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RESUMO

Estudos experimentais animais sobre a restricdo caldrica (RC) sem
desnutricdo, aplicados durante a fase adulta, tém sugerido agGes
salutares em vérios desfechos analisados. Dentre elas, efeitos benéficos
a nivel cerebral, ligados ao comportamento, como a memoéria e a
atividade locomotora. Por isso, o presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos de um protocolo de RC progressiva nos parametros
comportamentais relativos a atividade locomotora, ao comportamento
tipo ansioso e a memoria dos animais, bem como seus efeitos no estado
nutricional. Ratos Wistar, machos, com idade inicial de 60 dias foram
divididos aleatoriamente em dois grupos: o grupo controle (n=9) que
recebeu a racdo desenvolvida de acordo com a AIN-93M, com consumo
ad libitum, e o grupo que teve RC progressiva de 30% (n=9) em relacdo
a média de consumo semanal do grupo controle. A intervencao teve
duragdo de 12 semanas nas quais foi analisado o ganho ponderal
semanal de peso e o0s testes comportamentais (campo aberto,
reconhecimento de objetos, labirinto em cruz elevado e labirinto
aquatico de Morris) foram realizados na 122 semana de intervencgdo. As
analises referentes ao estado nutricional foram realizadas por meio da
andlise bioquimica sérica (albumina, creatinina, ureia, AST, ALT,
glicose, colesterol, triglicerideos e proteina total), ao final do
experimento. Ao longo das 12 semanas de intervencdo dietética, o
grupo RC apresentou ganho de peso corporal 21% inferior em relagdo
ao grupo controle. Referente a analise comportamental, nao foi
observada diferencas estatisticamente significativas entre ambos o0s
grupos na atividade locomotora, ao comportamento tipo ansioso e
memoria. A RC ndo causou desnutricdo de acordo com as variaveis
bioquimicas séricas analisadas. Houve redugdo significativa dos
triglicerideos (p=0,013) e da ureia (p=0,006), além do incremento da
creatinina (p=0,03) em relacdo ao grupo controle. Esses achados
sugerem que este protocolo de RC, com a suplementacdo adequada de
micronutrientes, reduz o peso corporal ao final da intervengdo, sem
causar desnutri¢do e prejuizos tanto comportamentais quanto motor nos
animais, sugerindo possiveis efeitos regulatorios e compensatorios
positivo perante a reducdo do consumo alimentar.

Palavras-chave: Ansiedade. Atividade locomotora. Comportamento.
Memoria. Restricdo calérica.






ABSTRACT

The experimental caloric restriction (CR) studies, without malnutrition
and applied during the adulthood, suggests salutary actions on multiple
outcomes analyzed. Among them, beneficial effects in the brain linked
to behavior, such as memory and locomotor activity. Therefore, the
present study assessed the effects of a progressive CR protocol on
behavioral parameters related with locomotor activity, anxiety-like
behavior, memory function and their effects on nutritional status. Sixty
days old Wistar male rats were randomly divided in two groups: control
group (n=9) were feed ad libitum consumption with chow developed
according to AIN-93M, and the group which 30% progressive CR (n=9)
in relation to average weekly consumption of the control group. The
intervention lasted 12 weeks and was analyzed weekly weight gain and
performed behavioral tests (open field, object recognition, elevated plus
maze and Morris water maze), realized it 12 week intervention. The
nutritional status analyses were used serum biochemical analysis
(albumin, creatinine, urea, hepatic enzymes, cholesterol, triglycerides
and total protein), at the end of 12 weeks dietary intervention. Along the
12 weeks intervention, the body weight gain on CR group was 21%
lower than the control group. Concerning the behavioral analysis, there
was no statistically significant differences between groups in locomotor
activity, anxiety-like behavior and memory. The CR did not cause
malnutrition according to serum biochemical variables. There were
significant reduction in triglycerides (p=0.013) and urea (p=0.006), and
the increase in creatinine (p=0.03) compared to the control group. These
findings suggest that our CR protocol, with appropriate micronutrient
supplementation, reduces body weight without causing malnutrition and
behavioral and motor impairments in animals, suggesting possible
positive regulatory and compensatory effects towards the reduction of
food consumption.

Keywords: Anxiety-like behavior. Behavior. Caloric restriction. Calorie
restriction. Locomotor activity. Memory function.
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1 INTRODUCAO

Nos (ltimos anos tém ocorrido mudancas no padrdo alimentar
mundial. Dentre o0s padrdes alimentares atuais, € destacada a dieta
ocidental, caracterizada pela elevada ingestdio de alimentos
processados e ultraprocessados, identificados pela alta densidade
energética e teor de gorduras totais, gorduras saturadas, aclUcar e
sal. Os principais constituintes da dieta ocidental sdo as carnes
vermelhas e processadas, as sobremesas agucaradas, 0s alimentos ricos
em gordurae os graos refinados, os produtos lacteos com alto teor de
gordura e as bebidas ricas em aclcar (CANELLA et al., 2014;
HALTON et al., 2006).

A difusdo da dieta ocidental tem contribuido para o
desenvolvimento de disfungdes metabdlicas e doengas associadas, entre
elas a epidemia mundial de obesidade, doengas metabolicas como
resisténcia a insulina, diabetes tipo 2, dislipidemia, doencas
cardiovasculares, hipertenséo, esteatose hepatica ndo alcodlica, aumento
da incidéncia de doenca renal cronica e cancer. Além de colaborar
para o desenvolvimento de doencas autoimunes, de osteoporose, do
processo inflamatério crénico e de doencas neurodegenerativas
(OKREGLICKA, 2015; QI et al., 2009).

O elevado consumo de gorduras saturadas, acidos graxos dmega-
6 (AG n-6) e carboidratos refinados contribuem para vérios fatores
prejudiciais & fungdo cerebral e cognitiva, observados tanto em animais
quanto em humanos. Estudos em humanos tém sugerido associagdo
entre 0 consumo elevado de gorduras saturadas e prejuizo na
funcdo cognitiva. Somado a isso, estudos em animais, com elevado
consumo desse tipo de gordura, demonstraram redugdo dos niveis do
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF- brain-derivated
neurotrophic factor) hipocampal e aumento do estresse oxidativo, que
podem  contribuir para o desenvolvimento de  doencas
neurodegenerativas e neuroinflamacdo (FRANCIS; STEVENSON,
2013; FAROOQUI, 2012).

Paralelamente ao padrdo alimentar ocidental, alguns padrdes
alimentares tém surgido com o intuito de promover a salde por meio
do consumo de alimentos saudaveis. Uma das préticas alimentares
gue se difundiu mundialmente é dieta mediterranea, influente desde
meados dos anos 60, que estd inversamente associada com a
mortalidade e incidéncia de muitas doengas, entre elas: doenca
coronariana, acidente vascular cerebral tromboético, cancer em geral e
diabetes mellitus na idade adulta. Estudos clinicos demostraram
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associacdo positiva entre a dieta mediterrdnea e a melhora da
funcdo cognitiva em idosos (TRICHOPOULOU et al., 2014; VALLS-
PEDRET et al., 2015; WENGREEN et al., 2013).

A cognigdo refere-se aos processos mentais nos quais sao
envolvidas a aquisicdo de conhecimentos e a integracdo desses
processos em respostas como aprendizagem, atencdo, memoria,
inteligéncia e consciéncia. A disponibilidade de alguns nutrientes
pode ter efeito imediato no comportamento em geral, especialmente
na habilidade de resposta aos estimulos. E sugerido que o
funcionamento cerebral, incluindo o processo cognitivo, responde a
alteracdes nutricionais, seja pela privagdo, seja pelo excesso alimentar.
A nutricdo afeta a quimica cerebral e seu papel na neurociéncia é
multifatorial, ou seja, varios nutrientes podem atuar em um
determinado  fator  cognitivo. (BEVINS; BESHEER, 2006;
DAUNCEY, 2009; MURPHY et al., 2014).

Neste contexto, as intervencdes dietéticas agem como fatores e
indutores ambientais eficazes, desempenhando importante papel na
modulagdo das funges cerebrais e atuam de forma preventiva no
retardo de alteracfes cognitivas e deméncia (MURPHY et al., 2014).
A funclo cognitiva pode ser preservada, melhorada ou retardada seu
declinio por diversos fatores, dentre eles a vitamina D, os &cidos
graxos Omega-3, a curcumina e o0s flavonoides (BRYAN;
CALVARESI; HUGHES, 2002; FRAUTSCHY et al, 2001;
PRZYBELSKI; BINKLEY, 2007; VAN GELDER et al., 2007).

Evidéncias dos efeitos combinados, tais como abordagens
multinutricionais ou um padrdo alimentar saudavel, como a dieta
mediterrénea, estdo crescendo. Ao longo dos ultimos anos, os padrdes
dietéticos tém sido cada vez mais investigados para a melhor
compreensdo da relacdo entre dieta e o declinio cognitivo e deméncia
(VAN DE REST et al., 2015).

A dieta tem efeito relevante sobre a saide mental, tanto no
desenvolvimento do organismo quanto no envelhecimento, podendo
influenciar as capacidades de aprendizagem, de memoria e de humor.
Os fatores dietéticos podem atuar nos processos cerebrais por meio da
regulacdo das vias de neurotransmissores, da transmissdo sinéptica, da
fluidez de membrana e das vias de transducéo de sinal.

Além disso, os nutrientes e a dieta num contexto amplo podem
interferir diretamente nas funcdes cerebrais e nas regifes ligadas ao
processo cognitivo, entre eles o processo de funcdo neuronal,
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plasticidade sinaptica” e neurogénese adulta’ (GOMEZ-PINILLA,
2008; YON; MAUGER; PICKAVANCE, 2013; WARBURTON;
BROWN, 2015; PANI, 2015).

Ao encontro das praticas alimentares que promovam a
salde e bem-estar fisico e mental, a restricdo caldrica (RC) é
sugerida como uma prética benéfica ao organismo. E considerada a
melhor forma de regime dietético voltado ao aumento da expectativa
de vida, quando comparado aos regimes de restricdes de
macronutrientes especificos, como a restricdo proteica. Além do
aumento da expectativa de vida, a RC melhorou os desfechos
comportamentais em alguns modelos animais de desordens
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson e doenca de Huntington (GOULD et al., 1995; MATTSON
et al., 2004). Estudos em animais sugerem que a porcentagem e
tempo de inicio da RC, horario de oferta da racdo e a composi¢do da
dieta desempenham importante papel na promocdo da salde e
longevidade, quebrando o velho dogma de que sé a ingestdo de
calorias é importante no prolongamento da vida de forma saudavel
(RIZZA; VERONESE; FONTANA, 2014).

Hipoteses que ligam a RC com a capacidade cognitiva incluem
aumento da sensibilidade a insulina, mecanismos antiinflamatorios,
reducdo do estresse oxidativo neural, promocdo da plasticidade
sindptica, inducdo de vérios fatores neurotrdficos e neuroprotetores,
dentre eles, as sirtuinas e o BDNF. (GILLETTE-GUYONNET;
SECHER; VELLAS, 2013). O modelo de RC no inicio da fase
adulta foi escolhido baseado na hipdtese de que qualquer intervengao
potencial sobre o envelhecimento em estudos clinicos seria iniciada em
populagdes adultas. O inicio durante esta fase possibilitaria a avaliagdo
dos efeitos durante a fase idosa (COLMAN et al., 2014).

Mattson defende que a sociedade atual precisa agir contra as
doencas e outros fatores relacionados a alimentacéo e ao sedentarismo,
por isso, destaca a necessidade da acdo preventiva por meio de préticas

* A plasticidade sinaptica refere-se as respostas adaptativas do sistema
nervoso aos estimulos percebidos, é fundamental para os mecanismos
celulares de membria de longa duracdo e de aprendizagem (PANI, 2015;
DIAS; REIS, 2009; KANDEL et al, 2014).

* Geracgdo de novosneurdnios e sua incorporacdo nas redes neurais pré -
existentes (PANI, 2015).
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alimentares, como a RC, a fim de evitar ou retardar o tratamento
farmacolégico (MATTSON, 2015).

Os estudos em modelos animais sdo essenciais para a
compreensdo do impacto do consumo energético da dieta sobre o
cérebro, a nivel celular e molecular. Além disso, os dados oriundos
dos estudos experimentais animais direcionam futuros projetos
clinicos. Os ratos sdo os mamiferos mais utilizados para testar essas
hipdteses e seus subsequentes processos para, posteriormente, levar aos
ensaios clinicos (FONTANA; PARTRIDGE; LONGO, 2010).

Apesar de estudos demonstrarem beneficios da RC relacionados
ao comportamento, assim como, agir beneficamente em modelos
animais de neurodegeneragdo, ainda ndo ha consenso sobre a tematica.
Embora haja extensa literatura cientifica sobre o contexto, ndo ha
padronizagdo e descricdo metodolégica detalhada referente ao protocolo
dietético aplicado. Em conjunto, esses fatores corroboram para a
dificuldade de comparagdo e reprodutibilidade dos estudos, por isso, 0
projeto apresenta a seguinte pergunta de partida:

Quais os efeitos da restricdo caldrica sobre os parametros
comportamentais em ratos Wistar machos?

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da restricdo caldrica sobre pardmetros
comportamentais em ratos Wistar machos.

1.1.2 Objetivos Especificos

. Implementar protocolo dietético de restri¢do calorica;

. Avaliar os parametros comportamentais (atividade exploratoria,
comportamento tipo ansioso, € memdria de curto prazo e meméria
espacial) dos animais adultos submetidos ao protocolo dietético;

. Realizar avaliagdo bioquimica sérica (albumina, creatinina,
ureia, AST, ALT, glicose, colesterol, triglicerideos e proteina total) apds
aplicacdo do protocolo dietético;

. Avaliar o crescimento dos animais por meio da evolugdo
ponderal semanal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Para a revisdo da literatura foram utilizados os unitermos
disponiveis no Medical Subject Heading (MeSH) e no Descritores em
Ciéncias da Salde (DeCS). Com a finalidade de aperfeicoar a busca
pelos artigos, foram acrescentados termos adicionais aqueles
encontrados em ambos o0s descritores. A tabela 01 apresenta 0s
unitermos utilizados na busca.

Devido a atualidade do tema do projeto e a caréncia de artigos
considerados elegiveis em portugués, a busca de artigos foi realizada
apenas com o idioma de publicacdo em inglés. A busca foi realizada nas
bases de dado PubMed, Web of Science, Science Direct, e Scielo e
atualizada em abril de 2016. Além dos artigos obtidos pela busca
sistematica, foi feita a busca ativa dos artigos.

Tabela 1: Unitermos utilizados para a busca literaria referente as duas
exposicoes e seus respectivos desfechos

Restrigdo cal6rica: Caloric restriction™?,
Bxposicdes Calorie restriction; Restricdo dietética:
RC Dietary restriction; Restri¢do crdnicada
ingestdoenergética: Chronic energy
intake restriction

Parametros comportamentais: Behavioral
parameters; Respostacomportamental:
Behavioral response; Comportamento
Desfechos Parametros A N
comportamentais exploratorlo.Explolratorybehawor ;
Memdria: Merqc;ry ; Atividade motorzil:2

Motoractivity ; Ansiedade: Anxiety ;
Labirinto em cruz elevado: Elevated plus
maze; Teste de reconhecimento de objeto:
Object recognition test; Testede campo
aberto: Open field test

Esquivainibitéria: Inhibitory avoidance;
Labirinto aquéatico de Morris: Morris
water maze

1 Termo encontrado no MeSH
2 Termo encontrado no DeCS

Os resultados da busca oriunda das combinagfes dos unitermos
sdo apresentados na tabela 02. O Unico filtro utilizado na base de
dados PubMed foi para estudos realizados com animais.
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Tabela 2: Resultado quantitativo da busca literaria realizada com as diferentes
combinacdes nas principais bases de dados

Base de dados
Combinacgdes

PubMed®*

Science
Direct

Scielo**

1 Caloric restriction OR calorie
restriction OR food restriction OR
chronic energy restriction OR
energy restriction

9210

5823

23451

105

2 (Caloric restriction OR calorie
restriction OR food restriction OR
chronic energy restriction OR
energy restriction) AND (anxiety)

82

2764

3 (Caloric restriction OR calorie
restriction OR food restriction OR
chronic energy restriction OR
energy restriction) AND
(exploratory behavior)

43

39

423

4 (Caloric restriction OR calorie
restriction OR food restriction
OR chronic energy restriction OR
energy restriction) AND (memory)

156

105

3612

5 (Caloric restriction OR calorie
restriction OR food restriction
OR chronic energy restriction OR
energy restriction) AND (elevated
plus maze)

24

21

418

1#

6 (Caloric restriction OR calorie
restriction OR food restriction
OR chronic energy restriction OR
energy restriction) AND (open
field)

46

39

774

1#

7 (Caloric restriction OR calorie
restriction OR food restriction
OR chronic energy restriction
OR energy restriction) AND
(Morris water maze)

29

23

540

Legenda:

(a) Coluna da esquerda representa os resultados da busca semo filtro para
estudos experimentais animais, enquanto a coluna da direita contém o filtro.

