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RESUMO

O consumo de dietas ricas de gorduras e carboidratos pode favorecer o surgimento de sobrepeso e
obesidade, considerados um dos maiores problemas de saide publica, sendo fator de risco
importante para o desenvolvimento de diabetes do tipo 2, aterosclerose, hipertensao, dislipidemias,
doenga de Alzheimer e depressdo. Modificagdes no estilo de vida demonstram melhorias nos
parametros metabdlicos e comportamentais induzidos pela dieta hiperlipidica. Neste sentido, a
restri¢do caldrica se configura como uma intervengao dietética que se propoe a reduzir a ingestao
calorica sem causar deficiéncia de nutrientes, possuindo varios beneficios ja descritos na literatura
cientifica. O presente estudo se propOs a investigar o efeito da restricdo caldrica nas alteragdes
metabolicas, comportamentais e neuroquimicas induzidas por dieta hiperlipidica e nocautes do
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL). O primeiro protocolo experimental desse estudo
utilizou camundongos C57Bl/6, machos e fémeas, com idade de 3-4 meses ao inicio do experimento,
tratados com dieta padrdo para roedores ou dieta hiperlipidica, por 12 semanas. Apds esse periodo
os animais dos grupos restricao foram submetidos a restri¢do calorica de 30% com suas respectivas
dietas por periodo de 4 semanas. Foram realizados testes comportamentais para avaliar memoria e
comportamento do tipo depressivo e ensaios bioquimicos. Nossos resultados mostraram que a dieta
experimental foi capaz de aumentar a glicemia de jejum, colesterol plasmatico e colesterol e
triglicerideo hepatico, além de resultar em prejuizo na memoria espacial de curto prazo. A
intervencdo com restri¢do caldrica reduziu parametros metabdlicos como massa corporal, gordura
visceral e glicemia de jejum, entretanto quatro semanas de restricdo ndo foi suficiente para
melhorar/reverter pardmetros comportamentais prejudicados pela dieta rica em gorduras. No
segundo protocolo experimental, utilizamos camundongos C57B1/6 e nocautes para o receptor de
LDL (LDLr""), fémeas, com 10 meses de idade no inicio do experimento. Os camundongos LDLr""
foram divididos em grupo controle, grupo restri¢ao calorica de 30%, grupo metformina na dgua de
beber e grupo restricao caldrica associada a metformina. Nossos resultados mostraram que os LDLr
/- submetidos a RC tiveram reducio da massa corporal, gordura visceral e aumento dos niveis de
colesterol plasmatico. A associagao entre RC e metformina levou a uma redugdo mais pronunciada
da gordura visceral e elevou o consumo hidrico dos camundongos LDLr”. Os dados
comportamentais mostraram alteracdo na locomocdo espontanea, prejuizo na memoria de

/-

reconhecimento € memoria aversiva dos LDLr”" e a intervengdo com RC e metformina ndao foram

suficientes para reverter tal comprometimento. Tomados em conjunto, nossos resultados mostraram



que, nos cenarios de alteragdes metabolicas induzidos por dieta hiperlipidica e alteragdo génica do
receptor de LDL, os efeitos de uma restri¢ao calorica de 30%, por um periodo de quatro semanas,

foram mais evidentes nos desfechos metabdlicos do que comportamentais.

Palavras chaves: obesidade, dieta hiperlipidica, alteragdes metabdlicas, alteracdes
comportamentais, nocautes do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr”), restri¢io

calorica.



ABSTRACT

The consumption of diets rich in fats and carbohydrates can favor the onset of overweight and
obesity, considered one of the major public health problems and a significant risk factor for the
development of type 2 diabetes, atherosclerosis, hypertension, dyslipidemia, Alzheimer's disease,
and depression. Lifestyle modifications have shown improvements in metabolic and behavioral
parameters induced by a hyperlipidic diet. In this sense, calorie restriction is proposed as a dietary
intervention aiming to reduce calorie intake without causing nutrient deficiency, with several
benefits already described in the scientific literature. The present study aimed to investigate the
effect of calorie restriction on metabolic, behavioral, and neurochemical changes induced by a
hyperlipidic diet and low-density lipoprotein receptor (LDLr) knockouts. The first experimental
protocol of this study used C57Bl/6 mice, males and females, aged 3-4 months at the beginning of
the experiment, treated with a standard rodent diet or a hyperlipidic diet for 12 weeks. After this
period, the animals in the restriction groups underwent 30% calorie restriction with their respective
diets for a period of 4 weeks. Behavioral tests were conducted to assess memory and depressive-like
behavior, along with biochemical assays. Our results showed that the experimental diet increased
fasting blood glucose, plasma cholesterol, and hepatic cholesterol and triglycerides, resulting in
impaired short-term spatial memory. Calorie restriction intervention reduced metabolic parameters
such as body mass, visceral fat, and fasting blood glucose. However, four weeks of restriction were
not sufficient to improve/reverse behavioral parameters impaired by the high-fat diet. In the second
experimental protocol, we used C57B1/6 mice and LDL receptor knockouts (LDLr”"), females, aged
10 months at the start of the experiment. LDLr”" mice were divided into a control group, a 30%
calorie restriction group, a metformin in drinking water group, and a calorie restriction combined
with metformin group. Our results showed that LDLr”" mice subjected to calorie restriction had
reduced body mass, visceral fat, and increased plasma cholesterol levels. The combination of calorie
restriction and metformin led to a more pronounced reduction in visceral fat and increased water
consumption in LDLr”" mice. Behavioral data showed alterations in spontaneous locomotion,
impairment in recognition memory, and aversive memory in LDLr”" mice, and the intervention with
calorie restriction and metformin was not sufficient to reverse such impairment. Taken together, our
results demonstrated that, in scenarios of metabolic changes induced by a hyperlipidic diet and
genetic alteration of the LDL receptor, the effects of 30% calorie restriction for a period of four

weeks were more evident in metabolic outcomes than in behavioral outcomes.



Keywords: obesity, hyperlipidic diet, metabolic changes, behavioral alterations, low-density

lipoprotein receptor (LDLr"") knockouts, calorie restriction.
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1. INTRODUCAO

A populagdo mundial passou por grandes mudangas nos padrdes alimentares nas tltimas
décadas, substituindo as dietas tradicionais por dietas compostas por produtos processados com alto
teor de agucar e gordura (Moubarac et al, 2014; Poti et al., 2017), fato que estd intimamente
relacionado ao aumento de obesidade e sobrepeso na populagao mundial. O sobrepeso e a obesidade,
resultado de um balanco energético positivo, sdo considerados um dos maiores problemas de saude
publica, sendo fator de risco importante para o desenvolvimento de diabetes mellitus do tipo 2,
aterosclerose, hipertensdo, dislipidemia (Engin, 2017; Ashwell, 2014). De forma mais recente,
estudos epidemioldgicos tém sugerido uma relagdo entre obesidade e alteragdes neuropsiquidtricas,
como doenga de Alzheimer e depressdao (Sack et al., 2017; Spencer et al., 2017; Luppino et al.,
2010). Isso justifica a necessidade de se estudar abordagens terapéuticas que visem a prevengao e
tratamento das alteragdes relacionadas a obesidade induzida por dieta. Uma alternativa nao
farmacologica esta relacionada a mudangas no estilo de vida, que podem modificar positivamente
parametros metabolicos e comportamentais induzidos pela dieta (Hatzidis, et al., 2017). Neste
sentido, a restri¢do caldrica ¢ uma intervencao dietética que se propde a reduzir a ingestio calorica
sem causar deficiéncia de nutrientes (Ribari¢, 2012) e possui varios beneficios ja descritos na
literatura, como diminui¢do da massa corporal, pressdo arterial, niveis de insulina e glicose
plasmaticos, melhora a sensibilidade a insulina, aumenta gliconeogénese e melhora o perfil lipidico
(Huffman et al., 2022; Most e Redman, 2020). Entretanto, o quanto as altera¢cdes metabdlicas e
comportamentais induzidas por consumo cronico de dietas hipercaldricas, ou condigdo genética que
leva a aumento do colesterol, sio duradouras ou passiveis de reversdo por meio de mudancas
dietéticas, ainda permanecem inconclusivas. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos
da restricdo calorica (RC) nos desfechos metabolicos, comportamentais € neuroquimicos no
contexto de disfun¢do metabdlica induzida por consumo cronico de dieta hiperlipidica (HFD) em
camundongos da linhagem C57B1/6 e em um modelo experimental de hipercolesterolemia familiar,
camundongos nocautes do receptor de LDL. Abaixo sera discorrido acerca do referencial teorico
pertinente as alteracdes metabodlicas e comportamentais relacionadas a obesidade e sobrepeso, bem

como a utilidade da restri¢cao caldrica no contexto obesogénico.
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1.1.0besidade: definicio e prevaléncia

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) define obesidade como um acumulo excessivo de
tecido adiposo, que pode ser prejudicial a saude. O Indice de Massa Corporal (IMC), que leva em
consideracdo o peso (kg)/altura® (m?) pode ser usado para definir se um individuo é considerado
abaixo do peso, saudavel, acima do peso ou obeso (Hannah Ritchie ¢ Max Roser, 2017). A OMS
define uma faixa normal de IMC como 18,5 a 24,9, sendo que um IMC > 25 kg/m? é considerado
sobrepeso e um IMC > 30 kg/m? ¢ classificado como obeso. A obesidade grave é definida com IMC

> 40 kg/m?>.

A obesidade ¢ uma condi¢ao multifatorial oriunda de um balango energético positivo, ou seja, a
ingestao dietética excede o gasto energético (Andreson, 2015). O excesso de energia ¢ convertido
em triglicerideos que sdo armazenados principalmente em depositos do tecido adiposo, que expande
seu tamanho, aumentando assim a massa corporal (Chooi et al., 2019). A dieta tem sido apresentada
como o ponto critico ao excesso de peso (Engin, 2017) que, somado ao sedentarismo, decorrente da

modernizacao dos estilos de vida, resulta em balango energético positivo.

A obesidade afeta negativamente quase todas as fungdes fisioldgicas do corpo e constitui uma
ameaca a saude publica. Isso porque o excesso de massa corporal esta relacionado com aumento no
risco de desenvolvimento de diversas condi¢des patoldgicas, tais como diabetes mellitus (Singh et
al., 2013), doencgas cardiovasculares (Czernichow et al., 2011), varios tipos de canceres (Lauby-
Secretan et al.,, 2016), distarbios musculoesqueléticos (Anandacoomarasamy et al., 2008) e
problemas de saide mental (Anstey et al., 2011). Todos esses aspectos com efeitos negativos sobre

a qualidade de vida, produtividade do individuo e com altos custos para servigos de satde.

Cerca de 600 milhdes de adultos no mundo tém obesidade e a OMS estima que até 2025, cerca
de 2,3 bilhdes de adultos ao redor do mundo estejam acima do peso. O Global Burden of Disease

fornece dados abrangentes sobre mortalidade em diferentes paises, estratificado por faixa etaria,

1 0 estudo Global Burden of Disease (GBD) é o maior e mais detalhado esforco cientifico ja realizado para quantificar
os niveis e tendéncias na saude. Liderado pelo Instituto de Métricas e Avaliacdo em Saude (IHME) da Universidade de
Washington, contou com a participacdo de mais de 9.000 investigadores, em cerca de 160 paises na atualizagdo mais
recente, publicada em 2020. O GBD cria uma plataforma para comparar a magnitude de doencas, lesdes e fatores de
risco entre grupos etarios, sexos, paises, regides e tempo. Iniciado em 1991, teve a primeira publicacdo em 1993 e
desde 2010, o jornal The Lancet, em parceria com o IHME, publica em uma versdo especial as estimativas de saude
global do estudo GBD (Murray, 2022).
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sexo e tempo. O estudo quantifica a perda de saude devido a doengas, lesdes e fatores de risco, para
que os sistemas de saude possam ser melhorados e as disparidades eliminadas (Murray, 2022). De
acordo com dados publicados em 2020, cerca de 4,7 milhdes de pessoas morreram prematuramente
como resultado da obesidade. Na figura 1, ¢ apresentado um mapa que mostra a propor¢ao de mortes
atribuidas a obesidade em todos os paises. Em muitos paises da Europa Oriental, Asia Central, Norte
da Africa e América Latina, mais de 15% das mortes foram atribuidas a obesidade em 2017. Isso
provavelmente resulta da alta prevaléncia de obesidade somado a servigos de saide mais precarios

em relacdo a paises de alta renda com niveis de obesidade igualmente altos (Vos et al., 2020).

No Brasil, dados da Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel, 2019) mostram que a obesidade aumento 72% nos
ultimos treze anos, saindo de 11,8% em 2006 para 20,3% em 2019. A ocorréncia ¢ semelhante entre

homens (18,7%) e mulheres (20,7%) e diminuiu com o aumento da escolaridade.

Nodata 0% 5% 10% 15% 20% 25% 30%
I [ —

Figura 1: Mortalidade atribuida a obesidade, 2019.

O grafico mostra a parcela do total de mortes, por qualquer causa, com a obesidade como um fator de risco até 2019
(Retirado de Hannah Ritchie e Max Roser, 2017; IHME, 2019).
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1.2. Fisiopatologia da obesidade

A obesidade se desenvolve como resultado de desequilibrio entre a ingestao calorica e o gasto
energético (Gadde et al., 2018; Andreson, 2015). Quando a ingestao de energia ¢ maior do que a
necessaria, o excedente serd armazenado na forma de gordura no tecido adiposo (AT, do inglés
Adipose tissue) e nos 6rgaos (Haas et al., 2012; Belaj e Eller 2012). O AT ¢ composto por adipdcitos,
células do sistema imunologico, células endoteliais (vasos sanguineos e linfaticos) e células-
tronco/estromais. Coletivamente, esses tipos de células facilitam as fungdes associadas ao tecido
como 6rgao enddcrino, depdsito de energia e principal participante do metabolismo energético

(Ibrahim, 2010; Lenz et al., 2020).

O AT pode ser classificado como tecido adiposo branco (WAT, do inglés White adipose tissue),
um 6rgdo enddcrino ativo e importante para o armazenamento de lipidios, e tecido adiposo marrom
(BAT, do inglés brown adipose tissue) responsavel por producgdo de calor mediante estimulagdo f-
adrenérgica ou exposicao ao frio, processo conhecido como termogénese (Gaspar et al., 2021). O
BAT representa apenas 1%-2% da gordura corporal de um humano adulto, mas ¢ vital para manter
a homeostase e apresenta efeitos benéficos sobre a glicemia (Becher et al., 2021). A figura 2 sintetiza

as principais caracteristicas do WAT e do BAT.

Em humanos, o WAT pode ser dividido em dois depositos principais: WAT visceral e WAT
subcutaneo (EI Hadi et al., 2019). O WAT visceral ¢ mais resistente a diferenciacdo em adipocitos
e mais sensivel a morte celular do que o WAT subcutaneo. Em termos gerais, em resposta ao excesso
de ingestdo alimentar, o WAT subcutaneo ¢ mais propenso a hiperplasia dos adipocitos. O WAT
visceral por sua vez, se expande predominantemente por hipertrofia de adipdcitos, sendo também o
deposito de gordura que sofre maior morte celular e processos inflamatorios (Hildebrandt et al.,

2023).
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Figura 2: Principais caracteristicas dos adipdcitos.

Visdo geral das principais caracteristicas dos adipocitos branco e marrom. Adaptado de El Hadi et al., 2019.

No contexto de sobrepeso ou obesidade ha hiperplasia e hipertrofia do AT (Jin et al., 2023),
resultando em expansdao do WAT e um desequilibrio na producao e liberagao de adipocinas, com
elevacdo de citocinas pro-inflamatoérias em detrimento a anti-inflamatorias, o que leva a associagao
de tal condi¢do com estado inflamatorio cronico de baixo grau (Jin et al., 2023; Khan et al., 2020;
Lu et al., 2019). Esta inflamac¢do de baixo grau ¢ reconhecida como um fator importante que
promove consequéncias decorrentes da obesidade (Khan et al., 2020), podendo resultar em

lipotoxicidade, inflamacao sistémica e sindromes metabdlicas (Hildebrandt et al., 2023).

Individuos com excesso de massa corporal possuem maior infiltragdo de macréfagos no AT, o
que altera o fenotipo dos macréfagos M2, considerados anti-inflamatorios e relacionados ao reparo
tecidual, para macréfagos do tipo M1, pro-inflamatorios e especializados em combate as infecgdes
(Lu et al., 2019). Estudos mostram que, no contexto de obesidade, mais de 50% das células imunes
do tecido adiposo sdao macréfagos, enquanto menos de 10% das células imunes no tecido adiposo

de individuos considerados magros sao macréfagos (Weisberg et al., 2003; Lumeng et al., 2007).
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Esses macrofagos recrutados secretam citocinas inflamatdrias, como fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), interleucina- 6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8). Somado a esse processo, ocorre diminui¢ao
da abundancia e secre¢do de citocinas anti-inflamatorias, como interleucina-4 (IL-4), interleucina-
10 (IL-10), interleucina-13 (IL-13), interleucina-19 (IL-19) pelos adipécitos, o que leva a aumento

da producao de mais adipocinas pré-inflamatorias (She et al., 2022).

Embora muitos fatores parecam estar envolvidos no aumento do recrutamento de macréfagos
para o WAT durante a obesidade, o principal ¢ atribuido a morte dos adipocitos. Isso porque os
macréfagos geralmente sdo encontrados ao redor de adipdcitos mortos, formando a tipica estrutura
em forma de coroa (Hildebrandt et al., 2023). Embora, inicialmente, essas células inflamatorias
sejam essenciais para expansao e remodelacdo do tecido saudavel, quando mantidos, como ocorre
no cenario obesogénico, podem levar a fibrose e a adipogénese prejudicada (Pellegrinelli et al,
2016). Tais eventos resultam em um ciclo vicioso de inflamagdo, morte celular e desequilibrio
metabolico que, juntos, causam sindromes metabolicas. Notavelmente, esta condigdo também
promove um microambiente pro-tumorigénico que induz ou suporta o crescimento tumoral em
canceres que estdo ligados a obesidade, como carcinomas de mama, figado e colon (Quail e

Dannenberg, 2019; Hildebrandt et al., 2023).

Os adipocitos ndo desempenham papel apenas no armazenamento de lipidios, mas também no
metabolismo e na inflamac¢do através da secre¢do de citocinas e adipocinas, como a leptina e a
adiponectina (Ghaben e Scherer et al., 2019). A leptina ¢ considerada o hormonio da saciedade e
possui fungdes pro-inflamatorias (Francisco et al., 2018; Obradovic et al., 2021). A adiponectina,
em contraste, tem propriedades anti-inflamatorias exercidas por meio de regulacdo negativa de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) e IL-6
(Luo e Liu et al., 2016; Nguyen, 2020). Em individuos com obesidade, os niveis plasmaticos de
leptina aumentam enquanto de adiponectina tendem a diminuir (Hildebrandt et al., 2023). As
adipocinas regulam o gasto de energia, bem como o metabolismo da glicose e lipidios por meio do
regulador metabolico, proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (Herzig e Shaw, 2020). A AMPK
¢ um sensor de energia intercelular, que ¢ sensivel as relagdes AMP:ATP e promove a conservagao
de energia desligando o anabolismo (gliconeogénese, sintese de acidos graxos) e ativando vias

catabolicas (B-oxidagao, produgdo de ATP).

22



Ainda, outros fatores parecem corroborar com o processo inflamatério desencadeado pela
obesidade, como ¢ o caso do estresse de reticulo endoplasmatico e hipoxia tecidual. O reticulo
endoplasmatico (ER) ¢ uma organela critica responsavel por fungdes metabolicas vitais (Di Conza
et al., 2020). O estresse do RE refere-se a uma condi¢do na qual proteinas dobradas de forma
incorreta se acumulam no RE e levam a condicdes de estresse (Rashid et al., 2015). Evidéncias de
estudos clinicos e ndo clinicos mostram que a obesidade induz estresse elevado do RE no tecido
adiposo, que por sua vez prejudica as fungdes do RE e leva a disfun¢ao metabodlica dentro da célula
(Lemmer et al., 2021; Wen et al., 2022). Ja a hipdxia do tecido parece estar relacionada a fatores

como aumento do consumo de oxigénio do AT e suprimento insuficiente aos adipdcitos.

A percepcao do excesso de nutrientes pelo AT induz a liberagdo de epinefrina e norepinefrina
das terminagdes nervosas no tecido adiposo, que se ligam aos receptores fS-adrenérgicos nos
adipocitos. A ativacdo de vias catabdlicas mediadas pelo metabolismo lipidico mitocondrial
aumenta a lipdlise e acelera a termogénese, o que leva a um aumento no consumo de oxigénio no
tecido adiposo (Poekes et al., 2015; Bohm et al., 2020; Singh et al., 2021). Ao mesmo tempo, a
rapida expansao dos adipocitos causa suprimento local insuficiente de sangue e oxigénio, juntamente
com aumento da distancia de difusdo do O, (Wang et al., 2022). A disfuncdo do AT no contexto da
obesidade ¢ caracterizada por anormalidade na proliferagdo e hipertrofia dos adipdcitos,
vascularizacdo inadequada, infiltracdo de células imunes, deposic¢ao ectopica de lipidios em outros
tecidos e orgdos (por exemplo, figado, depositos viscerais abdominais, musculo esquelético,
pancreas), disfun¢do mitocondrial, estresse de RE e aumento da produ¢do de proteinas fibroticas da
matriz extracelular (Bliiher, 2013; Crewe e Scherer, 2017; Boudina e Graham, 2014; Ko et al., 2021;
Wang et al., 2022).
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Figura 3: Mecanismos relacionados a fisiopatologia da obesidade

O tecido adiposo (AT) ¢ composto por varias células, incluindo adipocitos, células imunes (por exemplo, macrofagos,
células T e neutrofilos), fibroblastos e células endoteliais. Durante o desenvolvimento da obesidade, o AT se expande
rapidamente. Devido a diminui¢do da vascularizagdo tecidual, aumento da hipoxia e inflamagdo, o AT pode se tornar
disfuncional. O AT disfuncional libera altos niveis de acidos graxos livres (FAAs) e adipocinas (por exemplo, leptina)
para a corrente sanguinea, atingindo outros 6rgéos como figado, coragdo e grandes artérias. Em ultima analise, isso pode
resultar em um maior acumulo de gordura nesses tecidos e alterar sua fung@o, por exemplo, os 6rgdos sdo menos
sensiveis a insulina ou exibem um aumento na infiltragdo/inflamag@o das células imunes. Adaptado de Herold e Kalucka,
2021.

1.3.0besidade e resisténcia a insulina

A insulina ¢ um hormoénio anabdlico produzido, armazenado e secretado a partir das células-f3
especializadas do pancreas, um dos tipos de células que compdem as ilhotas pancreaticas de
Langerhans. A glicose ¢ o estimulo primario da secre¢ao de insulina, mas em alguns casos a
liberacao de hormdnios também pode ser modulada por nutrientes circulantes, como aminoacidos e

acidos graxos (Page e Johnson, 2018).
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A obesidade ¢ um fator critico para o surgimento de alteragdes metabolicas, como a resisténcia
a insulina. O tecido adiposo modula o metabolismo pela liberagdo de 4dcidos graxos nao esterificados
(NEFAs, do inglés Non-esterified fatty acids), glicerol, hormdnios, incluindo leptina e adiponectina,
e citocinas pré-inflamatérias (Hotamisligil e Wellen, 2005; Scherer et al., 2006). Na obesidade, a
producao de muitos desses produtos ¢ aumentada. A proteina 4 de ligacao ao retinol (RBP4) induz
a resisténcia a insulina por meio da redugdo da sinalizagdo da fosfatidilinositol-3-OH quinase
(PI(3)K) no musculo e aumento da expressdo da enzima gliconeogénica fosfoenolpiruvato
carboxicinase no figado por meio de um mecanismo dependente de retinol. Por outro lado, a
adiponectina atua como um sensibilizador de insulina, estimulando a oxidagdo de acidos graxos em
uma proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e receptor-a ativado por proliferadores de

peroxissoma (PPAR-a) (Kahn et al., 2006).

Além de fatores derivados de adipdcitos, aumento da liberacdo de TNF-a, IL-6, MCP-1 e
produtos adicionais de macrofagos e outras células do tecido adiposo povoado também pode ter um
papel no desenvolvimento da resisténcia a insulina (Hotamisligil e Wellen, 2005). O TNF-a. ¢ a IL-
6 estimulam vias como da quinase amino-terminal c-Jun (JNK) e IkB quinase-p (IKK-B)/fator
nuclear-xB (NF-«xB), resultando na regulacdo de potenciais mediadores de inflamagdo que podem

levar a resisténcia a insulina (McArdle et al., 2013).

As vias que envolvem as proteinas de sinalizagdo de citocinas (SOCS) (Mooney et al., 2001) e
da sintase do 6xido nitrico induzivel (iNOS) também parecem estar envolvidas na mediacdo da
resisténcia a insulina induzida por citocinas (Perreault e Marette, 2001). A secre¢ao dessas proteinas
pro-inflamatorias, particularmente MCP-1 por adipdcitos, células endoteliais € mondcitos, aumenta
o recrutamento de macrofagos e, assim, contribui para acentuagao do processo inflamatério (Kahn

et al., 2000).

