observado no
cerebelo aos 7 dias pos-natais visto que as filhotes fémeas do grupo naringina
apresentaram menores valores de massa e AWYm mitocondrial e sem alteragdes
no contetdo de mO2"~. Dessa maneira é possivel que fontes extra mitocondriais
de EROs, como as NOX possam estar estimuladas e sintetizando EROs
(SERINO; SALAZAR, 2018). Tal aumento no nivel de oxidantes também pode
estar relacionado a modulacéo positiva da atividade das enzimas antioxidantes
como um mecanismo compensatorio no cerebelo das fémeas e estriado dos
machos no dia pos-natal 7 (SIES et al., 2022).

Ja& no dia po6s-natal 21, nossos dados demonstram que as alteracfes na
sinalizacdo redox encontradas durante o periodo perinatal em sua maioria sao
transientes e ndo persistiram até o desmame. Nessa idade, a maioria das regides
encefalicas apresentou modulac¢des negativas do contetudo de GSH, GLO1 e da
razdo SOD/GPx em ambos 0s sexos, porém, no cerebelo foram encontradas
alteracOes sexo-dependentes onde os machos apresentaram menor atividade

da SOD e GLO1. De forma simplificada, um dos mecanismos pelo qual os
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polifenois induzem um efeito adaptativo € pela geracdo de EROs, especialmente
o0 H202 (ERLANK et al., 2011; KANNER, 2020). Dessa maneira, nossos achados
indicam que durante o periodo de suplementacdo pré-natal, a naringina pode
estar estimulando a produgao de H202, que pode atuar de duas formas: (1)
induzir a ativacdo do NRF2, levando a expressdo génica de defesas
antioxidantes, e (2) estimular a atividade das enzimas antioxidantes
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; TEBAY et al., 2015; SIES; JONES, 2020).
Sendo assim, uma vez que a suplementacdo ndo continua no periodo pés-natal,
a producao de peréxido cessa, o que reduz a ativacdo do NRF2 e das enzimas
antioxidantes, o que pode explicar parcialmente o maior nimero de alteracbes
no periodo perinatal e seu decaimento até o desmame (Figura 11) (CALABRESE
et al., 2020a). Porém, é importante notar que cada regido encefélica respondeu
diferentemente a suplementacdo materna com naringina, indicando diferentes

niveis de susceptibilidade a mesma intervencéo.
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DESENVOLVIMENTO POS-NATAL

N
vt J i v
Dia pés-natal 1 Dia pés-natal 7 Dia pés-natal 21

_
NRF2
Atividade e expresséo defesas antioxidantes

Figura 11: Esquema ilustrando a hip6tese de que a naringina é capaz de induzir
a ativacdo do NRF2 e da atividade e expressdo das enzimas antioxidantes no
encéfalo da prole por um mecanismo dependente e H202. A presenca da
naringina no SNC em desenvolvimento pode induzir a sintese de H202, que
consequentemente induz a ativacdo do NRF2 juntamente com a atividade e
expressao das defesas antioxidantes. No entanto, uma vez que a suplementacédo
€ descontinuada apds o nascimento da prole, a auséncia da naringina no SNC
da prole leva a uma reducéo da sintese de H202 e consequente reducéao gradual
da ativacdo do NRF2 e das defesas antioxidantes durante o desenvolvimento
pos-natal da prole. H202: peroxido de hidrogénio. NRF2: fator nuclear derivado
de eritroide 2. Partes da figura foram criadas utilizando imagens provenientes do
BioRender (2022). Acesso em: https://app.biorender.com.

Dentre as estruturas analisadas em nosso trabalho, o cerebelo parece ser
uma regido encefalica especialmente susceptivel quando se trata do alto
consumo de polifenois (CHEN et al., 2015). Em modelo utilizando roedores, foi
demonstrado que o consumo de extratos de maca e uva pelos animais resultou
em um maior acumulo de compostos fendlicos no cerebelo quando comparado
a outras regioes encefalicas (CHEN et al., 2015). No entanto, os autores néo
investigaram quais mecanismos poderiam estar atuando para favorecer tal
acumulo. Além disso, por serem altamente lipofilicos, os polifenois podem ser
encontrados em diferentes compartimentos celulares, especialmente nas