* Filtro “titulo/resumo” na combinagéo

** Filtro para resumo que contivesse caloric restriction ousinénimos e para o

idioma inglés
# Mesmo artigo da busca anterior




31

2.1 RESTRICAO CALORICA

2.1.1 Restrigdo cal6rica: visdo geral

A RC é um regime dietético definido como a reducdo na
quantidade diaria total de alimentos com auséncia de desnutricdo, ou
seja, € uma limitagdo da ingestéo alimentar abaixo do nivel ad libitum®
sem reducdo desproporcionada de qualquer componente da dieta,
concomitante ao comprometimento da adequacdo de micronutrientes.
Cabe ressaltar que RC ndo é restricdo alimentar, pois ocorre a
suplementagdo de micronutrientes (ADAMS et al., 2008; AMIGO;
KOWALTOWSKI, 2014; MA et al., 2014a).

A RC € uma intervencdo ndo genética que tem demonstrado
como resultados aumentar a vida média e maxima de diversas espécies,
desde organismos mais primitivos, como as leveduras, até os roedores.
Além disso, é a forma de regime dietético com maior beneficio para a
expectativa de vida em roedores, quando comparado com restricbes
especificas, como a restricdo proteica (MA et al., 2014b; GOULD et al.,
1995).

A literatura cientifica disponibiliza como sinénimos de RC:
restricdo dietética (dietary restriction), restricdo energética (energy
restriction) e restricdo energética crénica (chronic energy restriction).
Todos esses sindnimos referem-se ao regime dietético no qual é
restrita uma porcentagem da ingestdo caldrica total diaria
simultaneamente a manutencdo da disponibilidade de micronutrientes
com auséncia de desnutricdo (CERQUEIRA; KOWALTOWSKI,
2010).

Mattson utilizou o termo hormese para definir a RC, podendo
ser representada por respostas bifasicas, ou seja, em porcentagens
baixas é benéfica para as células e organismos, enquanto que em
porcentagens elevadas, é inibitéria e prejudicial (MATTSON, 2010).
Essas doses referem-se as porcentagens aplicadas nos estudos, que
variam entre 0s autores e de acordo com a finalidade do estudo, grande
parte destes apresentam a faixa de RC correspondente a 20-40% da
ingestdo energética total diaria do grupo controle (dieta ad libitum), ou

* Otermo ad libitumé o principio que determina a necessidade energética do
animal, ou seja,a suaingestdo alimentar voluntaria. A interrupgéo do ato de
comer geralmente significaque as necessidades energéticas foramalcangadas
(RITSKES-HOITINGA; CHWALIBOG, 2003).
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seja, 0 consumo do grupo restricdo caldrica é na faixa de 80-60% do
grupo controle. O apéndice A apresenta a matriz de sintese com alguns
estudos sobre RC, comportamento e suas respectivas porcentagem.

A RC é composta por duas formas de regimes dietéticos distintos:
alimentacdo diaria limitada (curto ou longo prazo) e jejum intermitente.
A alimentacdo diaria limitada esta relacionada com o percentual de
restricdio comparado com aquele consumido pelos animais do grupo
controle, com alimentacdo ad libitum, ou seja, a porcentagem de RC
diaria é baseada no consumo do grupo controle. O segundo regime é o
jejum intermitente, caracterizado como jejum programado, ou seja,
periodos intercalados entre a ingestdo de alimentos e o jejum, 0 modo
mais aplicado é o jejum em dias alternados. O animal é alimentado um
dia e no outro ocorre a privagdo alimentar (LI; WANG; ZUO, 2013).

O estudo pioneiro da RC foi realizado em 1935 e teve como
objetivo avaliar o efeito do crescimento retardado, induzido pela
limitacdo caldrica, em diferentes fases do ciclo de vida de ratos de
ambos os sexos. Ao final dos quatro anos de estudo, 0s autores
constataram que a RC apds a puberdade aumentou a expectativa de
vida e agiu beneficamente na prevencdo ou atenuacdo de doencas
cronicas nos roedores, principalmente aquelas ligadas ao
envelhecimento (MCCAY C. M.; CROWELL M. F.; MAYNARD L.
A, 1935).

A modalidade de RC que utilizou o jejum intermitente teve seu
estudo pioneiro realizado em 1945. O estudo atribuiu ao regime
dietético um aumento da expectativa de vida dos ratos (20% nos
machos e 15% nas fémeas), auséncia de retardo no crescimento
corporal e retardo no aparecimento de tumores mamarios (CARLSON;
HOELZEL, 1946).

Referente a outras doengas, esse regime dietético tem atuacéo
relevante em cardiomiopatia, diabetes tipo 2, hipertensdo arterial
sistémica, aterosclerose, doencas autoimunes e céncer (CHOI et al.,
2013; GENARO; SARKIS; MARTINI, 2009; GRAFF et al., 2013).
Além de doencas ligadas ao envelhecimento, a RC apresenta diversas
implicagdes metabolicas, as duas principais funcdes favoraveis sdo a
reprogramacdo metabolica ao metabolismo oxidativo, ou seja,
obtencdo de outras fontes energéticas no momento da privacao
alimentar, como a elevacdo da oxidacdo lipidica, além do
melhoramento da resposta ao estresse, particularmente o estresse
oxidativo (GUARENTE, 2013).

A RC é o modelo de intervencdo dietética mais usada em
estudos que envolvem envelhecimento, por isso, em muitos deles foi
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verificado o seu papel benéfico em doengas ligadas a idade em
modelos animais, como a Doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e
acidente vascular cerebral. Além disso, promove acdo protetora em
doengas neurodegenerativas que levam a perda progressiva de
neurdnios, alteracbes na plasticidade sinaptica e neurogénese, atrofia
cerebral e déficit cognitivo (MATTSON et al., 2004; RIZZA,
VERONESE; FONTANA, 2014).

A RC promove a reducdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), aumento da biogénese mitocondrial, impede o dano
e promove a reparacdo celular e do DNA, auxilia na resisténcia ao
estresse, reduz inflamacédo e previne algumas alteragdes da expresséo
génica que ocorrem com o envelhecimento (GENARO; SARKIS;
MARTINI, 2009; GUARENTE, 2008; SZAFRANSKI; MEKHAIL,
2014).

Os efeitos da RC podem ser atribuidos ao retardo do
envelhecimento celular associado as doencas. O possivel mecanismo
de inativacdo total ou parcial pela RC pode ser resultante do
periodo de escassez alimentar, com isso, as células tornam-se capazes
de entrarem em um modo de espera no qual a divisdo e reprodugdo
celulares sdo minimizadas ou interrompidas com o intuito de
disponibilizar energia para manutencdo orgénica. A manutencdo do
equilibrio redox e consequente reducdo da producdo dos radicais livres
causadas pela RC podem proteger o organismo de doengas como
aterosclerose, diabetes, artrite reumatoide, doengas neurodegenerativas
e cancer (FONTANA; PARTRIDGE; LONGO, 2010; BORDONE;
GUARENTE, 2005).

No metabolismo energético ocorre reducdo do peso corporal e
da adiposidade corporal, aumento da oxidacdo lipidica, além da
regulacdo da sinalizagdo da insulina e da inducdo de reprogramacéo
metabdlica na maioria dos tecidos periféricos, com a finalidade de
garantir  energia suficiente (MA et al, 2014b; AMIGO;
KOWALTOWSKI, 2014). Em roedores submetidos a RC de 30%,
durante cinco semanas, houve incremento da oxidacdo de AG de
aproximadamente quatro vezes em comparagcdo ao grupo controle.
Além disso, a obtencdo energética proveniente dos AG no grupo RC
foi de 37%, enquanto no grupo controle foi de 7%, demonstrando a
adaptacdo do organismo durante a RC, ou seja, a reprogramacdo
metabdlica e energética (BRUSS et al., 2010).

A RC promove adaptacdes orgénicas como aumento da
sensibilidade a insulina, mobilizagdo de AG e producdo de corpos
cetdnicos. Roedores em RC apresentaram um padrdo de sele¢do de
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combustivel energético composto por duas fases: uma breve fase
poés-alimentacdo com preferéncia por carboidratos e sintese
endogena de AG, seguida de uma longa fase de oxidacdo dos
mesmos, correspondendo aproximadamente a quatro vezes mais a
atividade de oxidagdo do que o grupo controle. Essas adaptagBes
metabdlicas podem ter relacdo com o papel da RC no envelhecimento
e aumento da longevidade (MATTSON, 2015; BRUSS et al., 2010;
MASORO; YU; BERTRAND, 1982).

O ciclo resultante da RC consiste na queda da glicose
sanguinea, levando a uma reducdo da secrecdo de insulina pelas
células B pancredticas, diminuicdo do estoque lipidico no tecido
adiposo branco (TAB) e, por fim, mudancas metabdlicas, muscular e
hepética. A reducgdo do estoque lipidico no TAB também pode levar a
elevacdo das concentragcGes de adiponectina e reducdo do fator de
necrose tumoral o (TNF-a), resultando no aumento da sensibilidade
a insulina, conforme esquematizacdo a seguir (BORDONE;
GUARENTE, 2005). A figura 1 resume as principais funcdes salutares
da RC no metabolismo energético, doencas cronicas nao transmissiveis
(DCNT) e outras doencas, além dos efeitos na neurodegeneracao e nos
mecanismos celulares/bioquimicos.
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Figura 1: A¢es benéficas da RC baseadas na literatura
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porém, algumas vias de sinalizacdo destacam-se pela conservagdo ao
longo da evolucdo das espécies. Fontana e colaboradores (2010)
descreveram as vias de sinalizagdo celular relacionadas com a RC
desde as leveduras até os mamiferos e foi verificada a conservagao de
vias envolvendo o alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR) entre
todas essas espécies (leveduras, vermes, moscas, peixes, roedores e
macacos). Além do mTOR, a proteina cinase A (PKA) também sofre
alteracdo pela RC nos mamiferos. Tanto o mTOR quanto a PKA tém
inibicdo da ativacdo, sendo a inibicdo do mTOR diretamente ligada a
ativacdo da autofagia, aumento da expectativa de vida e melhora de
déficits cognitivos ligados ao avangco da idade (FONTANA;
PARTRIDGE; LONGO, 2010; SOLON-BIET et al., 2015).

A atuagdo do TOR no cérebro envolve a participagdo em
inimeros mecanismos, dentre eles o mecanismo celular: controle da
autofagia, tamanho, sobrevivéncia, migracdo e proliferacdio —
neurogénese - celular; mecanismo de brotamento axonal, regeneracéo e
mielinizacdo, expressdo dos canais de receptores idnicos e crescimento
da espinha dendritica; e mecanismos regulatérios: excitabilidade e
sobrevivéncia neuronal, plasticidade sinaptica, cognicdo, alimentacéo e
controle do ritmo circadiano . Roedores em RC de 30% durante 44
semanas apresentaram reducdo do ndmero de neurdnios hipocampais
imunopositivos para mTOR, concomitante ao aumento de neurdnios
hipocampais positivos para SIRT-1, fato envolvido na melhora da
capacidade cognitiva desses animais (BOCKAERT; MARIN, 2015;
MA et al., 2015).

Além de estudos com roedores, o Centro Nacional de
pesquisas com primatas de Wisconsin (Wisconsin National Primate
Research Center- WNPRC) desenvolve pesquisas com macacos
rhesus desde 1989. Dentre os principais efeitos positivos da RC de
30% em longo prazo destacam-se o efeito protetor da RC sobre a
mortalidade por todas as causas, reducdo da gordura corporal,
reducdo da atividade do fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1) e das concentragfes plasmaéticas de leptina. Além
desses efeitos, os macacos rhesus em RC apresentaram incremento da
sensibilidade a insulina e reducdo da concentracdo de glicose e
insulina quando comparados com o0s animais do grupo controle
(RAMSEY et al., 2000; COLMAN et al., 2009, 2014b).

Contrariamente aos resultados apresentados pelo WNPRC, o
Instituto Nacional sobre envelhecimento (National Institute on Aging-
NIA) cujas pesquisas séo realizadas em macacos rhesus em condicdes
experimentais semelhantes, ndo foi encontrado os mesmos resultados do
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WNPRC. Os resultados referentes as alteragdes hormonais e
metabdlicas mediadas pela RC, que em conjunto resultaram na auséncia
de elevacdo da sobrevivéncia nos animais em RC quando comparados
ao grupo controle, ndo foram verificados pelo NIA (CAVA;
FONTANA, 2013).

A capacidade da RC de estender a vida em humanos ainda néo é
conhecida, mas os dados indicam que a RC moderada em longo
prazo, juntamente com uma nutricdo adequada, promovem efeitos
protetores contra a obesidade, diabetes tipo 2, inflamac&o, hipertenséo,
doenca cardiovascular e reducdo dos fatores de risco metabdlicos
associados ao cancer. Além disso, a RC em seres humanos melhora
marcadores de envelhecimento cardiovascular, por meio, por exemplo,
da inducdo da sintese de proteinas envolvidas na protecdo contra o
estresse oxidativo e da reducdo da inflamacdo crénica sistémica e da
frequéncia cardiaca basal (CAVA; FONTANA, 2013; RIZZA;
VERONESE; FONTANA, 2014; RAVUSSIN et al., 2015; WEISS;
FONTANA, 2011; HAN; REN, 2010). Em um estudo multicéntrico em
humanos, cujo objetivo foi avaliar se a RC reduziria os niveis do IGF-1
durante dois anos de estudo. Como resultado néo foi verificado o efeito
positivo da RC nos niveis séricos de IGF-1, ou seja, auséncia da
reducdo dos niveis séricos, como foi observado em estudos
experimentais animais (FONTANA et al., 2016).

Apesar de todos os beneficios atribuidos a RC em modelos
saudaveis ou de neurodegeneragdo, efeitos prejudiciais, em alguns
casos, sao resultantes desse regime dietético. Camundongos em RC
durante um longo tempo tiveram a cicatrizagdo de feridas cutaneas
prejudicada, sendo a situacdo revertida pela alimentacdo ad libitum.
Somada a isso, a RC favoreceu a susceptibilidade dos roedores as
infecgcdes bacterianas, virais e parasitarias (FONTANA; PARTRIDGE;
LONGO, 2010).

2.1.2 RC e seus papeis na funcéo cerebral

O declinio progressivo das fungdes cognitivas e um risco
aumentado para doencas neurodegenerativas, como a doenca de
Parkinson ou Alzheimer sdo consequéncias da senescéncia cerebral. Foi
demonstrado que a RC atrasa o aparecimento dos sinais de senescéncia
cerebral e, consequentemente, previne o aparecimento de desordens
neuroldgicas, além de retardar eventos como a atrofia cerebral, perda
de plasticidade sindptica e déficits cognitivos por meio da ativacdo da
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SIRT-1 (FONTANA; PARTRIDGE; LONGO, 2010; GRAFF et al.,
2013).