A liberagdo de NEFAs pode ser o fator mais critico na modulagdo da sensibilidade a insulina.
Niveis aumentados de NEFA sdo observados na obesidade e no diabetes tipo 2, e estdo associados
a resisténcia a insulina observada em ambos (Hotamisligil ¢ Wellen, 2005). O aumento de NEFAs
intracelulares pode resultar em competicdo com a glicose pela oxidacao do substrato, levando a
inibicao serial da atividade da piruvato desidrogenase, fosfofrutoquinase e hexoquinase II. Também
foi proposto que o aumento da entrega de NEFA ou a diminui¢do do metabolismo intracelular de

acidos graxos resulta em um aumento no conteudo intracelular de metabdlitos de acidos graxos,
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como diacilglicerol (DAQG), acetil-coenzima A (Acetil-CoA) e ceramidas, que, por sua vez, ativam
uma cascata serina/treonina quinase levando a fosforilagao do substrato-1 do receptor de insulina
(IRS-1) e do substrato-2 do receptor de insulina (IRS-2) em residuos de serina e diminui a
fosforilagdo em residuos de tirosina, e uma capacidade reduzida dessas moléculas de ativar PI(3)K
(Wen et al., 2022). Posteriormente, os eventos da sinalizagao do receptor de insulina sdo diminuidos

(Kahn et al., 2006; Page e Johnson, 2018), conforme apresentado na figura 4.
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Figura 4: Inflamag&o resultante de obesidade como fator desencadeador de resisténcia a insulina

A expansdo dos adipdcitos resulta em circulagdo elevada de FFAs (A) e secrecdo aumentada de adipocinas (B). Estes,
por sua vez, resultam na infiltragdo de células imunes e na ativagdo de vias de sinalizagdo pro-inflamatorias, conduzindo
a infiltracdo adicional e a polarizacdo de macrofagos do tecido adiposo e células T em dire¢do a um fendtipo pro-
inflamatorio. Esse ambiente, entfo, leva a mais secre¢des de adipocinas (C) e dificulta a adipogénese, resultando em
maior nimero de pré-adipocitos que, por sua vez, secretam mediadores pro-inflamatorios. Juntos, esses eventos levam
a um prejuizo na sinalizagdo da insulina e, finalmente, a um estado de resisténcia a insulina. Adaptado de McArdle et

al., 2013.
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A obesidade e a resisténcia a insulina sdo preditores em potencial para o desenvolvimento de
diabetes tipo 2 (Czech, 2017), apesar da literatura mostrar que resisténcia leve a insulina em um
estagio muito inicial do diabetes tipo 2, pode se comportar como protetora, evitando a sobrecarga
de glicose nos tecidos, conforme apresentado na figura 4 (Page e Johnson, 2018). Para que a
obesidade e a resisténcia a insulina sejam associadas ao diabetes tipo 2, as células f devem ser
incapazes de compensar totalmente a diminui¢do da sensibilidade a insulina (Chavakis et al., 2023;
Prentki et al., 2006). Os mecanismos pelos quais a resisténcia sistémica a insulina contribui para a
faléncia das células B ndo sdo totalmente claros, embora a exaustdo causada pela hipersecregdo de
insulina seja uma possibilidade. Também ¢é provavel que a glicotoxicidade, a lipotoxicidade, e a
combinagdo das mesmas, contribuam significativamente para a faléncia das células B e instalacdo

do diabetes tipo 2 (Page e Johnson, 2018).

Pré-diabetes DMm2

Adiposidade

Resistenciaainsulina

Figura 5: Relagdo entre obesidade, sensibilidade a insulina e diabetes tipo 2 ao longo do tempo.

Desregulagdo da insulina na obesidade e diabetes tipo 2. O aumento da secre¢do de insulina ocorre como um mecanismo
de compensagao para a resisténcia a insulina e parece estar correlacionado com o inicio do aumento da adiposidade. A
hipersecrecao de insulina leva a eventual faléncia das células . Sem intervencdo, isso eventualmente resulta em secrecao
reduzida de insulina e, em um cendrio clinico, mudanca de pré-diabetes para diabetes tipo 2. Abreviaturas: DM2,

diabetes tipo 2. Adaptado de Page e Johnson, 2018.

1.4. Obesidade e dislipidemia

27



A dislipidemia ¢ definida por niveis anormais de lipidios, por exemplo, colesterol, triglicerideos
e/ou lipoproteinas especificas, na circulagdo. Na maioria dos casos, a dislipidemia ¢ decorrente do
estilo de vida ou doenca (Hgjland Ipsen et al., 2016). O fenotipo dislipidémico, comumente
associado a obesidade, ¢ caracterizado por aumento dos niveis de triglicerideos (TG), diminuigdo
dos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e uma mudanca nas lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) para uma composi¢cao mais pré-aterogénica (pequenas ¢ densas LDL) (Franssen
et al., 2011). A falha em manter a homeostase lipidica no cenério obesogénico ¢ a inflamagao
metabolica associada podem promover inflamagao sistémica, predispondo a doenga cardiovascular
ou afetar a resposta imune em condi¢des inflamatorias, no entanto, os mecanismos nao sao claros

(Chavakis et al., 2023).

Os lipidios plasmaticos clinicamente mais relevantes sdo o colesterol e os TGs. Os papéis
fisiologicos do colesterol incluem: (1) constituinte da membrana celular; (2) precursor da sintese de
hormonios esteroides, acidos biliares e oxiesterois; e (3) modificador de moléculas de sinalizagao
neuronal (Berberich e Hegele, 2022). O colesterol plasmético ¢ derivado principalmente da sintese
hepatica, com aproximadamente 15% a 20% provenientes da dieta (Altmann et al., 2004). Os TGs
sdao uma fonte de energia para o tecido muscular e adiposo. As lipoproteinas circulantes em nosso
plasma sdo moléculas agregadas compostas por um nucleo lipidico com diferentes concentragdes de
triglicerideos e ésteres de colesterol embalados dentro de uma monocamada fosfolipidica com

colesterol livre disperso e apolipoproteinas de superficie (Hegele, 2009; Helkin et al., 2016).

O metabolismo lipidico fisioldgico pode ser dividido em (1) metabolismo lipidico exdgeno, (2)
endogeno e (3) transporte reverso do colesterol, crucial para o retorno do colesterol dos tecidos

periféricos para o figado (Zwartjes, Gerdes e Nieuwdorp, 2021; Helkin et al., 2016).

Os lipidios exdgenos sdo as gorduras absorvidas da nossa dieta. Os lipidios ingeridos,
principalmente triglicerideos (TGs), sdo transformados em acidos graxos (FAs) e 2-monoacilglicerol
(2-MAG) pela lipase pancredtica no lamen intestinal (Kindel, Lee e Tso, 2010). Em seguida, 4cidos
graxos de cadeia longa, MAGs, colesterol e outras moléculas derivadas da digestdo de lipidios sdo
reesterificados dentro dos enterdcitos, formando TGs, fosfolipidios e ésteres de colesterol. A fim de
solubilizar TGs e os ésteres de colesterol, os enterocitos empacotam lipidios em quilomicrons

positivos para apolipoproteina B48 (Apo-B48) liberados na linfa e na circulacao (Xiao et al., 2019;
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Hegele, 2009). A absorg¢ao do colesterol dietético ocorre com a ajuda da proteina Niemann-Pick C1-
like 1 (NPC1L1) (Helkin et al., 2016). Alguns produtos da digestao lipidica luminal sdo soltiveis em
agua e, portanto, transportados prontamente através do enterdcito por meio de transportadores de
membrana para entrar no sangue portal, esses produtos incluem glicerol, acidos graxos de cadeia

curta e média (Zwartjes, Gerdes e Nieuwdorp, 2021).

Outra parte do metabolismo de lipidios se refere aos lipidios endégenos, formados sob influéncia
da insulina (Sanders e Griffin, 2016). TGs endogenos e outros lipidios sdo liberados como
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) pelos hepatocitos. Apds a ingestao de uma refei¢ao
rica em carboidratos ou ingestdo caldrica adicional, quando os estoques de glicogénio hepatico ja
foram repostos, o excesso de glicose € convertido em piruvato (Mashima, Seimiya, e Tsuruo, 2009).
O piruvato dentro da mitocondria se converte em Acetil-CoA, para entrar no ciclo do 4cido citrico
e se combina com o oxaloacetato formando citrato que, por sua vez, volta ao citoplasma. O citrato
citossolico mais uma vez forma Acetil-CoA, e por enzimas ativadas por insulina, acetil-CoA se
converte em malonil-CoA, que eventualmente acaba sendo convertida em acidos graxos (Mashima,
Seimiya, e Tsuruo, 2009; Zwartjes, Gerdes e Nieuwdorp, 2021). O glicerol citoplasmatico,
produzido a partir da glicolise paralela, liga-se ao acido graxo e forma os TGs (Cifarelli e Abumrad,
2018). O éster de colesterol ¢ formado em outras etapas: no caso de diminuicdo do colesterol
hepatico, a proteina de ligacdo do elemento regulador do esterol hepatico (SREBP2) induz os
receptores de LDL a superficie para ligar a apoB-100 de lipoproteinas como o LDL-C. Além disso,
o SREBP2 induz a 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase) para a sintese
de colesterol de novo (Berberich e Hegele, 2022). Tal processo trata-se de lipogénese de novo, onde
ha geracdo de lipidios enddgenos (TG) pela sintese de novo de acidos graxos durante o estado

nutricional de energia excessiva (Zwartjes, Gerdes e Nieuwdorp, 2021).

Para que os 4acidos graxos cheguem aos tecidos periféricos, a lipoproteina lipase (LPL) presente
na superficie endotelial atua nas VLDL e nos quilomicrons para liberar os acidos graxos. No entanto,
a LPL nao pode agir em moléculas imaturas de quilomicron ou VLDL. O HDL participa do processo
de amadurecimento do VLDL e quilomicrons fornecendo as apolipoproteinas C-II (ApoC-II) e E
(ApoE) (Wolska et al., 2017). Em seguida, conectando-se ao ApoC-II, o LPL ¢ capaz de atuar no
VLDL e nos quilomicrons para causar a liberacao de seu conteudo de acidos graxos de seus TGs

(Berberich e Hegele, 2022). No entanto, durante o estado alimentado, o organismo armazena a
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energia dos acidos graxos. Nesse cenario, os adipocitos, sob a orientagao de genes ativados por
insulina, causam ativacao da LPL na superficie das células endoteliais dos adipdcitos (Zwartjes,
Gerdes e Nieuwdorp, 2021). Desta forma, a LPL capta os acidos graxos, armazenando os TGs no

interior dos adipdcitos (Berberich e Hegele, 2022).

O terceiro brago do metabolismo lipidico € o transporte reverso do colesterol, mediado em parte
por particulas HDL positivas para apolipoproteina Al (Apo-Al) que captam o colesterol da periferia,
incluindo macréfagos e células espumosas nas paredes dos vasos sanguineos. O HDL-C leva o
colesterol ao figado para eventual excrecao na bile e nas fezes (Tall et al., 2008; Zwartjes, Gerdes e
Nieuwdorp, 2021). A sintese de HDL inicia-se pela produgdo nos hepatocitos e enterocitos de Apo-
Al, inicialmente desprovida de lipidios (pré-f-HDL). Em seguida, um transportador garante o efluxo
de fosfatidilcolina e colesterol para o pré-B-HDL para formagao da estrutura discoide do HDL, um
processo denominado maturagdo do HDL (Mérz et al., 2017). A lecitina colesterol aciltransferase
(LCAT), com a ajuda do cofator Apo-Al, fornece a esterificagdo do colesterol em ésteres de
colesterol hidrofobicos, permitindo o sequestro de colesterol dos tecidos periféricos para o nucleo
lipidico do HDL. Isso muda a forma de HDL de discoide para sua forma esférica madura (Zwartjes,
Gerdes e Nieuwdorp, 2021). O HDL continua a circular e a captar o colesterol de varios tecidos
periféricos pela acdo do LCAT e, eventualmente, o HDL devolve o colesterol ao figado (Zannis,

Chroni e Krieger, 2006).

No contexto da obesidade, os adipdcitos secretam altos niveis de adipocinas pro-inflamatorias e
FFA, levando a inflamagao, dislipidemia e acimulo de gordura ectopica. Estudos demonstraram
correlagdo entre dislipidemia e IMC (Dias et al., 2018). Quanto maior o IMC, mais grave ¢ o
comprometimento do metabolismo lipidico. Tanto a obesidade quanto o sobrepeso estao associados
a dislipidemia: um total de 60 a 70% dos pacientes com obesidade e 50 a 60% dos pacientes com
sobrepeso sdao dislipidémicos (Bays et al., 2013), enquanto pacientes em uso de terapia
hipolipidémica apresentam melhora nos sintomas de dislipidemia e nas anormalidades
cardiometabolicas associadas a dislipidemia. Portanto, a dislipidemia tem impactos significativos na

obesidade e na patogénese das doengas cardiovasculares (Su e Peng, 2020).

Os mecanismos que contribuem para a dislipidemia em individuos com obesidade incluem
incremento da sintese de VLDL pelo figado, comprometimento da LPL e lipdlise, regulagdo

negativa do receptor de LDL, redu¢des no HDL (Trandafir et al., 2022; Klop, Elte e Castro Cabezas,
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2013). Finalmente, a disfuncao dos adipdcitos principalmente do WAT visceral, com hipertrofia dos
adipocitos, inflamacao do tecido adiposo, liberagao de adipocitocinas e secre¢ao excessiva de FFA
sdo todos os principais fatores envolvidos no desenvolvimento de dislipidemia e doenga

cardiometabolica (Zwartjes, Gerdes e Nieuwdorp, 2021).

1.5. Obesidade e figado gorduroso

A obesidade induz alteragdes morfologicas e metabdlicas em tecidos periféricos, incluindo o
figado e o musculo esquelético (Sun et al., 2023). A doenga hepatica gordurosa associada a disfungao
metabolica (MAFLD, do inglés metabolic dysfunction-associated fatty liver disease) ¢ um distirbio
metabolico complexo que parece ser uma das condigdes hepaticas mais prevalentes no mundo
ocidental (Utzschneider e Kahn, 2006). Essa condigdo também ¢ conhecida na literatura como
doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (NAFLD) e sua forma agressiva de esteato-hepatite ndo
alcodlica (NASH), porém esforcos estdo em andamento para renomear como MAFLD, que enfatiza
o papel da sindrome metabdlica, obesidade e diabetes tipo 2 em contribuir para a carga de doenca
hepatica (Eslam et al., 2020; Chen et al., 2023). A obesidade ¢ o principal fator de risco para NAFLD
e NASH, cerca de 50% dos pacientes com NAFLD e 80% dos pacientes com NASH apresentam
obesidade (Chen et al., 2023).

A MAFLD esté ligada a obesidade, resisténcia a insulina (RI) e diabetes tipo 2 (Sun et al., 2023).
Esta condicao representa varios estados patogénicos de esteatose a esteato-hepatite, que pode evoluir
para cirrose e insuficiéncia hepatica, conforme apresentado na figura 6. No contexto de obesidade,
o figado exibe RI. O efeito inibitério da insulina na gliconeogénese hepatica ¢ interrompido
enquanto sua acao sobre a lipogénese de novo ¢ aumentada, resultando em hiperglicemia cronica e

hipertrigliceridemia (Schwarz et al., 2003; Brown e Goldstein, 2008).

A RI resulta principalmente de fatores adquiridos como a obesidade e, especificamente, o
acimulo de gordura ectdpica em oOrgdos viscerais como o figado (Bjorntorp, 1990; Berraondo e
Martinez, 2000; Utzschneider e Kahn, 2006). A resisténcia a insulina ¢ caracterizada principalmente
pelo aumento da lipolise no tecido adiposo disfuncional e reducdo da captagdo de glicose (Samuel e

Shulman, 2018). A disfuncao do tecido adiposo compreende a inflamagao local e a acao prejudicada
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da insulina, resultando em aumento da liberacdo de acidos graxos livres e glicerol (Samuel e
Shulman, 2018; Francque et al., 2021). Uma maior captacao hepatica de FFA contribui para o
acamulo de triglicerideos no figado e liberagdo de VLDL via esterificacdo de acidos graxos,
enquanto a captacdo de glicose contribui em menor extensdo via lipogénese de novo, favorecendo o
surgimento de esteatose e dislipidemia. Aumentos nos metabdlitos lipidicos hepaticos, como
diacilglicer6is e ceramidas, interferem na sinalizagdo da insulina e, assim, levam a resisténcia
hepatica a insulina (Samuel e Shulman, 2018). A resisténcia a insulina estd fortemente associada a
MAFLD, mas sua correlacdo com a gravidade da doenca ainda ndo esta totalmente estabelecida.
Além disso. trés quartos das pessoas com obesidade e diabetes tipo 2 tém NAFLD (Dai et al., 2017),
mas ndo estd claro se o acimulo de gordura no figado ¢ consequéncia ou causa da resisténcia a
insulina. Apesar disso, o aumento da entrega de acidos graxos plasmatico do tecido adiposo para o
figado ¢ responsavel por aproximadamente 60% de toda a incorporacdo de acidos graxos nos
triglicerideos hepaticos (Francque et al., 2021), destacando o importante papel do tecido adiposo no
acumulo de lipidios hepaticos, resisténcia a insulina, aumento da secre¢ao de VLDL, e, portanto,
ligando a patogénese da MAFLD a um aspecto chave da dislipidemia aterogénica da sindrome

metabdlica.

O aumento de FFA hepaticos pode induzir a RI hepatica ao promover a translocagao da proteina
quinase C (PKC)d do citosol para a membrana, levando a uma atividade deficiente da
fosfatidilinositol (PI)3-quinase associada ao IRS (Lam et al., 2002). Pacientes com MAFLD exibem
lipogénese de novo elevada, o que reflete a incapacidade da insulina de impedir a lipogénese
(Donnelly et al., 2005). A hiperinsulinemia associada 8 MAFLD pode estimular a proteina de ligagao
ao receptor de esterol do fator de transcri¢cao lipogénica (SREBP)-1c¢ e inibir a atividade do fator de
transcricdo Foxo2, promovendo sintese aumentada de 4cidos graxos e reducdo da B-oxidacao

(Wolfrum et al., 2004; Tamura et al., 2005; Gonzalez-Bar¢ et al., 2007).

O desenvolvimento de danos hepaticos em pessoas com NASH requer fatores extra-hepaticos e
intra-hepaticos (Loomba, Friedman e Shulman, 2021), o que destaca o envolvimento de sistemas de
multiplos 6rgdos na doenga. A disfungdo adiposa cronica cria um desequilibrio entre a liberacdo de
citocinas sensibilizadoras de insulina anti-inflamatdrias (como adiponectina) e citocinas pro-
inflamatorias (como IL-6 e TNF) que ativam vias inflamatorias e contribuem para a resisténcia a

insulina no figado (Francque et al., 2021).
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As células de Kupffer sdo os macrofagos residentes no figado (Wen et al., 2022) e sua ativagao,
em combinagdao com o recrutamento de macréfagos pro-inflamatorios derivados de mondocitos,
leucocitos e neutrofilos da circulagdo, caracteriza alteragdes relacionadas as alteragdes imunologicas
que ocorre no figado frente a NASH. Paralelamente ao acumulo de macrofagos, ocorre maior
polarizacdo pré-inflamatéria (macrofagos M1) as custas de macréfagos anti-inflamatorios e
reparadores (M2), provavelmente devido a alta abundancia de citocinas pro-inflamatorias, como IL-
1B, IL-1R, TNF-a (McArdle et al., 2013). Juntos, o desequilibrio das células de Kupffer M1/M2
(M1 > M2) e a liberagdo de mediadores inflamatdrios pelas células de Kupffer sdo criticos para a

patogénese da MAFLD (Wen et al., 2022).
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Figura 6: Estagios da doenga hepatica gordurosa associada a disfungdo metabolica (MAFLD).

Como a obesidade e dislipidemia podem contribuir para desencadear MAFLD e a progressdo da doenca hepatica.

Adaptado de Kotinkova et al., 2020.

1.6. Alteracoes metabolicas relacionadas a obesidade e sobrepeso: impacto na cognicao

Evidéncias apontam para uma conexdo entre desregulacdo metabolica e declinio da fungdo

cerebral. Pesquisas mostram que o diabetes tipo 2, uma das possiveis consequéncias metabolicas do
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excesso de peso, ¢ considerado um importante fator de risco para incidéncia e gravidade de
comprometimento cognitivo (Haan, 2006; Stolk et al., 1997; Cukierman et al., 2005; Roberts et al.,
2014) e que glicemia aumentada se correlaciona com diminui¢do da capacidade cognitiva e
alteragdes na microestrutura do hipocampo de mulheres aparentemente saudaveis (Kerti et al.,
2013). Ainda, o estudo de Crane e colaboradores acompanhou 2067 voluntarios € mostrou que a
chance de desenvolver deméncia era maior nos individuos com glicemia aumentada, independente

de terem diabetes ou ndo (Crane et al., 2013).

As evidéncias da associagao entre lipidios no sangue (colesterol total, colesterol LDL, colesterol
HDL e TG) e o risco de deméncia tém sido inconsistentes (Barter et al., 2007; Reitz et al., 2010;
Nakamura et al., 2023). A associag@o entre o colesterol total e o risco de deméncia parece variar
com a idade na medi¢do (meia-idade [<65 anos] ou mais tarde [>65 anos]) e a duragdao do
acompanhamento (OMS, 2019; Anstey, Lipnicki, e Low, 2008; Anstey, Ashby-Mitchell e Peters,
2017; Hersi et al., 2017). Alguns estudos ndo relataram nenhuma associacdo ou uma associagao
inversa com os niveis de colesterol total medidos mais tarde na vida, enquanto os estudos que
mostraram uma associagao positiva examinaram o efeito dos niveis de colesterol total na meia-idade
com um acompanhamento mais longo (Nakamura et al., 2023; Iwagami et al., 2021). O estudo do
tipo coorte transversal, de Iwagami e colaboradores, publicado em 2021 teve como objetivo
examinar a associacao entre niveis de lipidios no sangue e ocorréncia de deméncia (vascular e nao
vascular, incluindo doenga de Alzheimer) por idade (<65 anos vs. >65 anos) na primeira medi¢ao
de lipidios no sangue e duragiao de acompanhamento (<10 anos vs. >10 anos), com foco no colesterol
LDL. Para a pesquisa foi utilizado um banco de dados do Reino Unido e contou com dados de mais
de 1,8 milhdo de pessoas com medi¢des de colesterol total e quase 1 milhdo de pessoas com
medicdes de colesterol LDL acompanhadas por mais de duas décadas. Os pesquisadores observaram
associagdes positivas modestas entre colesterol total e colesterol LDL e risco de deméncia e as
associacdes foram mais fortes para medigdes de colesterol total e colesterol LDL na meia-idade (<65

anos) e com acompanhamento mais longo (=10 anos) (Iwagami et al., 2021).

Um estudo do nosso grupo de pesquisa buscou avaliar temporalidade do aparecimento e grau
das alteracdes metabolicas e comportamentais induzidas dieta hiperlipidica (HFD) ao longo de 12
semanas de exposicao da dieta, em camundongos de meia-idade. Observamos que apds 4 semanas

de exposicao a HFD os animais apresentam prejuizos metabdlicos relacionados a glicose e aumento
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da locomogdo espontanea, com & semanas aumento da massa corporal, da glicose basal e
comportamento aneddnico e com 12 semanas o agravo das alteragdes metabolicas ¢ acompanhado
de prejuizo na memoria espacial (Braga et al., 2021). Esses dados evidenciam que excesso de
disponibilidade de nutrientes pode ser prejudicial a fungdo cerebral (Pani, 2015) e que a medida em
que ha progressao dos prejuizos metabolicos induzidos por HFD, ha também progressao das
alteracdoes comportamentais induzidas pela mesma dieta em roedores de meia-idade (Braga et al.,

2021).

No contexto da obesidade, o tecido adiposo produz citocinas inflamatorias como IL1B, IL6,
TNFa, MCP1, resultando em uma inflamagao cronica de baixo grau (Guillemot-Legris e Muccioli,
2017). Tal inflamacao sist€émica aumenta a permeabilidade da barreia hematoencefalica, decorrente
de disfuncao endotelial, favorecendo neuroinflamacao ¢ aumento do estresse oxidativo no sisteman
nervoso central (SNC) (Castanon et al., 2015; Salas-Venegas et al., 2022). A resposta
neuroinflamatéria durante a obesidade ocorre em diferentes estruturas do SNC, como cerebelo,
amigdala, corpo estriado cortex cerebral, hipotdlamo e hipocampo (Guillemot-Legris e Muccioli,

2017; Jais e Briining, 2017; Van Dyken e Lacoste, 2018; Milanova et al., 2021).

O prejuizo na permeabilidade da barreira hematoencefélica facilita o acesso das moléculas pro-
inflamatoérias sistémicas ao tecido cerebral, permitindo interagdo com a microglia, o macrofago
residente (Salas-Venegas et al., 2022), que responde aos sinais inflamatorios vindos da periferia com
secre¢do de mais citocinas inflamatorias, ativando astrocitos e favorecendo a neuroinflamacao que

pode levar a danos neuronais (Erion et al., 2014; Gonzalez-Olmo et al., 2021).

Além de prejudicar a permeabilidade da barreira hematoencetfilica, a inflamagao periférica
também afeta a vias de sinalizacao da insulina em tecidos sensiveis a insulina, incluindo o cérebro
(Vinuesa et al., 2021). No hipotalamo, a sinalizacdo da insulina modula o metabolismo, a ingestao
alimentar e o balango energético (Lee e Mattson, 2014), enquanto em estruturas extra-hipotalamicas,
como o hipocampo, as acdes da insulina estdo associadas a fung¢des neurotroficas e
neuromodulatérias. A sinalizagdo do receptor de insulina no cérebro € importante para o
desenvolvimento neuronal, regulacdo da glicose, comportamento alimentar, massa corporal e
processos cognitivos, como funcionamento executivo, aprendizado e memoria (Kellar e Cratft,
2020). Os receptores de insulina sdo abundantemente expressos em neurdnios e células gliais

(Frolich et al., 1998) e, juntamente com fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs) e
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receptores, regulam fung¢des como diferenciagdo de neurdnios, crescimento dendritico,
sobrevivéncia neuronal, desenvolvimento de circuitos, plasticidade sinaptica e trafico de receptores
de neurotransmissores pds-sindpticos (Kleinridders et al., 2014; Gralle, 2017), desempenhando um
papel fundamental na memoria e na aprendizagem (Blazquez et al., 2014; Ferrario e Reagan, 2017).
A resisténcia cerebral a insulina ¢ uma causa de desregulacao da bioenergética cerebral e leva a
transporte axonal prejudicado, apoptose € neuroinflamagao, ainda tem sido associada a modulagao
da producdo de amiloide e fosforilagdo da tau (Nguyen et al., 2020). Particularmente, o
comprometimento da sinalizagdo hipocampal da insulina est4 associado a prejuizos na memoria e

outras fungdes executivas (Vinuesa et al., 2021).

Além disso, outros mecanismos bioldgicos parecem estar envolvidos no surgimento de
condi¢des neurodegenerativas associadas a alteracdes metabodlicas, como disfun¢do mitocondrial (de
Oliveira et al., 2011), dano oxidativo (Wu et al., 2004), disfun¢ao vascular (Li et al., 2010),

neurogénese reduzida e perda de integridade dendritica (Stranahan et al., 2008).