mitocondrias (FIORANI et al., 2010).
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Consequentemente, uma vez localizados nas mitocondrias, os polifenois
podem reagir diretamente com as proteinas locais e induzir a respiracdo e o
metabolismo mitocondrial (STEVENS; REVEL; MAIER, 2018). Tais efeitos ja
foram reportados, onde os polifenois foram capazes de desacoplar o STEM da
producdo de ATP por agirem diretamente como um proton6foro, além de
induzirem a expressao das proteinas desacopladoras de membrana mitocondrial
(UCPs, do inglés uncoupling proteins) (QANUNGO et al.,, 2005; LIM; LIM;
WONG, 2009; BLANQUER-ROSSELLO et al., 2017; STEVENS:; REVEL;
MAIER, 2018; DIAO et al., 2019). Além disso, outros dados demonstram que 0S
polifenois também podem interagir diretamente com as desidrogenases do CK e
alguns complexos do STEM e induzir a respiracdo mitocondrial. Tais efeitos j&
foram demonstrados com o resveratrol, quercetina, apigeina e genisteina que,
em baixas concentragdes (~1 pM) estimularam a atividade dos complexos | e I,
porém, em concentracdes maiores de 5 uM foi observada inibicdo do complexo
| e ATP sintase (ZHENG; RAMIREZ, 2000; GLEDHILL et al., 2007; HERRERIAS
et al., 2008; LAGOA et al., 2011; DESQUIRET-DUMAS et al., 2013; MOREIRA
et al., 2013; GUEGUEN et al., 2015).

Efeitos muito similares também ja foram encontrados em trabalhos
anteriores em nosso grupo de pesquisa utilizando a suplementacdo com 50
mg/kg/dia de naringenina durante a gestacdo e o cerebelo da prole avaliado
durante a vida pos-natal. Em tais trabalhos, os autores observaram uma maior
atividade do complexo Il, da SDH e do complexo 1V, e em trabalho subsequente,
foram reportadas a inibicdo da isocitrato-desidrogenase e a-cetoglutarato-
desidrogenase sete dias apds o nascimento da prole (AUGUST et al., 2020,

2021). No entanto, é importante ressaltar que as alteracdes observadas acima
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foram encontradas sete dias apdés o final da suplementacdo materna com
naringenina, o que implica que pouco ou nenhum composto fendélico poderia
estar acumulado no cerebelo da prole (AUGUST et al., 2020, 2021).

Sendo assim, é improvavel que a estimulacdo das atividades enzimaticas
seja uma consequéncia da reacédo direta dos polifenois com as enzimas
mitocondriais. Porém, tal modulacdo da atividade das enzimas do CK e STEM
poderia estar sendo mantida por mecanismos indiretos, como por proteinas
sinalizadoras e reguladoras que podem ser moduladas pelos polifenois
(DESQUIRET-DUMAS et al., 2013; NADAL-SERRANO et al., 2013; WANG et
al., 2020; ZENG et al., 2020a). Em nosso trabalho a suplementacdo materna com
naringina foi capaz de induzir uma maior massa, AYm e mO2" trés semanas
apos o nascimento, o que indica uma alteracdo no STEM. Sendo assim, nés
teorizamos que o acumulo de naringina e seus metabdlitos no cerebelo fetal
durante o periodo gestacional pode induzir uma estimulacdo persistente do
STEM, que consequentemente ativa mecanismos que estdo envolvidos na
regulacéo da biologia mitocondrial e atividade do STEM, e que tais mecanismos
podem persistir durante o periodo poés-natal e regular indiretamente a
funcionalidade mitocondrial (CRESCENTI et al., 2015; DEL BAS et al., 2015;
CAIMARI et al., 2017).

Dessa forma, esta hipétese foi confirmada pelo fato de a prole nascida de
ratas suplementadas com naringina apresentar um maior contetdo de SIRT3
cerebelar, mesmo 21 apds o nascimento. Modelos utilizando roedores adultos ja
vem demonstrando que a naringina € capaz de aumentar os niveis de SIRT3 via
sinalizagdo pela AMPK/PGC1-a/mtTFA, culminando em aumento da biogénese

mitocondrial (YU et al., 2019; ZENG et al., 2020a). Apesar de nossos dados ndo
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demonstrarem alteragdes nos niveis de p-AMPK/AMPK e mtTFA, outro trabalho
reportou um mecanismos alternativo de como baixas concentracdes de
polifenois podem estimular a atividade do STEM e respiragdo mitocondrial
independentemente da ativacdo da AMPK e biogénese mitocondrial
(DESQUIRET-DUMAS et al., 2013).