As sirtuinas (SIRT) representam uma familia grande e
diversificada de enzimas que regulam a expressao génica em diversos
tecidos por meio da desacetilacdo de histonas. A RC induz o aumento
dos niveis da expressédo de, pelo menos, um subconjunto das sirtuinas:
SIRT1, SIRT3 e SIRT5, sendo a SIRT-1 com atuacdo relevante na
manutencdo da saude cerebral e sobrevivéncia neuronal (MAALOUF;
RHO; MATTSON, 2009; GUARENTE, 2013). A SIRT-1 pode ser
ativada pela RC e participar na regulacdo da protecdo vascular e das
células musculares lisas, o dano ao DNA, a regeneracao das fungdes
das células progenitoras endoteliais. Ja a regulacdo negativa envolve a
senescéncia, a producdo de EROs e a formacao de células espumosas
(D’ONOFRIO et al., 2015).

Além da acdo da RC sobre as sirtuinas, o regime dietético esta
envolvido em mecanismos cerebrais que abrangem a melhora da
funcdo mitocondrial, diminuicdo na expressdo de fatores apoptéticos
e aumento na atividade dos fatores neurotréficos (MAALOUF;
RHO; MATTSON, 2009; MARTIN; MATTSON; MAUDSLEY,
2006).

Os fatores neurotréficos séo proteinas envolvidas diretamente na
proliferacdo e diferenciacio de neurdnios. Os principais representantes
sdo: fator de crescimento neural (NGF), neurotrofina 3 (NT-3),
neurotrofina 4 (NT-4), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF),
fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), fator neurotrofico ciliar
(CNTF), fator de crescimento similar & insulina (IGF) e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (SEBBEN, ALESSANDRA
DEISE et al., 2011).

Os fatores neurotréficos podem proteger neurénios, estimulando
a producdo de proteinas que reduzem o estresse oxidativo (enzimas
antioxidantes e Bcl-2) e estabilizam a homeostase celular de calcio.
Dos fatores neurotréficos descritos, a RC atua na ativagéo da expressdo
do BDNF, NT-3, GDNF e IGF-1. O BDNF promove a diferenciacdo
neuronal embriondria e em células progenitoras do hipocampo e
parece estar aumentado em animais submetidos & RC, facilitando a
plasticidade sindptica e aumentando os niveis de aprendizagem e
memoria. O decréscimo da concentracdo de IGF-1 e a regulagdo da
sinalizagdo da insulina podem ter um efeito direto sobre o estresse
oxidativo, mediado pela RC, que pode ser uma relagdo causal com a
capacidade de aprendizagem aperfeicoada (MATTSON et al., 2004;
CONTESTABILE, 2009; MA et al., 2014a).
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Em um estudo experimental animal foi avaliado o efeito da RC
de longa duragdo (12-15 meses) sobre o0 estresse oxidativo e fatores
neurotréficos. A RC foi um fator protetor na morte neuronal induzida
por apoptose, além disso, houve neuroprotecdo entre a associacdo da
RC e o GDNF. Os autores concluem que, possivelmente, a defesa
antioxidante mediada pela RC ocorre pela sinalizacdo de fatores
neurotréficos. RC (THRASIVOULOU et al., 2006). Foi observada a
promocdo da sobrevivéncia das células neurais recém-geradas em
camundongos em RC, a analise constituiu num modelo de delecdo
génica de BDNF e foi verificado que o aumento dos niveis do
mesmo, induzido pela RC, desempenhou papel relevante na
sobrevivéncia de neur6nios. Juntamente aos achados experimentais,
dados epidemiolégicos fornecem fortes evidéncias de que a RC
pode reduzir o risco para o desenvolvimento de doenga de
Parkinson e Alzheimer e acidente vascular cerebral, trés das doengas
neurodegenerativas mais devastadoras em idosos (MATTSON et al.,
2004).

Em adicdo aos efeitos sobre fatores neurotréficos, a RC é capaz
de induzir o aumento dos niveis da proteina de choque térmico neuronal
(exemplo: heat-shok protein-70- HSP-70) e da proteina regulada por
glicose (glucose-regulated protein-78) e induzir a atividade das
proteinas chaperonas resistentes ao estresse (stress-resistance protein
chaperones). O incremento dos niveis e inducdo da atividade dessas
proteinas estid relacionado & inducdo dos fatores neurotréficos e
resisténcia ao estresse (MATTSON et al., 2004).

Fatores neuroprotetores e neurotrofinas sdo em grande parte
dependentes do fator de transcricdo CREB (CAMP responsive-element
binding protein) em vérios tecidos, inclusive no cerebral, participa de
respostas neuroprotetoras e uma interacao destacavel é a do fator de
transcricdo CREB com a SIRT-1 (ALTAREJOS; MONTMINY, 2011;
FUSCO et al., 2012).

Em um modelo de camundongos com dele¢do génica de CREB-
1 e SIRT-1, foianalisada a a¢do da RC de 40% durante cinco semanas.
Os efeitos neuroprotetores mediados pela RC observados nos animais
controle ndo foram evidenciados em ambos os grupos com delecdo
génica. Ou seja, a neuroprotecdo da RC esta diretamente ligada a
expressdo e atividade do CREB-1 e da SIRT-1. Além disso, apenas nos
animais dos grupos controles em RC, houve aumento da
potenciacdo de longa duragdo (do inglés long-term potentiation, LTP),
evento relacionado a base celular e molecular da meméria. Quanto ao
comportamento, 0s animais dos grupos RC demonstraram melhora
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na memoéria e na aprendizagem espacial durante o teste do
reconhecimento de objeto, que o0s autores atribuiram a procura
pelo alimento, devido a privacdo dos animais em RC (FUSCO et al.,
2012).

Visto as possiveis vias de sinalizacdo, proteinas e moléculas
passiveis de alteracdes pela RC, podem-se resumir trés mecanismos
gerais: (1) o aumento da atividade sinaptica: com consequente
producdo e liberacdo de fatores neurotroficos, que irdo ativar as vias de
sinalizacdo que estimulam a formacdo de sinapses e plasticidade e
neurogénese; (2) a ativacdo de respostas adaptativas ao estresse
celular: resultam na mobilizacdo defensiva contra o estresse
oxidativo, metabolico e inflamatério; (3) os sinais periféricos: como os
corpos cetdnicos e fatores derivados do musculo, que auxiliam no
aumento da demanda metabdlica para as redes neuronais ativas
(MATTSON, 2015).

2.1.3 ImplicagOes terapéuticas da RC sobre os parametros
comportamentais

AlteracOes dietéticas tém implicagdes diretas nos parametros
comportamentais e cerebrais, além disso, a porcentagem de RC pode
afetar os desfechos esperados, sendo a RC de 30% o regime tipico
encontrado para aumentar a longevidade em roedores e proteger
contra a neurodegeneracdo. A RC de 30% em um modelo animal
roedor de neurodegeneracdo (camundongo com delecdo génica para
CK-p25 - modelo da doenca de Alzheimer) foi capaz de reduzir a
neurodegeneracdo e atrasar a mesma, além do decréscimo da perda
sindptica e preservacdo das capacidades cognitivas. Além disso,
levou ao aumento transitério de glicocorticoides, que facilitam a LTP
hipocampal, levando a melhorias na memdria e na aprendizagem
(FERREIRA et al., 2006; BISHOP; GUARENTE, 2007; GRAFF et al.,
2013).

A literatura cientifica apresenta escassas publicacbes de
modelos animais com auséncia de um quadro patolégico que tenha a
intervencdo dietética do projeto. Contudo, foram selecionados alguns
estudos que tenham apresentado tanto o rigor metodolégico (descricéo
detalhada, tempo e composicdo do protocolo dietético), quanto a
proximidade com o projeto desenvolvido, e, portanto, serdo
brevemente descritos a seguir.

Ferreira e colaboradores utilizaram um protocolo dietético de
30% de RC em roedores durante seis meses e avaliaram os efeitos da



41

dieta sobre a aprendizagem, memoria e estresse dos animais. Como
resultados estatisticamente significativos, verificaram que a atividade
exploratéria no grupo controle foi maior em relagdo ao grupo RC,
enquanto que, no grupo RC foi observado maior desempenho quanto
a aprendizagem (FERREIRA et al., 2006).

Graff e colaboradores avaliaram os efeitos da RC na capacidade
cognitiva (locomogdo, comportamento exploratério, medo e memoria)
em um modelo roedor de neurodegeneracdo e prejuizo cognitivo. Os
animais foram divididos em trés grupos: controle, grupo Ck-p25” ad
libitum e grupo Ck-p25 RC, tratados durante seis meses com RC
de 30%. Os resultados apontaram preservacdo da integridade
neuronal e da densidade sindptica, incremento do numero de
neurbnios e de sinapses funcionais, além da melhora da
plasticidade sindptica mediada pela RC. Referente a capacidade
cognitiva, houve melhora da memoria. Contudo, a RC ndo alterou as
atividades referentes a ansiedade, locomocdo e comportamento
exploratorio em relagdo ao grupo controle (GRAFF et al., 2013).

Uma modalidade de RC progressiva” em roedores foi aplicada
para avaliacho do efeito da RC nas fungBes neuronais, como
aprendizagem e memoria. Como principais resultados destacam-se a
melhora da capacidade de aprendizagem espacial (memoria)
dependente do hipocampo, além de redugdo dos niveis glicémicos e de
IGF-1, quando comparados ao grupo controle (MA et al., 2014b).

Em estudos com restricdo de 40% de calorias também foi
verificada melhora em alguns aspectos comportamentais em roedores.
RC de 40% desde os quatro meses de idade resultou em um
significativo aumento na aprendizagem motora em comparacdo ao
grupo alimentado ad libitum. Além disso, os animais em RC
apresentaram melhor compreenséo das exigéncias referentes a tarefa
motora. O estudo concluiu que a RC impediu ou retardou 0s
déficits de funcdo neural e aprendizagem relacionadas a idade
(GOULD et al., 1995).

Outro protocolo de 40% de RC com duracéo de seis meses foi
aplicado em roedores para avaliagho da memoria espacial pelo
labirinto aquético de Morris. Apds o0s seis meses de intervencdo, o
grupo controle apresentou aumento da laténcia de escape em
comparacdo ao grupo RC, ou seja, prejuizo na meméria espacial. Ja o

* Modelo de neurodegeneracdo duplo transgénico
* A progressdofoide 10%, 20% e 30% durante a primeira, segunda e terceira
semanaemdiante, respectivamente.
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grupo RC demonstrou melhora na memodria tanto pela reducdo do
tempo para a realizagdo e chegada ao alvo, quanto reducdo da laténcia
na tarefa aquatica em relagdo ao periodo antecedente a intervencao
(GENG et al., 2011).

Um longo estudo com camundongos fémeas objetivou avaliar os
efeitos da RC de 40% sobre os pardmetros comportamentais e motores,
com duracdo de 4, 20 e 74 semanas de RC, iniciada em 4 semanas de
idade. A coordenacdo motora dos animais, analisada pelo teste
accelerod néo diferiu entre ambos os grupos e suas diferentes duracdes
intervencionais. No teste do campo aberto, foi verificada reducdo da
atividade horizontal e dos episddios de rearings dos animais com 4
semanas de duracdo da RC em relagdo ao seu controle, nos demais
grupos ndo houve diferenca. Em relagdo a avaliagdo do comportamento
tipo ansioso, pelo labirinto em cruz elevado, o grupo com 4 semanas de
RC apresentou maior nimero de entrada nos bragos abertos em relagéo
ao seu controle. Além disso, durante o teste foi verificada relacdo direta
entre 0 aumento do tempo de RC e a reducdo significativa da entrada
nos bracos abertos. Por fim, a analise da memoria, realizada pelo
labirinto aquéatico de Morris, foi verificado que os animais com 4
semanas de RC ndo lembraram da localizacdo da plataforma em relagéo
ao grupo controle. Entretanto, no grupo com 74 semanas de RC, houve
maior numero de cruzamentos na plataforma no dia do teste quando
comparado aos animais com a mesma idade. Como principais
consideragdes finais, 0s autores apontam que a RC aumentou a memdria
de trabalho, entretanto, aumentou o comportamento tipo ansioso ao
avancar a intervencdo e o agravamento do da perda da coordenacéo
motora relacionada com a idade (KUHLA et al., 2013).

Referente aos estudos que avaliem a RC e o processo cognitivo
em humanos, destacam-se dois estudos americanos: CALERIE
(Comprehensive Assessment of Long-term Effects of Reducing Intake
of Energy - Avaliagdo Compreensiva dos Efeitos em Longo Prazo da
Reducdo da Ingestdo de Energia) e o ENCORE (Exercise and
Nutrition Interventions for Cardiovascular Health- Exercicio e
Nutricdo Intervencdes para a Salde Cardiovascular).

No estudo CALERIE, 48 participantes foram randomizados para
quatro grupos: controle (manutencdo do peso: idade média de 37+7
anos), RC (25% de RC: idade média de 3915 anos), RC mais
exercicio estruturado (12,5% de RC e 12,5% aumento do gasto
energético por meio do exercicio: idade média de 36+6 anos) e dieta
de baixa caloria (890 kcal/dia até 15% de perda de peso, seguida pela
manutencdo do peso: idade média de 38+8 anos) com intervencdo de
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seis meses. Os testes cognitivos (memdria verbal, memdria visual,
atengdo/concentracdo) foram realizados no inicio do estudo e no
terceiro e sexto més. Nenhum padréo consistente de meméria verbal,
retencdo/memoria visual, ou de déficits de atengdo/concentracdo
surgiram durante o julgamento. Déficit energético diario ndo foi
significativamente associado com a mudanc¢a no desempenho no teste
cognitivo (MARTIN et al., 2007).

O estudo ENCORE foi realizado com 124 participantes, de
idade de 52+9 anos, com elevada pressao arterial (PA) - PA sistolica
de 130 a 159 mmHg ou PA diastdlica de 85 a dizer 99 milimetros Hg)
gue eram sedentarios e com sobrepeso ou obesidade (IMC: 25-40
kgm?). Os participantes foram randomizados para um grupo
Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH'), outro grupo
DASH com exercicio fisico e RC, por fim, um grupo com dieta
controle. Os participantes completaram uma bateria de testes
neurocognitivos de meméria de aprendizagem e velocidade
psicomotora, realizados no inicio e ap6s quatro meses de intervencéo.
Como resultados dos testes neurocognitivos, os participantes do
DASH combinada com exercicio fisico e RC apresentaram
melhorias na funcdo de memodria de aprendizagem e velocidade
psicomotora em relacdo ao controle, com dieta habitual. Apesar dos
resultados positivos, 0s autores trazem como limitagdes do estudo: (1)
tempo curto de intervencdo; (2) o tamanho amostral; (3) a
dificuldade de obtencdo da participacdo isolada da RC nos
resultados; e (4) a interferéncia da medicacdo (SMITH et al., 2010).

Tendo em vista as distingbes referentes aos modelos
experimentais animais, as porcentagens e tempo de RC, o0s testes
comportamentais utilizados e seus consequentes resultados, adicionou-
se ao documento o APENDICE A: Matriz de sintese com estudos
sobre RC e comportamento. Nele, constam alguns estudos do protocolo
dietético e seus principais resultados.

*

A dieta DASH preconiza o consumo de frutas, verduras, produtos
lacteos com baixo teor de gordura, cereais integrais, peixe, aves e nozes, e, ao
mesmo tempo, incentiva menor consumo de carne vermelha, doces e aglcares
(PIPER et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

O estudo foi analitico intervencional, experimental animal e
controlado. Os estudos experimentais sdo caracterizados pela
comparacdo do efeito da intervencdo entre o grupo controle e os
grupos experimentais, possibilitando o estudo de relagdes causais entre
os tratamentos ou intervencOes aplicadas e suas respectivas respostas
observadas (BONITA; BEAGLEHOLE; KJELLSTROM, 2010;
FESTING; WEIGLER, 2003).