1.7. Alteracoes metabolicas relacionadas a obesidade e sobrepeso: prejuizos na
emocionalidade

Transtornos de humor e obesidade sdo as duas queixas de saide comuns e muitas vezes ocorrem
simultaneamente (Fulton et al., 2022). O excesso de peso estd associado ao aumento da ansiedade e
depressdo em 13 paises diferentes, concentrado naqueles com obesidade mais grave e em mulheres
em uma pesquisa em larga escala dentro da World Mental Health Surveys (Scott et al., 2008). Em
25 estudos incluidos em uma meta-analise, a frequéncia de ansiedade ocorreu em uma razdo de
chance de 1,30 em individuos com obesidade e 1,10 naqueles com sobrepeso e os efeitos foram
semelhantes entre homens e mulheres (Amiri e Behnezhad, 2019). Uma meta-anélise um pouco mais
antiga encontrou tamanhos de efeito semelhantes em 16 estudos, com uma razao de chance de 1,4
para a associagdo entre obesidade e ansiedade (Gariepy et al., 2010). Um estudo com mais de 36.000
canadenses, mostrou relacao entre depressao e obesidade concomitante com uma razao de chances
de 1,46 em mulheres, embora ndo relacionada a obesidade em homens neste estudo (Mclntyre et al.,
2006). Ainda, a literatura aponta para a associacdo entre IMC elevado como preditor de sintomas

depressivos e ansiosos (Zhao et al., 2009; Milaneschi et al., 2019) e que a chances de desenvolver
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depressao aumentam em fun¢ao do nimero de comprometimentos metabdlicos coexistentes, como

¢ caracteristico na sindrome metabolica (Jokela et al., 2014; Tang, Wang e Lian, 2017).

A depressao ¢ uma condicao debilitante com contribuigdes genéticas, epigenéticas € ambientais,
podendo se manifestar de varias maneiras, modulando fun¢des homeostaticas, como apetite € sono,
que por sua vez podem alterar ainda mais o humor (Fulton et al., 2022). A ansiedade acompanha a
depressdo na maioria dos casos e € indicativa de um pior prognoéstico de saide mental. A depressao
melancoélica, a forma mais comum, caracteriza-se por hipofagia, insonia e anedonia. Além da
anedonia, as caracteristicas do subtipo atipico de depressao incluem hiperfagia, letargia e hipersonia.
Individuos com obesidade, particularmente aqueles que apresentam atributos da sindrome
metabolica (obesidade abdominal, hiperglicemia, hipertensdo, triglicerideos elevados), tendem a
desenvolver o subtipo atipico (Milaneschi et al., 2017). Esta forma de depressao tem ligagdes mais
fortes com inflamacgao periférica (Rudolf et al., 2014) e central (Woelfer et al., 2019). Individuos
com depressao atipica geralmente t€m pior prognostico no curso da doenca (Fulton et al., 2022), em
parte porque podem apresentar uma resposta prejudicada aos antidepressivos (Henkel et al., 2006).
Como a depressao atipica ¢ preditiva de excessos e ganho de peso, e os riscos metabdlicos podem
ser intensificados por tratamentos antidepressivos que estimulam o ganho de peso, um ciclo vicioso

pode promover a progressao da doenga.

Existem varios fatores biologicos que ligam a obesidade e a depressao, incluindo disfun¢do no
sistema hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA) e nos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico, efeitos
das adipocitocinas, via da quinurenina, inflamagdo cronica, alteracdes na microbiota intestinal e
outros (Singh, 2014; Capuron et al., 2017; Ambrdsio et al., 2018). Juntos, esses mecanismos regulam
ndo apenas varias func¢des cerebrais, incluindo humor e respostas heddnicas a ingestao de alimentos,
mas também motivagdo, gasto de energia e saciedade (McEwen e Morrison, 2013). Entre esses
fatores, a inflamacdo parece ter um papel central nos mecanismos associados ao padrdo ciclico de
co-ocorréncia de depressao e obesidade. No entanto, ¢ importante destacar que essas condigdes
podem ocorrer de forma independente ou em combinacdo e a inflamacao periférica ndo € observada

em todos os pacientes (Castanon et al., 2014; Ambrosio et al., 2018).

O papel da produgdo desregulada e/ou agdo cerebral de citocinas na indugdo de distarbios
neuropsiquiatricos tem sido amplamente documentado (Capuron e Miller, 2011; Dantzer et al.,

2008; Lasselin e Capuron, 2014). As citocinas, liberadas localmente por células imunes inatas, ativas
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em condi¢des de lesdo tecidual, infec¢do ou inflamagdo, sao capazes de atuar sistemicamente em
orgaos distantes, incluindo o cérebro (Capuron e Miller, 2011; Dantzer et al., 2008). A ativacao da
comunicagdo imune-cérebro acaba induzindo a producdo de citocinas cerebrais por células
endoteliais e gliais ativadas, particularmente microglia (Castanon et al., 2004; Salas-Venegas et al.,
2022). As citocinas inflamatorias produzidas localmente ativam o sistema neuroenddcrino, em
particular, o eixo HPA, prejudicam o metabolismo e a fun¢do dos neurotransmissores ¢ alteram a
plasticidade neural e os circuitos cerebrais. Essas alteracdes, por sua vez, levam a alteragdes
comportamentais, que incluem fraqueza, apatia, mal-estar, anorexia, fadiga, alteracdo na cognicao e
de humor, coletivamente referidas como comportamento doentio e contribuindo para a defesa do
hospedeiro (Capuron e Miller, 2011; Dantzer et al., 2008). Essa resposta comportamental adaptativa
deve ser adaptada ao estimulo e limitada no tempo. No entanto, as vezes pode se tornar anormal e
desencadear sinais neuropsiquiatricos, em particular quando a inflamagdo cerebral permanece
cronicamente ativada ou mal regulada (Borsini et al., 2015; Dantzer et al., 2008), como no contexto
obesogénico. A maioria das evidéncias que sustentam esses achados vem de estudos clinicos
envolvendo pacientes recebendo citocinas, em particular interferon (IFN)-a, como tratamento para
cancer ou hepatite C. Embora ndo tenham antecedentes psiquiatricos, até 45% desses pacientes
desenvolvem depressdo durante a terapia com IFN-o, a menos que recebam um tratamento

antidepressivo profilatico (Capuron et al., 2011; Musselman et al., 2001).

Dados clinicos e pré-clinicos sugerem que a depressao induzida por citocinas pode comprometer
a neurotransmissdo monoaminérgica, particularmente, serotonina, glutamato e dopamina,
provavelmente devido a ativagdo induzida por inflamacdo de enzimas especificas em monocitos,
macréfagos e microglia (Capuron e Miller, 2011; Capuron et al., 2011; Dantzer et al., 2008). Uma
dessas enzimas ¢ a GTP-ciclohidrolase 1 (GTP-CHI) (Felger e Miller, 2012), que produz neopterina
em detrimento da tetrahidrobiopterina, ou BH4, um cofator essencial para a biossintese de dopamina
e serotonina (Capuron et al, 2011). Consistente com a hipdtese de que alteragdes induzidas por
inflamag¢do na via GTP-CH1 contribuem para o desenvolvimento de sintomas neuropsiquidtricos,
niveis reduzidos de BH4 sdo relatados em pacientes com disturbios psiquiatricos (Capuron, Lasselin,
e Castanon, 2017), e fadiga, diminuicdo da motivacao e anedonia em pacientes tratados com IFN- o
e primatas ndo humanos correlacionam-se com alteracdes significativas de BH4 (Felger et al., 2013).
A ativacdo do GTP-CHI1 também prejudica a atividade da enzima 6xido nitrico sintase (NOS),

levando a geracao de radicais livres, estresse oxidativo e reduzindo a disponibilidade de BH4 ao
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promover sua oxidag¢do. Outra enzima ativada por citocinas e cujo envolvimento em sintomas
neuropsiquiatricos induzidos por inflamacdo tem sido documentado ¢ a Indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO). Esta enzima ¢ a primeira enzima a degradar o triptofano, o aminoécido essencial
precursor da serotonina, ao longo da via da quinurenina (Dantzer et al., 2008; Capuron, Lasselin, e
Castanon, 2017). Ao consumir triptofano, a ativagao da IDO pode reduzir a sintese de serotonina. A
associacdo de sintomas neuropsiquiatricos com niveis aumentados de quinurenina ou relagao
quinurenina/triptofano alterada foi demonstrada em véarias condig¢des associadas a inflamacao,
incluindo pacientes tratados com IFN-a, obesidade, envelhecimento ou doenca de Alzheimer
(Capuron et al., 2011; Capuron, Lasselin, e Castanon, 2017). De fato, dados mostram que individuos
obesos exibem niveis circulantes mais baixos de triptofano, juntamente com niveis maiores de
quinurenina em comparagdo com controles magros (Brandacher et al., 2007). Embora a ativagdo da
via da quinurenina tenha sido relatada principalmente como um componente para iniciacdo e
propagacao da obesidade e complicagdes médicas relacionadas, incluindo doencas cardiovasculares
e sindrome metabolica (Mangge et al., 2014), também ¢ possivel que contribua para o
desenvolvimento de comorbidades depressivas, através dos efeitos neurotoxicos dos metabolitos da

quinurenina.

Estudos pré-clinicos comegaram a descrever a causalidade dos eventos e a identificar alguns
mecanismos subjacentes. A ocorréncia de sinais comportamentais (de humor e cognitivos) em
modelos de obesidade induzida por dieta (DIO, do inglés diet-induced obesity) ou roedores
geneticamente obesos (db/db) foi associada a maior expressao hipocampal e cortical de citocinas
inflamatorias (Castanon et al., 2015; Dinel et al., 2011, 2014; Erion et al., 2014; Kanoski ¢ Davidson,
2011; Pistell et al., 2010). Curiosamente, a expressao hipocampal de IL-1 em camundongos obesos
db/db estd relacionada a adiposidade e seu bloqueio previne o comprometimento cognitivo ao
normalizar a densidade da coluna dendritica e a disfuncdo sinaptica (Erion et al., 2014). Da mesma
forma, camundongos DIO exibem ativacdo exacerbada do eixo HPA em resposta a um desafio
imunologico, juntamente com aumento da neuroinflamacdo e comportamento do tipo depressivo
(Andre et al., 2014). Esses resultados suportam a nog@o de que os fatores inflamatorios e o eixo
HPA, que estdo inter-relacionados e altamente ativados na obesidade (Dinel et al., 2014), podem
atuar em conjunto nesse contexto para promover alteracdes de humor (Dey et al., 2014). Por fim,
vale ressaltar que, além das vias discutidas acima, alteragdes do eixo intestino-cérebro podem

representar outro mecanismo de comorbidades neuropsiquiatricas induzidas por inflamacao, dado o
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papel desse eixo no desenvolvimento de sinais neuropsiquiatricos apos estresse cronico (Capuron,
Lasselin, e Castanon, 2017). O transplante de microbiota intestinal de camundongos obesos para
magros ¢ capaz de induzir alteragdes neurocomportamentais na auséncia de obesidade e apoia essa
noc¢do (Bruce-Keller et al., 2015). Em conjunto, esses dados apontam para a inflamagao cerebral
como um ator importante no desenvolvimento de sintomas neuropsiquidtricos relacionados a
obesidade e destaca a participacao de varias vias/sistemas que nao sao necessariamente especificos
da condi¢do de obesidade, mas que ainda podem modular ou retransmitir o impacto cerebral dos

processos inflamatorios (Capuron, Lasselin, e Castanon, 2017; Marx et al., 2021).

1.8. Diferencas entre os sexos no contexto da obesidade e sobrepeso

Existe resposta diferencial na adiposidade e na prevaléncia de doengas associadas a obesidade
entre homens e mulheres. Nos homens com obesidade, a ocorréncia de doencas cardiacas ¢ infarto
do miocardio ¢ maior, enquanto nas mulheres, a obesidade esta mais associada ao acidente vascular
encefalico isquémico (Hu et al., 2022). Ao comparar homens ¢ mulheres com o mesmo IMC,
observou-se que as mulheres tém um teor de gordura corporal 10% maior. Além disso, as mulheres
apresentam maior volume de gordura subcutanea, enquanto os homens apresentam maior volume
de gordura intra-abdominal ou visceral (Griffin et al., 2010). Ainda assim, existem dados limitados
para explicar a origem dessas diferencas, mas varios estudos propuseram o papel do estrogénio nas
respostas diferenciais dependentes do sexo no metabolismo. A diminui¢do dos niveis de estrogénio
em mulheres na menopausa esta associada a perda de gordura subcutinea e ao acimulo de gordura
abdominal (Lizcano e Guzman, 2014). Em apoio a importancia do estrogénio, o aumento da
adiposidade apos ooforectomia (procedimento cirtirgico de remocgao de ovarios) e a depuragao do
estrogénio ovariano foram observados em roedores (Stubbins et al., 2012) e macacos (Sullivan et

al., 2005; Chen et al., 2021).

Diferencas sexuais no sistema imunoldgico e macréfagos, que podem contribuir para diferencas
sexuais em doencgas associadas a obesidade foram relatadas em humanos e em resposta a DIO em
modelos animais de roedores (Palmer e Clegg, 2015; Bupp, 2015). Camundongos machos
alimentados com HFD tém ganho de tecido adiposo mais pronunciado, maior propensao a resisténcia

a insulina e maior recrutamento e ativagdo de macrofagos, que apresentam caracteristicas mais

40



inflamatérias e mais migratérias quando comparados a camundongos fémeas (Chen et al., 2021).
Ainda, estudos revelaram que os marcadores de estresse oxidativo sdo maiores em homens com
obesidade em comparacdo com mulheres com obesidade da mesma idade. Embora seja dificil
determinar se essas interagdes sdo aditivas ou sinérgicas, a maioria dos biomarcadores redox
depende ndo apenas da idade e do sexo, mas também das interagdes idade-sexo ou idade-obesidade

(Choromanska et al., 2021).

Também tem sido documentado as diferengas entre os sexos no comprometimento cognitivo
associado a disturbios metabolicos (Ferretti et al., 2018). A literatura mostra que a prevaléncia e os
efeitos dos fatores de risco para deméncia, sejam eles cerebrovasculares, metabdlicos e
socioecondmicos sdo diferentes entre homens e mulheres. Ainda, homens e mulheres com doenca
de Alzheimer exibem diferentes sintomas cognitivos e psiquidtricos, e as mulheres apresentam
declinio cognitivo mais rapido apds o diagnostico de comprometimento cognitivo leve ou deméncia
(Anstey et al., 2021). Ademias, as taxas e padrdes de atrofia cerebral diferem ao longo da doenca
entre os sexos, sendo a atrofia cerebral é mais rapida nas mulheres do que nos homens. Apesar disso,
ndo ha diferenga entre os sexos nos niveis de beta-amiléide, medidos com imagem cerebral e com
bioquimica do liquido cefalorraquidiano (Jack et al., 2015; Ferretti et al., 2018). Hu et al. (2021)
informaram que em uma populagdo chinesa mais velha, o IMC e a circunferéncia do quadril estdo
positivamente relacionados a funcdo cognitiva em mulheres, enquanto nenhuma associag¢do foi
encontrada em homens. Por outro lado, o estudo de Espeland et al. (2021), que avaliou mulheres e
homens com idade média de 68 anos, com DM2 e sobrepeso ou obesidade, observou vantagens
cognitivas em mulheres com DM2 e sobrepeso/obesidade em relagdo aos homens durante o
envelhecimento. Embora ainda existam poucos estudos, a obesidade parece afetar homens e
mulheres de maneira diferente, portanto, os resultados relacionados ao declinio cognitivo, deméncia

e outras doencas podem ser diferentes (Salas-Venegas et al., 2022).

Diferencas entre homens e mulheres em relacdo a transtornos como depressdo e ansiedade
associados a obesidade também sdo encontradas (Zhao et al., 2009; Scott et al., 2008). Por exemplo
a frequéncia de diagnostico dessas doengas € o dobro em mulheres obesas quando comparado aos
homens com obesidade, porém essa distingdo diminui em condi¢des de obesidade grave (IMC > 40)
(Fulton et al., 2022). Embora as diferencas sexuais nos transtornos de ansiedade e na depressao

sejam bem caracterizadas, apenas mais recentemente ¢ que a descricao dos mecanismos subjacentes

41



a essa questao estdo sendo publicados (Bangasser e Cuarenta, 2021). A adiposidade serve como um
melhor preditor de depressao do que a massa corporal em mulheres do que em homens (Ul-Haq et
al., 2014). As mulheres com depressao sao mais propensas a ter aumento do apetite e ganho de peso
do que os homens (Kokras e Dalla, 2017), um resultado associado aos efeitos do estresse para
estimular a ingestdo de alimentos palataveis (Dallman, 2010). Em ambos os sexos, o estado de
humor deprimido esta mais associado a deficiéncias metabdlicas, como inflamagao, hipertensao e
resisténcia a insulina do que a massa corporal propriamente (Jokela et al., 2014).
Correspondentemente, a prevaléncia de depressdo ¢ quase duas vezes maior em pessoas com
diabetes tipo 2 (Wang et al., 2019) e mais de trés vezes maior em pessoas com diabetes tipo 1 do
que naqueles sem, com taxas maiores em mulheres diabéticas do que em homens (Roy and Lloyd,
2012). O diabetes esta associado a uma probabilidade 48% maior de sintomas de ansiedade e a um
risco 20% maior de desenvolver um transtorno de ansiedade (Gariepy et al., 2010). De maneira
consistente, individuos obesos caracterizados como metabolicamente saudaveis (pressao arterial,
proteina C-reativa, triglicerideos e glicemia normais) ndo apresentam risco aumentado ou um risco
elevado modesto (Hamer et al., 2012; Jokela et al., 2014) de diagnéstico de depressdo em
comparagdo com controles nao obesos. No entanto, a estigmatiza¢do da obesidade e a autoimagem
ruim ainda podem contribuir para estados de humor deprimido para esses individuos, problema mais

evidente nas mulheres (Fulton et al., 2022).

As intervengdes dietéticas sdo as principais estratégias no controle da obesidade, ainda que sua
eficicia seja varidvel na populagdo em geral e entre os participantes de pesquisas (Aronica et al.,
2020). Parte dessa variabilidade reflete diferencas biologicas de sexo, como composic¢ao corporal e
metabolismo, e parte reflete fatores socioculturais de género, que podem influenciar
comportamentos alimentares, como preferéncias e adesdo a dieta. Em termos de diferencas
bioldgicas entre os sexos, os homens tendem a perder mais peso com uma intervengdo dietética
porque, em média, eles tém maior tamanho corporal, maior propor¢do de massa muscular e gasto
energético total. Eles também tendem a acumular mais gordura intra-abdominal do que as mulheres,
0 que esta associado a maior risco de sindrome metabdlica e melhor resposta a dietas com baixo teor
de carboidratos (Wu e O’Sullivan, 2011; Aronica et al.,, 2020). Em termos de diferencas
comportamentais de género, as mulheres sdo mais propensas a tentar perder peso vdarias vezes e
participar de mais estudos de perda de peso do que os homens (Arganini et al., 2012). Eles também

expressam uma maior preferéncia por produtos com baixo teor de gordura € uma maior preocupagao
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com alimentos ricos em gordura, o que pode facilitar a adesdo a uma dieta com baixo teor de gordura

(Aronica et al., 2020).

1.9. Manejo da obesidade

Como discutido anteriormente, a obesidade ¢ um importante fator contribuinte para o surgimento
de alteracdes metabolicas e comportamentais, portanto ¢ importante que sejam adotadas medidas
validas para prevenir e tratar obesidade e seus prejuizos ao organismo. O tratamento da obesidade
¢ complexo e tem como objetivo a perda da massa corporal e melhora dos habitos alimentares
(Kofinkova et al., 2020). Os individuos que vivem com obesidade devem receber planos de cuidados
individualizados que abordem as causas profundas da obesidade ¢ que fornegam suporte para
mudanga comportamental, por exemplo, nutri¢do, atividade fisica e terapias adjuvantes, que podem

incluir intervengdes psicologicas, farmacoldgicas e cirurgicas (Fandifo et al., 2004; WHO, 2014).

O uso de medicamentos no tratamento de obesidade representa uma abordagem util, como
adjuvante da perda de peso e manutengdo da perda de massa corporal, principalmente quando
associada a dieta balanceada e atividade fisica. O uso desses medicamentos deve ser reservado a
pacientes com IMC> 30 kg/m? ou IMC> 27 kg/m? associado a complicacdes relacionadas a
adiposidade. A farmacoterapia aumenta a magnitude da perda de peso além do que as mudancas de
comportamento de saide podem alcancar sozinhas e ¢ importante na prevencao do reganho de peso

(Wharton et al., 2020).

Outra abordagem para tratamento da obesidade ¢ a cirurgia bariatrica, também conhecida como
cirurgia metabolica. E considerada para pessoas com IMC > 40 kg/m > ou IMC > 35 kg/m 2 com
pelo menos 1 doenca relacionada a obesidade instalada, como hipertensdo ou dislipidemia (WHO,
2014). A decisdo sobre o tipo de cirurgia deve ser feita em colaboracdo com uma equipe
multidisciplinar, ponderando as expectativas do paciente, condicdo médica e beneficios e riscos

esperados da cirurgia (Wharton et al., 2020).

Virias estratégias farmacoldgicas e cirurgicas estdo disponiveis para tratar a obesidade,
entretanto intervengdes no estilo de vida, que induzem um balango energético negativo fornecem a
base para o tratamento do sobrepeso e da obesidade e fazem parte da recomendacao padrao (Tucker

et al., 2021). Existem diferentes abordagens de estilo de vida, porém nutrigdo, atividade fisica e
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comportamento sao os principais componentes. As intervengdes comportamentais destinam-se a
melhorar a adesdo as recomendagdes de estilo de vida. Isso pode incluir automonitoramento,
estabelecimento de metas, controle de estimulos (por exemplo, redu¢do da disponibilidade de
alimentos tentadores), reducdo do estresse, melhora da quantidade e qualidade do sono e/ou terapia
psicoldgica (Curry et al., 2018; Tucker et al., 2021). Ao diminuir a ingestdo de energia e aumentar
a atividade fisica acompanhada de técnicas de mudanca comportamental, pode-se chegar a um
déficit energético diario que favorece a perda de peso (Wiechert e Holzapfel, 2021), que desencadeia
uma cascata de mecanismos adaptativos metabodlicos e neuro-hormonais (Wharton et al., 2020). O
balango energético muda com a perda de massa corporal, tornando necessario ajustar a ingestao € o

gasto de energia durante o controle de peso (Garvey et al., 2016).

As intervengdes no estilo de vida constituem a pedra angular do tratamento da obesidade, mas a
adesdo ¢ um desafio para muitas pessoas com sobrepeso e obesidade e os sucessos a longo prazo
sdo modestos devido a barreiras significativas por parte dos individuos afetados e dos profissionais

de saude responsaveis pelo tratamento (Lemstra et al., 2016; Zhang et al., 2014).

1.10. Restricao caldrica: historia, definicao

A restricao caldrica (RC) se trata de uma estratégia de intervencao na alimentagdo que pode ser
valida no cendrio da obesidade e alteragdes induzidas pelo excesso de adiposidade (Van
Cauwenberghe, 2016). RC, também denominada restri¢do alimentar, ¢ por definicdo uma estratégia
dietética caracterizada por reducao na ingestao caldrica, sem causar desnutrigdo € com manutengao

de um consumo normal de vitaminas, minerais e biomoléculas essenciais (Ribaric, 2012).

As pesquisas mais importantes sobre RC iniciaram por volta de 1929 com um estudo de McCay
e seus colegas da Universidade de Cornell que mostrava o efeito da RC em peixes (McCay et al.,
1929) e em 1935 apresentaram os efeitos em ratos (McCay et al., 1935). Nesse estudo, foram
utilizados ratos para determinar o efeito do crescimento retardado na expectativa de vida. O
protocolo deste estudo envolveu trés grupos: um grupo de crescimento normal sem intervengdo e
outros dois grupos que foram mantidos em restrigdo caldrica de 40% por 700 ou 900 dias. Eles
observaram que além do crescimento mais lento, que era esperado, a RC prolongou a vida 1util dos

animais. Deve-se notar que McCay e colaboradores acreditavam que era o crescimento retardado o
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responsavel pela extensao da vida e ndo a redug@o na ingestao de energia em si. De fato, esta hipotese

foi mantida por cerca de 40 anos ou mais apds as publicacoes.

No entanto, ndo se deve concluir que a RC nao tenha sido explorada antes dos estudos de McCay
e colaboradores. Em 1914, Francis Peyton Rous, ganhador do Nobel de 1966, relatou que a reducao
da ingestdo de alimentos inibiu a ocorréncia de canceres espontaneos em roedores (Rous, 1914).
Alguns anos depois, Osborne e Mendel, renomados nutricionistas de Yale, relataram que retardar o
crescimento de ratas, diminuindo a ingestao de alimentos, levou a extensao da vida e da capacidade
de reprodugao em idades mais avangadas quando comparados a animais nao restritos (Osborne et
al. 1917). No mesmo ano, foi relatado que a redugdo da disponibilidade de alimentos prolonga a
vida da Drosophila (Loeb e Northrop 1917). Duas outras descobertas importantes foram relatadas
no final da década de 1930. Um era o aumento da longevidade de Daphnia longispina induzida pela
reducdo da ingestdo de alimentos (Ingle et al., 1937) e o outro foi o trabalho adicional do grupo
McCay fornecendo evidéncias de que o fator responsavel por trds do crescimento lento foi
provavelmente a redug¢do na ingestio caldrica (McCay et al. 1939). De fato, nos anos seguintes, o
termo restricdo caldrico (RC) comegou a ser amplamente utilizado para se referir a restricao

alimentar global.

Além dos experimentos em roedores, sabe-se que a RC pode retardar muitos processos do
envelhecimento fisiologico e a instalagdo e progressao de doengas relacionadas a idade em outros
organismos, como macacos € humanos. O estudo de Colman e colaboradores (2009) dividiu
macacos rhesus em dois grupos, um que recebia dieta apropriada para a espécie de forma ad libitum
e outro que recebia a mesma dieta, porém com RC de 30%. Os animais foram acompanhados ao
longo de 20 anos e os pesquisadores observaram que os animais do grupo restrito tinham taxa de
sobrevivéncia aumentada em cerca de 80%, aparéncia fisica mais jovem, menor incidéncia de
doengas como neoplasias, doencas cardiovasculares, diabetes e atrofia cerebral quando comparados

ao grupo controle.