Neste trabalho, os autores inicialmente reportaram que baixas doses de
resveratrol foram capazes de estimular a atividade do complexo | do STEM, que
consequentemente levou ao aumento da razdo NAD*/NADH e induziu a ativagao
e expressao da SIRT3 in vitro e in vivo (DESQUIRET-DUMAS et al., 2013). Além
disso, também foram relatados maior ativagdo do CK e da B-oxidagdo induzidas
pelo resveratrol de maneira dependente da SIRT3, levando a uma maior
oxidacao de &cidos graxos e maior metabolismo mitocondrial (DESQUIRET-
DUMAS et al., 2013). Assim, além de fornecer uma via independente da ativacdo
da AMPK/biogénese mitocondrial, o0 mecanismo de acdo do resveratrol via
complexo I/SIRT3 também fornece uma importante informacédo sobre como
baixas quantidades de polifenois podem estimular o metabolismo mitocondrial,
0 que é especialmente relevante no contexto da suplementacdo com polifenois
durante a gestacéao, visto que, como discutido anteriormente, apenas pequenas
concentracbes de polifenois/metabdlitos alcancam o cérebro fetal durante o
desenvolvimento.

Além de regular a ativagdo do CK e do STEM, a SIRT3 também esta
relacionada com a regulacdo da dinamica mitocondrial de acordo com as
demandas metabdlicas da célula (SIDOROVA-DARMOS; SOMMER; EUBANKS,
2018). Dados da literatura demonstram que a SIRT3 pode regular positivamente

ambas MFN1, MFN2 e OPAL para preservar e induzir a fusédo mitocondrial em
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condicdes de estresse metabdlico brando, enquanto que a dele¢éo da SIRT3 foi
associada com a reducao das proteinas de fusdo mitocondrial, porém, sem afetar
de forma significativa os niveis da proteina de fissdo DRP1 (SAMANT et al.,
2014; TYAGI et al., 2018; WU et al., 2020). Dessa forma, considerando que 0s
polifenois sao estressores brandos, nosso dados mostram que a SIRT3 pode
mediar as adaptacdes mitocondriais observadas no cerebelo da prole
(DAVINELLI et al., 2020). A suplementacdo com polifenois também é bastante
relacionada com a preservacdo da dinamica mitocondrial em modelos de
doencas por induzir a expressao das MFNs e OPA1 pela via PGC1a/mtTFA e
inducéo da biogénese mitocondrial (LIU et al., 2015; PARRADO-FERNANDEZ
etal., 2016; PALOMERA-AVALOS etal., 2017; ROBB et al., 2017). Sendo assim,
mesmo que ndo tenhamos observado alteragdes no contetdo da MFN1, ainda
existem outras proteinas que estdo envolvidas no processo de fusdo
mitocondrial e podem estar associadas com o aumento da massa mitocondrial
gue observamos no cerebelo da prole nascida de ratas suplementadas com
naringina.

A AKT também foi associada com a regulacdo das proteinas de dinamica
mitocondrial (KIM et al., 2016; YANG et al., 2017; TAO et al., 2018; CHEN et al.,
2020; ZENG et al., 2020b). A ativacdo completa da AKT pela fosforilagdo na
Ser473 esta relacionada com a ativacdo ou inibicdo da proteina DRP1 em
diferentes modelos experimentais, no entanto, como a AKT possui diversas
proteinas alvo, seus efeitos sobre o DRP1 e consequentemente sobre a
dindmica mitocondrial sdo bastante contexto-dependentes (KIM et al., 2016;
YANG et al., 2017; TAO et al., 2018; CHEN et al., 2020; ZENG et al., 2020b).

Especificamente, o aumento da p-AKT (Ser473) foi associado com maiores
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niveis de fosforilagcdo e ativacdo do DRP1 (Ser616), também demonstrando que
a AKT pode regular a fosforilagdo do DRP1 sem proteinas intermediarias,
diretamente induzindo a fissdo mitocondrial (KIM et al., 2016). De forma
semelhante, nossos dados corroboram com tal evidéncia, no entanto, sugerindo
que a reducdo da p-AKT (Ser473) esta relacionada com a reducdo dos niveis
DRP1. Outros trabalhos também ja demonstram que as sirtuinas podem regular
a fosforilacdo da AKT, adicionando assim, um mecanismos extra de como a
interacdo entre essas duas proteinas influencia a regulacdo da dinamica
mitocondrial (SUNDARESAN et al., 2009; XIONG et al., 2017; LEE et al., 2022).