3.2 PROCEDIMENTOS ETICOS DA PESQUISA

Este projeto foi enviado para a Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UFSC e foi aprovado sob o numero de
protocolo 00973 (ANEXO A).

3.3 ENSAIO BIOLOGICO

Foram utilizados 18 ratos machos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar, 9 animais por grupo, com idade inicial de 60 dias,
idade na qual sdo considerados adultos jovens (MCCUTCHEON;
MARINELLI, 2009). Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e foram mantidos
e tratados no Laboratério de nutricdo experimental. A randomizagdo
inicial dos animais nos dois grupos experimentais consistiu na pesagem
no dia em que chegaram ao laboratério. Posteriormente foi calculada a
média de peso corporal dos animais, no caso de distingdo expressiva da
média, o animal foi permutado para o outro grupo, para que néo
houvesse diferencas expressivas na média do peso inicial.

Os animais foram mantidos em condi¢des de luz e temperatura
controladas, ciclo claro-escuro de 12 horas, a 21+1°C, acesso a agua ad
libitum. Foram acondicionados trés animais por caixa, conforme o
estudo de Ferreira e colaboradores (2006). Os animais ndo foram
mantidos isolados, pois para os roedores, o isolamento social é um
fator estressante que pode regular negativamente os parametros
comportamentais que foram analisados (ZAINUDDIN; THURET, 2012;
WALF; FRYE, 2007).

O grupo 01 correspondeu ao controle e recebeu a racdo formulada
a partir das orientages do American Institute of Nutrition- AIN93
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(REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), adaptada para as condicdes
experimentais, ad libitum.

O grupo 02 foi o grupo com regime dietético de RC e recebeu,
assim como o grupo 01, a racdo formulada, porém, o grupo teve
RC progressiva em relagdo a média semanal de consumo do controle,
10% na primeira semana, evoluindo para 20% na segunda semana, e,
passou para 30% na terceira semana, seguindo desta forma até o final do
experimento. Foi desenvolvida conforme estudos prévios baseados na
mesma modalidade de RC (MA et al., 2014a; RIBEIRO et al., 2009;
COLMAN et al., 2014b).

As variaveis de exposi¢do do estudo foram os dois grupos com
duas dietas, com duragdo de 12 semanas de intervengdo. As variaveis de
desfecho foram relacionadas ao parédmetro comportamental dos
animais: comportamento tipo ansioso, comportamento exploratério e
memoria, cuja avaliagdo foi realizada por meio dos seguintes testes:
teste do labirinto em cruz elevado (TCE), campo aberto (TCA) e
labirinto aquatico de Morris (LAM) e teste do reconhecimento de objeto
(TRO), respectivamente. Além disso, foi analisado o parametro
bioquimico, cujas variaveis sdo descritas na figura 2.
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Figura 2: Fluxograma do estudo
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Ap6s as doze semanas de intervengdo, 0s animais foram
submetidos aos testes comportamentais e ao teste de tolerancia a glicose
(TTG). Apbs esses processos, foram anestesiados com cetamina
(100ml/kg intraperitoneal) e xilazina (10ml/kg intraperitoneal), realizada
a puncao cardiaca para obtencdo do sangue para andlises bioquimicas e,
por fim, foram eutanasiados pelo método fisico de decapitacdo, com
posterior coleta dos materiais biolégicos.

3.4 DESENVOLVIMENTO DA INTERVENGCAO DIETETICA

3.4.1 Mensuracdo da méedia do consumo alimentar semanal do
grupo controle

Figura 3: Linha temporal do estudo

. Fase de intervencdo (semanas - % RC)

10% 20% 30%
[ I\ F_lﬁ' b \
e ———

0 1 2 3 10 1 12
‘_V_‘
Testes comportamentais

CA RO LCE | LAM
Dia01 Dia02 | Dia03  Diad-7

Avaliagao do ganhe de peso ponderal semanalmente

Legenda: CA: Campo aberto; RO: Reconhecimentode objeto; LCE: Labirinto
em cruz elevado; LAM: Labirinto aquatico de Morris.
FONTE: A AUTORA, 2016

A etapa de mensuragdo da média do consumo alimentar semanal
dos animais foi realizada uma semana prévia ao inicio do experimento,
denominada de semana 0, conforme demonstrado na figura acima.

Os animais do grupo controle, com idade inicial de 53 dias, foram
alimentados ad libitum com a rag8o formulada, para o célculo da média
do consumo alimentar diario por caixa e para o célculo da RC de 10%
na semana 01. Ao inicio do ciclo escuro, ofertou-se diariamente 180
gramas de racgdo por caixa, quantidade esta que garantiu o consumo livre
de racdo por caixa. No dia seguinte, previamente a oferta da racéo, o
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remanescente da ragdo foi pesado e anotada a quantidade em planilhas
do consumo semanal (exemplificada no APENDICE B), para ent&o, ser
calculada a média do consumo alimentar semanal do grupo controle.
Dessa forma, a porcentagem de restricdo calérica acompanhou tanto o
crescimento dos animais, quanto o que foi consumido pelo grupo
controle semanalmente. A RC foi semanalmente baseada no consumo de
racdo do grupo controle, com isso, o consumo acompanhou diretamente
0 crescimento natural do animal, fazendo com que a restricdo ndo
passasse da porcentagem maxima almejada de 30%.

A necessidade de calcular a média de consumo diario e nédo
basea-la na literatura ocorreu pela distinggo de formulacio e
palatabilidade da dieta preparada em comparacdo com as ragdes
comerciais. A modalidade de RC foi baseada na reducdo do peso da
racdo Umida oferecida aos animais, por isso, para ndo restringir
micronutrientes, foi adicionada a porcentagem de micronutrientes
correspondente  a quantidade de RC semanal, conforme a
esquematizacdo da figura 4.

Figura 4: Esquematizacdo da progressao da RC no decorrer do experimento

Semanas
0 1 2 3 12
| | | Y
| | | Ly
Semana 0
) ) Consumo = Consumo= Consumo = Consumo=
Afericdo da média semana 0-10%do semana 1-20% do semana 2-30% do semana 11-30% do
do consumo peso da peso da peso da peso da
alimentar por caixa Tagﬁo-*— 1_0% _ragémzl(]% .ragéoﬂl(]% Taca0+30%
do grupo Controle micronutrientes mucronufrientes micronufrientes micronutrientes

Fonte: A AUTORA, 2016
3.4.2 Formulagéo das dietas

A composicdo das dietas utilizadas no projeto de pesquisa esta
descrita na tabela 3, caracterizam-se como isocaléricas e séo
apresentadas na propor¢do dos componentes por 100 gramas de ragéo.
Nota-se a adicdo de micronutrientes no grupo RC, pois esta ndo foi
realizada com areducéo de ingredientes que fornecam calorias, mas sim,
com a reducdo do peso de ragdo Umida oferecida aos animais.

A ragdo foi formulada duas vezes na semana, a partir de
ingredientes descritos na tabela 3. Todos os ingredientes, com excecéo
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do Gleo de soja, foram obtidos na forma de p6, por isso, para a
formulagdo da ragdo, foi acrescida dgua a mistura seca, na proporg¢ao
1:1. A cada semana, a racdo foi porcionada conforme célculo prévio
para o grupo RC e para o grupo controle, porcionada 180 gramas para
cada caixa. Apés a formulacdo, a racdo foi pesada, porcionada e
embalada em papel aluminio e em sacos plasticos com identificacdo de
data de formulagdo e quantidade porcionada para cada grupo de
intervencdo. Apds o preparo, foi mantida sob refrigeracdo até a oferta
aos animais, proximo ao inicio do ciclo escuro (17h:00/18:00h).

Tendo em vista que a formulacdo da racdo continha sacarose,
ingrediente que poderia sofrer alteragbes durante o processo de
aquecimento, a mistura ndo foi colocada em estufa ou peletizada. O
aquecimento pode levar a caramelizacdo ou decomposicdo dos
aclcares, bem como, perda de volateis ou alteracdes do perfil
lipidico (PARK; ANTONIO, 2006).

Tabela 3: Formulagdo das dietas do estudo: controle e RC (g/100g)

INGREDIENTES CONTROLE RC
Amido de milho 51 51
Proteinade sojaisolada® 25 25
Sacarose 10 10
Oleo de soja 4 4
Fibra (celulose microfina)” 5 5
Mistura de minerais*® 35 4,55
Mistura de vitaminas® 1 13
L-cistina® 0,18 0,234
L-metionina® 0,18 0,234
Bitartarato de colina ® 0,25 0,325
Tetrabutil-hidroquinona® 0,0008 0,00104

Legenda:

# Considerando RCde 30%, portanto, incremento de 30% dos micronutrientes
(a) Proteina de soja isolada (ISP SUPRO 783, Tovani Benzaken, Brasil)

(b) Celulose microfina (Rhoster, Brasil)

(c) Mix de vitaminas e minerais AIN-93 (Rohster, Brasil)

(d) L-cistina, L-metionina, bitartarato de colina e tetrabutil-hidroquinona
(Rhoster,Brasil)

A composicdo da dieta foi baseada na AIN-93, contudo,
algumas modificacbes foram realizadas. A proteina de soja isolada
substituiu a caseina, e para garantir as necessidades proteicas, a
propor¢do da proteina de soja isolada correspondeu a 25%,
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porcentagem semelhante a estudos prévios (DE ASSIS et al., 2015,
2012). Foi adicionada a L-metionina, com a finalidade de completar a
composicdo de aminodcidos da proteina de soja isolada. O amido
dextrinizado foi retirado e a proporcdo do ingrediente foi
acrescentada a proporcdo de amido de milho, cujo calculo correspondeu
a diferenca percentual para completar 100%, ou 100g da racdo. A
proporcdo de metionina e cistina basearam-se no estudo de Byington e
Howe do ano de 1972

A garantia de manutencdo dos micronutrientes (mix de vitaminas,
mix de minerais, L-cistina, L-metionina, bitartarato de colina e tetra-
hidroquinona) no experimento foi garantida com incremento progressivo
de 10% a 30%, conforme a RC avangar durante as semanas. Os quadros
1 e 2 descrevem a composicdo da mistura de minerais e vitaminas (g/kg

da mistura), respectivamente, conforme indica¢des da AIN-93M.
Quadro 1: Composicdo da mistura de minerais contida naragéo

Elementos minerais essenciais (g/kg da mistura)

Carbonato de célcio anidro (40,04% Ca) 357
Fosfato de potassio monobasico (22,76% P; 28,73% K) 250
Citrato de potassio, tripotassio, monoidratado (36,16% K) 28
Cloreto de sédio (39,34% Na; 60,66% CI) 74
Sulfato de potéssio (44,87% K; 18,39% S) 46,60
Oxido de maanésio (60.32% Ma) 24
Citrato de ferro (16,5% Fe) 6,06
Carbonato de zinco (52,14% Zn) 1,65
Carbonato de manganés (47,79% Mn) 0,63
Carbonato de cobre (57,47% Cu) 0,30
lodato de potassio (59,3% I) 0,01
Selenato de sddio anidro (41,79% Se) 0,01025
Paramolibdato de aménio tetraidratado (54,34% Mo) 0,00795
Elementos minerais potencialmente benéficos

Metassilicato de sédio nonaidratado (9,88% Si) 1,45
Sulfato de cromo e potassio dodecaidratado (10,42% Cr) 0,275
Cloreto de litio (16,38% Li) 0,0174
Acido bérico (17,5% B) 0,0815
Fluoreto de sédio (45,24% F) 0,0635
Carbonato de niquel (45% Ni) 0,0318
Vanadato de amonio (43,55% V) 0,0066
Sacarose 209,806

Fonte: COSTA, 2014
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Quadro 2: Composicdo da mistura vitaminica contida na ragdo

Composicao da mistura vitaminica (g/kg da mistura)

Acido nicotinico 3
Pantotenato de calico 1,6
Piridoxina-HCI 0,7
Tiamina-HCI 0,6
Riboflavina 0,6
Acido félico 0,2
D-biotina 0,02
Vitamina B12 (cianocobalamina: 0,1% em manitol) 2,5
Vitamina E (all-rac-a-acetato de tocoferila: 500Ul/qg) 15
Vitamina A (all-transpalmitato de retinil: 500.000 Ul/g) 0,8
Vitamina D (colecalciferol: 400.000Ul/g) 0,25
Vitamina K (fitoquinona) 0,075
Sacarose 974,66

Fonte: COSTA, 2014

3.5 ANALISE COMPORTAMENTAL DOS ANIMAIS

Os testes comportamentais foram realizados na forma de
bateria, durante a Ultima semana de intervencdo (122 semana), tendo
uma semana prévia de ambientacdo. Houve a necessidade da semana de
ambientacdo devido & necessidade de transportar os animais do
laboratorio de Nutricdo experimental para o departamento de
Farmacologia, local onde foram realizados 0s testes comportamentais.
Como o transporte e a mudancga de biotério podem afetar o desfecho
comportamental, foi realizada a ambientacdo, para adaptacdo dos
animais ao novo biotério.

A bateria de teste consistiu na avaliaghio do comportamento
exploratério, memoéria e do comportamento tipo ansioso,
respectivamente pelos testes: campo aberto, reconhecimento de objetos,
labirinto em cruz elevado e labirinto aquatico de Morris, conforme
esquematizado na linha temporal do estudo (figura 3).
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3.5.1 Teste de campo aberto: Atividade locomotora

O primeiro teste da bateria foi 0 campo aberto cujo objetivo foi
analisar a atividade locomotora dos animais, conforme realizado em
estudo prévio (MATHEUS et al., 2016).

Cada sessdo de teste teve duragdo de 15 minutos em um aparato
fabricado de madeira, recoberto com foérmica impermeavel e dimenséao
quadrada (100cmx100cm), paredes brancas e piso cinza (figura 5).

Cada animal foi colocado no centro do aparato e foram
registradas as seguintes varidveis: distancia total percorrida, nimero de
episodios de rearings™ (elevagdes), tempo gasto na zona central, tempo
gasto na zona periférica e nimero de entradas em ambas as areas.

A anédlise da atividade locomotora foi filmada e analisada por
meio do software AnyMaze®. Entre cada sessdo, o aparato foi
higienizado com &lcool 10%.

Figura 5: Unidade do CA utilizada com representagdo esquematica da zona
central e zona periférica
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Fonte: \ﬁded—gravagéo do teste para a Dissertacao, 2016.

As variaveis etolégicas que podem ser avaliadas no teste do
campo aberto séo apresentadas no quadro 3.

* Rearings sdo considerados marcadores de atividade exploratéria vertical.
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Quadro 3: Variaveis etologicas observadasno teste do CA

1) Frequéncia na area central: frequéncia na qual o animal entra, com as
quatro patas, no centro da arena

2) Frequéncia na area periférica: frequéncia na qual o animal entra, com
@s quatro patas, na periferia da arena

3) Duracdo na area central: tempo total que o animal permanece no centro
da arena

4) Duragdo na area periférica: tempo total que o animal permanece na
periferia da arena

5) Quadrados centrais: nimero total de quadrados centrais percorridos
pelo rato

6) Quadrados periféricos: nimero total de quadrados periféricos
percorridos pelo rato

7) Tempo de locomocdo central: tempo de locomogdo no qual o
animal permaneceu na regido central da arena

8) Tempo de locomocao periférica: tempo de locomocgéo no qual o animal
permaneceu na regido periférica da arena

9) Distancia percorrida em um periodo de tempo (com o uso de software
de anélise)

Fonte: CAROLA et al., 2002.