O estudo pioneiro em mostra que a RC reduz a massa corporal, frequéncia cardiaca,
temperatura corporal e pressdo arterial foi conduzido por Keys e colaboradores no final de 1940.
Eles estudaram os efeitos de 6 meses de uma reducao de 40% no consumo de alimentos de 32

homens magros, entretanto causando desnutri¢cdo, algo que a RC nao se propde. Apesar dos efeitos
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nos parametros metabolicos, a dieta neste estudo era pobre em qualidade e teve efeitos psicologicos
adversos. A literatura mostra que os protocolos de RC geralmente incluem uma redugao consistente
de 20 a 40% na ingestdo caldrica abaixo da ingestdo de energia ad libitum (Van Cauwenberghe,
2016), e restricdes acima de 55 a 60% (animais recebendo 40 a 45% da ingestdo basal) parece
desencadear efeitos negativos na vida util (Speakman e Mitchell, 2011). Em um estudo
epidemiologico publicado posteriormente, Keys também mostrou ligacdo da baixa ingestdo de
alimentos com diminui¢do nos niveis de colesterol plasmatico e incidéncia reduzida de ataques
cardiacos (Keys, 1980). Nos anos 1990 e inicio dos anos 2000, foi documentado que uma RC de
20%, por um periodo de 2 a 6 anos em adultos saudaveis foi capaz de reduzir os fatores de risco para

doengas cardiovasculares e diabetes (Walford et al. 2002; Fontana et al. 2004).

O primeiro estudo envolvendo humanos e RC, conduzido por um periodo mais longo, foi
iniciado em 26 de setembro de 1991, liderado por Roy Walford. A amostra era composta por oito
humanos adultos e saudaveis, sendo 4 mulheres e 4 homens e tiveram sua alimentagao restrita por 2
anos, sendo aplicado 20% de restricao. Os resultados encontrados incluiam diminui¢do da massa
corporal, pressdo arterial, colesterol plasmatico e glicemia (Walford et al. 1992; Walford et al.,
2002). Esses resultados foram consistentes com aqueles relatados para macacos em RC, indicando

conservacao de espécies em resposta a RC (Balasubramanian et al., 2017).

1.11. Restricao caldrica no contexto de alteracoes metabolicas

A RC diminui massa corporal, pressdo arterial, niveis de insulina e glicose plasmaticos, melhora
a sensibilidade a insulina, aumenta gliconeogénese e a oxidagdo da glicose diminui as custas do
aumento da oxidagdo de gorduras e proteinas (Most e Redman, 2020). Além disso, a RC melhora o
perfil lipidico com uma diminui¢@o nos niveis de colesterol total, triglicerideos, colesterol LDL e na
proporcao entre colesterol total e colesterol HDL e aumento de HDL (Huffman et al., 2022). Os
mecanismos desses beneficios da RC parecem incluir a inibi¢do do anabolismo, melhora do
metabolismo energético mitocondrial e conversao da utilizacdo de substratos. Esses processos estdo
relacionados com a reducdo da dependéncia do metabolismo da glicose e aumento da oxidagdo de

acidos graxos (Zhang et al., 2022; Sergeeva et al., 2023).
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A literatura tem mostrado os beneficios da RC em prevenir alteragdes decorrentes do consumo
de HFD. Ding e colaboradores mostraram que uma RC (30%) impediu parcialmente a esteatose
hepatica ndo alcoolica desencadeada por HFD em ratos Wistar, além de aumentar marcadores de
autofagia enquanto diminuia os marcadores de estresse do reticulo endoplasmatico no figado e
atenuava o distarbio do metabolismo lipidico (Ding et al., 2017). Ainda a RC diminui o estresse
oxidativo, fator associado ao envelhecimento e desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, diabetes e cancer, além de atenuar biomarcadores associados a inflamagao

(Sergeeva et al., 2023; Brady et al., 2022).

No contexto do diabetes tipo 2 instalado, a RC trouxe melhorias na qualidade de vida, peso e
funcdo hepatica, bem como diminui¢cdo nos niveis de lipidios, glicose ¢ hemoglobina glicada,
melhorou a resisténcia a insulina do musculo esquelético e a fungdo das células B (Taylor, 2019).
Em pacientes obesos com diabetes tipo 2, a restri¢cao caldrica diminuiu a taxa de filtracdo glomerular,
que estd associada a uma melhora na hiperfiltracio glomerular (Ruggenenti et al., 2022). Em
individuos com figado gorduroso, uma dieta restrita levou a perda de peso e reducdes no tecido
adiposo visceral e na fragdo de gordura do figado, além de reduzir os niveis de triglicerideos,
colesterol total e LDL, enzimas hepéticas, glicose em jejum, insulina e indice HOMA-IR, niveis de
alanina aminotransferase e gama-glutamil transferase (Sergeeva et al., 2023), o que reflete uma
melhora nas alteracdes cardiometabolicas relacionadas a obesidade envolvidas no desenvolvimento
de esteatose hepatica (Ristic-Medic et al., 2020). Este resultado sugere que a RC pode melhorar os
fatores de risco para doencas hepaticas e metabolicas (Dorling et al., 2021). Os mecanismos
moleculares que explicam os efeitos da RC no organismo parecem envolver modula¢do na
sinalizagdo da rapamicina quinase (mTOR), da proteina serina/treonina quinase ativada por AMP
(AMPK) e sirtuinas, do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e promogao de autofagia

(Liu, Li e Ma, 2021) (figura 7).

A proteina rapamicina quinase mTOR (figura 7) ¢ o nucleo catalitico de dois complexos
proteicos distintos, mMTORC1 e mTORC2, cada um dos quais ¢ composto por subunidades proteicas
distintas que fosforilam diferentes substratos (Liu e Sabatini, 2020). Resumidamente, a mTORC1
responde a uma ampla gama de estimulos ambientais, incluindo a disponibilidade de aminoécidos,
glicose, oxigénio, colesterol e insulina/IGF1, enquanto a mTORC?2 ¢ principalmente um efetor da

sinalizagao PI3K. A mTORCI1 ¢ agudamente sensivel a droga rapamicina, enquanto a mTORC2,
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devido a sua estrutura, ¢ inibido por altos niveis de rapamicina (Green, Lamming e Fontana, 2021).
A mTORCI1 integra numerosos sinais ambientais que indicam quando as condigdes sao favoraveis
para os processos anabolicos que controla, que incluem biogénese ribossomica, tradugdo de

proteinas, autofagia, lipogénese e biogénese de nucleotideos (Wu et al., 2022).

A inibigdo da atividade mTOR por meio de modificagdo genética e tratamento com rapamicina
prolonga a vida util em espécies como leveduras, vermes, Drosophila e camundongos (Liu e
Sabatini, 2020; Harrison et al., 2009). Posteriormente, descobriu-se que a restricdo alimentar
prejudica a atividade do mTOR e impacta favoravelmente muitos distarbios relacionados a idade
em humanos (Wu et al., 2022). Por exemplo, dietas com RC aumentam a longevidade, melhoram a
funcdo cognitiva, reforcam a fun¢do cardiaca, melhoram a patogénese metabolica e reduzem a
incidéncia de cancer (Dorling et al., 2020; Sowah et al., 2022; O'Flanagan et al., 2017; Madeo et al.,
2019). Da mesma forma, descobriu-se que os inibidores de mTOR, como a rapamicina e o maleato
de perhexilina, imitam o efeito promotor da saide da RC (Madeo et al., 2019; Wu et al., 2022). No
entanto, a aplicagdo em larga escala da rapamicina tem sido impedida devido a uma série de efeitos
colaterais, que incluem a desregulacdo da glicemia ¢ da homeostase lipidica, bem como a
imunossupressao. Estes efeitos secundarios sdo provavelmente mediados pela inibicio da mTORC?2,
que ¢ interrompida pelo tratamento com rapamicina (Wu et al., 2022; Green, Lamming e Fontana,
2021). Dada a semelhanga dos efeitos benéficos da inibigdo da mTORC1 e RC, ¢ amplamente aceito

que a mTORCI tem um papel na resposta a RC (Wu et al., 2022).

Além da sinalizacdao reduzida da mTOR, diminui¢dao da sinaliza¢dao da insulina/IGF-1 também
tem sido apontado como parte do mecanismo da RC (Lamming, 2014). A insulina e os IGFs, IGF-
1 e IGF-2, sdo peptideos estruturalmente semelhantes com papéis importantes no controle do
metabolismo e do crescimento em resposta a sinais nutricionais e ao estado nutricional. O IGF-1-1
e o IGF-2 sdo produzidos principalmente no figado e, em menor extensdo, localmente nos tecidos
alvo, onde exercem agdes autdcrinas e paracrinas (Klement e Fink, 2016). Ambos tém efeitos
biologicos semelhantes que sdo causados pela ligagao ao receptor de IGF-1 (IGF-1R), enquanto o
IGF-2R ¢ especifico para IGF-2 e acredita-se que ndo tenha nenhum papel fisioldgico, exceto servir
para degradar o IGF-2 (Cianfarani et al., 2012). A sinalizacdo através desses receptores modula a

via PI3K/Akt/mTOR e pode regular processos relacionados ao envelhecimento (Vitale et al., 2019).
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A RC acarreta alteragdes hormonais e em roedores suprimiu os niveis circulantes de IGF-1 e
insulina proporcionalmente ao nivel de restricdo, aumentou a sensibilidade a insulina e a resisténcia
ao estresse e a toxicidade, e reduziu o risco de cancer (Dunn et al., 1997; Berrigan et al., 2002; Vitale
etal., 2019). A maioria dessas caracteristicas observadas em camundongos do tipo selvagem durante
a RC se assemelham aquelas relatadas em camundongos com interrupgao genética da sinalizagdo de
GH/IGF-1/insulina (Vitale et al., 2019). Em humanos, ensaios clinicos randomizados mostraram
que a RC ndo atenua os niveis séricos de IGF-1, a menos que a ingestio de proteinas seja reduzida
(Redman et al., 2009; Fontana et al., 2016). No entanto, uma meta-analise, que avaliou o efeito da
restricdo alimentar em biomarcadores bem reconhecidos do envelhecimento saudavel, mostrou uma
diminui¢do nos niveis circulantes de IGF-1 em humanos (Lettieri-Barbato et al., 2016). Esta
adaptacdo hormonal que ocorre em organismos em RC pode ter um papel relevante na melhora da
saude e prolongamento da vida através de varios mecanismos, como reducdo da taxa metabolica,
proliferacdo celular, estresse oxidativo e atenuacao de processos inflamatorios de baixo grau (Vitale

etal., 2019).

A proteina quinase ativada por AMP (AMPK), atua como sensor de estresse mitocondrial e
status de nutrientes e pode ser ativada sob condi¢cdes de propor¢ao elevada de AMP/ATP
intracelular, incorporando um detector de status de energia celular (Sarbassov et al., 2006; Green,
Lamming e Fontana, 2021) (figura 7). Essa proteina ¢ formada por um complexo que consiste em
uma subunidade catalitica alpha (o) e outras duas subunidades regulatdrias beta e sigma (B e y). A
ativagao da AMPK ocorre devido a fosforilagdo, em residuo de treonina, da subunidade catalitica a
em resposta a aumento intracelular de AMP, ADP, calcio, producao de espécies reativas de oxigénio
e dano celular (Liu e Sabatini, 2020; Gonzalez et al., 2020). Uma vez ativa, por meio de fosforilagao
de proteinas alvo, a AMPK inibe de vias anabolicas, como sintese de proteinas, e estimula vias
catabolicas, como a glicolise e oxidacao de acidos graxos, restaurando o equilibrio metabolico, uma

resposta oportuna a baixos niveis de energia celular (Lin e Hardie, 2018; Wu et al., 2022).

A importancia da AMPK na regulacdo da homeostase metabolica faz dessa enzima alvo
terapéutico e farmacos que induzem ativacdo da AMPK tem sido usado no tratamento de diversas
doencas (Lopez-Lluch e Navas, 2016). Um exemplo € a metformina, uma das drogas mais prescritas
para o tratamento de diabetes, considerado mimético da RC (Foretz et al., 2023; Wu et al., 2022).

Seu mecanismo de acdo ¢ via ativacdo da AMPK, levando ao aumento indireto da proporcao de
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AMP/ATP nas cé€lulas e resultando em efeitos como diminui¢do do nivel de glicose no sangue,
retardo da progressdao de tumores e reversao de comprometimento cognitivo (Madeo et al., 2019;
Boccardi et al., 2019). Além da ativagdo farmacologica, foi relatado que tanto o jejum intermitente
quanto a RC sd3o capazes de ativar AMPK e promover melhorar na saude e fungdes em varias
espécies, como C. elegans, Drosophila e roedores (Weir et al., 2017; Wu et al., 2022; Green,

Lamming e Fontana, 2021).

Apos detectar a disponibilidade de energia, a AMPK regula outras vias, como mTOR (regulador
negativo) e SIRTI1 (regulador positivo). O PGC-la (do inglés, peroxisome proliferator active
receptor gamma coactivator 1 alpha), ¢ um coativador transcricional de fatores de transcricao de
receptores nucleares, como PPARa ¢ PPARg (Martinez-Redondo et al., 2015). Esta familia de
fatores de transcri¢do de receptores nucleares regula genes envolvidos em um amplo espectro de
funcdes fisiologicas, incluindo o metabolismo lipidico e tem sido implicada no diabetes e na
sindrome metabolica (Balasubramanian et al., 2016). A AMPK fosforila diretamente o PGC-1a,
resultando em ativagdo, promovendo assim a utilizagdo de lipidios como combustivel. Evidéncias
sugerem que os efeitos benéficos da RC sdo, pelo menos em parte, dependentes da sinalizagdo da
mTORCI. Curiosamente, a AMPK ¢ um regulador negativo de mTOR, sugerindo que ha uma
convergéncia de sinalizagdo em condi¢des de RC para diminuir simultaneamente a sinalizagdo de
crescimento, por meio de mTOR e fatores relacionados, e aumentar o metabolismo lipidico, por

meio de PGC-1a e PPARa (Lopez-lluch e Navas, 2016; Green, Lamming e Fontana, 2021).

As sirtuinas (figura 7) sdo uma familia de enzimas que influenciam uma série de atividades
celulares, incluindo regulacdo do metabolismo, determinag¢do do destino celular e remodelagdo da
cromatina (Bonkowski e Sinclair, 2016; Imai e Guarente, 2014). Uma sirtuina consiste em sete
subunidades (SIRT1-7) com localizagdes intracelulares distintas, as SIRT1, SIRT6 e SIRT7 estao
distribuidas nos nucleos das células; SIRT2 esta principalmente no citoplasma, mas tem capacidade
de entrar e sair do nucleo e SIRT3, SIRT4 e SIRTS residem nas mitocondrias (Wu et al., 2022). A
maioria dos membros da familia sirtuina remove grupos acetil para aumentar a atividade de
proteinas-alvo. A atividade enzimadtica das sirtuinas requer nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD") como co-substrato (Balasubramanian et al., 2017). Esse requisito conecta intimamente a

familia das sirtuinas ao metabolismo, pois elas respondem a mudancas na disponibilidade de NAD,
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como vias de regeneragao e reciclagem de NAD e fluxo no metabolismo redox (Green, Lamming e

Fontana, 2021).

Entre as sirtuinas, a SIRT1 ¢ a mais estudada (Cantd e Auwerx, 2009). Mais de uma duzia de
substratos ja foram descritos para SIRT1 (Feige e Auwerx, 2008), entre os quais estdo outros
reguladores do envelhecimento, como fatores de transcri¢cao da familia FOXO (Bordone e Guarente,
2005). A SIRT1 desempenha um papel importante na homeostase energética nos principais tecidos
metabolicos (Cohen et al., 2004; Lopez-Lluch e Navas, 2016), o que ¢ potencialmente uma
manifestacdo de sua capacidade de vincular o estado metabdlico aos resultados transcricionais. A
RC aumenta a expressdo de SIRT1 em multiplos tecidos em ratos e em células humanas (Lopez-
Lluch e Navas, 2016), e humanos em RC apresentam niveis regulados positivamente de SIRT1 no
musculo esquelético (Civitarese et al., 2007). SIRT3 e SIRTS também sdo induzidas por RC em
camundongos (Lopez-Lluch e Navas, 2016). Por outro lado, a supernutricdo por dieta rica em
gordura reduz a expressdo de SIRTI no tecido adiposo de camundongos (Chalkiadaki, A. e
Guarente, 2012), e os niveis de SIRT1 sdo mais baixos no tecido adiposo de humanos com obesidade
(Pedersen et al., 2008), bem como na doenca de Alzheimer (Lutz et al., 2014; Green, Lamming e
Fontana, 2021). O papel das sirtuinas de mamiferos foi investigado principalmente em camundongos
nos quais as sirtuinas sao deletadas ou superexpressas, seja em tecidos especificos ou de modo global
(Green, Lamming e Fontana, 2021). A delecdo de SIRT1 em todo o corpo bloqueia a capacidade da
RC de prolongar a vida util e camundongos geneticamente modificados para superexpressar SIRT1
sdo magros e metabolicamente ativos, com niveis reduzidos de colesterol e insulina circulantes e
melhor tolerancia a glicose (Bordone et al., 2007). Embora a superexpressao de SIRT1 em todo o
corpo nao aumente a expectativa de vida de roedores (Green, Lamming e Fontana, 2021; Herranz et
al., 2010), a superexpressdo especifica do hipotdlamo causou uma extensdo significativa da
expectativa de vida tanto em homens quanto em mulheres (Satoh et al., 2013). Os mecanismos
moleculares pelos quais as sirtuinas regulam o metabolismo foram ativamente investigados. A
SIRT1 desacetila e ativa o coativador transcricional PGCla e regula positivamente a transcri¢ao do
componente mMTORC2, melhorando a homeostase da glicose (Anderson et al., 2008; Rodgers et al.,
2005), ainda através da ativacao da AMPK, reforca a inibicdo da mTOR, promovendo o catabolismo
lipidico e a gliconeogénese (Green, Lamming e Fontana, 2021). A SIRT3 ¢ essencial para a redugado
do dano oxidativo mediada pela RC, através do aumento do sistema de defesa antioxidante da

glutationa mitocondrial, ndo apenas na célula coclear, mas também no neocortex e no figado
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(Someya et al., 2010). Curiosamente, um polimorfismo no gene SIRT3 tem sido associado a homens

centenarios numa populagdo europeia (Rose et al., 2003).

Ainda, a RC pareceu influenciar a autofagia (figura 7), processo pelo qual proteinas e organelas
danificadas, incluindo mitocondrias, reticulo endoplasméatico e peroxissomos, sao alvo de
degradacdo mediada por lisossomos. Este processo de degradacdo ¢ 1itil para remover componentes
celulares danificados e para fornecer intermedidrios metabodlicos necessarios para a sintese e
metabolismo de proteinas (Antonioli et al., 2017; Hurley e Young, 2017). Este processo celular ¢
induzido por uma série de fatores estressores as celulas, incluindo a retirada de nutrientes, um
indutor classico da autofagia. Sob estresse celular, incluindo deplecao de nutrientes, a atividade da
SIRT1 ¢ aumentada, as proteinas da autofagia sdo desacetiladas e, subsequentemente, a autofagia ¢
induzida (Lee, 2019). Embora o aumento na atividade da sirtuina seja provavelmente multifatorial,
a relacao entre a RC e o aumento nos niveis de NAD + ¢ claramente uma hipdtese atraente que
conecta a privacao de nutrientes, a ativacdo da sirtuina e a inducdo da autofagia (Kroemer et al.,
2010; Boya et al., 2013). A autofagia induzida por sirtuinas tem diversos beneficios ao organismo,
como manuten¢do da funcdo renal, prote¢do contra doengas cardiovasculares, danos hepaticos,
mantendo a funcao hepatica basica, bloqueia processos inflamatérios, atenua senescéncia celular, ¢
um alvo potencial do tratamento de cancer e desempenha fungdo protetoras ao SNC (Lee, 2019).
Tomados em conjunto, esses estudos identificam papéis para reguladores metabodlicos sensiveis a
nutrientes na resposta a RC e apontam para a importancia central da integridade metabolica na satide

(Liu, Li e Ma, 2021), a figura 7 mostra a integracdo dos mecanismos descritos acima.
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Figura 7: Interacdo dos mecanismos protetores da RC em organismos.

Quase todos os organismos estudados mostram mecanismos semelhantes em resposta 8 RC. Basicamente, o RC induz
mecanismos envolvidos na eficacia energética e inibe mecanismos envolvidos no consumo e proliferacdo de energia
menos eficiente. Assim, a RC inibe a sinalizagdo dependente de IGF-I que ativa o TOR e a sintese protéica e inibe o
FoxO, bloqueando a expressdo antioxidante e a autofagia. Por outro lado, o equilibrio entre AMP e ATP e NAD e o
NADH serve como sinal para ativar AMPK e sirtuinas, respectivamente. Esses sensores e reguladores de nutrientes
bloqueiam o sinal dependente de IGF-I e TOR ao mesmo tempo em que ativam mecanismos para aumentar a producéo
de energia mais eficiente através do metabolismo oxidativo e mecanismos para aumentar a protecdo celular através de
antioxidantes e renovagdo de organelas através da autofagia. Ao mesmo tempo, a RC, através das sirtuinas, pode
bloquear os mediadores da inflamagdo. Esta regulacéo ocorre em diferentes niveis e muitos mediadores podem produzir
uma resposta redundante, como a ativagdo da autofagia, bloqueando a inibicdo da FoxO dependente de TOR ou
induzindo a atividade de proteinas relacionadas a autofagia. Adaptado de Lopez-Lluch e Navas, 2016.

1.12. Restricao caldrica no contexto de alteracées neurologicas

Devido ao crescimento constante da populacao idosa nas sociedades atuais em todo o mundo
(Pressley et al., 2003), a procura de novas estratégias de prevengao e tratamento para manter fungdes
cerebrais ao longo da vida ¢ de grande importancia, tanto do ponto de vista econdmico quanto
médico (Martin et al., 2006). Estudos sugerem que fatores de estilo de vida modificaveis, incluindo

o tipo de dieta e a quantidade de energia ingerida, podem exercer efeitos benéficos no cérebro (Witte
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et al., 2009). Em modelos animais de doengas neurodegenerativas, a RC protegeu os neurdnios do
hipocampo, do estriado e do cortex e melhorou o declinio funcional (Patel et al., 2005; Wang et al.,
2005). Em observacdes longitudinais em humanos, descobriu-se que uma dieta restrita, consumida
por residentes da cidade de Okinawa, no Japdo, contribuiu para o envelhecimento saudavel e a
longevidade (Willcox et al., 2007). Por outro lado, foi demonstrado que a obesidade como resultado

da alta ingestao de energia aumenta o risco de declinio cognitivo (Knecht et al., 2008).

Em roedores, o envelhecimento cerebral e a neurodegeneracdo estdo intimamente
correlacionados com o metabolismo energético celular, e a RC pode elevar rapidamente as
concentragcdes de metabolitos cerebrais e esses efeitos podem persistir por um longo periodo
(Yanckello et al., 2019). A inflamagdo cronica ¢ uma caracteristica patolégica comum de varios
distirbios metabolicos (Hotamisligil e Erbay, 2008) e pode resultar em perturbacido das funcdes
neuronais e a aceleracdo da neurodegeneracdo (Heneka et al., 2013). Os efeitos antiinflamatérios da
RC foram demonstrados tanto em modelos animais quanto em pacientes humanos (Mercken et al.,
2013). Por exemplo, camundongos geneticamente obesos desenvolvem patologias semelhantes a
doenga de Alzheimer e declinio cognitivo (Takeda et al., 2010). No entanto, a interven¢do CR pode
prevenir a sintese e deposi¢cdo de proteinas beta-amiloide (AP) através da facilitagdo da proteolise
de AP (Wang et al., 2005). Beneficios semelhantes foram observados em lesdes cerebrais agudas,
como acidente vascular cerebral ou epilepsia (Ciobanu et al., 2017). A RC também atenua a
neuroinflama¢do no hipotdlamo e no hipocampo de roedores, reduz niveis de citocinas pro-
inflamatorias no encéfalo e no plasma, maior expressao de fator neutrdfico derivado do cérebro
(BDNF) e preservacao e atenuagao de prejuizo da memoria espacial (Vasconcelos et al., 2014; Pani,
2015; Rojic-Becker et al.,, 2019; Weiss e Fontana 2011). Além disso, pesquisas recentes
demonstraram o papel potencial do eixo intestino-cérebro em doencas neurodegenerativas, como
doenga de Alzheimer, doenga de Parkinson e esclerose multipla (Fang, 2016; Cattaneo et al., 2017,
Shahi et al., 2017). Em particular, a RC pode afetar a composi¢do da microbiota intestinal (Rangan
et al., 2019), que medeiam a homeostase energética periférica, bem como a sinalizagdo central do
apetite. Além disso, as citocinas e os subprodutos metabdlicos das populagdes microbianas
intestinais podem afetar os comportamentos cognitivos através do nervo aferente vagal ou da rede
neuroenddcrina (Zhou et al., 2019). Em suma, a RC pode regular a progressao da neurodegeneracao

através de vias centrais e periféricas.
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Além da supressao da neuroinflamagdo apresentada acima, a RC também ajuda a manter a
permeabilidade e funcdes normais da barreira hematoencefalica, principalmente melhorando a
homeostase vascular cerebral e o eixo intestino-cérebro. Estudos recentes revelaram um efeito
benéfico da RC na saude vascular cerebral (Zhang et al., 2021). As dietas hipocaloricas ajudam a
manter a homeostase dos vasos sanguineos, o que inclui a redugao do estresse oxidativo, o aumento
da bioatividade do 6xido nitrico e a supressao da inflamagao vascular. Estudos sobre os mecanismos
moleculares mostraram que citocinas e vias criticas, como AMPK, mTOR e vias da 6xido nitrico
sintase endotelial (eNOS), participaram da manuten¢do da homeostase vascular (Liu et al., 2014). A
RC atenua a perda neuronal, a inducdo da heme oxigenase-1 e a degradacdo da barreira

hematoencefalica induzida pelo metabolismo oxidativo prejudicado (Calingasan e Gibson, 2000).

Tanto a RC de longo quanto de curto prazo potencializa a expressdo de eNOS em células
vasculares endoteliais (Minamiyama et al., 2007). Essas informacdes dos vasos periféricos indicam
os efeitos benéficos da RC nos vasos cerebrais. Em um modelo de camundongo com dieta rica em
gordura, o tratamento com RC aliviou significativamente o vazamento da barreira hematoencefalica
(Kim et al.,, 2016). Outro modelo de camundongo idoso mostrou que a RC preservou
significativamente o fluxo sanguineo cerebral aos 20 meses de idade, quando a fungdo
cerebrovascular deveria estar comprometida em condi¢des normais de alimentacdo (Parikh et al.,
2016). Estas informacdes ilustram o papel potencialmente importante da RC na manuten¢do da
integridade da barreira hematoencefalica e das fungdes cerebrovasculares. No geral, a integridade e
o funcionamento normal da barreira hematoencefalica aumentam a estabilidade do microambiente

cerebral, o que alivia os sintomas das doencas neurodegenerativas (Zhang et al., 2021).