Além disso, é importante ressaltar o papel central que o metabolismo e
dindmica mitocondriais possuem em regular o processo de diferenciacao e auto
renovagcdo das NSC, portanto, alteracées na fungédo e dindmica mitocondrial
durante a neurogénese, podem induzir mudancas neste processo (FOLMES et
al., 2011; TAKUBO et al., 2013; KHACHO et al.,, 2016, 2017). Durante a
neurogénese fetal, tanto a delecdo das mitofusinas quanto do DRP1 e o
consequente desequilibrio da dindmica mitocondrial foram capazes de induzir
defeitos nos processos de diferenciacdo, formacéo de sinapses, alteragcdes no
neurodesenvolvimento e até mesmo morte pré-termo, demonstrando que tais
mudanc¢as no metabolismo e morfologia mitocondriais séo, de fato, reguladores
do processo de diferenciacdo, auto renovacéo e neurogénese (ISHIHARA et al.,
2009; WAKABAYASHI et al., 2009; KHACHO et al., 2016, 2017).

Alteracbes na expresséo e sinalizacdo de outras proteinas como a SIRT3
e AKT também estdo associadas com defeitos na neurogénese adulta e
embrionéaria (OTAEGI et al., 2006; LE BELLE et al., 2011; WANG et al., 2017).

Especificamente durante a neurogénese fetal, a ativacdo da AKT é necessaria
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para a diferenciacdo das NSCs em neurdnios, e sua delecdo especifica no
encéfalo e consequente alteracdo da sua sinalizacdo durante o periodo fetal
estdo fortemente associados com doencas do neurodesenvolvimento,
malformagdes e morte (OTAEGI et al., 2006; LE BELLE et al., 2011; WANG et
al., 2017). Outros trabalhos analisando o papel da AKT durante a neurogénese
adulta mostram que em modelos de doencas do SNC a ativacdo da AKT é
reduzida, o que prejudica a neurogénese e a fungdo cognitiva, porém, a
suplementacédo com polifenois como a naringina e resveratrol € capaz de induzir
uma maior ativagéo da proteina e estimular a neurogénese (TORRES-PEREZ et
al., 2015; WANG et al., 2015; OKUYAMA et al., 2018; YANG et al., 2020). De
forma semelhante, a inducdo da expressao da SIRT3 também é capaz de
resgatar a neurogénese adulta em modelos de doencas do SNC, enquanto que
a delecao dessa mesma proteina exacerba a disfungdo mitocondrial comumente
observada nesses casos (JIANG et al., 2017; SANTOS et al., 2021).

Além de elucidar o papel que tais proteinas possuem durante a
neurogénese, os trabalhos discutidos acima também demonstram que
substancias que modificam os conteldos e expressao das proteinas DRP1, AKT
e SIRT3, como os polifenois, podem induzir alteracdbes no metabolismo e
morfologia mitocondriais e consequentemente gerar alteracbes no processo de
diferenciagcdo das NSCs em neurdnios. Como nossos resultados demonstraram
gue a suplementacdo materna com naringina alterou a dindmica mitocondrial via
inducdo da SIRT3 e reducédo da p-AKT, n0s pensamos que tais alteracdes
poderiam alterar a dindmica de diferenciacdo das NSCs e potencialmente induzir
alteracdes motoras na prole em desenvolvimento. Adicionando-se a tal hipotese,

outro trabalho in vitro ja demonstrou que os polifenois podem gerar disturbios na
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migragcdo em NPCs de roedores e humanos (BARENYS et al., 2017). Apesar de
tal preocupacéo, a analise do comportamento motor da prole durante o periodo
perinatal ndo detectou alteracdes, sugerindo que nao ocorreram interferéncias
no neurodesenvolvimento, ou que pelo menos tais alteragcdes nao se refletiram
em perdas de funcdo e comportamento. No entanto, € importante ressaltar que
ainda assim € possivel que altera¢cdes neurocomportamentais mais sutis tenham
ocorrido, e que néo tenham sido detectadas pela bateria de testes utilizada.
Dessa forma, ainda é necessario elucidar se, e como as alteragdes mitocondriais
induzidas pela naringina podem alterar a dinamica de diferenciagéo das NSCs e
a neurogénese e neurodesenvolvimento fetal.