3.5.2 Teste do reconhecimento de objeto: Memodria de curto prazo

O teste de reconhecimento do objeto foi baseado no protocolo
descrito por Bevins & Besheer (BEVINS; BESHEER, 2006), com uso
de trés objetos (dois objetos familiares e um novo) para avaliar a
memoria de curto prazo. Foi utilizado o mesmo aparato empregado no
teste do campo aberto e consistiu em trés fases distintas: a habituacéo,
amostra e discriminacéo.

Durante a fase de habituacdo, um dia previamente ao teste, os
animais exploraram o aparato durante quinze minutos. Na fase de
amostra, 24 horas depois da fase de habituagdo, foram colocados dois
objetos idénticos (A) em cantos opostos e distantes das paredes do
aparato, de modo a garantir a circulacdo do animal pelo raio do objeto,
para cinco minutos de exploracdo livre pelos animais. Previamente a
fase de descriminagdo, houve um intervalo no qual os ratos
permaneceram durante 30 minutos nas suas respectivas caixas.
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Durante a fase de discriminagdo, foram utilizados um objeto
familiar (A) e um objeto novo (B), para serem explorados durante 5
minutos (figura 8). A localizacdo do novo objeto B foi aleatoriamente
permutada a cada sessdo com 0s animais.

A exploracdo de um objeto foi definida como o momento no qual
o animal se dirigiu o focinho para o objeto a uma distancia menor a 2
cm e/ou tocou-o com o focinho, ndo foi considerada exploracdo a subida
do animal no objeto. A cada sessdo dos animais, o aparelho e os objetos
utilizados no teste foram limpos com élcool 10%.

Por fim, para andlise foram consideradas as seguintes medidas na
andlise da memoria: Tempo de exploracdo dos objetos durante as fases
de amostra e discriminagdo e indice de discriminagdo. O indice de
discriminagdo foi calculado pela razéo entre o tempo de exploragdo do
objeto novo e a somatoria da exploracdo do objeto novo e do objeto
familiar, sendo a razdo, posteriormente multiplicado por 100.

Figura 6: Teste do RO - A esquerda: fase de amostra. A direita: fase de
discriminacgdo
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Fonte: Video-gravacdo do teste para a Dissertagéo, 2016.

A memodria durante o teste envolve a preferéncia do animal pelos
objetos. A memoria recente é representada pela preferéncia ao objeto
novo e a memoria remota quando ha preferéncia pelo objeto familiar.
Além disso, pode haver a fase intermediéria, na qual é dada a mesma
atencdo para ambos os objetos, por fim, a preferéncia nula, quando o
animal ndo apresenta interesse em nenhum objeto, porém, demostra
interesse no deslocamento pelo aparato (ANTUNES & BIALA, 2012).

Os parametros relevantes quando os objetos sdo apresentados
consistem no nimero de abordagens para um objeto e a preferéncia ou
aversdo por um objeto em detrimento de outro (SEIBENHENER &
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WOOTEN, 2014). Além desses, podem ser avaliados os indices de
memoria, referentes a habituacdo aos objetos familiares e a
discriminagdo entre o objeto familiar e o novo (ENNACEUR &
DELACOUR, 1988).

As medias etolégicas que podem ser avaliadas no teste do
reconhecimento de objeto incluem:

Quadro 4: Medidas etol6gicas avaliadas no teste do RO

Exploracéo Habituacéo Discriminagdo
el= A1+A2 di=B-A
62= A3+B hl= el- e2 d2= d1/e2

Legenda:elé o tempo gasto naexploracdode ambos os objetos familiares (Al
e A2) na fase de amostra; e2 é 0 tempo gasto na exploracao do objeto familiar
(A3) e 0 novo objeto (B) na fase de discriminacdo; hl é a medida da
habituagdo global na fase de exploracéo (el) e de discriminagdo (e2); d1 e d2
sdo medidas de discriminacdo entre o objeto novo (B) e o familiar (A).
Adaptado: SIK et al. 2003

3.5.3 Teste do labirinto em cruzelevado: Comportamento tipo
ansioso

O teste do labirinto em cruz elevado foi aplicado para avaliar nos
animais comportamento tipo ansiolitico e comportamento tipo
ansiogénico apo6s o tratamento dietético, conforme protocolo proposto
por Walf e Frye (2007). O aparato utilizado é fabricado com madeira e
formica, dois bracos abertos (50cm x 10cm), dois bracos fechados
(50cm x 10cm x 40cm), &rea de juncdo central (10cm x 10cm) e
suspenso 50cm do chdo, conforme ilustrado na figura 6.

Cada animal, ao inicio do teste, foi colocado na juncdo dos
bracos, de frente para o brago fechado e foi temporizado cinco
minutos para exploragdo do aparato. O método de coleta dos dados
consistiu do video-rastreamento e analise dos videos por meio do
software AnyMaze® para contabilizar as entradas nos bracos abertos e
fechados, bem como o tempo gasto em cada um deles e a porcentagem
de entrada nos bragos abertos (calculado pela razdo entre o nimero de
entrada nos bracos abertos e o nimero total de entrada nos bragos).

A entrada do animal em um brago aberto foi considerada
qguando as quatro patas estavam dentro de um dos bracos e a saida
considerada quando pelo menos duas patas deixaram um dos bracos. A



57

cada sessdo o aparato foi limpo com alcool 10% e higienizado com
folhas de papel para remocao de possiveis odores.

Figura 7: Aparato utilizado no teste do LCE

Fonte: \ﬁdeo-gravagéd'do teste para a Dissertagdo, 2016.

As principais varidveis etoldgicas avaliadas durante o teste
incluem:

Quadro 5: Varidveis etoldgicas observadasno LCE

1) Entrada no brago aberto: movimento do animal da juncéo dos bragos
para um dos abertos

2) Entrada no brago fechado: movimento do animal da juncdo dos
bracos para um dos fechados

3) Retorno: o animal entra no braco aberto apenas com as patas
dianteiras e, rapidamente, retorna ao braco fechado

4) Sniffing: exploracdo olfativa do ambiente im6vel ou em movimento
5) Rearings: postura ereta com as pernas dianteiras se movendo no
ar ou apoiadas nas paredes laterais

6) Grooming: comportamento de autolimpeza

7) Episédios de defecacdo e miccgdo durante o periodo de teste

8) Head-dipping: inclinagdo da cabega no sentido da base inferior dos
bracos abertos

9) Stretch: o animal distende o corpo sem deslocar as patas
traseiras durante o ato e retorna a posicdo anterior

Fontes: ESPEJO 1997; CAROLA etal., 2002; PINTO etal., 2012
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3.5.3 Labirinto aquatico de Morris: Memdria espacial

O labirinto aquatico de Morris foi utilizado para avaliagdo da
memoria espacial dos animais, o protocolo aplicado foi baseado estudos
anteriores (CASTRO et al.,, 2013; SOARES et al., 2013; VORHEES;
WILLIAMS, 2006), cuja duracdo correspondeu a quatro dias, sendo trés
deles de treino e o Gltimo dia de teste.

Uma piscina redonda, fabricada com material plastico, com
didmetro de 1,60m e 82cm de altura, foi dividida em quatro quadrantes
representados pelos pontos cardiais (norte, sul, leste e oeste), sendo a
plataforma localizada na posicdo noroeste, cujas dimensGes
corresponderam a 10cmx13cm. Apiscina foi cheia com agua até a altura
de 54 cm e a plataforma foi submergida a 1cm.

Cada periodo de treinamento consistiu em quatro ensaios, nos
quais os animais eram aleatoriamente posicionados nos quadrantes e
teve duracdo de 60 segundos cada ensaio, a ordem aleatéria de inicio foi
seguida para todos os animais. O objetivo dos treinos era que o animal
encontrasse a plataforma e nela permanecesse por 10 segundos, caso néo
encontrasse, o animal era gentilmente conduzido. Apds cada ensaio dos
treinos, foi dado intervalo de 20 segundos, no qual o animal era
acondicionado provisoria e individualmente em uma caixa. Durante 0s
dias de treinos, foi analisada a laténcia de escape, que consiste no tempo
em segundos que o animal desprende para encontrar a plataforma.

No quarto dia, o dia de treino, a plataforma foi retirada e os
animais nadaram durante 60 segundos. Foram analisadas as variaveis:
velocidade média, distancia total percorrida, nimero de entradas na
plataforma, tempo na zona da plataforma e laténcia para primeira
entrada na zona que seria a plataforma.
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Figura 8: Aparato do LAM e a representacdo esquematica dos quadrantes e
plataforma

Fonte: Video-gravacdo do teste para a Dissertagdo, 2016.

As variaveis etoldgicas que podem ser analisadas durante as fases
de treino e teste do LAM incluem:

Quadro 6: Principais variaveis etologicas avaliadasno LAM

Treinos:

1) Laténcia de escape: tempo em segundos que o animal leva para
encontrar a plataforma em cada trial

Teste:

2) Laténcia de escape para entrada no alvo: tempo em segundos para
primeira entrada do animal no exato local em que estaria a plataforma

3) NUmero de cruzamentos no quadrante da plataforma: nimero de
vezes gque 0 animal cruza o quadrante em que estaria a plataforma

4) Tempo no quadrante da plataforma: tempo em segundos que o
animal permanece no quadrante da plataforma durante os 60 segundos
de teste

5) Disténcia total percorrida: distincia em metros percorrida pela
animal durante os 60 segundos de teste

6) Velocidade média: velocidade que o animal atinge durante o teste.
Variavel apresentada em metros por sequndo.

Fonte: QUILLFELDT, 2006
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3.6 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

Ap6s o término dos testes comportamentais, os animais foram
submetidos a0 TTG. Os animais foram mantidos em jejum prévio (15
horas) para mensurar a glicemia, utilizando o sangue da cauda e um
glicosimetro (Accu-Check Performa, Sao Paulo, Brasil). Apo6s, foi
aplicada injecdo intraperitoneal contendo solucdo de dextrose (4g/kg
peso em solucdo salina) e retirada as amostras sanguineas para 0s trés
posteriores momentos (30, 60 e 120 min apds a inje¢do). O valor de
dextrose por peso do animal, bem como o tempo de jejum foi definido
apos padronizacdo prévia no laboratério (dados ndo mostrados).

A partir das afericbes glicémicas, foi construida a curva de
toleréncia a glicose.

3.7PESO E MARCADORES DO ESTADO NUTRICIONAL
3.7.1 Avaliacdo ponderal do peso e estruturas corporais

Os animais foram pesados semanalmente com a utilizacdo de
uma balanga (Kern 440-53) e um recipiente com tampa para que
permanecessem parados e a afericdo fosse realizada precisamente.

No dia da eutanasia, as estruturas corporais (figado, masculo e
tecido adiposo) dos animais foram retiradas e pesadas numa balanca de
precisdo para posterior retirada de aliquotas para futuras anélises.

3.7.2 Marcadores bioguimicos
3.7.2.1 Analise do soro

As analises bioguimicas dos parametros bioquimicos sanguineos
do estado nutricional (albumina, triglicerideos, colesterol total,
creatinina, AST, ALT e ureia) foram realizadas utilizando Kits
comerciais (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais) e as
analises bioquimicas foram realizadas em equipamento automatizado
Cobas Mira Plus (Roche Diagnosticos, Basel, Suica).

3.7.2.2 Dosagem de proteinas totais
As proteinas totais foram determinadas segundo o método de

Bradford (DODD; BRADFORD, 1976), utilizando a albumina bovina
como padrdo. Resumidamente, aliquotas de amostra (50 pL) foram
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adicionadas a 2,0mL do reagente de trabalho (Coomassie Blue) e
mantidas em ambiente escuro por cinco minutos. A leitura da
absorbéncia foi realizada em 595 nm no equipamento
espectrofotdmetro.

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

®Os dados foram tabulados no programa Microsoft Office Excel

2010 . A andlise estatistica foi realizada no programa estatistico
Statistica® versdo 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) e o' gréficos
foram desenvolvidos no software GraphPadPrism versdo 5.0, versdo
para Windows.

Para teste de normalidade de distribuicdo dos dados, foi aplicado
0 teste Shapiro-Wilk, além da analise do desvio-padréo (menor do que a
metade da média), do skewness e kurtosis. Quando simétricos, os dados
foram expressos na forma de média e erro-padrdo e, quando
assimétricos, descritos por meio de mediana e intervalo interquartil.

Para analisar as diferencas entre os grupos no desempenho dos
testes comportamentais, das varidveis bioquimicas e do peso final e
inicial dos animais foi utilizado o teste-t Student, entre os grupos
controle e RC. Para a variavel assimétrica, foi aplicado o teste de Mann-
Whitney.

Para analise do peso dos animais ao longo do experimento, teste
de toleréncia a glicose e dias de treino no labirinto aquéatico de Morris
foi utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas. O
peso/glicose/laténcia de escape foram os fatores e o tempo (em
semanas/dia) foi a medida repetida. Em caso de diferenca, foi aplicado
0 post hoc Bonferroni.

Para todos os testes estatisticos realizados, foi adotado o nivel de
significancia de 95% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

Os resultados provenientes do projeto de dissertacdo serdo
submetidos na forma de artigo ao periédico The Journal of Nutritional
Biochemistry, cujo qualis na Nutricdo é Al e o fator de impacto (2015) é
4,668. As normas de submissdo ao periodico desejado estdo disponiveis
no seguinte link:
http://www.jnutbio.com/content/authorinfo#idp1469936.

Efeitos do protocolo de restricdo caldrica progressiva sobre
parametros comportamentais e do estado nutricional em ratos
Wistar machos.

RESUMO: Estudos experimentais animais sobre a restricdo caldrica
(RC) sem desnutrigdo, aplicados durante a fase adulta, tém sugerido
acdes salutares. Dentre estes, efeitos benéficos cerebrais, ligados ao
comportamento. Por isso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos da restricdo caldrica na atividade locomotora, comportamento
tipo ansioso e memoria dos animais submetidos a um protocolo de
restricdo caldrica progressiva, bem como analisar a implicacdo da dieta
em parametros bioquimicos séricos apds intervencdo. Ratos Wistar
machos (60 dias de idade) foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: o grupo controle (n=9) cuja racdo fornecida foi desenvolvida de
acordo com a AIN-93M, com consumo ad libitum e 0 grupo que teve
restricdo caldrica progressiva de 30% (n=9) em relacdo a média de
consumo semanal do grupo controle. A intervencdo durou 12 semanas,
sendo os testes comportamentais realizados na 122 semana. As analises
bioquimicas séricas foram realizadas apds a eutanasia. Ao longo das 12
semanas de intervencdo dietética, o grupo RC apresentou ganho de peso
corporal 21% inferior em relacdo ao grupo controle. Referente & analise
comportamental, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre ambos 0s grupos na atividade locomotora,
comportamento tipo ansioso e meméria. A RC ndo causou desnutricéo e
houve reducdo significativa dos triglicerideos em relagdo ao controle.
Esses achados sugerem que a RC, com a suplementacdo adequada de
micronutrientes, reduz o peso corporal ao final da intervencdo, porém,
ndo causa desnutricdo e prejuizo na memdria, comportamento tipo
ansioso e fungdo motora nos animais, sugerindo, possiveis efeitos
regulatorios e compensatdrios perante a reducdo do consumo alimentar.


http://www.jnutbio.com/content/authorinfo#idp1469936
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Palavras-chave: Restricdo calérica. Comportamento. Atividade
locomotora. Comportamento tipo ansioso. Memoria. Estado nutricional.

INTRODUCAO

A dieta é um potente fator ambiental capaz de modular diversas
funcdes metabolicas, celulares, inflamatorias e cerebrais. Estudos
experimentais animais e epidemioldgicos demonstraram que a exposicéo
a padrbes alimentares como o ocidental, por exemplo, sdo capazes de
modular algumas destas fungdes prejudicialmente, como induzir a
obesidade e contribuir para o aparecimento de disfuncdes cognitivas em
longo prazo [1,2]. De encontro a esta prética, é sugerida a restricdo
calérica (RC), regime dietético definido como uma reducdo na
guantidade diaria total de alimentos com auséncia de desnutricdo, ou
seja, &€ uma limitagdo da ingestdo alimentar abaixo do nivel ad libitum
sem reducdo desproporcionada de um componente da dieta e sem
comprometimento da adequacdo de micronutrientes.