Ainda existem relatos que mostram que a RC melhor o humor, bem-estar psicologico e a
qualidade de vida relacionada a satde em geral, podendo ser uma alternativa de tratamento
coadjuvante para depressao (De Cabo e Mattson, 2019; Iwge et al., 2021). Alguns ensaios clinicos
avaliaram o humor e/ou a ansiedade sob regimes de restricao calorica, € a maioria, mas nao todos,
relataram melhora do humor e/ou ansiedade (Fond et al., 2013; Igwe et al., 2021). Embora haja uma
escassez de ensaios clinicos randomizados sobre os efeitos da RC na depressdo, o ensaio clinico
randomizado CALERIE 2, foi conduzido em trés instituicdes de pesquisa académica, com uma
amostra de adultos saudaveis sem obesidade que receberam uma dieta com restrigao caldrica de 25%

ou uma dieta ad libitum por 2 anos (Martin et al., 2016). O grupo de RC teve maior perda de peso
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do que o grupo ad libitum, melhora na qualidade de vida, melhora do humor, diminui¢ao da tensao,
melhora do desejo sexual e melhor qualidade do sono. Nao foram observados efeitos negativos na
qualidade de vida relacionada a saude (Martin et al., 2016). Os fatores que contribuem para melhora
dos sintomas depressivos em individuos em RC parecem envolver &cidos graxos livres, corpos
cetonicos, proteina de ligagcdo ao elemento de resposta ao monofosfato de adenosina ciclica (CREB),
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), citocinas, orexina, grelina, leptina, espécies reativas

de oxigénio e autofagia (Igwe et al., 2021).

Dietas que reduzem a ingestdo calorica diaria podem produzir niveis elevados de corpos
cetonicos, além de resultar na mudanga do uso de glicose como fonte de combustivel para a
utilizagdo de acidos graxos e corpos cetdnicos (Harvie et al., 2011). H4 uma deplegdo dos estoques
de glicogénio hepatico e hidrdlise de triglicerideos em acidos graxos livres (AGL), que sdo liberados
na circulagdo, transportados para os hepatocitos ¢ metabolizados em corpos cetdonicos, como
acetoacetato e P-hidroxibutirato (B-HB) (De Cabo e Mattson, 2019). Além de serem fontes de
combustivel, os AGL e os corpos cetonicos sdo potentes agentes sinalizadores que regulam muitas
proteinas e outras moléculas conhecidas por terem efeitos na saude (Igwe et al., 2021; de Cabo e
Mattson, 2019). A ativagdo por AGLs dos fatores de transcri¢do receptor-a ativado por proliferador
de peroxissoma (PPAR-a) e fator de transcricao ativador 4 (ATF4) leva a producao e liberagao de
FGF2. Os corpos cetdnicos acetoacetato e f-HB podem ser metabolizados em acetil CoA, e gerar
trifosfato de adenosina (ATP) quando entra no ciclo do acido tricarboxilico. Em camundongos, foi
relatado que a RC ativa CREB (Fusco et al., 2012) e estimula a producdo de BDNF no cérebro,
levando a neurogénese aprimorada no hipocampo (Igwe et al., 2021). Estudos em camundongos
mostraram que B-HB pode ativar CREB e fator nuclear k-B (NF-kB), um complexo proteico
envolvido no controle da transcrigdo do DNA, producao de citocinas e sobrevivéncia celular, bem
como a expressao de BDNF em neurdnios (Huang et al., 2018; de Cabo e Mattson, 2019). Nos
ultimos anos, tem havido evidéncias crescentes sugerindo que a depressdo ¢ um distirbio
neurodegenerativo, aumentando a medida que os pacientes envelhecem (Setiawan et al., 2018).
Como mencionado acima, o BDNF e o FGF2 sdo fatores neurotréficos e o BDNF pode aumentar a
neurogénese no hipocampo. A hipdtese neurotrofica da depressdo afirma que a depressdao € o

resultado de niveis insuficientes de BDNF em certas areas do cérebro (Gardner e Boles, 2011).
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Os efeitos da RC nas mitocondrias de modelos animais incluem a redugdo da produgdo de
espécies reativas de oxigénio, bem como a estimulagdo da biogénese mitocondrial (de Cabo e
Mattson, 2019). Aumentos nas proteinas de choque térmico em ratos com restricdo calorica
(Manchishi et al., 2018) e uma reducao de citocinas pro-inflamatdrias em humanos com alimentagao
restrita (Faris et al., 2012) também foram relatados. Li et al. (2014) relataram que a RC aguda em
camundongos leva a um efeito semelhante ao antidepressivo que ¢ acompanhado por um aumento
nos glicocorticoides. Foi proposto que, num esforco para se proteger destes glicocorticdides, ha uma
ativacdo de mecanismos celulares de resisténcia ao estresse no SNC que poderia resultar num
aumento da neurogénese, sintese de fatores neurotréficos, e efeitos sobre neurotransmissores (Igwe
et al.,, 2021). Os neurotransmissores afetados pela RC incluem serotonina (5-HT), dopamina,
glutamato e acido y-aminobutirico (GABA), todos os quais foram relatados como envolvidos na
etiologia da depressdo (Luscher et al., 2011; Albert et al., 2012; Ohgi et al., 2015; Belujon e Grace,
2017).

Muitos dos medicamentos antidepressivos atuam para neutralizar a diminuicdo da
disponibilidade de 5-HT. Aumento da disponibilidade de triptofano cerebral (precursor de 5-HT) e
5-HT foi encontrado ap0s restrigao calorica em ratos (Knott et al., 1973; Ishida et al., 1997; Dhahbi
et al., 2004). Cui e colaboradores (2018) relataram que os efeitos semelhantes aos antidepressivos
produzidos pelo jejum agudo (9 h) em camundongos sdo exercidos por receptores 5-HT2a, € que
com estes efeitos hd uma sensibilidade particular a atividade neural no cortex pré-frontal. O estudo
também indicou a media¢do dos efeitos antidepressivos pela atividade na via CREB-BDNF no
hipocampo e no cortex pré-frontal (Cui et al., 2018). No entanto, existe alguma controvérsia sobre
os efeitos da RC no 5-HT. Um estudo em ratos com ciclo de restricdo alimentar e realimentacao
utilizando varios niveis de acesso a alimentos palataveis, descobriu que a RC estava associada a uma
redugdo acentuada dos niveis de 5-HT e dopamina no cortex pré-frontal e induziu comportamentos
semelhantes aos da depressao (Chandler-Laney et al., 2007). Jahng e colaboradores (2007) relataram
que a restrigdo calorica cronica (5 semanas) em ratos jovens levou a comportamentos semelhantes
a depressao, ansiedade e a diminui¢do da expressao do transportador de recaptagdao 5-HT. Kolta et
al. (1989) estudaram o efeito da restri¢ao calérica de longo prazo (19 meses) sobre os niveis de
aminas cerebrais em ratos idosos de ambos o0s sexos e descobriram que, em comparagdo com o grupo
que recebeu uma dieta restrita, tanto machos quanto fémeas apresentaram niveis diminuidos de 5-

HT e dopamina no nucleo caudado e no hipotalamo. Magnusson (1997) estudou os efeitos da RC
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nos receptores ionotropicos de glutamato em camundongos durante o envelhecimento e concluiu
que a restricdo calorica causou efeitos de preservagdo da memoria devido a uma influéncia nos
receptores N -metil- d -aspartato (NMDA). Em um estudo com ratos idosos, Lin e colaboradores
(2015) relataram que ratos em RC melhoraram o fluxo sanguineo cerebral em comparagdo com
controles da mesma idade e exibiram maior reciclagem de glutamato-glutamina entre neuronios e
astrocitos. No que diz respeito ao GABA, foi relatado que o jejum intermitente em camundongos
aumenta a neurotransmissao inibitoria GABAérgica (Liu et al., 2019), o que pode neutralizar
convulsdes e excitotoxicidade. Foi relatado que a restrigao caldrica resulta no aumento da expressao
da descarboxilase do acido glutamico, a enzima responsavel pela formacdo de GABA a partir do

glutamato, no cérebro de ratos (Cheng et al., 2004).

Também foi relatado que a RC tem efeitos sobre a orexina, a grelina e a leptina no contexto dos
transtornos de humor. O sistema de sinalizacdo da orexina estd envolvido na excitacdo, regulagdo
do metabolismo, ingestdo alimentar e mediag¢do da recompensa (Igwe et al., 2021). O neuropeptideo
grelina ¢ um regulador de energia e ativa os neuronios de orexina no hipotalamo lateral. A leptina,
um hormdnio peptidico secretado pelo tecido adiposo, atua no cérebro para regular a ingestdo de
alimentos e o gasto de energia, mantém a massa gorda, e mutacdes recessivas em seu gene podem
resultar em obesidade em ratos de laboratério e em humanos (Friedman, 2009). Evidéncias pré-
clinicas indicam que a leptina exerce efeitos antidepressivos (Milaneschi et al., 2019; Zou et al.,
2019; Qin et al., 2020) e que esse efeito pode envolver modulagdo de neurotransmissores (5-HT e
dopamina), citocinas, fatores neurotrdficos, via PI3K-AKT-mTOR e eixo HPA. Ha controvérsia
sobre os niveis de leptina no plasma de pacientes deprimidos em comparagdo com controles, com
diminuigdes, aumentos € nenhuma alteragao relatada (Igwe et al., 2021) e essa controvérsia pode ser
devido a heterogeneidade dos sintomas na depressao (Milaneschi et al., 2017). Um estudo conduzido
com pacientes com obesidade concluiu que niveis mais elevados de leptina plasmatica estavam
associados a sinais de depressdo do subtipo atipico (Milaneschi et al., 2017). Em estudos com
animais, observou-se que comportamentos semelhantes a depressao estavam associados a baixos
niveis de leptina, e foi sugerido que a leptina tinha um efeito semelhante ao antidepressivo (Lu et
al., 2006). No entanto, outros estudos nao encontraram associacao entre diminui¢do dos niveis de

leptina e depressdo (Milaneschi et al., 2012; Zhang et al., 2015).
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Existem ainda, evidéncias que indicam alteragdes no sistema imunologico, particularmente no
que diz respeito ao aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatoérias e depressao (Lima Giacobbo
et al., 2019). Dogan e colaboradores (2017) estudaram camundongos fémeas colocados em dieta ad
libitum ou em RC intermitente ou cronica por mais de um ano. Os pesquisadores descobriram que
os niveis de IL-6 e TNF-a foram mais baixos nos camundongos com RC intermitente e cronica do
que naqueles do grupo dieta ad libitum (Dogan et al., 2017). Além disso, a diminui¢do foi maior
com a RC intermitente do que com a RC cronica. Uma revisdo de estudos de RC concluiu que as
citocinas inflamatdrias sdo aumentam durante o envelhecimento, mas sao suprimidas pela RC (Bang

et al., 2019; Igwe et al., 2021).

1.13. Modelos para estudo de doencgas relacionadas a obesidade e de restricao caldrica

Globalmente, a obesidade atingiu propor¢des epidemicas, afetando adultos, criangas e
adolescentes (Ng et al., 2014). Além disso, a obesidade pode causar e/ou exacerbar
progressivamente um amplo espectro de doencas cronicas, incluindo dispilidemias, sindrome
metabolica, pré-diabetes, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doenga hepatica gordurosa, doengas
cardiovasculares, alguns tipos de canceres e prejuizos no SNC relacionados a memoria e depressao
(Pi-Sunyer, 2009; Di Angelantonio et al., 2016; GBD 2015 Obesity Collaborators, 2017), além de
representar um risco aumentado de mortalidade por todas as causas (Preguica et al., 2020).
Mudangas no estilo de vida, como RC e atividade/exercicio fisico regular, se mostram eficazes na

reducdo da obesidade e das complicagcdes associadas (Webb et al., 2017; Foright et al., 2018).

Para desenvolver estratégias que possam prevenir, reverter ou melhorar os efeitos nocivos da
obesidade e distirbios associados € necessario entender como tais prejuizos ocorrem € 0s
mecanismos vinculados (Bastias-Pérez et al., 2020). Para atingir estes objetivos, os investigadores
contam com diversos modelos animais que abrangem multiplas espécies e abordagens cientificas
estratégicas. O primeiro modelo animal amplamente utilizado para pesquisa metabdlica foi o cdo,
com estudos pioneiros no inicio do século 20, incluindo o trabalho de Ivan Pavlov com o Prémio
Nobel (concedido em 1904) sobre secre¢des gastricas € a posterior descoberta da insulina por
Frederick Banting e Charles Best (Prémio Nobel) em 1923 (Banting et al., 1992). Nas ultimas duas

décadas, pesquisas que utilizaram pequenos roedores, especialmente camundongos, estiveram na
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vanguarda dos avancos cientificos sobre obesidade e prejuizos associados a obesidade. Por exemplo,
estudos com roedores levaram a descoberta das acdes centrais no equilibrio energético da leptina

(Zhang et al., 1994) e da grelina (Kojima et al., 1999).

Pequenos roedores, incluindo ratos e especialmente camundongos, sdo o modelo animal pré-
clinico mais utilizado para estudar disturbios metabolicos (Kleinert et al., 2018). Sendo mamiferos,
a fisiologia de camundongos e ratos estd mais proxima da dos humanos do que das espécies nao-
mamiferas. Nas tltimas décadas, a popularidade dos modelos de camundongos aumentou a tal ponto
que atualmente cerca de 60% de todas as pesquisas pré-clinicas em animais sdo conduzidas em Mus
musculus (European Commission, 2013). Este aumento no uso pode ser explicado em parte pelas
muitas ferramentas genéticas moleculares disponiveis para desenvolver mutagdes direcionadas ou
ndo direcionadas, desde trocas de nucleotideos Unicos até rearranjos cromossdmicos, para ensaios
funcionais de genes em camundongos. Além disso, métodos e dispositivos padronizados para
fenotipagem de camundongos sdo abundantes e aprimorados. Finalmente, os camundongos sdo de
tamanho pequeno, tém produgao reprodutiva de aproximadamente 6 a 12 filhotes (dependendo da
respectiva linhagem de camundongo), tém um ciclo reprodutivo moderadamente curto, atingindo a
maturidade sexual dentro de 4 a 8 semanas apds o nascimento, e t€ém um periodo de gestacdo de
apenas 3 semanas. Todas essas caracteristicas fazem dos camundongos uma escolha economica

viavel para os pesquisadores (Kleinert et al., 2018).

Os disturbios metabolicos manifestados em humanos apos consumo cronico de HFD sdo, de
modo semelhante, observados em roedores (Woods et al., 2003). Animais que receberam HFD
apresentam diminui¢do na sensibilidade a insulina, aumento da concentragdo plasmatica de
colesterol e triglicerideos e da massa corporal (Buettner et al., 2007), aumento na massa de tecido
adiposo visceral e alteragdes que resultam em aumento de secre¢do de adipocitocinas (Xu, et al.,
2003). Ainda, consistente com os achados clinicos, diversos estudos demonstram que animais
expostos as dietas hiperlipidicas, ou hipercaloricas, apresentam prejuizos relacionados a
aprendizagem e memoria dependentes do hipocampo (Stranahan, et al., 2008; Moreira, et al., 2014;
Cordner e Tamashiro, 2015). Embora o modelo de obesidade induzida por dieta (DIO) recapitule
grande parte da patogénese da obesidade humana, apresenta deficiéncias. Os estudos DIO sdo

demorados, dispendiosos e, embora a proposta pareca simples, varios fatores como variedade de
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linhagem e cepas, sexo, idade, tipo de dieta e tempo de exposi¢ado a dieta influenciam o resultado e

a interpretacdo dos resultados (Kleinert et al., 2018).

Ha diferencas genéticas entre as cepas de camundongos que influenciam sua suscetibilidade a
DIO e doencas metabdlicas associadas. A linhagem de camundongos C57BL/6J ¢ amplamente
utilizada como modelo para DIO porque ¢ propensa a desenvolver obesidade grave, adiposidade
elevada, intolerancia a glicose e resisténcia moderada a insulina (Kleinert et al., 2018). Outras
linhagens, incluindo camundongos SWR/J e A/J, sdo menos suscetiveis a DIO e complicagdes
relacionadas (Leibowitz et al., 2005), tornando-os modelos especialmente intrigantes para estudar a
resisténcia a obesidade humana. Além da influéncia da linhagem, camundongos machos sdo mais
suscetiveis a DIO, desenvolvendo obesidade mais cedo € em maior extensao do que camundongos
fémeas (Stubbins et al., 2012; Yang et al., 2014). Por outro lado, em ratos, a progressao da DIO ¢
mais compativel entre machos e fémeas (Nadal-Casellas et al., 2015; Kleinert et al., 2018). A idade
¢ outro fator que tem um efeito considerdvel nos resultados da pesquisa sobre DIO. Nos seres
humanos, a massa corporal aumenta com a idade e atinge o pico aos 55 anos em homens e mulheres.
O envelhecimento por si s6 estd associado a uma redistribui¢do tanto da massa magra como da massa
gorda, com o ultimo aumento a partir dos 30 anos de idade (Villareal et al., 2005). O envelhecimento
também afeta os pardmetros metabolicos dos roedores. Analogo ao que ocorre em humanos, a massa
corporal do camundongo C57BL/6J, aumenta com a idade, atingindo um pico de aproximadamente
9 meses (Van Der Heijden et al., 2015), e camundongos C57BL/6J mais velhos (22 meses)
reduziram massa magra e aumento da massa gorda em compara¢do com camundongos jovens de 3
meses de idade (Houtkooper et al., 2011). Outra consideragdo importante ¢ a idade no inicio do
estudo de intervencdo dietética, tempo de exposi¢do e tipo de dieta (Nishikawa et al., 2007). As
dietas podem divergir no teor de gordura, principalmente 10%, 45% e 60% de gordura, tipo de
gordura, geralmente ¢ utilizado gordura saturada ou trans e associacdo de HFD com outros

componentes como frutose na agua de beber (Gajda, 2008; Bastias-Pérez et al., 2020).

Além da indugao da obesidade por meio da dieta, outra forma de estudar essa condicdo e as
doengas associadas ¢ com modelos de roedores geneticamente modificados. Na década de 1960,
Coleman e colaboradores do Laboratorio Jackson descobriram e isolaram dois grupos de
camundongos mutantes, mas gravemente obeso (ob), € o grupo mais moderadamente obeso, mas

gravemente diabético (db) (Coleman et al., 1969; Coleman et al., 1973), sendo o contexto genético

61



desses animais a falta de produgdo de leptina (ob/ob) ou a falta de detec¢ao de leptina (db/db)
(Coleman et al., 1978), ambos usados até hoje como modelos pré-clinicos para estudo da obesidade,
diabetes e demais distirbios relacionados. Esses camundongos apresentam obesidade de inicio
precoce que ¢ promovida por hiperfagia e gasto energético reduzido, 2 medida que a termogénese
sem tremores do tecido adiposo marrom ¢ reduzida. Além disso, camundongos ob/ob desenvolvem
hiperinsulinemia, hiperglicemia leve e resisténcia a insulina. Essas manifestacdes sao
provavelmente secundarias a obesidade. Sdo inférteis, t€ém niveis aumentados de corticosterona
circulante, sofrem de hipotiroidismo e t€ém niveis insuficientes de horménio de crescimento (GH), o
que resulta num crescimento linear atrofiado (Kleinert et al., 2018). O estudo de Kim e colaboradores
(2016) mostrou que RC em camundongos geneticamente obesos foi capaz de reverter a resisténcia
a insulina, a esteatose hepatica, o aumento de massa corporal ¢ a adiposidade em relacdo aos
camundongos controle do estudo, ainda melhorou a autofagia, a biogénese mitocondrial, a deposi¢ao

de colageno e o estresse do reticulo endoplasmatico.

Além dos modelos genéticos apresentados acima, a literatura descreve outros modelos para
estudo de diversas comorbidades, como ¢ o caso do camundongo nocaute para receptor de LDL
(LDLr ), modelo para hipercolesterolemia familiar humana (De Bem et al., 2021). Além de niveis
elevados de colesterol plasmatico, esses animais apresentam déficits de aprendizado e memoria (De
Oliveira et al., 2011, 2020) associado a prejuizo na permeabilidade da barreira hematoencefalica,

neuroinflamagdo, disfun¢do sinaptica e neuronal e neurogénese prejudicada (De Bem et al., 2021).

Para o estudo a RC e seus efeitos na melhora da saude, modelos animais também sao usados. Os
regimes de RC normalmente incluem uma reducdo consistente de 20-40% da ingestdo caldrica
abaixo da ingestdo enérgica ad libitum (Kim et al., 2016). Na maioria dos modelos de roedores de
RC, os carboidratos, lipidios e proteinas sdo reduzidos enquanto a ingestao de nutrientes essenciais
¢ preservada. Os efeitos da RC foram avaliados em animais de diferentes idades e por diferentes

duragdes. Outra forma de estudar os efeitos da RC € por meio de farmaco miméticos da RC.

O conceito de miméticos da restricdo caldrica foi desenvolvido para descrever substancias
farmacologicamente ativas que imitam alguns dos inumeros efeitos da RC (Ingram et al., 2009;
Hofer et al., 2021). No cerne da defini¢do, os compostos que mimetizam RC deveriam, em principio,
aumentar a expectativa de vida e/ou saude e melhorar doengas associadas a idade em organismos

modelo, dai muitas vezes o uso simultaneo do termo “substancias anti-envelhecimento.” Além disso,
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devem ser capazes de induzir a autofagia, um mecanismo de reciclagem celular regulador da
homeostase que degrada proteinas, estruturas celulares ou organelas obsoletas, danificadas ou
desnecessarias (Madeo et al., 2019; Yin, Pascual e Klionsky 2016), bem como reduzir o estado de
acetilacdo de proteinas (Marino et al., 2014). O indutor mais fisioldgico da autofagia ¢ a privagdo
de nutrientes e energia, como ocorre nos cenarios de RC e jejum. (Hofer et al., 2021). Farmacos
como o resveratrol, rapamicina ¢ metformina sao considerados como miméticos da RC (Van
Cauwenberghe et al., 2016). A metformina ¢ o medicamento considerado de primeira linha de
escolha para reduzir os niveis de glicose no sangue em pacientes com diabetes mellitus tipo 2.
Também tem outros efeitos clinicamente benéficos, como redu¢des na massa corporal, do conteudo
de gordura hepatica, aumenta a sensibilidade a insulina, inducdo da glicdlise, supressio da
gliconeogénese no figado e diminui¢do da incidéncia de cancer em pacientes com diabetes que

tomam a droga (Ma et al., 2022; Martin-Montalvo et al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

Existe uma associagdo entre a crescente expansdao do consumo de alimentos processados e
ultraprocessados, abundantes em gorduras, agucares e carboidratos e dos problemas de saude
relacionados a esse tipo de alimentagdo, e.g., obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina, doengas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (Engin, 2017; Ashwell, 2014). Além disso, ha relagdo
entre uma dieta rica em gorduras e carboidratos e prejuizos comportamentais, tanto relacionados a
cognicdo quanto a emocionalidade em estudos clinicos e pré-clinicos (Spencer et al., 2017; Luppino
et al., 2010). Faz-se necessario o desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes e, neste
sentido, abordagens farmacologicas e ndo farmacoldgicas vém sendo utilizadas com relativo sucesso

no manejo da obesidade e doengas relacionadas.

Mudanga no estilo de vida ¢ uma maneira importante de prevenir e retardar a progressdo de
doengas cronicas induzidas por consumo de dietas obesogénicas, como por exemplo, hiperlipidicas.
Por exemplo, em outro estudo do nosso grupo de pesquisa, que teve como um dos objetivos verificar
se a troca de uma dieta rica em gordura por uma dieta mais saudavel poderia reverter os prejuizos
metabodlicos e comportamentais induzidas por consumo cronico de dieta hiperlipidica, observamos
que substituigdo reverteu as alteragdes metabdlicas e comportamentais induzidas pela dieta
hiperlipidica. Assim mostramos a importancia de dietas mais equilibradas para ajudar no tratamento
e controle de disfungdes metabdlicas e comportamentais no contexto de obesidade induzida por dieta

(Braga et al., 2021).

Porém, pensando de forma mais translacional, ¢ dificil viabilizar um cenario em que um
individuo, mesmo que por motivos de satide, mude totalmente sua alimentagdo de um dia para outro.
Por isso comegamos a nos questionar, se a manutencdo da mesma dieta, consumida em menor
quantidade traria beneficios ao organismo semelhantes a troca completa da dieta. Afinal, estudos
sugerem que a restri¢do calorica (RC), que ¢ uma intervengao dietética baseada na ingestdo reduzida
de energia sem comprometer a adequacao dos nutrientes, pode resultar em beneficios metabdlicos e
comportamentais para o organismo. Porém o quanto a RC com a propria dieta rica em gorduras
saturadas (HFD) pode reverter ou atenuar os prejuizos metabodlicos € comportamentais induzidos

por essa dieta e os eventuais mecanismos envolvidos permanece pouco compreendido.
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Em modelos animais, os sistemas fisiologicos envolvidos na homeostase metabolica apresentam
diferencas entre machos e fémeas. Os pesquisadores costumam utilizar roedores machos em seus
estudos porque eles parecem ser mais susceptiveis aos prejuizos induzidas por dieta comparado com
as fémeas. Ainda, as fémeas sdo evitadas como sujeitos experimentais com base na preocupacao de
que o ciclo estral induz variabilidade nas caracteristicas que complicam os projetos experimentais.
Porém estudar machos e fémeas representa uma oportunidade de compreender os fatores que
influenciam os prejuizos causados por dieta obesogénica e a possibilidade de defini¢do de
recomendacdes e tratamentos mais personalizados. Além disso, o foco em um tUnico sexo pode
limitar o impacto dos resultados da investigacdo (Mauvais-Jarvis, Arnould e Reue, 2017; Clayton,
2016). Por isso, no presente estudo, utilizamos camundongos machos e fémeas expostos a dieta
hiperlipidica e avaliamos os dois sexos para ver se efeitos da RC também poderiam ser dependentes
do sexo. Também testamos se a RC associada a um farmaco com efeitos considerados miméticos da

RC poderia ter um efeito benéfico mais pronunciado, que a RC de forma isolado.
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3. OBJETIVOS

3. 1. Objetivo geral:
Investigar os efeitos da restri¢ao caldrica (RC) nos desfechos metabdlicos, comportamentais

e neuroquimicos no contexto de disfuncdo metabolica induzida por consumo cronico de dieta
hiperlipidica (HFD) em camundongos da linhagem C57Bl/6 ¢ em um modelo experimental de

hipercolesterolemia familiar, camundongos noucate do receptor de LDL.