De forma geral, os dados encontrados em nosso trabalho nos mostram que
a suplementagc&o materna com naringina durante a terceira semana de gestacao
induziu altera¢des na dinamica mitocondrial e em algumas vias de sinalizacao
relacionadas. A prole nascida das ratas suplementadas apresentou maior massa
e AWm acompanhados de maiores niveis de mOz", que foram associados a
reducdo da proteina DRP1, sugerindo uma perturbacao da dinamica mitocondrial
em favorecimento da fusdo, mesmo que nao tenhamos observado um aumento
no contetdo de MFN1. Tais efeitos podem ser mediados pelo aumento da SIRT3
e reducdo da ativacdo da proteina AKT, que estdo diretamente envolvidas na
regulacédo do metabolismo e morfologia mitocondrial (Figura 12) (OTAEGI et al.,
2006; LE BELLE et al., 2011; WANG et al., 2017).

Além disso, mesmo que ndo tenhamos observado aumento ou alteracao
na biogénese mitocondrial mediada pela sinalizacdo AMPK/SIRT1/mtTFA,
outros dados ja demonstraram que baixas doses de polifenois podem agir

localmente na mitocondria e induzir a respiracdo e metabolismo mitocondriais

202



sem afetar a biogénese (DESQUIRET-DUMAS et al., 2013). O fato de baixas
doses poderem estimular tal efeito € ainda mais relevante no contexto da
suplementacdo com polifenois durante a gestagéo, visto que apenas baixas
concentracfes de polifenois atravessam a barreira placentaria e se acumulam
nos tecidos fetais (AROLA-ARNAL et al., 2013). Apesar dessa hipotese ainda
necessitar confirmacdo no caso da suplementacdo com naringina, € importante
ressaltar que trabalhos nesse contexto de gestacdo sdo extremamente
complexos, e fatores como a dificuldade de quantificar a concentragao e quais
metabdlitos especificos da naringina alcancam o cérebro fetal ainda necessitam
ser profundamente explorados. Ainda assim, nosso trabalho oferece pela
primeira vez, um mecanismo de acdo de como a suplementacdo materna com
polifenois durante a terceira semana de gestacao pode programar o metabolismo
e dinamica mitocondrial no cerebelo da prole de ratas Wistar mesmo durante a

vida pos-natal.
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Figura 12: Figura ilustrando os possiveis mecanismos de a¢do pelos quais a
naringina induziu adaptacdes a longo prazo no metabolismo, morfologia e
sinalizagdo mitocondrial e redox quando consumida em alta dose durante a
terceira semana de gestacdo. A naringina (em laranja) pode atuar de trés
maneiras diferentes: (1) induzir a sintese de H202 extracelular, (2) intercalar-se
na membrana mitocondrial interna e levar a desacoplamento da OXPHOS da
sintese de ATP e (3) induzir aumento da atividade do complexo I. O H202
extracelular pode ser transportado para o citosol pelas aquaporinas, onde pode
levar a ativacdo do NRF2 e inativacdo da fosforilacdo da AKT conforme a
concentracéo de H202. Na mitocondria, o desacoplamento leva a dissipagéo leve
do A¥Ym e juntamente com o aumento da atividade do complexo I, induzem o
aumento da razdo NAD*/NADH, consequentemente ativando a SIRT3. Uma vez
ativada, a SIRT3 atua localmente na mitocondria, desacetilando e ativando a
SOD2, os complexos do STEM e induzindo a oxidacao de lipidios por ativar as
Acil-CoA de cadeia longa e muito longa. A cor das setas determina o efeito da
proteina ou molécula: ativa (verde), inibe (vermelho) ou efeito de inibicdo sobre
a proteina alvo é condicionado a concentracdo da molécula sinalizadora (linha
tracejada em vermelho). As linhas azuis representam o transporte do H20:2
através das membranas. AWm: potencial de membrana mitocondrial. AKT:
proteina-cinase B. DRP1: dynamin related protein 1. H202: peréxido de
hidrogénio. mO2™~: superéxido mitocondrial. NAD*: dinucleotideo de
nicotinamida-adenina oxidado. NADH: dinucleotideo de nicotinamida-adenina
reduzido. NRF2: fator nuclear derivado de eritroide 2. p-AKT: proteina-cinase B
fosforilada. SIRT3: sirtuina 3. SOD2: superdxido-dismutase 2. STEM: sistema de
transporte de elétrons mitocondrial. Partes da figura foram elaboradas utilizando
o Servier Medical Art (https://smart.servier.com/). Servier e licenciado sob a
Creative Commons Attribution 3.0 Unported License
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).
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ANEXOS
Anexo |: Métodos suplementares