Estudos demonstram que a RC foi capaz de estender a vida de
roedores [3], aumentar a expressdo de enzimas antioxidantes, elevar a
biogénese mitocondrial [4], aumentar a expressao génica de proteinas de
resisténcia ao estresse [2], estimular a plasticidade sinaptica, fatores
neurotréficos e neurogénese [5-7], fatores que em conjunto podem levar
a resisténcia ao déficit cognitivo e as alteragdes comportamentais [8].
Entretanto, sdo escassos o0s trabalhos na literatura cientifica que
descrevem os efeitos da RC em modelos animais com auséncia de
algum prejuizo cognitivo, como modelos animais da doenga de
Parkinson e doenca de Alzheimer. Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho é investigar o efeito da RC em parametros comportamentais
durante a fase adulta de ratos saudaveis e avaliar o efeito deste protocolo
dietético sobre parametros relacionados com o estado nutricional dos
animais.

MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e dieta

Foram utilizados ratos Wistar machos (n=18) de 60 dias (peso
194-249q), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), os quais foram mantidos em condigdes de luz e
temperatura controladas (21+1°C), ciclo claro-escuro de doze horas
(07:00-19:00), acesso a agua ad libitum, acondicionados trés animais
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por caixa e pesados semanalmente. Todos os procedimentos seguiram as
normas apresentadas no Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (NIH) e foram submetidos a apreciagio pela Comisso de Etica
no Uso de Animais (CEUA) vinculada a Pré-Reitoria de Pesquisa da
UFSC.

O tratamento dietético teve duracdo de doze semanas e 0s animais
foram aleatoriamente divididos em dois grupos: dieta controle (C) e
restricdo caldrica (RC). As dietas foram baseadas na composicdo do
modelo AIN93 [9] com modificacdo de alguns ingredientes. A proteina
isolada de soja substituiu a caseina e, para garantir as necessidades
proteicas, em virtude de a proteina ser de origem vegetal, a proporcdo da
proteina isolada de soja foi 25%, porcentagem semelhante a estudos
prévios [10,11]. Também foi adicionada L-metionina com a finalidade
de complementar a composicdo de aminoacidos essenciais, 0 amido
dextrinizado foi retirado e a propor¢do do mesmo foi acrescentada a
propor¢do de amido de milho, cujo calculo correspondeu a diferenca
percentual para completar 100%, ou 100g da racdo (Tabela 1).

Tabela 1: Composicédo centesimal das dietas Ce RC

INGREDIENTES CONTROLE RC”
Amido de milho 51 51
Proteina de soja isolada® 25 25
Sacarose 10 10
Oleo de soja 4 4
Fibra (celulose microfina)b 5 5
Mistura de minerais® 3,5 4,55
Mistura de vitaminas® 1 1,3
L-cistina® 0,18 0,234
L-metionina® 0,18 0,234
Bitartarato de colina 0,25 0,325
Tetrabutil-hidroguinona® 0,0008 0,00104

# Considerando RCde 30%, portanto, incremento de 30% dos micronutrientes
(@) Proteinade sojaisolada (ISP SUPRO 783, Tovani Benzaken, Brasil)
(b) Celulose microfina (Rhoster, Brasil)
(c) Mix de vitaminas e minerais AIN-93 (Rohster, Brasil)

(d) L-cistina, L-metionina, bitartarato de colina e tetrabutil-hidroquinona
(Rhoster, Brasil)

A proporcdo tanto de metionina quanto de cistina foi baseada em
estudo de Byington e Howe [12]. Houve controle diario do consumo da
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quantidade de ragdo e, a partir disso calculada a média de ingestdo
calérica semanal.

O grupo RC recebeu 30% menos ragdo do que o consumido pelos
animais do grupo C (Figura 1). O protocolo de RC foi aplicado de forma
progressiva, iniciando com restricdo de 10% do peso da ragdo fresca na
primeira semana, 20% na semana seguinte e 30% no restante do
experimento, tendo como base a média de consumo semanal do grupo
controle. Para garantir que a restricdo fosse apenas caldrica com a
adequacdo de micronutrientes, foi acrescentado, 0 mesmo percentual de
vitaminas e minerais, de acordo com a progressao da restricéo.

Figura 1: Fluxograma do estudo contendo a evolucdoda porcentagemde RC e
0s testes comportamentais realizados.

Fase de intervencéo (semanas - % RC)

10% 20% 30%
\

A

0 1 2 3 10 11 12
;f—‘
Testes compeortamentais
| CA RO LCE LAM

Dia01 Dia02 | Dia03 Dia4-7

Avaliagdo do ganho de peso ponderal semanalmente

Legenda: CA: campo aberto; RO: reconhecimentode objeto; LCE: labirinto em
cruz elevado; LAM: labirinto aquético de Morris.

Ap6s as doze semanas de intervencdo, o0s animais foram
submetidos aos testes comportamentais e ao teste de tolerancia a glicose
(TTG). Apbs esses processos, foram anestesiados com cetamina
(100ml/kg intraperitoneal) e xilazina (10ml/kg intraperitoneal) para
realizacdo da puncdo cardiaca para obtencdo do sangue para andlises
bioquimicas e foram eutanasiados pelo método fisico de decapitacdo
para coleta dos materiais biologicos.
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2.2 Testes comportamentais

Apo6s doze semanas de tratamento dietético, os animais foram
submetidos a bateria de testes comportamentais, realizados em dias
consecutivos e durante o periodo matutino. A avaliacdo foi feita na
seguinte ordem: atividade locomotora por meio do teste do campo
aberto (CA); avaliagdo do comportamento tipo ansioso, por meio do
teste do labirinto em cruz elevado (LCE); avaliacdo da memoria de curto
prazo por meio do teste do reconhecimento de objeto (RO) e da
memoria espacial pelo teste do labirinto aquético de Morris (LAM).
Para todos os testes foi utilizada luz de baixa intensidade de 12 lux.

Todos os testes foram filmados por uma camera posicionada
acima dos aparatos e analisadas no software Any Maze (Stoelting, Co.,
Wood Dale, IL, USA).

2.2.1 Campo aberto

O teste campo aberto foi aplicada para avaliacdo da atividade
locomotora dos animais e baseou-se em estudo prévio [13]. O animal foi
posicionado no centro de uma arena (100cm x 100cm/25 quadrados de
20cm x 20 cm) e durante 15 minutos foi permitida a exploracdo
espontanea do aparato. Apds cada sessdo, 0 aparato foi limpo com
alcool 10%.

As variaveis utilizadas para a andlise da atividade locomotora
exploratéria foram: distancia total percorrida, tempo gasto nas zonas
central e periférica e o nimero de entradas em ambas as éareas. Para
andlise da atividade vertical foi analisado o nimero de episddios de
rearings.

2.2.2 Teste do reconhecimento de objeto

O teste de reconhecimento do objeto foi baseado no protocolo
descrito por Bevins & Besheer [14], com uso de trés objetos (dois
familiares e um novo objeto) para andlise da memdria de curto prazo.
Os objetos familiares eram pequenas garrafas plasticas e o objeto novo
uma lata de aluminio. Foi utilizado o mesmo aparelho empregado no
teste do campo aberto e consistiu em trés fases distintas: a habituacéo,
amostra e discriminacdo. A fase de habitua¢do consistiu na exploracéo
do ambiente (aparato do campo aberto) pelos animais durante quinze
minutos, um dia prévio ao teste.
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Na fase de amostra, 24 horas depois da habituacdo, foram
colocados dois objetos idénticos, posicionados em cantos opostos do
aparato, com cinco minutos de exploragdo livre. Previamente a fase de
descriminacdo, 0s animais permaneceram em suas caixas por um
periodo de 30 minutos. Durante a fase de discriminagdo, foram
utilizados um objeto familiar e um objeto novo, para exploragdo durante
5 minutos. A localizagdo do novo objeto novo foi aleatoriamente
permutada a cada sessdo com 0s animais.

A exploracdo de um objeto foi definida como o momento no qual
o0 animal dirigiu o focinho para o objeto a uma distancia menor a 2 cm
e/ou tocou-o com o focinho. A cada sessdo dos animais, o aparelho e 0s
objetos utilizados no teste foram limpos com élcool 10%.

Para andlise foi considerado o tempo de exploracdo dos objetos
durante as fases de amostra e discriminagdo e o indice de discriminagao,
calculado pela razéo entre o tempo de exploragdo do objeto novo e a
somatéria da exploracdo do objeto novo e do objeto familiar, sendo a
razdo posteriormente multiplicada por 100.

2.2.3 Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliagio
do comportamento tipo-ansioso dos animais, conforme protocolo
descrito previamente [15]. O aparato possui dois bragos fechados
(50cmx10cmx40cm) e dois abertos (50cmx10cm) no qual cada animal,
ao inicio do teste, foi colocado na juncdo dos bragos, voltado para o
braco fechado e foi temporizado 5 minutos para exploracdo do
aparato. A entrada do animal em um dos bragos foi considerada
guando pelo menos duas patas estivessem dentro de um dos bracos e a
saida considerada quando as quatro patas deixassem um dos bragos. Ao
término de cada sessdo, o labirinto foi limpo com élcool 10%.

Foi analisado o numero de entrada em ambos os bragos, bem
como, o tempo que o animal permaneceu em cada um deles. O dado foi
representado pela porcentagem de tempo nos bragos abertos e fechados,
descontando o tempo de permanéncia do animal da regido central do
aparato.

2.2.4 Labirinto aquatico de Morris

O labirinto aquético de Morris foi utilizado para avaliagdo da
memoria espacial dos animais, ligada principalmente a regido encefélica
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hipocampal [16]. O protocolo aplicado foi baseado em estudos
anteriores [17,18], cuja duracdo correspondeu a quatro dias, sendo trés
deles de treino e o Ultimo dia de teste, no qual a plataforma foi retirada.

Uma piscina redonda, fabricada com material plastico, com
didmetro de 1,60m e 82cm de altura, foi dividida em quatro quadrantes
representados pelos pontos cardiais (norte, sul, leste e oeste), sendo a
plataforma localizada na posicdo noroeste, cujas dimensBes
corresponderam a 10cmx13cm. A piscina foi cheia com agua até a altura
de 54 cm e a plataforma foi submergida a 1cm.

Cada periodo de treinamento consistiu em quatro ensaios, com
duracdo de 60 segundos cada, nos quais 0s animais eram aleatoriamente
posicionados nos quadrantes. A ordem aleatéria de inicio foi seguida
para todos os animais. O objetivo dos treinos era que o animal
encontrasse a plataforma e nela permanecesse por 10 segundos, caso néo
a encontrasse, o animal era gentilmente conduzido até a mesma. Apds
cada ensaio dos treinos, foi dado intervalo de 20 segundos, no qual o
animal era acondicionado proviséria e individualmente em uma caixa.
Durante os dias de treinos, foi analisada a laténcia de escape.

No quarto dia, o dia de treino, a plataforma foi retirada e os
animais nadaram durante 60 segundos. Foram analisadas as variaveis:
velocidade média, distancia total percorrida, nimero de entradas no alvo
(que seria a plataforma), tempo na zona da plataforma e laténcia para
primeira entrada no alvo.

2.3 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Apo6s o término dos testes comportamentais, os animais foram
submetidos ao TTG. Os animais foram mantidos em jejum prévio (15
horas) para mensurar a glicemia, utilizando o sangue da cauda e um
glicosimetro (Accu-Check Performa, Séo Paulo, Brasil). Apds, foi
aplicada injecdo intraperitoneal contendo solucdo de dextrose (4g/kg
peso em solucdo salina) e retirada as amostras sanguineas para 0s trés
posteriores momentos (30, 60 e 120 min apds a injecdo). O valor de
dextrose por peso do animal, bem como o tempo de jejum foi definido
apos padronizagdo prévia no laboratério (dados ndo mostrados).

A partir das afericbes glicémicas, foi construida a curva de
tolerdncia a glicose.
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2.4 Anélises bioguimicas

2.4.1 Analise do soro

As andlises bioquimicas dos parametros bioquimicos sanguineos
do estado nutricional (proteina total, albumina, triglicerideos, colesterol
total, creatinina, AST, ALT e ureia) foram realizadas utilizando Kits
comerciais (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais) e as
andlises bioquimicas foram realizadas em equipamento automatizado
Cobas Mira Plus (Roche Diagnosticos, Basel, Suica).

2.4.2 Dosagem de proteinas

As proteinas totais foram determinadas pelo método de Bradford
[19] utilizando albumina bovina como padrdo. Aliquotas de amostra
(50uL) foram adicionadas a 2,0mL do reagente de trabalho (Coomassie
Blue) e mantidas em ambiente escuro por 5 minutos. A leitura da
absorbéncia foi realizada em 595 nm no equipamento
espectrofotdmetro.

2.5 Pesagem das estruturas corporais

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados
(cetamina 100ml/kg e xilazina 10ml/kg), eutanasiados por decapitacdo e
posteriormente, retiradas e pesadas as estruturas corporais: figado,
tecido adiposo epididimal e retroperitonial para comparagdo de massa
das estruturas entre 0s grupos.

ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa
estatistico Statistica versdo 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) e os
gréficos foram desenvolvidos no software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA).

Para andlise da normalidade dos dados foi aplicado o teste
Shapiro-Wilk, os dados que apresentaram simetria foram expressos na
forma de média e erro padrdo da média e, quando assimétricos, foram
expressos como mediana e intervalo interquartil. Para analisar as
diferengas de médias entre ambos 0s grupos nas varidveis bioquimicas,
pesos dos tecidos corporais e nos testes comportamentais foi aplicado o
teste-t de Student. Para andlise do peso dos animais ao longo do
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experimento, teste de toleréncia a glicose e dias de treino no MWW foi
utilizado ANOVA de medidas repetidas e se encontrada diferenca, foi
aplicado o post hoc Bonferroni. Para todos os testes estatisticos
realizados foi adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).

RESULTADOS

4.1 Efeitos da RC no peso corporal e estado nutricional dos animais

A média do peso inicial de ambos os grupos foi semelhante no
inicio do experimento. A evolugdo ponderal semanal da média de peso
dos grupos ndo apresentou diferenca estatistica ao longo das semanas de
intervencgdo (figura 2A), entretanto a variagdo do peso corporal inicial e
final (figura 2B) dos animais durante as semanas de intervengdo
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p=0,034). O ganho
de peso durante as doze semanas intervencionais correspondeu a 159g
(EP£10,40) no grupo controle, enquanto no grupo RC foi de 1269
(EP+9,36). A média final do peso do grupo RC (385¢/EP+10,07) foi
10,25% inferior ao do grupo controle (420g/EP+ 15,23) ao final das
doze semanas de intervencdo dietética (p=0,028). A média de peso
corporal ao final da intervencdo é mostrada na figura 3, com um animal
representante de cada grupo experimental.

A evolucdo da RC ao longo das semanas de intervencédo
acompanhou proporcionalmente o consumo por animal do grupo
controle, sendo a evolucdo representada na figura 2C. O consumo do
grupo RC durante a primeira semana correspondeu a 90% do consumo
de ragdo do grupo controle, 80% na segunda semana e 70% da terceira
semana ao final do experimento. Essa forma de evolugdo da restricdo ao
longo das semanas, sempre acompanhando o consumo do grupo
controle, garantiu que a RC fosse proporcional a evolugdo do consumo
dos animais ao longo de seu crescimento e envelhecimento. Dessa
forma, a RC foi de acordo com a porcentagem almejada e ndo superior a
ela, sendo sempre utilizada a média de consumo semanal do grupo
controle para o célculo da semana seguinte do consumo do grupo RC.
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Figura 2: Ewlugdo do peso e consumo dos animais ao longo das 12
semanas de intervencdo dietética. (A) Evolucdo ponderal semanaldo pesodos
animais controle e RC. (B) Variacdo do peso corporal dos animais ao longo do
experimento (peso inicial - peso final) (C) Média do consumo alimentar
semanal por animal.