3. 2. Objetivos especificos:

3.2.1. Avaliagdo de parametros metabolicos:

a. Acompanhar a massa corporal semanalmente;

b. Monitorar a temperatura corporal semanalmente;

c. Acompanhar a ingestdo alimentar didria e calcular a eficiéncia calorica;

d. Mensurar o perfil lipidico mediante determinacao de concentragdes plasmaticas e hepaticas

de colesterol total e triglicerideos;

e. Mensurar a massa do tecido adiposo;
f. Mensurar os niveis plasmaticos de insulina, glicose, proteinas totais, transaminase

oxalacética (TGO) e transaminase piravica (TGP);

g. Avaliar a tolerancia a glicose por meio do teste intraperitoneal de tolerancia a glicose
(ipGTT);

h. Avaliar a sensibilidade a insulina por meio do teste intraperitoneal de tolerancia a insulina
(ipITT).

1. Determinar niveis de TNF-a e IL 1-B no figado e hipocampo, e IL 1-B no cortex pré-frontal;

3.2.2. Avaliagdo de parametros comportamentais:

a. Avaliar a locomogao espontanea no teste do campo aberto;

b. Avaliar memoria espacial de curto prazo por meio do teste do labirinto em T;

c. Avaliar memoria de reconhecimento no teste de reconhecimento de objetos;

d. Avaliar memoria de medo de curto e longo prazo com o modelo de esquiva inibitoria;

e. Avaliar resposta comportamental frente a estresse agudo inescapavel no teste de suspensao
pela cauda;
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f. Avaliar o comportamento anedonico e autocuidado por meio do teste de borrifagem de
sacarose.

67



4. MATERIAL E METODOS

4.1.Animais

Para o protocolo experimental 1, foram utilizados camundongos adultos, machos e fémeas, da
linhagem C57Bl/6, pesando entre 22-27 g, e com idade entre 3 e 4 meses ao inicio dos experimentos
(n=62). No protocolo 2, por sua vez, utilizamos camundongos de meia-idade, fémeas, da linhagem
C57Bl/6 do tipo selvagem e nocaute para o gene do receptor de lipoproteina de baixa densidade
(LDL1""), pesando entre 20-25g, com 10 meses de idade no inicio do protocolo experimental (n=43).
Todos os animais foram provenientes da colonia de criacdo do laboratorio Neuroscience Coworking
Lab, UFSC, camundongos da linhagem C57B1/6 do tipo selvagem e nocaute para o gene do receptor
de lipoproteina de baixa densidade (designados LDLr""), descritos previamente (ISGHIBASHI et
al., 1993), foram gentilmente cedidos pelo Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de
Biologia, Universidade Estadual de Campinas, Brasil. Os progenitores foram adquiridos do Jackson
Laboratories (Bar Harbor, Maine, EUA). Os animais foram alojados em gaiolas plasticas (42 x 34 x
17 cm) posicionadas dentro de estantes ventiladas da marca Insight, com condi¢do controlada de
temperatura (23 £ 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas, fase clara das 06h0Omin as
18h00min), e com livre acesso a dgua e comida. Mantivemos dois ou trés animais por gaiola-
moradia, de acordo recomendac¢des do Guia Brasileiro de Criagdo e Utilizacdo de Animais para
Atividades de Ensino e Pesquisa Cientifica do CONCEA (Resolu¢do Normativa 13, 2013). Para
minimizar possiveis estressores e fornecer um local onde os animais possam se esconder,
comportamento esse que lhes € natural, colocamos rolos de papel em todas as caixas. Todos os
procedimentos utilizados no presente estudo foram previamente submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica para o uso de Animais (CEUA/UFSC), de acordo com a Lei Federal 11.794 de
2008, protocolo 7361231120.

4.2 Dieta

Foram utilizadas racdo padrdo para roedores (Nuvilab CRI1, Nuvital; Quimtia Nutrientes,

Colombo, PR, Brasil) e ra¢do hiperlipidica [dieta AIN 93, high-fat purificada, constituida por
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proteinas (12 kJ%), carboidratos (27 kJ%) e lipideos (61 kJ%), Pragsolucdes, Jad, Sdo Paulo, Brasil],

conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1 — Composicdo das dietas oferecidas aos animais

Ingredientes (%) Dieta padrio * Dieta hiperlipidica ®
Proteina 22.0 12.0
Gordura 4.0 61.0
Carboidrato 46.5 27.0
Celulose 5 5.0
Mix de minerais (MX) ° - 3.5
Mix de vitaminas (VX) © - 1.0

? Informagdo disponibilizada pelo fabricante sobre as matérias-primas da racdo: farelo de milho; farelo
de trigo; refei¢do de graos de soja; célcio; fosforo; cinzas, MX e VX (por quilograma de dieta: 2,7 g de
sodio; 0,08 g de fluor; 0,06 g de zinco; 0,06 g de manganés; 0,05 g de ferro; 0,01 g de cobre; 0,002 g de
iodo; 0,0015 g de cobalto; 0,05 mg de selénio; 1,9 g de colina ; 0,06 g acido nicotinico; 0,03 g vitamina
E; 0,007 g piridoxina; 0,006 g riboflavina; 0,005 g tiamina; 0,003 g vitamina K3; 0,001 g acido félico;
2.000 UI vitamina D3; 1300 UI vitamina A; 0,05 mg biotina; 0,02 mg vitamina B12; 0,02 mg de acido
pantoténico); agua; aminoacidos (por quilograma de dieta: 0,1 g de lisina ¢ 0,3 g de metionina); ¢ 0,1
g/kg de hidroxitolueno butilado antioxidante (BHT).

® Matérias-primas de ragdes (%): 21,35% caseina; 0,30 L-cistina; 4,0% de 6leo de soja; 14,30% banha;
30,30% de amido de milho; 10,0% de maltodextrina; ¢ 10,0% de sacarose.

¢ Conforme recomendado pela dieta de roedores AIN-93.

4.3.Desenhos experimentais

4.3.1. Protocolo experimental 1: Efeitos da restricdo caldrica nas alteragdes metabodlicas e

comportamentais induzidas por consumo cronico de HFD.

O primeiro desenho experimental foi utilizado para testar a hipotese de que uma intervengado
com RC de 30% seria capaz de reverter ou atenuar as alteragdes metabdlicas e comportamentais

induzidas pelo consumo cronico de HFD em camundongos.

Nesse sentido, camundongos da linhagem C57Bl/6, machos e fémeas, com entre trés e quatro
meses de idade ao inicio dos experimentos, foram divididos inicialmente em dois grupos
experimentais, um que recebeu dieta padrao para roedores (SD) e o outro dieta hiperlipidica (HFD),
por 12 semanas, ambos ad libitum. Durante todo esse periodo foi mensurado, semanalmente, a massa
corporal dos animais, temperatura corporal, consumo hidrico e calérico. Ao final do periodo de 12

semanas, dividimos cada grupo experimental em dois grupos para introduzir a RC em parte dos
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animais. Ou seja, eram dois grupos iniciais e viraram 4. Considerando machos e fémeas

separadamente, temos 8 grupos, como apresentado na figura abaixo.
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Figura 8: Divisdo dos grupos experimentais.

Grupo controle (SD), que permaneceu recebendo dieta padrdo para roedores ad libitum; Grupo Controle + Restri¢do
calérica (SD+RC), que recebeu dieta padrdo com restrigdo de 30%; Grupo HFD, que permaneceu recebendo dieta
hiperlipidica ad libitum; Grupo HFD+RC, que foram tratados com HFD ad /libitum e a mesma dieta com restri¢do de
30% respectivamente.

Apds a divisdo dos grupos, os animais permaneceram por 4 semanas nas intervencoes,
totalizando 16 semanas de protocolo experimental. Para determinar a quantidade de dieta que os
grupos RC receberam, na 11* semana, foi acompanhado a ingestdo didria de alimentos para
calcular o consumo médio. Deste valor encontrado foi retirado 30% e oferecido aos animais dos
grupos restricdo diariamente. Ao final do periodo de 4 semanas, submetemos os animais a uma
bateria de testes comportamentais, sendo o primeiro deles o campo aberto, seguido do labirinto
em T, borrifagem de sacarose, suspensao pela cauda e esquiva inibitéria do tipo step down. Foi
realizado um teste por dia e 24h apos o Ultimo teste comportamental, os animais, em jejum
caldrico de seis horas, iniciado as 7h da manha, foram submetidos ao teste intraperitoneal de
tolerancia a glicose (ipGTT) e no dia seguinte ao teste intraperitoneal de tolerancia a insulina
(ipITT). No dia seguinte ao ipITT, os animais, em jejum calorico de seis horas, foram
anestesiados com uma mistura de cetamina (80 mg/kg; i.p.) e xilazina (10 mg/kg; i.p.) e o sangue
coletado por puncdo cardiaca para a realizagdo das andlises das concentra¢des plasmaticas de
colesterol, triglicerideos, colinesterase, TGO, TGP e insulina. Na sequéncia, os animais foram

eutanasiados por deslocamento cervical e rapidamente foram retirados o tecido adiposo visceral,
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pancreas e o figado (Figura 9). O protocolo descrito foi realizado em duas levas experimentais

distintas.
16 SEMANAS
{ 12 SEMANAS 4 SEMANAS \
! [ M |
N D SD
. SD+RC 30%
ICdS7BI machose fémeas HFD HFD+RC 30%
ade3-4 meses

n=62 (a0 menos n=15 por grupo; Miller et al., 2017) l

Testes comportamentais
GTT
ITT
Eutandsia

Proteinas 12%, carboidratos 27%
e lipideos 61%

Dieta padrao

Figura 9: Desenho experimental- bloco 1.

4.3.2. Protocolo experimental 2: Efeito da restrigdo calorica nas alteragdes metabolicas,
comportamentais € neuroquimicas em modelo experimental de hipercolesterolemia familiar

de camundongos nocautes do receptor de LDL de meia-idade.

O segundo desenho experimental foi conduzido para testar a hipotese de que uma
intervencao com RC de 30% isolada ou associada com o farmaco hipoglicemiante metformina seria
capaz de reverter ou atenuar as alteragoes metabdlicas, comportamentais € neuroquimicas induzidas
pela exposicdo a niveis elevados de colesterol ao longo da vida. Para isso, foram usadas

camundongos fémeas de linhagem nocaute do receptor de LDL (LDLr ™

), com dez meses de idade
ao inicio dos experimentos. Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, sendo eles:
1) controle (LDLr 7-; n=8), 2) restri¢do caldrica de 30% (LDLr "+RC; n=8), 3) metformina (LDLr
+MET; n=8) e 4) associa¢do de restri¢io caldrica e metformina (LDLr "+RC+MET; n=9). Um
grupo de animais da linhagem C57Bl/6 (n=10), do mesmo sexo e idade dos animais LDLr"", foi

mantido como controle do LDLr”"

e nao receberam nenhum tipo de intervencao. A metformina foi
disponibilizada na agua de beber, na concentracdo de 4mg/mL, com acesso ad libitum e a solugdo
era trocada a cada dois dias para evitar oxidacdo do farmaco (Chaudhari et al., 2020). Para

determinar a quantidade de dieta que o grupo RC recebeu, foi medida, antes do inicio do protocolo
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experimental, a ingestdo diaria de alimentos, por um periodo de sete dias, para calcular o consumo
médio. Do valor encontrado foi retirado 30% e oferecido aos animais dos grupos restricdo
diariamente. A ingestdo hidrica e de alimentos foi mensurada diariamente ao longo de todo
experimento. Ao final do periodo 4 semanas, os animais foram submetidos a uma bateria de testes
comportamentais, sendo o primeiro teste o campo aberto, seguido pelo reconhecimento de objetos,
labirinto em T e esquiva inibitéria. Foi feito um teste comportamental por dia e 24h apos o ultimo
teste comportamental, os animais, em jejum calorico de seis horas, iniciado as 7h da manha, foram
anestesiados com uma mistura de cetamina (80 mg/kg; i.p.) e xilazina (10 mg/kg; i.p.) € o sangue
coletado por pun¢ao cardiaca para a realizacdo das analises das concentragdes plasmaticas de
colesterol, triglicerideos, glicose e proteinas totais. Na sequéncia, com animais ainda em anestesia,
foi retirado o tecido adiposo visceral. Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e o
cortex pré-frontal e o hipocampo dissecados para determinacao das concentragdes de IL 1-f e TNF-

o nessas regides (Figura 10).

N\

Fémeas
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A
[ \

+ (57 (n=10) . _____________________________________________________ Inuaam

* LDLr 7/ (n=8) l

+ LDLr 7+RC 30% (n=8) 34° Eutanasiae
* LDLr 7+MET (4 mg/ml; n=8) coleta de tecidos

¢ LDLr /+RC 30%+MET (4 mg/ml; n=9) 29° dia: Campo aberto

30° dia: Reconhecimento de objetos
31° dia: Labirintoem Y
32° e 33° dias: Step down

Figura 10: Desenho experimental — bloco 2

4.4. Temperatura corporal, consumo caldrico e eficiéncia caldrica

Para medir a temperatura corporal, foi utilizado um termometro infravermelho de superficie da
marca Bioland e a medida foi realizada perianal. Para isso, cada animal foi posicionado em cima de
uma grade metalica, a base da cauda fixada com dois dedos e as patas traseiras levemente elevadas,
permitindo exposicdo da area ano-genital. Para minimizar os efeitos de confusdo causados pela

micc¢do ou defecagdo, as medigdes de temperatura s6 foram realizadas quando a area de medicao
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estava limpa. As medigdes foram realizadas semanalmente, com tempo de leitura de
aproximadamente 3—4 segundos com o termdmetro mantido a 1-2 cm do local de leitura (Mei et al.,
2018). A média da temperatura corporal ao longo do experimento foi calculada a partir do somatorio

obtido em cada semana, dividido pelo numero de semanas do protocolo.

Para calcular o consumo caldrico, a racao de cada caixa foi pesada em uma balanga e o valor
encontrado foi subtraido do peso original de ragdo disponibilizada, obtendo assim o consumo por
caixa em cada semana do experimento, em gramas. Para transformar o valor do consumo de
gramas/caixa para Kcal per capita, foi realizado o calculo que considera as calorias cada

macronutriente e o valor encontrado foi divido pelo nimero de animais da caixa.

O consumo caldrico obtido em Kcal foi utilizado para averiguar a eficiéncia calorica da dieta,
dado que remete a quantidade de calorias que o organismo ¢ capaz de estocar a partir do seu consumo

e pode ser calculada por meio da férmula: Eficiéncia calorica = A massa (g)/consumo calorico (kcal).

4.5.Testes comportamentais

Todos os testes comportamentais foram realizados durante a fase clara (8h:00min -12h:00min),
em uma sala com temperatura controlada (23°C, umidade entre 40% e 60%), com baixa intensidade
de luz (12 Ix), e foram gravados (webcam Microsoft VX 3000). Para minimizar a presenca de pistas
olfativas, os aparatos utilizados foram cuidadosamente higienizados com etanol a 10% antes de se
iniciar cada protocolo experimental e a cada troca de animal ou tentativa. Além disso, apenas o
pesquisador responsavel pelo manuseio dos animais tinha ciéncia de qual grupo cada animal

pertencia, sendo o avaliador do teste cego.
4.5.1. Campo Aberto

Relevancia do modelo: Este modelo ¢ empregado para avaliar a atividade exploratdria dos animais.
A tendéncia natural do animal em um ambiente novo ¢ a de explora-lo, apesar do estresse e do
conflito provocado pelo ambiente novo (Prut e Belzung, 2003). A avaliacdo da atividade locomotora
espontanea de roedores tem sido utilizada para analisar o putativo efeito de drogas sobre o sistema

nervoso central, sendo que agentes que suprimem a atividade locomotora podem/devem apresentar
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acdo/propriedades sedativas e agentes que aumentam a atividade locomotora podem/devem

apresentar propriedades estimulantes (Archer, 1973).

Protocolo Experimental: Neste paradigma permite-se aos animais livre exploragao por uma caixa de
50 cm x 50 cm x 40 cm de volume, feita de madeira e revestida de material impermeavel de cor
branca, com assoalho pardo dividido por linha em 25 quadrados (10 x 10 cm cada). Os animais
foram posicionados no centro do aparato e foi permitido explorar liviemente o aparato por 5 minutos.
Foram avaliados os seguintes parametros comportamentais: numero total de cruzamentos periféricos
e centrais, tempo no centro, numero de levantamentos verticais, nimero de fezes, tempo de

autolimpeza (Prut, Belzung, 2003).
4.5.2. Labirintoem T

Relevancia do modelo: O protocolo de alternancia forgada foi adaptado de Wolf e colaboradores
(2016) e avalia memoria espacial de curto prazo em roedores. Baseando-se na premissa que roedores
possuem um comportamento natural de exploragdo diante da novidade, de modo que nesse teste,
espera-se que o animal que aprendeu a tarefa permaneca mais tempo explorando o brago novo,

quando comparado aos demais bragos ja explorados.

Protocolo Experimental: O aparato experimental ¢ feito de acrilico transparente com um brago
central e dois bragos laterais posicionados a uma angulagdo de 90° com o brago central. Cada brago
do labirinto tinha 30 cm de comprimento, 9 cm de largura e 12 cm de altura, e a parede no final de
cada brago era marcada com um padrao preto e branco diferente. O teste consistiu em um treino de
5 minutos seguido de uma fase de teste de 5 minutos. Durante o treino, o animal teve a oportunidade
de explorar apenas dois bragos do aparato enquanto a entrada no terceiro brago estava bloqueada, e
30 min ap0s essa fase o animal foi recolocado no aparato e passou a ter acesso aos trés bragos. O
numero de entradas (definido pela colocagdo das quatro patas em um brago) e o tempo gasto em

cada brago foram registrados.
4.5.3. Teste esquiva inibitéria

Relevancia do modelo: A esquiva inibitéria ¢ uma tarefa comportamental usada para investigar
processos de aprendizagem e memoria em roedores (McGaugh e Roozendaal, 2009). Os roedores
devem codificar diferentes informagdes para obter uma associacao correta entre um local especifico

dentro do aparato e o estimulo aversivo do choque nas patas (McGaugh e Roozendaal, 2009).
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Laténcias de teste de retengao mais longas, induzidas, por exemplo, por manipulacao de drogas pos-
treinamento, poderiam indicar que o animal desenvolveu uma representacdo mais precisa ou

detalhada da experiéncia de treinamento.

Protocolo Experimental: O aparelho consistiu em uma caixa de 0,5 x 0,25 x 0,25 m com uma
plataforma de 0,09 x 0,05 x 0,02 m colocada no centro, cercada por um piso feito de barras de bronze
paralelas e conectada a uma fonte de energia. Durante as sessdes de treinamento, camundongos
foram gentilmente colocados na plataforma e quando eles desceram com as quatro patas no piso do
aparato, receberam um choque de 2 mA por 2 segundos. A laténcia para descer foi registrada. Para
avaliacdo da reten¢do da memoria, os animais foram novamente colocados no topo da plataforma,
aos 90 minutos e vinte e quatro horas ap6s o treinamento, ¢ a laténcia para descer foi registrada

novamente.
4.5.4. Reconhecimento de objetos

Relevancia do modelo: A tarefa de reconhecimento de objetos avalia a habilidade de roedores em
reconhecer um novo objeto no ambiente. Basicamente, neste teste, ndo ha refor¢os positivos ou
negativos, e esta metodologia afere a preferéncia natural por novos objetos exibida por roedores. O
procedimento experimental consiste em trés fases: habituagdo, familiarizagdo e a fase de teste.
Ressalta-se que a tarefa de reconhecimento de objetos € particularmente atrativa porque ndo requer
motivagdo externa, recompensa ou puni¢do — apenas um pouco de treinamento e habituagdo ¢
requerido — sendo que a tarefa pode ser completada em um periodo relativamente curto de tempo.
Os resultados deste paradigma sao influenciados tanto por lesdes hipocampais quanto corticais

(Buckmaster et al., 2004).

Protocolo experimental: O aparato utilizado foi o0 mesmo utilizado no teste campo aberto, descrito
anteriormente. O procedimento consistiu em uma sessao de habituagdo ao aparato com duracao de
5 minutos, na qual o animal teve a oportunidade para livre exploragdo. Este modelo ¢ empregado
para avaliar a atividade exploratéria dos animais (Prut e Belzung, 2003). Ap6s 24 horas da
habituagdo, os animais foram reexpostos ao campo aberto por 5 minutos, contudo nesta apresentagao
(treino) dois objetos idénticos eram apresentados aos animais. Neste momento, foi registrado o
tempo de exploracdo de cada um dos objetos colocados na caixa. Depois do treino os animais
retornaram a sua caixa moradia e aguardaram até o momento do teste, 30 minutos apds o treino. No

momento do teste, porém, um dos objetos foi trocado por um objeto diferente e registrado o tempo
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de exploracao de cada um dos objetos. Os seguintes comportamentos foram considerados como
exploracao do objeto: cheirar, tocar ou observar o objeto a menos de 1 cm de distancia. Este tempo
de exploracao foi utilizado para o calculo do indice de localiza¢do de objetos: (T novo x 100) / (T
novo + T antigo), onde T novo € o tempo gasto explorando o objeto novo e T antigo ¢ o tempo gasto

explorando o objeto antigo, e foi utilizado como parametro de memoria (Leger et al., 2013).
4.5.5. Teste de Borrifagem de Sacarose

Relevancia do modelo: A autolimpeza ¢ um comportamento inato e importante no repertorio
comportamental de roedores, tendo hormonios, neuromoduladores e varias regides do encéfalo
envolvidas nesse comportamento (Kalueff e Tuohimaa, 2004). Outra caracteristica do teste, ¢ que
ao borrifar sacarose no dorso do animal, substancia doce e palatavel, o animal tem motivagao para
continuar o comportamento de autolimpeza. J4 estd descrito na literatura, que pessoas
diagnosticadas com depressdo, bem como modelos animais de estados tipo-depressivos, tém
disfun¢do no sistema de recompensa e, por conta disso, deixam de realizar tarefas que outrora
prazerosas, comportamento conhecido como anedonia. Este teste seguiu o protocolo descrito por
Isingrini et al. (2010), com modificagdes. Os indicios de falta de autocuidado e comportamento

motivacional s3o considerados como comportamentos do tipo depressivo (Moretti et al., 2012).

Protocolo experimental: Trata-se de borrifar ImL de solucao de 10% de sacarose no dorso do animal,
que estava disposto, individualmente, em uma caixa acrilico (30 x 30 x 20 cm). Devido a sua
viscosidade, a solucdo de sacarose ‘“suja” o pelo do animal, induzindo um comportamento de
autolimpeza (grooming) do mesmo. Depois de aplicar a solugdo de sacarose, a frequéncia (duracao)
e a laténcia para o inicio do comportamento de grooming foram observados por 5 min. O aparato foi

limpo com uma solucdo de etanol 10% entre os testes, para eliminar pistas olfativas.
4.5.6. Suspensao pela cauda

Relevancia do modelo: O teste da suspensdo pela cauda foi desenvolvido por Steru e colaboradores
(1985) baseado na premissa que um animal submetido a uma situagdo estressante e inescapavel
apresenta dois tipos de comportamentos alternados, a agitagcdo, caracteristica da tentativa de escape
da situagdo de estresse, e a imobilidade. Este padrao de comportamento também pode ser chamado
de “searching-behavior”, caracterizado pela alternancia de intensa atividade motora e gasto de

energia com a imobilidade (Steru et al., 1985; Cryan e Holmes, 2005).
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Protocolo experimental: Os animais foram colocados em uma sala, com controle de ruidos, onde
foram suspensos a 30 cm acima da bancada por meio de uma fita adesiva presa na ponta da cauda e
em uma superficie plana. E importante ressaltar que os animais ndo tiveram acesso a nenhuma
parede ou compartimento que possa favorecer a subida. O teste foi registrado, com o auxilio de uma
camera de video, durante um periodo de 6 min. O tempo de imobilidade foi analisado de forma que
foram considerados imoveis os animais que ndo apresentaram movimentos ativos ou qualquer
movimento corporal. Foram observados o tempo para a primeira imobilidade (laténcia) e o tempo
de imobilidade.

4.6.Ensaios bioquimicos

4.6.1. Adiposidade visceral

A gordura visceral foi cuidadosamente removida, pesada e fixada em paraformaldeido 4%

tamponado — pH 7,2 ap0s a eutanasia dos animais.

4.6.2. Quantificagdo dos niveis plasmaticos de triacilglicerois, colesterol, proteinas totais, glicose,

colinesterase, transaminase oxalacética (TGO) e transaminase piravica (TGP)

As analises foram realizadas utilizando reagentes comerciais (Gold Analisa, Belo Horizonte, MG,

Brasil), seguindo as especificacdes do fabricante. Os resultados estdo expressos em mg/dl.
4.6.3. Contetudo de colesterol e triglicerideos hepaticos

As amostras de figado, pesando entre 95-105 mg foram transferidas para tubos de ensaio contendo
NaCl e homogeneizadas com dispersor Ultra-Turrax T18 (IKA, Staufen, Alemanha). Em seguida
foi adicionado 2mL de cloroférmio-metanol (2:1) e os tubos foram levados a centrifuga, resultando
na formagao de trés porg¢des distintas, sendo uma NaCl, outra tecido e a terceira metanolica. A parte
metanolica foi retirada e levada para secar em banho maria. Posteriormente foi ressuspendida com
solugdo de Triton/metanol (2:1) e utilizando reagente comercial para quantificagdo de colesterol e

triglicerideo (Gold Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as especifica¢des do fabricante.
4.6.4. Teste intraperitoneal de tolerancia a glicose (ipGTT):

Os animais foram submetidos a um jejum caldrico de 6 h e o teste foi iniciado as 13h. A glicemia

de jejum foi coletada no tempo 0, por meio de um pique na ponta da cauda dos animais, sendo a
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primeira gota de sangue descartada e a segunda utilizada para a determinagao da glicemia utilizando
um glicosimetro (Accu-check, Roche Diagnostic). Ap6s a primeira medigdo (tempo 0) foi dado uma
injecdo i.p. de 2 g / kg de D (+)-glucose (Sigma Aldrich, St Louis, MO) e medida a glicemia nos
tempos 15, 30, 60 e 120 min. Os resultados foram expressos em mg/dL. A area sob a curva (AUC)

foi obtida apos a normalizagdo pelo valor inicial.
4.6.5. Teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT):

A glicemia foi medida no minuto 0 a partir de um pique na ponta da cauda do animal utilizando um
glicosimetro (Accu-check, Roche Diagnostic). Imediatamente apds, foi administrado solugdo
contendo insulina humana recombinante (Humulin, Lilly, Indianapolis, Ind., EUA), em dose
equivalente a 0,75 Ul/kg de peso corporeo, i.p. Foram colhidas amostras de sangue adicionais nos
tempos 10, 20, 30, 60 e 120 min para medicao de glicose sanguinea. A constante de decaimento da
glicose sanguinea (xITT) foi calculada a partir da curva obtida com valores log-transformados

obtidos nos tempos entre 0 ¢ 60 minutos apds a administracdo de insulina (Gomes et al, 2019).