Anélise dos parametros metabdlicos no plasma das ratas mées e prole

Para realizar as andlises, as ratas méaes e a prole foram separadas nos dias
pés-natais 1, 7 e 21 e colocados em jejum durante 2h. Apds esse periodo, foi
realizada a eutanasia por decapitacdo e o sangue coletado com o auxilio de um
funil heparinizado. O tempo de jejum de 2h foi escolhido a fim de n&o induzir
estresse por separacdo materna na prole nos dias poés-natais 1 e 7
(SHIRAHATA; TANG; KOSTUK, 2015). Além disso, os filhotes de 1 e 7 dias de
vida foram mantidos a temperatura constante de 37 °C para evitar hipotermia
(SHURTLEFF; TOBACH, 1979; WOOD; POOLE; KARPLUS, 2003).

A afericdo dos niveis de glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol
HDL e ureia se deu pela utilizacdo de kits comerciais conforme instru¢do do
fabricante (LabTest, S8o Paulo, Brasil). Os niveis de colesterol LDL foram

calculados pela férmula de Friedewald (KNOPFHOLZ et al., 2014).

Anexo II: Resultados suplementares

A suplementagdo materna com naringina induziu o aumento da
glicose e reducao dos niveis de ureia no plasma materno

No dia pés-natal 1, a glicemia das ratas suplementadas com naringina
durante a terceira semana de gestacdo estava aumentada em relacdo as ratas
controle [X? (1) = 15,03; p < 0,001] (Figura 10a). Ao contrario do observado nos
niveis de glicose plasmatica, a concentragao de ureia encontrou-se reduzida no
grupo naringina [X? (1) = 8,70; p = 0,003] (Figura 10f), porém, nenhuma outra

alteracdo nos marcadores metabdlicos foi detectada nessa idade [Triglicerideos:
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X2 (1) =0,71; p = 0,401; Colesterol total: X2 (1) = 0,57; p = 0,450; HDL: X? (1) =
0,42; p = 0,518; LDL: X? (1) = 0,06; p = 0,803]. Além disso, quando analisados
0s mesmos parametros no dia pés-natal 7 [Glicose: X? (1) = 3,50; p = 0,061;
Triglicerideos: X? (1) = 0,02; p = 0,902; Colesterol total: X? (1) = 0,05; p = 0,819;
HDL: X2 (1) = 0,01; p = 0,933; LDL: X2 (1) = 0,09; p = 0,716; Ureia: X2 (1) = 1,09;
p = 0,296] e dia pés-natal 21 [Glicose: X? (1) = 0,04; p = 0,834; Triglicerideos: X?
(1) = 2,98; p = 0,084; Colesterol total: X? (1) =0,16; p = 0,689; HDL: X? (1) = 0,02;
p=0,891; LDL: X2 (1) =0,47; p=0,492; Ureia: X2 (1) =0,03; p = 0,870], nenhuma
diferenca significativa foi observada entre as ratas suplementadas e as ratas

controle (Figura 10).
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Figura 10: Efeito da suplementacdo materna com naringina durante a terceira
semana de gestacdo sobre os niveis de (a) glicose, (b) triglicerideos, (c)
colesterol total, (d) colesterol HDL, (e) colesterol LDL e (f) ureia no plasma das
ratas Wistar prenhas durante o desenvolvimento pés-natal da prole. Dados
expressos como média + desvio padrdo (n = 4-6). Equacdo de estimacao
generalizada de um fator (suplementagcdao com naringina). ** p < 0,01; *** p <

0,001.
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A exposicdo pré-natal a naringina aumentou o colesterol total e
colesterol HDL apenas aos 21 dias de vida da prole