A

4501
4004
3504

3004

gramas

123456 7 8 9 1011 12
Semanas
-e- Controle -2 RC

2004

gramas

O—T—T—T—T

— T
Controle RC 12 3 45 6 7 8 9 1011 12
Semanas
-e- Controle - RC

Dados apresentados como média+EPM, N por grupo=9.



73

Figura 3: Animais representantes da média corporal dos grupos controle (a
esquerda) e RC (a direita) ao final do experimento

A comparacdo do peso entre as estruturas corporais nos dois
grupos ndo apresentou diferenca estatistica, apesar de o peso do figado
que apresentou tendéncia de reducdo de peso do grupo RC em relagéo
ao controle (p=0,059). A razdo entre o tecido adiposo total (somatéria
do tecido adiposo retroperitonial e tecido adiposo epididimal pelo peso
corporal) ndo diferiu estatisticamente (tabela 02).
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Tabela 2: Peso das estruturasemgramas.

Estrutura (g) Controle RC p-valor
Figado 11,97+0,48 10,51+0,53 0,059
Tec. adiposo retroperitonial (R) 8,44+1,48 9,39+0,97 0,597
Tec. adiposo epididimal (E) 1,54+0,13 1,48+0,17 0,778
Tec. adiposo total (R+E)/peso 0,023+0,004 0,028+0,003 0,273
corporal

Dados representados por média£EPM, N porgrupo=9animais.

Quanto aos pardmetros bioquimicos sanguineos (tabela 3), a
funcdo renal dos animais analisada pelas varidveis creatinina e ureia
apresentaram diferengas estatisticamente significativas entre 0s grupos.
A creatinina do grupo RC apresentou-se 23% superior ao grupo controle
(p=0,03) e a ureia do grupo RC apresentou reducdo de aproximadamente
19% em relagdo ao grupo controle (p=0,006). Porém, apesar desta
diferenca, os valores mensurados ainda estavam dentro da normalidade
para estes pardmetros.

Os triglicerideos séricos do grupo RC apresentaram decréscimo
estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle (p=0,013),
sendo a mediana do grupo RC igual a 47/dL (1Q 36-53) e a do grupo
controle 67mg/dL (1Q 60-103).

As concentragdes séricas das enzimas hepéticas AST (Aspartato
transaminase) e ALT (Alanina aminotransferase), bem como das
concentracGes de albumina, proteinas totais e glicemia de jejum néo
diferiram estatisticamente entre 0s grupos.

Tabela 3: Varidveis bioguimicas dos grupos controle e restri¢do calorica

Variaveis (mg/dL) Controle RC p-valor
Creatinina 0,40£0,02 0,49+0,04 0,030
Albumina 2,83+0,08 2,87+0,16 0,854
Ureia 41,70+1,86 33,82+1,68 0,006
AST 82,75+5,78 89,38+9,91 0,595
ALT 29,11+4,65 37,71+7,01 0,342
Glicose 194,11+12,92 204,56+9,77 0,528
Colesterol 99,44+10,01 110,44+8,06 0,405
Triglicerideos™ 67,00 (60-103) 47,00 (36-53) 0,013
Proteinas totais 6,97+0,13 6,94+0,11 0,875

Dados representadas por média£EPM. N porgrupo=9.
*QOs valores de triglicerideos sdo expressos por mediana e intervalo interquartil.
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De acordo com ANOVA de medidas repetidas, ndo houve
interacdo entre os tempos de aferi¢do e a glicose plasmatica de ambos os
grupos (p>0,05) durante teste de tolerancia a glicose (figura 4).

Figura 4: Teste de tolerancia a glicose do grupo controle e RC, a area sob a
curva (AUC) ndo diferiram estatisticamente entre os grupos sendo AUC
controle correspondente a 378,5e AUC RC igual a 407,3.
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4.2 Efeitos da RC sobre os parametros comportamentais

As varidveis relacionadas a atividade locomotora exploratéria dos
animais, analisadas pelo teste do campo aberto, ndo diferiram
estatisticamente entre os grupos, mostrando que a RC ndo causou
prejuizo neste quesito. A distancia total percorrida (figura 5A), assim
como o parametro de atividade vertical representado pelos episodios de
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rearings (figura 5B) durante os 15 minutos de teste ndo diferiram entre
0s grupos. O numero de entradas e 0 tempo na zona periférica (figura 5C
e D), bem como o nimero de entradas e 0 tempo na zona central foram
similares entre os grupos (figura 5E e F).
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Figura 5: Atividade locomotora avaliada pelo teste do campo aberto foi
similar em ambos os grupos durante os quinze minutos de teste (A)
Distancia total percorrida em metros. (B) Episodios de rearings — atividade
exploratoria vertical. (C) Namero de entradas pelos animais na zona periférica.
(D) Tempo de exploragdo em segundos na zona periférica. (E) NUmero de
entradas pelosanimais na zona central. (F)Tempo de exploragdo emsegundos
na zona central.
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O comportamento tipo-ansioso dos animais, avaliado por meio do
teste do labirinto em cruz elevado, ndo demonstrou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos, ou seja, nenhum dos
pardmetros avaliados foi afetado negativamente pela RC (figura 6).

Figura 6: Labirinto em cruz elevado - As varidwis analisadas foram
similares entre os grupos (A) Porcentagem de tempo de permanéncia dos
animais nos bracos abertos. (B) Nimero de entradas dos animais nos bragos
abertos. (C) Porcentagem de tempo de permanéncia dos animais nos bragos
fechados. (D) Numero de entradas dos animais nos bragos fechados
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Para avaliagdo da memoria, os animais foram submetidos aos
testes de reconhecimento de objetos e labirinto aquéatico de Morris. O
comportamento dos animais durante o teste do reconhecimento de
objeto, para andlise da meméria de curto prazo e reconhecimento,
obteve resultados semelhantes estatisticamente entre os grupos. Durante
a fase de amostra, 0os dois grupos intervencionais obtiveram média de
tempo de exploracdo dos objetos familiares similares (figura 7A).
Durante a fase de discriminacdo foi igualmente observada semelhanca
entre a média de exploracdo do objeto familiar e objeto novo em ambos
os grupos (figura 7B). Os resultados observados no indice de
discriminagdo também nao diferiram entre os grupos (figura 7C).
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Figura 07: Teste do reconhecimento de objetos - Similaridade nas variaweis
ligadas @ memdria de curto prazo entre os grupos (A) Tempo de exploragdo
em segundos de ambos os objetos familiares durante a fase de amostra. (B)
Tempo de exploracdo em segundos do objeto familiar e objeto novo durante a
fase de discriminacdo. (C) indice de discriminacéo dos animais durante a fase
de discriminagdo. A linha tracejada indica exploracdo superior a 50%.
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Em relacdo a memoria espacial, avaliada por meio do labirinto
aquético de Morris, ndo houve diferenca entre os grupos. Durante os trés



81

dias de treino, 0s animais apresentaram valores de laténcia de escape
similares (figura 8A). Apesar da reducgdo significativa entre a laténcia de
escape com o passar dos dias de treino (o que é esperado para este teste),
ndo houve diferengas entre 0s grupos quanto ao tempo e laténcia para
chegar a plataforma.

No dia do teste, a distancia total percorrida, a velocidade média e
0 numero de entradas no local em que a plataforma estaria foram
similares entre os grupos. A porcentagem de permanéncia no quadrante
da plataforma ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos
(figura 8B), entretanto, em ambos o0s grupos, a varidvel foi
estatisticamente superior a porcentagem minima esperada de
permanéncia equivalente a 25%, ou 15 segundos (representada pela
linha tracejada na figura 8B). Por fim, a laténcia de escape para a
primeira entrada na plataforma (figura 8C) foi similar entre os grupos.



82

Figura 08: Desempenho dos animais durante o labirinto aquético de
Morris. (A) Média da laténcia de escape em segundos para encontrar a
plataforma durante os quatro trials e os trés dias de treino. Por meio do
ANOVA de mediadas repetidas foi verificada interacdo intragrupo entre o
primeiro dia e o segundo de teste e a redugdo do tempo para encontrar a
plataforma, entretanto, ndo houve diferenga entre osgrupos e os dias de treino.
(B) Porcentagemde tempo no quadranteda plataforma durante o teste. Ambos
0S grupos permanecerammais que 25% do tempo no quadrante da plataforma.
(C) Laténcia de escape em segundos para primeira entrada na plataforma
durante o teste.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos no trabalho mostraram que o protocolo de
RC de 30% ndo causou desnutricdo nos animais, bem como nédo gerou
prejuizos motor e comportamental (comportamento tipo ansioso e
memoria), sugerindo ser segura a manutencdo da restricdo calérica
durante as 12 semanas de intervencdo. Concomitante a esses resultados,
e similar aos estudos em modelos murinos que foram submetidos a RC
(com suplementacdo de micronutrientes), os animais do grupo RC ndo
apresentaram perda de peso, mas sim, ganho de peso semanal ponderal
retardado, ou seja, abaixo do grupo controle, mas ainda assim, adequado
ao desenvolvimento natural do animal [20-23].

Desde o estudo pioneiro de McCay [3], a RC ¢ definida como um
protocolo de restricdo de calorias, sem comprometimento da oferta de
micronutrientes, ou seja, subnutricdo sem desnutricdo [24]. No entanto,
foi verificada dificuldades em classificar os protocolos como RC, visto
que em muitos estudos ndo houve detalhamento metodolégico e
descricdo de procedimentos inerentes ao protocolo, Dentre essas
descricBes, sdo destacadas a suplementagdo de micronutrientes,
composicdo da dieta, restricdo calérica baseada no consumo do grupo
controle, duracdo da intervencgdo ou restricdo caldrica acompanhando o
crescimento e consumo do animal. Consequentemente, a discussédo e
comparacdo dos resultados de estudos publicados sobre a temética
tornam-se obstada, por isso, sugerimos a padronizacdo do protocolo
dietético e descricdo detalhada do modelo intervencional para possivel
comparacdo de resultados. Além disso, foi constatada a caréncia de
estudos que tenham avaliado o efeito da restricdo caldrica em modelos
animais com auséncia de prejuizos cognitivos ou indugdo de algum
modelo de doenga. Por isso, é sugerido que o protocolo de RC seja
seguido, para que dessa forma, possa haver uma padronizacdo das
intervencdes dietéticas ligadas a restricdo caldrica.

E destacada a importdncia da garantia do aporte de
micronutrientes dos animais em RC por meio da suplementacdo dos
mesmos. As vitaminas e minerais atuam em diversas funcdes cerebrais e
sdo cruciais para o funcionamento fisiologico cerebral normal. Dentre as
funcbes dos micronutrientes destacam-se a acdo antioxidante, acdo
neuroprotetora, acdo contra a excitotoxicidade e agdo antiiflamatoria
[25,26].

Em relagdio as variaveis bioguimicas séricas, foi observada
auséncia de desnutricdo nos animais submetidos a RC. Tanto o grupo
RC quanto o grupo controle obtiveram valores bioquimicos séricos
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dentro da faixa de normalidade dos valores de referéncia para ratos
Wistar machos [27]. Entretanto, foi observada reducéo significativa dos
triglicerideos séricos no grupo RC, fato que pode ser atribuido pela
regulacdo negativa da lipogénese e ativacdo da gliconeogénese e da
lipdlise durante a RC. Contrariamente a estudos prévios, encontramos
valores similares de glicose entre os grupos, o que pode ser justificado
pela palatabilidade e composicdo centesimal da dieta, curto tempo de
duracdo intervencional e a porcentagem de RC.

Em nosso estudo ndo foi observado prejuizo comportamental em
relacdo a atividade locomotora, comportamento tipo ansioso e na funcédo
de memodria dos animais submetidos @ RC de 30% por 12 semanas. Os
parametros comportamentais analisados, apesar de divergéncias
apresentadas na literatura, foram similares com alguns estudos
publicados. A atividade locomotora exploratéria testada no campo
aberto do grupo RC ndo diferiu do controle, assim como em estudos
prévios [20,28,29]. Contudo, em animais submetidos aos modelos de
neurodegeneragdo, ocorre a melhora das variaveis analisadas no campo
aberto em relacdo ao grupo controle [20,30]. J& em outro estudo cuja
porcentagem de RC correspondeu a 30% durante quinze semanas [31], o
comportamento exploratério foi maior no grupo controle, podendo
indicar prejuizo aos animais quando submetidos ao protocolo dietético
de RC, além do fato de ndo ter havido a suplementacdo dos
micronutrientes. Riddle e colaboradores [32] analisaram a memoria dos
animais por meio do teste de reconhecimento de objetos e ndo
encontraram distingdo na exploragdo dos objetos em animais
submetidos a 40% de RC, enquanto que, em um modelo de
neurodegeneragdo (camundongo duplo de delecéo génica para CK-p25),
houve significativo incremento no indice de discriminagdo no grupo RC
em relacdo ao grupo ad libitum [30]. Referente ao desempenho do
grupo RC no labirinto aquético de Morris, foram encontrados valores
similares aos nossos na literatura, tanto no tempo no quadrante da
plataforma quanto na velocidade média [21,28,33,34]. Observando o
conjunto de resultados da literatura cientifica com diferentes protocolos
de RC, é possivel afirmar que a RC tem efeitos comportamentais
positivos quando os animais sdo submetidos a algum modelo de
neurodegeneracdo, ou seja, ja ha prejuizo comportamental previamente
induzido. O nosso estudo buscou verificar quais seriam as
consequéncias comportamentais referentes ao protocolo de 30% de RC,
sua seguranga e, principalmente, seus efeitos independentemente de
algum dano especifico.
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Apesar de estudos descreverem que a RC pode levar a um
comportamento tipo-ansioso em relacdo ao grupo controle [28,31,35] e
depressdo [36], contudo, as porcentagens de RC aplicadas para obtencéao
destes resultados foram superiores a 30%, chegando a 50%, além disso,
ndo foi realizada progressivamente e ndo houve suplementacdo de
micronutrientes. Contrariamente, em nosso estudo os animais do grupo
RC néo diferiram tanto na comportamento tipo ansioso (analisada pelos
testes do campo aberto e pelo labirinto em cruz elevado), quanto na
depressdo, verificado por meio do teste do nado forcado (dados nédo
mostrados). Esses achados sdo muito importantes, pois sugerem
auséncia de prejuizos emocionais ligados a reducdo da ingestdo
alimentar.

E especulada na literatura que essas mudangas nos parametros
comportamentais podem ser oriundas da reprogramacdo cerebral
mediada pela RC. A memoria e aprendizagem inalterada pode ser
resultado da reducdo da ativacdo de astrdcitos e ativacdo da autofagia
hipocampal [33], bem como preservacdo neuronal hipocampal [20],
aumento da expressdo da sirtuina-1 [37], estimulacdo da neurogénese
hipocampal adulta, da plasticidade sindptica e biogénese mitocondrial
[8,35,38], os quais ndo foram investigados em nosso estudo. Além
disso, alteracbes metabdlicas relacionadas & reducdo do consumo
alimentar podem implicar em alteracbes comportamentais, visto que,
durante a RC, ocorre reprogramacdo metabolica de forma a garantir
combustivel energético, o que poderia justificar a similaridade com o
controle em relagdo ao comportamento tipo ansioso e a reducdo dos
triglicerideos séricos. Em um modelo de restricdo calérica de 30%
durante cinco semanas, houve incremento de aproximadamente quatro
vezes na oxidacdo lipidica no grupo RC em relagdo ao grupo controle
[8], fato que, além da garatia de combustivel energético, poderia
justificar a reducdo da ansiedade no momento de privacao alimentar.