4.6.6. Determinacao dos niveis de TNF-a e IL 1-B hepaticos e no hipocampo ¢ IL 1-f no cortex

pré-frontal:

Os niveis de IL 1-B e TNF-a foram avaliados utilizando kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA)
de acordo com as recomendacdes do fabricante (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA), e os
resultados foram expressos em picogramas por miligrama de proteina em cada amostra. A
quantidade de proteina foi avaliada pelo método de Bradford (1976). A albumina sérica bovina

(Sigma) foi usada como padrao.

4.7. Analise estatistica:

Os resultados estdo apresentados como a média £ desvio padrao da média, com excecao da
laténcia para descer da plataforma no teste da esquiva inibitoria que segue expresso como mediana
+ intervalo interquartil, uma vez que o tempo de laténcia nesse teste ndo obedece a uma distribui¢ao
normal, atestada pelo teste Shapiro-Wilk. Dessa forma, para andlise dos dados continuos de
distribuicdo ndo normal realizamos uma analise ndo paramétrica por meio do teste Kruskal-Walis,

e teste de Dunn’s para multiplas comparagdes. Para comparagdo dos tempos de laténcia de descida
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da sessao treino versus o teste (medidas dependentes) envolvendo o mesmo animal, analisamos pelo
teste de Wilcoxon, um teste ndo paramétrico equivalente ao teste t pareado. Foi realizado o teste de

Grubbs para identificagdo de possiveis outliers e quando detectados foram retirados da analise.

As diferencas estatisticas entre os grupos experimentais do bloco 1 foram detectadas com analise
de variancia (ANOVA) de duas vias (fatores dieta e restricdo calorica), seguida pelo teste de
Newman-Keuls, para multiplas comparagdes entre grupos. No segundo bloco experimental, a fim
de comparar o grupo controle da linhagem C57Bl/6 com o controle LDL foi realizado um teste T e
as diferengas estatisticas entre os grupos experimentais da linhagem LDL foram detectadas com
analise de variancia (ANOVA) de duas vias (fatores metformina e restri¢ao calérica), seguida pelo

teste de Newman-Keuls, para multiplas comparacdes entre grupos.

Para o teste do reconhecimento de objetos e labirinto em T também realizamos um teste T para
cada grupo contra um valor hipotético de 50 e 33%, respectivamente, para verificar se houve ou ndo

aprendizado da tarefa proposta.

Valores de p menores que 0,05 (P <0,05) foram considerados como indicativos de significancia.
Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o programa Statistica® (StatSoft Inc., Tulsa,

Oklahoma, EUA) e para gerar os graficos foi utilizado o programa GraphPad Prism 8.
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5. RESULTADOS

5.1. Protocolo 1: Efeitos da restricdo calorica nas alteragdes metabolicas € comportamentais
induzidas por consumo cronico de HFD.

5.1.1. Parametros metabdlicos:

5.1.1.1.Consumo caldrico, variacdo da massa corporal, eficicia caldrica e média da temperatura

corporal.

A figura 11 A mostra o consumo calorico per capita dos machos e a 11 B das fémeas ao

longo do protocolo experimental. A ANOVA de duas vias com medidas repetidas mostrou efeito da

dieta nas primeiras 12 semanas, sendo o consumo caldérico maior nos grupos de machos (F,

9=5,2575; P< 0,05) e fémeas (F(1, 8=6,4204; P< 0,05) tratados com HFD em comparacdo com os

animais tratados com SD. Além disso, de 12 até 16 semanas foi encontrado efeito da repeticao (F4,
84=3,0760; P< 0,05), da RC (Fq, 9=12,837; P< 0,05) e interagdo entre repetigdo ¢ RC (Fs4,
84=4,1369; P< 0,05) nos animais machos e ainda efeito da repeticao (F4, 70=2,6278; P< 0,05) e

interacdo entre repeticdo e dieta (F(4, 70=3,0119; P< 0,05) nas fémeas, porém sem diferencas

significativas no post-hoc de ambos 0s sexos.
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Figura 11: Consumo caldrico ao longo das 16 semanas de protocolo experimental.

- SD
-o- SD+RC
—+ HFD
- HFD+RC

A) consumo caldrico dos camundongos machos; B) consumo calorico das camundongos fémeas. Os valores estdo
expressos em média + desvio padrdo da média. # mostra efeito da dieta por ANOVA de duas vias (p < 0,05); & indica
efeito do fator RC por ANOVA de duas vias (p < 0,05); SD (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo

8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos e 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos e 8 fémeas).
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Com relagdao a variagdo de massa corporal (figura 12 A) durante as quatro semanas de
interven¢do, a ANOVA de duas vias indicou efeito significativo para o fator RC (F(1, 20=48,784; P<
0,05) e interacdo entre dieta e RC (F(1, 20=10,392; P< 0,05) nos camundongos machos. As
comparagdes do post-hoc subsequente revelaram diminui¢ao da massa corporal nos animais machos
dos grupos SD+RC e HFD+RC quando comparados aos seus respectivos controles. A ANOVA de
duas vias ndo indicou efeitos significativos em relagdo ao pardmetro de massa corporal nos

camundongos fémeas.

A eficécia caldrica (figura 12 B), célculo feito levando em conta a massa corporal e o
consumo caldrico do animal mostrou efeito da RC (F1, 20=36,163; P< 0,05) e intera¢do entre os
fatores dieta ¢ RC (F(1, 29=5,8884; P< 0,05) nos camundongos machos. O post-hoc mostrou
diminui¢do da eficacia calérica nos grupos submetidos a RC quando comparados aos seus controles.
A ANOVA de duas vias ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos de fémeas para essa

variavel.

Ademais foi monitorado a temperatura corporal dos animais e os dados sao apresentados na
figura 12 C. A ANOVA de duas vias nao mostrou diferenca significativa entre os grupos de machos

ou fémeas para essa variavel.

81



A Massa corporal (g)

X

10
A
54 *  Ada *
[ ]

(o] O AXA

0_
(o)

o A
_5_
-10 T T T T T T T T

Machos Fémeas

C

Média da temperatura
corporal (°C)

Eficiéncia caldrica

X
0.10
* A *
0.05- 0 i
0.00 »
-0.05 °
-0.10
-0.15 T T T T T T | |
L XQ_O ng S‘O igooxq.o ng ><<2_0
%0 QSO S ng
Machos Fémeas

37.04
36.5-

[J
36.0- & |5 4
35.5 |®e
35.0 11

oY XQ‘O ng ng

Machos Fémeas

Figura 12: Variacdo da massa corporal, eficicia caldrica e média da temperatura corporal ao longo das 16 semanas de

protocolo experimental.

A) A Massa corporal (g) (massa final- inicial); B) Eficacia calorica (A Massa corporal (g)/ consumo caldrico (kcal); C)

Média da temperatura corporal. Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo da média. X denota o efeito da

interagao entre os fatores dieta e RC por ANOVA de duas vias (p < 0,05); Resultados do teste post-hoc de Newman—
Keuls, onde * p < 0,05 SD x SD+RC e HFD x HFD+RC; SD (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo

8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos e 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos e 8 fémeas).

5.1.1.2.Gordura visceral
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A ANOVA de duas vias identificou efeito da RC (F1,26=14,301; P< 0,05) no parametro de
gordura visceral em camundongos machos, mostrando uma redug¢do da massa de gordura visceral

nos grupos RC. A ANOVA ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos de fémeas para esse

parametro.

il
Q0

Gordura visceral (%)
N
]

Figura 13: Gordura visceral (%).

Os valores estdo expressos em média + desvio padrio da média. Gordura Visceral (%) = peso gordura
visceral*100/massa final. & indica efeito do fator RC por ANOVA de duas vias (p < 0,05); SD (n=15, sendo 8 machos
e 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos e 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos

e 8 fémeas).

5.1.1.3.Glicemia de jejum

Em machos, a ANOVA de duas vias indicou efeito da dieta (F(i, 28=28,914; P< 0,05) e da
RC (F,28=65,759; P< 0,05) para o parametro de glicemia de jejum (figura 14). A HFD aumentou
a glicemia de jejum dos camundongos machos quando comparados aos grupos que receberam dieta
padrdo e a RC diminuiu os niveis glicémicos tanto em animais que recebiam a dieta padrdo quanto
a HFD. Nas fémeas, por sua vez, a ANOVA mostrou efeito da RC (F(1, 25=40,423; P< 0,05), com

redugdo os niveis glicémicos nos grupos SD+RC e HFD+RC.
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Figura 14: Efeito do tratamento com HFD e RC na glicemia de jejum (mg/dL) de camundongos.

Os valores estdo expressos em média & desvio padrdo da média. & denota o efeito da RC por ANOVA de duas vias (p
<0,05); # denota o efeito da dieta por ANOVA de duas vias (p < 0,05); SD (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), SD+RC
(n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos ¢ 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos ¢ 8 fémeas).

5.1.1.4.Teste de tolerancia a glicose (ipGTT)

A figura 15 mostra os dados do ipGTT, sendo o grafico A representativo da curva glicémica
dos machos ao longo do teste, o grafico B das fémeas e o C a area sob a curva (AUC) de ambos os
sexos. Para os machos (figura 15 A), a ANOVA de duas vias com medidas repetidas indicou efeito
da RC (F(1,28=56,294; P< 0,05), da repeticao (Fu, 112)=193,47; P< 0,05) e interagdo entre repeticao
e RC (Fu, 112=16,421; P<0,05), repeticao e dieta (F, 112=3,1175; P< 0,05) e repeti¢do, dieta e RC
(F4,112=2,6947; P< 0,05). As comparagdes do post-hoc revelaram niveis de glicose mais baixos nos
machos submetidos a RC, nos tempos 15 e 30 min, em comparagdo com 0s respectivos grupos
controle.

Nas fémeas (figura 15 B), a ANOVA de duas vias com medidas repetidas apontou efeito da
dieta (F(1, 25=4,6506; P< 0,05), da RC (F(1, 25=6,9555; P< 0,05), da repeticao (F, 100=136,57; P<
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0,05), interacdo entre dieta e RC (F(1, 25=5,5320; P< 0,05), repeticao e dieta (F4, 100=3,9285; P<
0,05), repeticao e RC (F4, 100=3,0694; P< 0,05) e ainda, repeti¢do, dieta € RC (F4, 100=2,9354; P<
0,05). O post-hoc mostrou diminui¢do da glicemia nos grupos que receberam dieta padrdo ou
hiperlipidica associados a RC nos tempos 15, 30 e 60 quando comparados aos seus controles.

Na AUC (figura 15 C) a ANOVA de duas vias mostrou efeito da RC (F(1, 28=18,484; P<
0,05) nos machos e interacao entre os fatores dieta e RC (F(1, 25=5,1196; P< 0,05) nas fémeas. O
post-hoc mostrou diminuicdo da AUC no grupo de fémeas que recebeu HFD e RC quando

comparado ao seu respectivo controle.
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Figura 15: Teste de tolerancia a glicose (mg/dL).

A) Curva glicemia dos machos; B) Curva glicemia de camundongos fémeas; C) Area sob a curva do teste de tolerancia
a glicose. Os valores estdo expressos em média £ desvio padrao da média. XXX indica interacdo significativa entre os
fatores dieta, RC e repeticao por ANOVA de duas vias com medidas repetidas (p < 0,05); & denota o efeito da RC por
ANOVA de duas vias (p < 0,05); Resultados do teste post-hoc de Newman—Keuls, onde * p < 0,05 SD x SD+RC e HFD
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x HFD+RC; SD (n=15, sendo 8 machos ¢ 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos
e 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos ¢ 8 fémeas).

5.1.1.5.Teste de tolerancia a insulina (ipITT)

A figura 16 apresenta os resultados obtidos no teste ipITT, sendo o grafico A representativo
da curva glicémica dos machos ao longo do teste, o grafico B das fémeas e o C a constante de
decaimento (Kirr) calculada para ambos os sexos. Tanto para os camundongos machos (figura 16
A) quanto nas fémeas (figura 16 B), a ANOVA de duas vias com medidas repetidas indicou efeito
da repeticdo (machos: Fs, 140=51,439; P< 0,05/ fémeas: Fs, 125=13,007; P< 0,05) e interacdo entre
repeticdo e RC (machos: Fs, 140=22,241; P< 0,05/ fémeas: Fs, 140)=22,241; P< 0,05). Em resposta a
injecdo de insulina, os grupos submetidos a RC tiveram menor decaimento da glicemia em todos os
tempos do teste, tanto em machos quanto em fémeas. Para a constante de decaimento (figura 16 C)
a ANOVA mostrou efeito da RC (F(1,29=40,226; P< 0,05) nos machos. Nas fémeas, houve efeito da
dieta (F1,23=9,1621; P< 0,05) e interag¢do entre os fatores (F(i,23=13,980; P< 0,05) na constante de
decaimento e o post-hoc mostrou diminuicdo da constante de decaimento nas fémeas do grupo

HFD+RC quando comparado ao seu controle.

A figura 16 D mostra a concentracdo plasmatica de insulina, a ANOVA ndo mostrou

diferenca significativa entre os grupos de machos e fémeas para esse parametro.
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Figura 16: Teste de tolerancia a insulina (mg/dL).

A) Curva glicemia dos machos; B) Curva glicemia de camundongos fémeas; C) Constante de decaimento do teste de
tolerancia a glicose; D) Insulina plasmatica (ul/mL). Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo da média. &
denota o efeito da RC por ANOVA de duas vias (p < 0,05); X indica interagao significativa entre fatores por ANOVA
de duas vias com medidas repetidas (p < 0,05); Resultados do teste post-hoc de Newman—Keuls, onde * p < 0,05 SD x
SD+RC e HFD x HFD+RC; SD (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD
(n=15, 8 machos e 7 f€émeas), HFD+RC (n=17, 9 machos e 8 fémeas).

5.1.1.6. Niveis plasmaticos de triacilglicerdis, colesterol, colinesterase, transaminase oxalacética

(TGO) e transaminase piravica (TGP)

A figura 17 mostra os resultados das andlises plasmaticas realizadas. Ao verificarmos os

niveis plasmaticos de colesterol (figura 17 A), constatamos pela ANOVA de duas vias efeito da
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dieta nos camundongos machos (F(1, 29)=14,778; P< 0,05), com aumentos dos niveis de colesterol

nos grupos alimentados com a HFD, porém nenhuma alteracao foi observada em fémeas.

Para o parametro de triglicerideo plasmatico (figura 17 B), a ANOVA de duas vias mostrou
efeito da RC (F(, 28=4,2173; P< 0,05) nos machos, havendo elevagdo dos niveis de triglicerideos
plasmatico nos grupos tratados com a RC. Nas fémeas, a ANOVA de duas vias ndo mostrou efeito

significativo.

A ANOVA de duas vias também ndo mostrou efeito significativo nas andlises de
colinesterase (figura 17 C) e TGO (figura 17 D) tanto em machos quanto em fémeas. A figura 17 E
mostra dos dados de niveis de TGP plasmatico e a ANOVA de duas vias mostrou efeito da dieta nos
machos (F(1, 28)=5,0402; P< 0,05), com diminui¢do dos niveis de TGP nos animais tratados com

HFD e sem efeito significativo nas fémeas.
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Figura 17: Analise de variaveis plasmaticas (mg/dL) de camundongos submetidos a interveng@o crénica com HFD e
RC.

A) Colesterol plasmatico; B) Triglicerideos plasmaticos; C) Colinesterase plasmatica; D) TGO; E) TGP. Os valores
estdo expressos em média + desvio padrdo da média. # denota o efeito da dieta por ANOVA de duas vias (p <0,05); &
denota efeito da RC detectado pela ANOVA de duas vias (p < 0,05); SD (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), SD+RC
(n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos e 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos e 8 fémeas).

5.1.1.7. Conteudo de colesterol e triglicerideos hepaticos

Nos camundongos machos, a ANOVA de duas vias mostrou efeito da dieta (F(1,21y=6,1970;
P<0,05) para o parametro de colesterol hepatico (figura 18 A), com elevagdo dos niveis de colesterol
nos grupos tratados com a HFD. Ainda sobre esse parametro, nas fémeas, a ANOVA de duas vias
mostrou efeito da RC (F(1,21y=4,5091; P< 0,05), com incremento nos niveis de colesterol nos grupos
submetidos a RC. Para a variavel triglicerideo hepatico (figura 18 B), a ANOVA de duas vias
apontou efeito da dieta (F(1,24=10,199; P< 0,05) e RC (F(1,24=39,427; P< 0,05) em machos, sendo
observado elevagdo dessa variavel nos grupos SD+RC, HFD ¢ HFD+RC. Nas fémeas, foi observado
efeito da dieta (F(1, 23y=4,6504; P< 0,05), com aumento do triglicerideo hepatico nos grupos que

receberam HFD.
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Figura 18: Analise de variaveis hepaticas (mg/dL) de camundongos tratados de HFD e RC.
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A) Colesterol hepatico; B) Triglicerideo hepatico. Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo da média. &
denota o efeito da RC por ANOVA de duas vias (p < 0,05); # indica efeito da dieta por ANOVA de duas vias (p < 0,05);
SD (n=15, sendo 8 machos ¢ 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos e 7 fémeas),
HFD+RC (n=17, 9 machos ¢ 8 fémeas).

5.1.1.8. Determinagdo dos niveis de TNF-a e IL 1-B hepaticos

Em relacdo aos niveis de TNF-a no figado (figura 19 A), ANOVA de duas vias mostrou
efeito da dieta nos machos (F(1,28=9,1599; P<0,05), com diminui¢do da concentracdo dessa citocina
nos grupos alimentados com HFD. Nas fémeas a ANOVA de duas vias apresentou interagdo entre
os fatores restri¢do e dieta (F(1,23)=7,3473; P<0,05). No post-hoc realizado nas fémeas foi observado
aumento dos niveis do TNF-a no grupo que recebeu dieta padrdo associada a RC quando comparado
ao seu controle. J& para a variavel IL 1-B (figura 19 B) a ANOVA apontou efeito da dieta nos machos
(Fa,28=7,7678; P< 0,05), mostrando menores niveis da citocina nos grupos que receberam a HFD

associada ou ndo a RC e sem diferenca significativa nas fémeas.
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Figura 19: Efeito do tratamento com HFD e RC nos niveis de citocinas hepaticas (pg/Ml).

A) TNF-a hepatico; B) IL 1-f hepatico. Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo da média. # denota o
efeito da dieta por ANOVA de duas vias (p < 0,05); X indica interagdo significativa entre os fatores dieta ¢ RC por

ANOVA de duas vias (p < 0,05). Resultados do teste post-hoc de Newman—Keuls, onde * p < 0,05 SD x SD+RC; SD
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(n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos ¢ 7 fémeas),
HFD+RC (n=17, 9 machos e 8 fémeas).

5.1.2. Parametros comportamentais:

5.1.2.1. Campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado para avaliar atividade locomotora espontanea e
emocionalidade. Os pardmetros analisados foram os niimeros de cruzamentos totais e porcentagem
de tempo no centro do aparato, como mostrado na figura 20. A ANOVA de duas vias mostrou
interacdo entre dieta e RC no pardmetro de cruzamentos totais dos camundongos machos (F(i,
20=12,676; P< 0,05). O post-hoc mostrou diminuicdo do nimero de cruzamentos dos machos
submetidos ao tratamento com dieta padrao associada a RC e aumento do niumero de cruzamentos
nos machos tratados com HFD e RC, ambos comparados ao seu controle (figura 20 A). A ANOVA
nao mostrou diferenga significativa nas fémeas para o pardmetro de quantidade de cruzamentos, bem

como para a varidvel de tempo no centro em ambos os sexos (figura 20 B).
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Figura 20: Efeito do consumo crénico de HFD e RC na locomogao espontinea e comportamento do tipo ansioso no

campo aberto em camundongos C57Bl/6.

A) Avaliagdo do niimero de cruzamentos totais; B) tempo no centro. Os valores estdo expressos em média + desvio
padrao da média. X indica interagdo significativa entre os fatores dieta € RC por ANOVA de duas vias (p < 0,05).

Resultados do teste post-hoc de Newman—Keuls, onde * p < 0,05 SD x SD+RC e HFD x HFD+RC; SD (n=15, sendo 8
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machos e 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo 8 machos ¢ 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos ¢ 7 fémeas), HFD+RC (n=17,

9 machos e 8 fémeas).

5.1.2.2. Labirinto em T

Um dia apdés o campo aberto, os animais foram submetidos ao teste de alternancia for¢cada no
labirinto em T, para avaliar a memoria espacial de curto prazo. Esse teste consiste em fase de treino
e fase de teste, e os parametros coletados foram cruzamentos totais na sessdo de treino e de teste, e
o tempo gasto no brago novo durante a sessao de teste. Nao foi observado diferengas entre os grupos
nas fases de treino (figura 21 A) e teste (figura 21 B) para o total de cruzamento ao longo dos bragos
do aparato. Além disso, conforme mostrado na figura 21 C, para os machos do grupo SD (t=2,579;
df=7; P< 0,05) e SD+RC (t=3,190; df=5; P< 0,05), a porcentagem de tempo gasto explorando o
brago novo foi maior que a chance aleatoria de 33%. Semelhantemente, as fémeas do grupo SD
(t=3,743; df=7; P< 0,05) também exploraram o braco novo por mais tempo. Explorar mais tempo o
brago novo ¢ indicativo de aprendizado da tarefa nesses grupos. Esse resultado também mostra
prejuizo na memoria espacial de curto prazo nos grupos de machos e fémeas tratados com HFD, os
quais ndo foram revertidos pela RC. Para o mesmo dado, realizamos a ANOVA de duas vias, que
indicou efeito significativo da dieta para a varidvel de tempo no braco novo nos camundongos
machos (F(1,28=4,9071; P< 0,05), indicando o prejuizo dos animais que receberam HFD no teste e

nao mostrou alteragao nas fémeas.
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Figura 21: Influéncia da alimentagao cronica com HFD e RC na alternancia for¢ado no labirinto em T.

A) Numero de cruzamentos totais na sessdo de treinamento; B) Numero de cruzamento na sessdo de teste; C) Tempo
(%) gasto no novo brago durante o teste. Os valores estdo expressos em média + desvio padrao da média. + < p 0,05
versus nivel de chance (33% do tempo gasto explorando o novo brago no teste). # denota o efeito da dieta por ANOVA
de duas vias (p < 0,05); SD (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD
(n=15, 8 machos e 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos e 8 fémeas).

5.1.2.3. Step Down
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Com o objetivo de avaliar memoria espacial de curto e longo prazo utilizamos o modelo de

esquiva inibitoria do tipo step down. Esse teste possui uma fase de treino (figura 22 A) em que o

animal recebe um estimulo elétrico (0,3 mA por 2 segundos) nas patas ao descer da plataforma e

duas fases de teste, 90 minutos (figura 22 B) e 24h (figura 22 C) ap6s o treino. Analisamos o tempo

que o animal demora para descer da plataforma, ou seja laténcia. Por se tratar de um dado nao

paramétrico, os dados estdo expressos em mediana e intervalo interquartil. Na laténcia para descer

da plataforma no treino nao foi observado diferenca entre os grupos de machos e fémeas. Além

disso, nos testes de 90 minutos e 24h apo6s a fase de treino, também ndo identificamos diferengas

entre os grupos, porém todos os grupos aprenderam a tarefa e demoraram mais tempo para descer

da plataforma ou atingiram o tempo total do teste, 180 minutos e foram retirados do aparato.
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Figura 22: Efeito da exposi¢ao cronica a HFD e da RC na memoria aversiva de curto e longo prazo.

A) Laténcia para descer da plataforma no treino (s); B) Laténcia para descer da plataforma 90 minutos apos o treino (s);
C) Laténcia para descer da plataforma 24h apds a fase de treinamento. Os valores estdo expressos em mediana e intervalo
inter-quartil. SD (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), SD+RC (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos
e 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos ¢ 8 fémeas).

5.1.2.4.Borrifagem de sacarose

O teste da borrifagem de sacarose (figura 23) permite fazer inferéncias sobre os
comportamentos de autocuidado e anedonia. Apds borrifar uma solugdo contendo 10% de sacarose
no dorso do animal, é contabilizado o tempo para o comportamento de autolimpeza (laténcia para
limpeza; figura 23 A) e o tempo total de limpeza (figura 23 B). Na laténcia para o comportamento
de limpeza, a ANOVA de duas vias mostrou efeito da RC nos machos (F(1, 29)=5,0520; P< 0,05),
com aumento no tempo para manifestacao do primeiro comportamento de autolimpeza nos machos
submetidos a RC, porém sem efeito nas fémeas. A ANOVA de duas vias ndo indicou efeitos

significativos no tempo de autolimpeza em camundongos machos e fémeas (figura 23 B).
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Figura 23: Efeito da exposi¢ao cronica @ HFD e da RC no teste de borrifagem de sacarose.

A) Laténcia para autolimpeza (s); B) Tempo de autolimpeza (s). Os valores estdo expressos em média + desvio padrao
da média. & denota o efeito da RC por ANOVA de duas vias (p <0,05); SD (n=15, sendo 8 machos ¢ 7 fémeas), SD+RC
(n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos e 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos ¢ 8 fémeas).
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5.1.2.5. Suspensao pela cauda

Para analisar a estratégia comportamental frente a um estresse agudo inescapavel, utilizamos
o teste de suspensdo pela cauda (figura 24). Nesse teste o animal apresenta dois tipos de
comportamentos alternados, a agitacao e a imobilidade, sendo contabilizado o tempo para a primeira
imobilidade, isso €, a laténcia (figura 24 A) e tempo total de imobilidade (figura 24 B). A ANOVA
de duas vias indicou efeito da dieta no parametro de laténcia para imobilidade (figura 24 A) nas
fémeas (F(1, 25=5,5193; P< 0,05), havendo aumento no tempo para a imobilidade nas fémeas
alimentadas com HFD. Porém nao foi identificado diferencas significativas nos machos para a

mesma variavel, além de ndo haver distingdo em ambos 0s sexos para o parametro de tempo de

imobilidade (figura 24 B).
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Figura 24: Efeito da exposi¢ao cronica a HFD e da RC no teste de suspensao pela cauda.