Quando analisado o perfil metabdlico plasmatico na prole, observamos que
a suplementacdo materna aumentou o colesterol total de ambos machos e
fémeas trés semanas ap6s o desmame [X? (1) = 4,12; p = 0,042] (Figura 11c),
efeito que foi acompanhado pelo aumento do colesterol HDL [X? (1) = 10,05; p =
0,002] (Figura 11d) na mesma idade e de forma independente do sexo
[Colesterol total: X2 (1) = 0,74; p = 0,387; HDL: X? (1) = 0,07; p = 0,935] ou
interacdo entre os fatores [Colesterol total: X2 (1) = 0,06; p = 0,941; HDL: X2 (1)
=0,72; p = 0,393]. Apesar das alteracdes nos niveis de colesterol total e HDL
terem sido observadas aos 21 dias, ndo foram encontradas nenhuma outra
alteracao relacionada a suplementacdo materna com naringina no dia pés-natal

1, 7 e 21, conforme descritos na tabela 3 e apresentados na figura 11.
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Figura 11: Efeito da suplementacdo materna com naringina durante a terceira
semana de gestacdo sobre os niveis de (a) glicose, (b) triglicerideos, (c)
colesterol total, (d) colesterol HDL, (e) colesterol LDL e (f) ureia no plasma da
prole durante o desenvolvimento pés-natal. Dados expressos como média *
desvio padrao (n = 4-6). Equacéo de estimacdo generalizada de dois fatores

(suplementacdo materna e sexo) seguida pelo pos-teste de Sydak quando
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interacdo significativa. * representam o efeito do fator suplementagédo. #

representam efeito do fator sexo. * p < 0,05; # p < 0,05; ## p <0,01.

Tabela 3: Dados estatisticos obtidos apds a andlise dos valores das analises

metabdlicas do plasma da prole de ratas Wistar submetidas ao modelo de

suplementacdo materna com naringina.

Dia p6s-natal 1

Variavel
independente X2 de Wald ol p valor
ou interacao
Glicose
Suplementacao 3,231 1 0,072
Sexo 0,005 1 0,945
Interacao 0,002 1 0,961
Triglicerideos
Suplementacao 1,352 1 0,245
Sexo 1,251 1 0,263
Interacao 0,041 1 0,839
Colesterol total
Suplementacao 0,378 1 0,538
Sexo 1,668 1 0,197
Interacao 2,035 1 0,154
Colesterol HDL
Suplementacao 0,000 1 0,997
Sexo 0,271 1 0,602
Interacdo 1,405 1 0,236
Colesterol LDL
Suplementacao 1,577 1 0,209
Sexo 3,495 1 0,062
Interacao 1,638 1 0,201
Ureia
Suplementacao 1,884 1 0,170
Sexo 4,229 1 0,040
Interacdo 4,229 1 0,040
Dia p6s-natal 7
Variavel
independente X2 de Wald gl p valor
ou interacédo
Glicose
Suplementacao 0,141 1 0,708
Sexo 0,027 1 0,869
Interacao 0,670 1 0,413

Triglicerideos

250



Suplementacgéao 0,025 1 0,875
Sexo 0,180 1 0,672
Interacao 0,226 1 0,635
Colesterol total
Suplementacéo 0,123 1 0,726
Sexo 5,173 1 0,023
Interacao 0,265 1 0,607
Colesterol HDL
Suplementacéo 0,249 1 0,618
Sexo 0,577 1 0,447
Interacao 2,469 1 0,116
Colesterol LDL
Suplementacéo 0,059 1 0,807
Sexo 8,223 1 0,004
Interacao 0,103 1 0,748
Ureia
Suplementacéo 0,561 1 0,454
Sexo 0,645 1 0,422
Interacao 0,540 1 0,462
Dia p6s-natal 21
Variavel
independente X2 de Wald gl p valor
ou interacao
Glicose
Suplementacao 0,389 1 0,533
Sexo 0,540 1 0,462
Interacao 1,433 1 0,231
Triglicerideos
Suplementacéo 0,001 1 0,980
Sexo 1,710 1 0,191
Interacao 1,308 1 0,253
Colesterol LDL
Suplementacéo 1,186 1 0,276
Sexo 2,038 1 0,153
Interacao 0,708 1 0,400
Ureia
Suplementacéo 1,745 1 0,186
Sexo 8,339 1 0,004
Interacao 0,016 1 0,900
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A suplementagcdo materna com naringina modificou a massa e
potencial de membrana mitocondrial da prole de forma sexo-dependente
durante o periodo perinatal