Alguns dos estudos relativos aos efeitos da RC visam estudar a
sua influéncia sobre o processo de envelhecimento e longevidade.
Segundo a Organizacdo das NagBes Unidas [39] a populacdo idosa
mundial quadruplicard até 2050 e, com isso, passara a apresentar
alteracGes cognitivas e comportamentais inerentes ao processo senil.
Concomitante a evolucdo deste processo, tem ocorrido extensiva
incorporacdo de préticas alimentares ndo salutares, como a dieta
ocidentalizada, baseada em alimentos ultraprocessados e hipercaldricos.
Evidéncias sugerem o efeito deletério dessas préticas alimentares no
processo de envelhecimento devido a ingestdo excessiva de energia
associada ao estilo de vida sedentério, colocando o cérebro em risco
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para o desenvolvimento de disfungdes cognitivas no envelhecimento e
também neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer [1,2,40,41].
A dieta tem um papel importante para a saide mental, ndo s6 durante o
desenvolvimento do organismo, mas também durante a fase adulta, além
disso, pode influenciar nas capacidades de aprendizagem, memoria e
humor [35]. Por essa razédo, o presente estudo surge como uma proposta
de aplicacdo do protocolo de restricdo caldrica iniciada na fase adulta e
aplicada como profilaxia ou amenizacdo de possiveis prejuizos senis,
sendo destacada a manutencdo do estado nutricional dos animais,
concomitante a preservacdo das atividades comportamentais (memoria e
ansiedade) e atividade motora, o que ampara a aplicacdo deste protocolo
de forma segura quanto ao parametro comportamental e cognitivo.

Existiram certamente limitagbes no estudo, sendo destacada a
auséncia de mensuracdo alimentar individual dos animais, pelo fato da
opcéo pelo acondicionamento em caixas com trés animais. Devido ao
desfecho analisado ser diretamente influenciado pelo isolamento social,
optou-se por manté-los em pequenos grupos. O isolamento é um fator
estressante e pode tornar-se um importante modulador negativo de
neurogénese hipocampal adulta que, por conseguinte, pode levar ao
comportamento depressivo do animal [15,35].

Nosso estudo mostrou que este é um protocolo sem prejuizos de
ordem nutricional e comportamental, de forma a ser utilizado de
maneira cronica em futuros estudos experimentais animais, que
busquem esclarecer os efeitos da RC sobre o envelhecimento e
longevidade, por respeitar o desenvolvimento ponderal natural do
animal. Também, com este protocolo, é possivel desenvolver futuros
estudos que busquem evidenciar os efeitos terapéuticos da RC em
diversos modelos de neurodegeneracdo, uma vez que ja foi mostrado
neste estudo a auséncia de prejuizos comportamentais nos animais, a fim
de uniformizar os achados da literatura em termos de protocolo
dietético.

Por fim, o protocolo aplicado de RC de 30% de forma
progressiva e suplementagdo de micronutrientes nao causou desnutricdo
e alteracdes comportamentais nos animais, com isso, é sugerida a
implantacdo deste protocolo nos estudos relacionados & RC e seus
efeitos em diversos pardmetros. Assim, serd possivel realizar
comparacOes entre estudos nesta temética, visto que o rigor
metodoldgico da intervencdo dietética serd aplicado em todos o0s
estudos. Além disso, o estudo contribui como pesquisa de base,
essenciais para futuras aplicacdes da intervencdo dietética. Apesar dos
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achados, mais estudos séo necessarios para que se possa compreender e
analisar os efeitos em outros parametros mediados pela RC.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados deste projeto de Dissertagéo estdo inseridos em um
Projeto universal, no qual foram avaliados os efeitos da restricéo
calérica suplementada ou ndo com &cidos graxos 6mega-3 em diversos
desfechos. Dentre eles, dois trabalhos de concluséo de curso, finalizados
em 2015, que avaliaram os efeitos das intervencdes dietéticas no estado
nutricional dos animais e no estresse oxidativo. Além disso, neste ano
seré finalizado outro trabalho de concluséo de curso referente aos efeitos
da RC na expressdo das sirtuina da familia 1 (SIRT-1).

Somada a essas anélises, serdo ainda analisadas o contetdo e
atividades da proteina PGCl-a e do BDNF, ambos envolvidas em
processos que geram neuroprotecdo. Com isso, é esperado que se possa
analisar outros parametros envolvidos com o processo comportamental
neuroprotetor relacionado com a RC, ou seja, a analise de alteracfes
periféricas e centrais mediadas pela intervencdo dietética.

Visto que na literatura ndo ha padronizagdo do protocolo, o que
obstaculiza a comparacdo dos resultados, é almejada a implementagéo
do protocolo dietético de RC. Por isso, uma das perspectivas do
trabalho, é a padronizacdo do protocolo, visto que ndo causou alteracfes
relacionadas as variaveis bioquimicas séricas analisadas e as variaveis
comportamentais e motoras.

E pretendido analisar a agdo das quatro modalidades de
intervencdo dietética em um modelo de inflamacéo sistémica (projeto a
ser submetido para 6rgdo de fomento CNPq) e os seus efeitos sobre
marcadores inflamatdrios e sobre os niveis hormonais. Seré analisado:
1) os niveis circulantes de citocinas inflamatérias (IL-6, IL-1p e TNF-a),
de adipocitocinas (leptina, adiponectina e resistina), de insulina e IGF-1;
2) contelido e atividade de proteinas relacionadas aos efeitos da RC
(FOXO, SIRT-1, AMPK, NF«B) no tecido adiposo, figado, musculo e
hipotalamo; 3) contelido e atividade de proteinas ligadas a sinalizacdo da
insulina (IRS-1; Akt; PI3K, ERK1/2, CREB) e 4) expressdo de TLR4
em mondcitos. Assim, sera possivel investigar a rede integrativa de
modificacdes fisiolbgicas, comportamentais e metabdlicas conduzidas
por estas intervencdes dietéticas.

O presente projeto, juntamente com o0s demais resultados que
serdo publicados, representa grande contribuicdo para o panorama
nacional nessa tematica. No Brasil, existem, até 0 momento, sete grupos
cadastrados no CNPq que estudam os efeitos da restri¢do cal6rica em
diversos parametros, entre eles, obesidade e fisiologia cardiovascular no
pardmetro comportamental induzido pelo estresse. Entretanto, ndo
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constam nesses grupos ou em artigos nacionais e internacionais
publicados até o momento, pesquisas relacionadas a avaliagdo do
sinergismo da RC com os acidos graxos dmega-3 sobre pardmetros
comportamentais. Assim, 0 projeto coopera tanto nacional quanto
internacionalmente nos resultados resultantes dessas intervencdes
nutricionais e seus efeitos comportamentais em animais.
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TITULOY MODELO FATOR MECANISMO(S) TESTES/TECNICAS CONCLUSOES
REFERENCIA ANIMAL DIETETICO/ ANATISADO(S) UTILIZADOS PRINCIPAIS
INTERVENCAOD
FERREIRA et al, Ratos Wistar Grupe RC30% Efeito da RC nos TCA Grupos RC  30%: @
2006 Machos Grupo RC60% pardmetros de TLY desempenho na
Idade: 7 semanas  Duragdo: 15 semanas aprendizagem, aprendizagem comparado
memdria e ao grupo controle.
estresse. Grupo RC 60%: nio houve
melhora no comportamento
GENG et al., Ratos Sprague— RC 40% Desempenho TLAM RC: Il Capacidade
2011 Dawley Duragdo: 6 meses comportamental e cognitiva retardada
Idade: 18 meses expressio da il Expressio SIRT1 e
SIRTL e SIRTS SIRTS de ratos RC em
comparagio com 05 ratos
AL
GRAFF et al., Camundongos 30% de RC, grupos: Efeitos da RC na TCA; Ciamara de RC: preservou a
2013 CE-p25 (ambos Controle ad [ibitum, neurodegeneracio condicionamento de integridade neuromal e
os sexos) os com  CE-p23 ad [ibifum e e na expressio da medo; TRO. densidade sindptica (Tln®
Idade: 3 meses CE-p23 RC. proteina SIRT1 e de neurdnios e de sinapses
Duragdo: 3 meses avaliagio funcionais) e ]
comportamental. Plasticidade sinaptica.

Preservagio da memdria
de  reconhecimento e
auséncia de alteragdes na

ansiedade, comportamento
exploratorio e atividade
locomotora  dos  animais

RC.
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APENDICE A: Matriz de sintese com estudos sobre RC e comportamento (conclus&o)

TITULO/ MODELO FATOR MECANISMO(S) TESTES/TECNICAS CONCLUSOES
REFERENCIA ANIMAL DIETETICO/ ANALISADO(S) UTILIZADOS PRINCIPAIS
INTERVENCAO
KUHLA et al.  Camundongos RC de 40% Alteracdes na Teste accelerod T Ansiedade com o avancar
2013 C57BL/6 Duracdo: 4, 20 ¢ memoéria TCA da intervengdo
Fémeas 74 semanas moduladas  pela TLCE IMemoéria de trabalho no
Idade: 21 dias RC TLAM grupo RC74
IlCoordenagio motora no
grupo RC74
MA et al, Camundongos RC progressiva: Mudancas nas TLAM Dicta RC @ capacidade de
2014 C57/BL machos 10% na 1® semana; vias de sinalizacdo aprendizagem  espacial
Idade: 7 semanas  20% na 2® semanae  da insulina sobre dependentedo hipocampo.
30% da 3* até a 30* os mecanismos Ratos RC:- U dos niveis
semana afetados pela RC, glicémicos séricos e de
como a IGF-1 do que o grupo
Duracgdo: 30 semanas  aprendizagem e a controle.
memoria.
DONG et al, Camundongos Grupo controle(NC).  Investigar TLAM Grupos NCe LC: Tl tempo
2016 C57/BL machos grupo baixa caloria mudangasna no quadrante da plataforma
Idade: 6 semanas (LC) e grupo alta cognicdo, NC e LC: Tl tempo na
caloria (HC). Razio neurdnios

energética das dictas
1:0,7:1.3
Duragdo: 10 meses

hipocampais ¢
astrocitos mediadas
pela dicta.

plataforma durante o teste
em relacdo ao grupo HC

Nio houve diferenca da
velocidade entre os grupos

Legenda: SIRT: sirtuinas; TCA: teste do campo aberto; TLY: Teste do labirinto em Y; AL: ad libitum; 1
aumento; U reducio; ® melhora; TLCE: Teste do labirinto em cruzelevado; TRO: Teste do reconhecimento de
objetos; TLAM: Teste do labirinto aquatico de Morris.



APENDICE B: Modelo de planilha para calculo da média do

consumo alimentar semanal do grupo controle

SEMANA 04
DATA CAIXA CATXA CATXA
01 02 03
06/08 Oferta 180 180 180
07/08 Sobra
07/08 Oferta 180 180 180
08/08 Sobra
08/08 Oferta 180 180 180
09/08 Sobra
09/08 Oferta 180 180 180
10/08 Sobra
10708 Oferta 180 180 180
11/08 Sobra
11/08 Oferta 180 180 180
12/08 Sobra
12/08 Oferta 180 180 180
13/08 Sobra
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APENDICE C: Nota de imprensa

Mestranda: Cinthia Rejane Corréa

Orientadora: Julia Dubois Moreira

Orgéo financiador da bolsa: Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

Orgdo financiador do projeto: Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq)

Os resultados da pesquisa do trabalho de Dissertacdo do
Programa de Pds-Graduacdo em Nutricdo da Universidade Federal de
Santa Catarina fazem parte de um projeto universal cujo financiamento
foi concedido pelo CNPq, além disso, a bolsa de mestrado, fornecida
durante vinte e quatro meses, foi fornecida pela CAPES. Juntamente a
dissertagdo, foram desenvolvidos dois Trabalhos de Conclusdo de Curso
(TCC) no ano de 2015 e outro TCC que estd em desenvolvimento e sera
finalizado ao final deste ano.

Os estudos experimentais em animais, no caso 0s roedores, sao
essenciais na evolucdo de estudos que visam avaliar o efeito de
intervencGes, como as intervengdes nutricionais. A partir destes
resultados, é avaliada a seguranca, aplicabilidade e reprodutibilidade
destes estudos em humanos, visando replicar os efeitos encontrados e
seus possiveis beneficios observados nos animais.

O primeiro estudo sobre restricdo caldrica foi publicado em 1934
e, desde 14, sdo estudados seus potenciais beneficios ligados ao processo
de envelhecimento. A restricdo caldrica € definida como a reducdo da
ingestdo de calorias sem desnutricdo, ou seja, com a garantia de
ingestdo de vitaminas e minerais. Os efeitos da restricdo caldrica na
atenuacdo de processos envolvidos no envelhecimento, na atenuacéo do
estresse oxidativo, na reducdo do peso corporal e nos marcadores
hormonais e celulares sdo descritos na literatura cientifica. Um potencial
efeito benéfico a salde mediado pela restricdo caldrica é o efeito
protetor cerebral, contudo, ainda ha divergéncias nesses resultados,
relacionados, por exemplo, a reducdo da ansiedade e melhora da
memo@ria. Por isso, o trabalho teve como intuito avaliar os efeitos da
restricdo caldrica no comportamento de ratos, bem como, avaliar o
efeito da mesma no estado nutricional.

A intervencdo testada no presente projeto foi aplicada em ratos da
linhagem Wistar, machos, com duragdo de doze semanas. Os animais
foram divididos em dois grupos: o grupo controle, que recebeu a dieta
padrdo e o grupo restricdo caldrica, que recebeu a mesma dieta que o
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controle, porém, houve restricdo no volume da racdo até chegar a
reducdo de 30% da média do consumo semanal do grupo controle. Além
da reducdo, foi adicionada a mesma porcentagem progressiva de
micronutrientes a fim de ndo gerar desnutricdo. O intuito desta
intervencdo dietética foi avaliar os efeitos da restricdo caldérica nestes
animais nos pardmetros comportamentais, analisados por testes
comportamentais durante a Ultima semana de intervencdo e nos
parametros relacionados com o estado nutricional, por meio de analises
bioquimicas séricas.

Resumidamente, o0s resultados mostraram que além da
manutencdo do estado nutricional dos animais quando aplicado o
protocolo de restricdo calérica, ndo houve prejuizo cognitivo dos
mesmos em relagdo a atividade locomotora, ansiedade e meméria. Além
destes resultados, o projeto pretende propor a padronizagdo do protocolo
dietético de restricdo caldrica, visto que na literatura ainda ndo ha um
consenso quanto a composicdo centesimal das dietas, com isso, seria
possivel a comparacdo de forma mais fidedigna dos resultados
referentes aos estudos aplicados nesta tematica.

Por fim, os resultados desta dissertacdo pretendem contribuir com
a literatura cientifica no ambito da restricdo caldrica e seus efeitos
salutares tanto no comportamento, quanto no estado nutricional e
metabolismo dos animais.
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ANEXO A —Parecer de aprovacdo do CEUA/UFSC

Floriandpolis, 13 de Agosto de 2015.

Srs. Membros da Comiss@o de ética no Uso de Animais -
CEUA/UFSC

O presente documento trata do parecer de apreciacdo do projeto
com protocolo PP00973 intitulado

Avaliacdo dos efeitos da restricao calérica e dos acidos graxos
®3 sobre pardmetros

bioquimicos, comportamentais e neuroprotetores em ratos
coordenado pela Profa. Dra.

Leticia Carina Ribeiro da Silva - Departamento de Nutricéo —
Centro de Ciéncias Biologicas -

UFSC.

Na apreciacdo anterior, surgiram alguns questionamentos, que
foram satisfatoriamente esclarecidos. Dessa forma, sou de parecer
favoravel a aprovagéo do protocolo PP00973.