No dia pés-natal 1, foram detectados efeitos do fator suplementacéo [X? (1)
= 12,554; p < 0,001] e sexo [X? (1) = 19,894; p < 0,001] sobre a massa e A¥Ym
na prole nascida de ratas suplementadas com naringina. No entanto, também foi
observada uma interacéo entre ambos os fatores [X? (1) = 5,279; p = 0,022],
onde apenas os machos do grupo naringina apresentaram maior massa e
potencial de membrana quando comparados aos machos do grupo controle
(Figura 12a), efeito que néo foi acompanhado de alteracéo nos niveis de mO2z"
[Suplementacéo: X2 (1) = 0,024; p = 0,877; Sexo: X? (1) = 0,162; p = 0,687;
Interagdo: X? (1) = 2,204; p = 0,138] (Figura 15b). Além disso, nessa mesma
idade, as fémeas controle apresentaram maiores niveis de massa e A¥Ym
guando comparadas aos machos controle (Figura 12a).

Ja no dia pés-natal 7, ocorreu outra interacéo entre os fatores [X? (1) =
8,849; p = 0,003], no entanto, nessa idade o efeito observado nos machos nao
persistiu, e fora detectada uma reducéo da massa e AWYm nas fémeas naringina
em relacdo as fémeas controle (Figura 12a). Além de que, as fémeas controle
apresentaram maiores niveis de massa e AWYm quando comparadas aos machos
controle (Figura 12a) [Suplementacgdo: X? (1) = 1,892; p = 0,169; Sexo: X? (1) =
7,507; p = 0,006]. Também aos 7 dias poOs-natais foi detectada uma outra
interacdo entre os fatores [X? (1) = 7,100; p = 0,008], demonstrando uma
diferenca significativa no pos-teste de Sydak apenas entre as fémeas controle e
machos controle (Figura 12b), sem alteragbes nos fatores isolados

[Suplementacéo: X? (1) = 1,051; p = 0,305; Sexo: X? (1) = 2,014; p = 0,156].
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Figura 12: Efeito da suplementacdo materna com naringina durante a terceira
semana de gestacdo sobre a (a) razdo MitoTracker® Red/Green e (b) contetdo
de superoxido mitocondrial no cerebelo da prole durante o periodo perinatal.
Dados expressos como média + desvio padréo (n = 8-10). Equacéao de estimacao
generalizada de dois fatores (suplementacdo materna e sexo) seguida pelo pos-
teste de Sydak quando interacdo significativa. * sobre as linhas representam as
comparacdes multiplas significativas pelo pos-teste de Sydak. * p < 0,05; ** p <

0,01.
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Anexo lll: Outras producdes realizadas durante o periodo do doutorado e

relacionadas a tematica da tese

Titulo: Chapter 20 — Naringin and Naringenin in Neuroprotection and Oxidative
Stress.

Autores: Pauline Maciel August e Bernardo Gindri dos Santos.

Formato de publicacdo: Capitulo de livro.

Titulo do livro: Oxidative Stress and Dietary Antioxidants in Neurological
Diseases.

Editora: Academic Press.

Status: Publicado.

DOI: 10.1016/B978-0-12-817780-8.00020-7
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UNIVERSIDADE FEDERAL Comissio De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL
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Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

CRISTIANE MATTE - coordenador desde 16/05/2018
Bernardo Gindri dos Santos - Aluno de Doutorado desde 16/05/2018

Comisséo De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo em seus aspectos éticos e
metodolégicos, para a utilizagao de 434 fémeas prenhes (ratas Wistar) de 90 dias
provenientes do CREAL e 1216 filhotes provenientes dessas fémeas prenhes; de acordo com
os preceitos das Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794
de 08 de novembro de 2008, o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), que disciplinam
a produgao, manutencgao e/ou utilizagao de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem) em atividade de ensino ou pesquisa.

Porto Alegre, Quinta-Feira, 5 de Julho de 2018 A(
//{M«jp /LUM -
7 S

MARCELO MELLER ALIEVI
Coordenador da comissao de ética

255