A) Laténcia para imobilidade (s); B) Tempo de total de imobilidade (s). Os valores estdo expressos em média + desvio
padrao da média. # denota o efeito da dieta por ANOVA de duas vias (p <0,05); SD (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas),
SD+RC (n=15, sendo 8 machos e 7 fémeas), HFD (n=15, 8 machos e 7 fémeas), HFD+RC (n=17, 9 machos e 8 fémeas).

5.2. Protocolo 2 - Efeito da restricdo caldrica nas alteracdes metabolicas, comportamentais e
neuroquimicas em modelo experimental de hipercolesterolemia familiar de camundongos
nocaute do receptor de LDL de meia-idade.
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5.2.1. Parametros metabodlicos

5.2.1.1. Variagao da massa corporal

O grafico 25 A mostra a evolug¢ao ponderal da massa corporal de todos os grupos ao longo
das quatro semanas de protocolo experimental. O teste T mostrou que o grupo C57 tem maior massa
que o grupo LDLr”" ao longo de todo experimento (P< 0,05). Na linhagem LDLr”", a ANOVA de
duas vias com medidas repetidas mostrou efeito da restricdo calorica (F(1, 29)=56,951; P< 0,05) na
primeira (F, 20=37,740; P< 0,05), segunda (F(1, 29)=34,513; P< 0,05), terceira (F,20=51,617; P<
0,05) e na quarta semana. A ANOV A mostrou também efeito da restri¢ao e interacao entre os fatores
RC e metformina (F(1, 20=5,6666; P< 0,05). O post-hoc realizado mostrou diminui¢cdo da massa
corporal do grupo LDLr "+RC comparado ao grupo LDLr”", bem como do grupo LDLr”+RC+MET

quando comparado com todos os outros trés grupos.

No grafico 25 B apresentamos o delta da massa corporal (massa final — massa inicial) onde
a ANOVA de duas vias mostrou efeito da restrigdo caldrica e interagao entre dos fatores restrigao
caldrica e metfomina (F(1, 20)=5,0793; P< 0,05). O post-hoc mostrou diminui¢do da massa corporal
nos grupos LDLr"+RC e LDLr+RC+MET quando comparados ao grupo LDLr”" e aumento da

massa corporal dos grupos LDLr"+MET comparado aos animais do grupo LDLr"".
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Figura 25: Evolucdo da massa corporal dos animais ao longo de 4 semanas de intervengao.

A) Variag@o da massa corporal ponderal dos grupos experimentais. B) Delta da massa corporal (peso final - inicial). Os
valores estdo expressos em média + desvio padrdo da média. @ denota p < 0,05 no teste T do grupo C57 contra LDLr"
; & indica efeito do fator restrigdo calorica por ANOVA de duas vias (p < 0,05); X denota o efeito principal da interacdo

entre os fatores metformina e restri¢do calorica por ANOVA de duas vias (p < 0,05); Resultados do teste post-hoc de
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Newman-Keuls, onde * p < 0,05; C57 (n=10), LDLr"* (n=8), LDLr’~ +RC (n=8), LDLr" +MET (n=8), LDLr"
+RC+MET (n=9).

5.2.1.2. Gordura visceral

Nio observamos diferenca entre os animais do grupo C57 ¢ LDLr”" em relagio ao peso da
gordura visceral. Nos animais da linhagem LDLr”~, ANOVA de duas vias mostrou efeito da restrigao
caldrica (F(1, 20=42,585; P< 0,05), da metformina (F, 29)=37,556; P< 0,05) e interacdo entre os
fatores (F(1,20=7,1342; P<0,05) para tal parametro. Ainda, o post-hoc realizado mostrou diminuigao
significativa da massa de gordura visceral nos grupos LDLr"+RC, LDLr"+MET e LDLr"
+RC+MET comparados ao controle LDLr"", como mostrado na figura 26. O post-hoc mostrou que
o grupo LDLr"+RC+MET também tinha menor massa de gordura visceral que aos grupos LDLr”

+RC, LDLr+MET.

Gordura visceral (mg)

Figura 26: Peso da gordura visceral dos animais ap6s 4 semanas de intervengao.

Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo da média. X denota o efeito principal da interagdo entre os fatores
metformina e restricdo calorica por ANOVA de duas vias (p < 0,05); Resultados do teste post-hoc de Newman—Keuls,
onde * p < 0,05 comparado ao grupo LDLr"" e $ p < 0,05 comparando LDLr"+RC+MET aos grupos LDLr+RC e
LDLr“+MET; C57 (n=10), LDLr”" (n=8), LDLr"- +RC (n=8), LDLr"” +MET (n=8), LDLr"- +RC+MET (n=9).

5.2.1.3. Consumo hidrico per capita
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A ingestao hidrica dos animais foi medida diariamente e segue representada na figura 27
como consumo per capita normalizado pela massa corporal. Observamos que ao longo das quatro
semanas de protocolo experimental, os animais do grupo C57 tem uma ingesta hidrica superior ao
grupo controle LDLr”" (t=10,08, df=56; P< 0,05). Entre os grupos de animais da linhagem LDLr"" a
ANOVA de duas vias mostrou efeito da RC (F, 114y= 85,472; P< 0,05), da metformina (F(1, 114=
47,641; P< 0,05) e interagao entre os fatores RC e metformina (F(1, 114= 15,628; P< 0,05). O post-
hoc mostrou aumento do consumo hidrico nos grupos LDLr"+RC, LDLr"+MET e LDLr"
+RC+MET. A elevacgdo da ingestdo hidrica no grupo LDLr”+RC+MET foi superior aos grupos
LDLr"+RC e LDLr+MET.
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Figura 27: Ingestdo hidrica per capita ao longo de 4 semanas de intervengao.

Os valores estdo expressos em média + desvio padrao da média. @ denota p < 0,05 no teste T do grupo C57 contra
LDLr”; X denota o efeito principal da interagdo entre os fatores metformina e restri¢io calérica por ANOVA de duas
vias (p < 0,05); Resultados do teste post-hoc de Newman—Keuls, onde * p < 0,05 comparado ao grupo LDLr"" e $ p <
0,05 comparando LDLr"+RC+MET aos grupos LDLr’+RC e LDLr"+MET. C57 (n=10), LDLr”* (n=8), LDLr"- +RC
(n=8), LDLr’- +MET (n=8), LDLr"- +RC+MET (n=9).

5.2.1.4. Concentracao plasmatica de glicose, colesterol, triglicerideo e proteinas totais

A figura 28 mostra os resultados das analises plasmaticas realizadas. Ao verificarmos os niveis

plasmaticos de colesterol (figura 28A), constatamos, como esperado, aumento dos niveis de
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colesterol no grupo LDLr”~ comparado ao grupo C57 (t=18,31, df=16; P< 0,05). Para esse mesmo
parametro, a ANOVA de duas vias efeito da restricdo caldrica (F, 29=8,6497; P< 0,05), com
aumento nos niveis de colesterol plasmatico nos grupos submetidos a RC. Para o parametro de
triglicerideo plasmatico (figura 28 B), ndo encontramos diferenca entre o grupo C57 e LDLr”". A
ANOVA de duas vias mostrou efeito da metformina (F(1, 28=5,6288; P< 0,05), havendo elevacao
dos niveis de triglicerideos plasmatico nos grupos tratados com o farmaco. Para a variavel glicose
plasmatica (figura 28 C), a ANOVA de duas vias mostrou efeito da restri¢do calérica (F(1,20=4,3995;
P< 0,05) e interagdo entre os fatores (F(1,29=4,7818; P< 0,05). O post-hoc mostrou elevagao dos
niveis de glicose plasmatica nos grupos LDLr"+RC, LDLr"+MET e LDLt"+RC+MET
comparados ao grupo LDLr”". Finalmente, a ANOVA de duas vias nio mostrou efeito significativo

nos niveis de proteinas totais (figura 28 D).
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Figura 28: Analise plasmatica apos 4 semanas de intervengao.

A) Niveis de colesterol- mg/dL. B) Niveis de triglicerideo- mg/dL. C) Niveis de glicose- mg/dL. D) Niveis de proteinas
totais- g/dL. Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo da média. @ denota p < 0,05 no teste T do grupo
C57 contra LDLr”; & indica efeito do fator restri¢do calérica por ANOVA de duas vias (p < 0,05); # mostra efeito da
metformina por ANOVA de duas vias (p < 0,05); X denota o efeito principal da intera¢do entre os fatores metformina e
restricdo calorica por ANOVA de duas vias (p < 0,05); Resultados do teste post-hoc de Newman—Keuls, onde * p <

0,05; C57 (n=10), LDLr"" (n=8), LDLr"~ +RC (n=8), LDLr”* +MET (n=8), LDLr"- +RC+MET (n=9).

5.2.2. Parametros comportamentais

5.2.2.1. Campo aberto
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O teste T mostrou aumento significativo no nimero de cruzamentos totais (figura 29 A) nos
animais do grupo LDLr”~ comparado ao grupo C57 (t=3,437, df=16; P< 0,05), porém a ANOVA de
duas vias ndo mostrou efeito na locomocgao espontanea entre os grupos da linhagem nocautes. Para
a variavel de tempo no centro (figura 29 B) dado em porcentagem, identificamos diminui¢ao do
tempo no centro no grupo LDLr”" versus C57 (t=3,215, df=16; P< 0,05) e a ANOVA nio mostrou
diferenca significativa tal parametro nos grupos LDL, independentemente se tratados com restri¢ao

calorica, metformina ou ambas as intervengoes.
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Figura 29: Efeito da restri¢@o caldrica e tratamento com metformina na locomogao espontinea e comportamento do tipo

ansioso no campo aberto em camundongos C57B1/6 e LDLr"".

A) Cruzamentos totais. B) Tempo no centro (%). Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo da média. @
denota p < 0,05 no teste T do grupo C57 contra LDLr""; C57 (n=10), LDLr”" (n=8), LDLr”~ +RC (n=8), LDLr"" +MET
(n=8), LDLr”" +RC+MET (n=9).

5.2.2.2. Reconhecimento de objetos

Na sessao de treino do teste de reconhecimento de objetos (figura 30 A), ndo houve nenhuma
diferenca no indice de reconhecimento de objetos entre os grupos, denotando a auséncia de
preferéncia inata por um dos objetos. Na sessao de teste (figura 30 B), o indice de reconhecimento
foi superior a 50% para o objeto novo no grupo C57 (t=3,310, df=9, P< 0,05), demonstrando

aprendizado da tarefa apenas nesse grupo. Nos animais LDLr"", o indice de exploragio do objetivo
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foi inferior a 50%, denotando prejuizo na memoria de reconhecimento, que nao foi revertido pelo

protocolo de intervengdao com RC e/ou metformina.
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Figura 30: Efeito da restricdo caldrica e tratamento com metformina memoria de reconhecimento em camundongos
C57Bl/6 e LDLr ™.

A) Indice de reconhecimento (%) de objetos durante o treino no teste de reconhecimento de objetos; B) indice de
reconhecimento (%) de objetos durante a fase de teste. Os valores estdo expressos em média + desvio padrdo da média.
@ denota p < 0,05 no teste T do grupo C57 contra LDLr""; C57 (n=10), LDLr”" (n=8), LDLr”- +RC (n=8), LDLr"- +MET
(n=8), LDLr"* +RC+MET (n=9).

5.2.2.3. Labirintoem T

Avaliamos a memoria espacial de curto prazo usando teste do labirinto em T. O grupo LDLr
/- apresentou aumento da locomogdo espontaneo comparado ao grupo C57 durante as sessdes de
treino (t=6,425, df=16; p<0,05) e de teste (t=6,144, df=15; p<0,05) (Figura 31 A e B). Ainda, a
ANOVA de duas vias mostrou efeito da restricdo calorica no nimero de cruzamentos nas fases de
treino (F(1, 20=32,713; p<0,05) e teste (F(, 28=14,990; p<0,05). Os grupos C57, LDLr”", LDLr"”"
+MET e LDLr"+RC+MET apresentaram um aumento significativo no tempo gasto explorando o
novo brago (C57: t=3,787, df=7; p<0,05; LDLr"": t=2,903, df=7; p<0,05; LDLr+MET: t=4,201,
df=7; p<0,05; LDLtr"+RC+MET: t=5,513, df=8; p<0,05), evidenciando aprendizado da tarefa
(Figura 31 C).
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Figura 31: Efeito da restri¢@o caldrica e tratamento com metformina memoria espacial de curto prazo de camundongos

C57Bl/6 e LDLr™-.

A) Avaliacdo do numero de cruzamentos durante a fase de treino; B) Avaliacdo do numero de cruzamentos durante a
fase de teste. C) Tempo (%) de exploragdo do brago novo. Os valores estdo expressos em média + desvio padrao da
média. @ denota p <0,05 no teste T do grupo C57 contra LDLr""; & indica efeito do fator restrigdo calérica por ANOVA
de duas vias (p < 0,05); # P<0,05 comparado com 33% (denota aprendizado da tarefa); C57 (n=10), LDLr"" (n=8), LDLr"
“+RC (n=8), LDLr" +MET (n=8), LDLr"" +RC+MET (n=9).

5.2.2.4. Step Down

Usamos o teste do Step Down para avaliar memoria aversiva de curto e longo prazo. Na
laténcia para descer da plataforma (figura 32 A) nao foi observado diferenca entre os grupos. Além
disso, no teste de 90 minutos (figura 32 B) houve um prejuizo no aprendizado da tarefa no grupo
LDLr” em relacdo ao grupo C57 (t=2,199, df=15; P<0,05), porém a mesma diferen¢a nao foi
identificada no teste de 24h (figura 32 C) apods a fase de treino. No teste 90 minutos, encontramos
diferenca significativa no grupo LDLtr"+RC+MET (P= 0,0358) em rela¢do ao grupo LDLr”", com
aumento da laténcia para descer da plataforma, o que indica aprendizado da tarefa em tal grupo. No
teste de 24h observamos que todos os grupos aprenderam a tarefa e demoraram mais tempo para

descer da plataforma ou atingiram o tempo total do teste, 180 minutos e foram retirados do aparato.
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Figura 32: Impacto da restri¢do calorica e tratamento com metformina na memoria aversiva de curto e longo prazo.

A) Laténcia para descer da plataforma no treino (s); B) Laténcia para descer da plataforma 90 minutos apos o treino (s);
C) Laténcia para descer da plataforma 24h apds a fase de treinamento. Os valores estdo expressos em mediana e intervalo
inter-quartil. @ denota p < 0,05 no teste T do grupo C57 contra LDLr""; # P<0,05 denota aprendizado da tarefa; C57
(n=10), LDLr”" (n=8), LDLr”- +RC (n=8), LDLr”* +MET (n=8), LDLr"~ +RC+MET (n=9).

5.2.3. Parametros neuroquimicos
5.2.3.1. Determinacao dos niveis de TNF-a e IL 1-p no hipocampo e IL 1-f no cortex pré-

frontal

Em relagdo aos niveis de IL 1-f (figura 33 A) e TNF-a (figura 33 B) no hipocampo e IL 1-3
no cortex pré-frontal (figura 33 C), ndo identificamos diferenca significativa entre os grupos C57 e
LDLr”", bem como a ANOVA de duas vias também nio mostrou efeito entre os grupos de animais

nocautes.
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Figura 33: Niveis de TNF-a e IL 1-f no hipocampo e IL 1-B no cortex pré-frontal de camundongos submetidos a restri¢dao

caldrica e/ou tratamento com metformina.

A) IL 1-f no hipocampo; B) TNF-a no hipocampo; C) IL 1-f no cortex pré-frontal. Os valores estdo expressos em média

+ desvio padrio da média; C57 (n=10), LDLr”" (n=8), LDLr”~ +RC (n=8), LDLr" +MET (n=8), LDLr"" +RC+MET

(n=9).
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6. DISCUSSAO

O consumo de dietas com alto teor de gorduras tem sido associado a alteracdes periféricas
como o desenvolvimento de obesidade, alteragcdes metabodlicas e cardiovasculares (Lovejoy, 2002)
e alteragcdes no sistema nervoso central como prejuizos em fungdes cognitivas € emocionais
(Cordner, 2015; Abbott, 2019). Os distarbios metabolicos manifestados em humanos apds consumo
cronico de HFD s3o, de modo semelhante, observados também em camundongos (Woods et al.,
2003), sendo um modelo experimental apropriado para o estudo da obesidade (Hariri e Thibault,
2010). Animais que receberam HFD podem apresentar diminui¢ao na sensibilidade a insulina,
aumento da concentracdo plasmatica de colesterol e triglicerideos e da massa corporal (Buettner et
al., 2007), aumento na massa de tecido adiposo visceral e alteragdes que resultam em aumento de

secrecdo de adipocitocinas (Xu, et al., 2003).

Nesse contexto a RC pode ser uma estratégia dietética util, uma vez os estudos evidenciam
que os beneficios da RC incluem redugdo da massa corporal e de tecido adiposo visceral,
temperatura corporal e taxa metabodlica reduzidas, aumento da sensibilidade a insulina e redugao de
espécies reativas de oxigénio (ERO). No SNC, a RC pode resultar em atenuacio da neuroinflamagao
no hipotdlamo e no hipocampo, redug¢do dos niveis de citocinas pro-inflamatorias em contexto
obesogénico no encéfalo e no plasma, maior expressao de fator neutréfico derivado do cérebro
(BDNF) e preservacao e atenuagao de prejuizo da memoria espacial (Vasconcelos et al., 2014; Pani,
2015; Rojic-Becker et al., 2019; Weiss e Fontana 2011). Assim, o presente estudo se concentrou em
investigar os efeitos da RC nos desfechos metabolicos, comportamentais € neuroquimicos no
contexto de disfun¢do metabdlica induzida por consumo cronico de dieta hiperlipidica (HFD) em
camundongos da linhagem C57B1/6 e em um modelo experimental de hipercolesterolemia familiar,

em camundongos nocautes para receptor de LDL (LDLr"").

Nosso estudo demonstrou que o consumo cronico de uma dieta hiperlipidica alterou pardmetros
metabdlicos como aumento da glicemia de jejum, colesterol plasmatico e diminui¢do da
concentracdo séricas de TGP. No figado, a HFD elevou o colesterol e triglicerideo e reduziu
citocinas inflamatorias. No comportamento, a dieta prejudicou a memoria espacial de curto prazo.
O impacto da RC nos desfechos metabolicos incluiu diminui¢do da massa corporal e gordura

visceral, glicemia de jejum, melhorou a tolerancia a glicose, elevou a concentragdo sérica de

108



triglicerideo e concentragdo de colesterol e triglicerideo hepatico. Nos parametros comportamentais,
a RC nao foi suficiente para reverter o prejuizo na memoria espacial de curto prazo causado pela
HFD. Nossos dados também mostram que, em camundongos LDLr”", a RC diminuiu a massa
corporal, gordura visceral, mas ndo foi capaz de atenuar os niveis plasmaticos de colesterol e
triglicerideos, bem como nao reverteu prejuizo na memoria espacial de curto prazo prejudicado pela
condicdo genética dos animais. A seguir, abordaremos separadamente a discussdo dos resultados

obtidos no protocolo experimental 1 e, em seguida, procederemos a analise do segundo protocolo.

6.1. Efeitos da restricdo calorica nas alteragdes metabolicas e comportamentais induzidas por

consumo cronico de HFD.

Nao observamos aumento de massa corporal e gordura visceral em camundongos, machos e
fémeas, tratados com HFD quando comparados aos grupos que receberam dieta padrao.
Diferentemente dos dados que encontramos, Guerra-Cantera e colaboradores (2021), em seu
experimento com camundongos da linhagem C57Bl1/6, machos e fémeas, de seis meses de idade no
inicio de um protocolo com duragdo 12 semanas, observaram que no comego do estudo os machos
tinham massa corporal superior as fémeas e isso se manteve ao longo do experimento. Além disso,
mostraram que machos tratados com HFD (62% de gordura) apresentavam aumento da massa
corporal depois de uma semana quando comparado ao grupo controle e em contrapartida, as fémeas
tiveram aumento do peso significativo apenas apos 4 semanas de interven¢do. Por outro lado,
Elzinga e colaboradores (2021) realizaram seu estudo com camundongos da linhagem C57Bl/6
machos e fémeas, com 5 semanas de idade, expostos a HFD (60% de gordura) até completarem 36
semanas de idade. O experimento mostrou que os animais que receberam a dieta hiperlipidica
apresentaram aumento da massa corporal em relacao ao grupo que recebia dieta padrao apenas apos
16 semanas de intervencao. Além disso, houve também aumento da massa de tecido adiposo e
prejuizo na sensibilidade a insulina nos machos tratados com HFD, porém as fémeas tiveram um
retardo no aparecimento das disfungdes metabdlicas, se mantendo saudaveis por mais tempo quando

comparadas aos camundongos machos.

Camundongos da linhagem C57B1/6 sdo comumente usados como modelo experimental para
obesidade induzida por dieta (DIO do inglés diet induced obesity) (Fisher-Wellman et al., 2016),

porém o aparecimento dos prejuizos decorrentes do consumo de HFD sdo influenciados por favores
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como linhagem, sexo, microbiota intestinal, genética, condigdes ambientais, idade de inicio de
exposicdo a dieta e composicdo da dieta (Preguiga et al., 2020). O estudo de Siersbxk e
colaboradores analisou diferentes cepas de C57Bl1/6, provenientes de trés fornecedores distintos, a
C57BL/6JBomTac (da Taconic Bioscience), C57BL/6J (distribuido pela SCANBUR e criado sob
licenga Charles Rivers) e C57BL/6JRj (de Janvier). Cada cepa foi dividida em trés grupos, que
receberam dietas diferentes, sendo elas, dieta padrao de roedores, dieta hiperlipidica (60% de
gordura; HFD) e dieta ocidental, rica em gordura (42% de gordura; WD) e suplementada com frutose
na agua de beber. Os resultados desse estudo mostraram que ha diferenca na resposta das cepas as
dietas, por exemplo, a cepa C57BL/6JBomTac teve maior ganho de massa corporal em comparagao
com as outras duas quando alimentada com dieta padrdo para roedores. Os grupos alimentados com
HFD ganharam uma quantidade de massa corporal semelhante, entretanto o percentual de gordura
foi menor na cepa C57BL/6JBomTac, em comparagdo com as demais. Em contraste com os grupos
tratados com HFD, os grupos que receberam WD responderam de forma diferente em termos de
ganho de massa corporal, sendo o C57BL/6J mais propenso as altera¢des induzidas por essa
modalidade de dieta. A cepa C57BL/6JRj foi mais resistente as alteragdes induzidas por dieta e
apresentou perfil metabdlico mais saudavel em comparagdo com C57BL/6JBomTac e C57BL/6]

(Siersbzk et al., 2020).

Ainda, outro fator que pode ter influenciado a auséncia de ganho de massa corporal e gordura
visceral em animais submetidos a HFD ¢ a temperatura ambiente que os animais foram mantidos.
Isso porque o estresse pelo frio a que os roedores sdao comumente submetidos afeta sua fisiologia e
pode comprometer a capacidade de modelar algumas doengas humanas, como a obesidade e doengas
relacionadas (Tian et al., 2016). A maioria dos estudos ¢ conduzida a uma temperatura ambiente de
22-24°C, que esta abaixo da zona termoneutra para camundongos e ratos (29-31°C) (Ginting et al.,
2023). O alojamento de roedores abaixo de sua zona termoneutra resulta na ativagdo da termogénese
para manter sua temperatura central. Na verdade, a 22°C, os roedores gastam duas vezes mais
energia e consomem mais alimentos do que aqueles a temperaturas ambientes de 30°C (Preguica et
al., 2020). Assim, o constante estresse térmico induzido pelas condi¢des de alojamento dos animais
pode afetar os resultados de estudos metabolicos. Por exemplo, um estudo com camundongos
C57Bl/6 mostrou que o alojamento em 30°C combinado com HFD acelerou o ganho de massa
corporal em comparacdo como camundongos alimentados com HFD alojados em ambiente com

temperatura de 22°C. Os pesquisadores verificaram que o aumento da massa corporal no grupo
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mantido em ambiente termoneutro ocorreu apesar da menor ingestao de alimentos no grupo e que
provavelmente aconte¢ca devido a menor gasto energético em tais condigoes (Giles et al., 2017).
Sabe-se a taxa metabolica de camundongos alojados em condigdes termoneutras ¢ menor em
comparagdo com camundongos alojados em ambiente com temperatura abaixo da zona termoneutra

(Ginting et al., 2023).

Observamos que os camundongos machos submetidos & RC de 30% tratados com dieta
padrao ou hiperlipidica tiveram uma diminui¢ao da massa corporal e gordura visceral € 0 mesmo
achado nao foi observado em fémeas. Teng e colaboradores (2019) mostraram que camundongos da
linhagem C57, machos, alimentados com dieta padrao para roedores e submetidos a uma restrigao
alimentar de 40%, por um periodo de 8 semanas tiveram diminui¢cao da massa corporal em relagao
ao grupo com a mesma dieta ad libitum. Semelhantemente, Gao e colaboradores (2015) mostraram
que tanto camundongos machos tratados com dieta padrdo quanto com HFD (60% de gordura)
tiveram diminuicao da massa corporal quando submetidos a RC de 40%. Ainda, um ensaio clinico
de fase 2, randomizado, controlado e multicéntrico, denominado CALERIE, foi conduzido com 218
participantes. As caracteristicas da amostra do estudo eram homens e mulheres, com idade entre 21-
50 anos, saudaveis e ndo obesos e designados aleatoriamente para os grupos RC de 25% ou controle
ad libitum. Os participantes foram mantidos nas intervencdes por 2 anos € os pesquisadores
observaram reducdo sustentada da massa corporal de 7,5kg no grupo RC versus um aumento de 0,1
kg no grupo controle, porém a perda de massa corporal nao diferiu pelo sexo (Kraus et al., 2019).
Entretanto, Chaix e colaboradores (2021) mostraram que alguns beneficios da alimentagdo restrita
eram dependentes do sexo. Os pesquisadores submeteram camundongos, machos e fémeas, a dieta
ocidental (45% de gordura, 17% de sacarose) por 12 semanas e observaram que uma alimentagao
restrita pelo tempo, trouxe beneficios na massa corporal apenas para os machos. A maior parte das
pesquisas pré-clinicas sobre o metabolismo sdo feitas em camundongos machos. Isto se deve em
parte a observacdes de que camundongos fémeas da cepa C57BL/6, alimentadas com HFD, sao
menos propensos a obesidade induzida por dieta e doencas metabdlicas associadas do que os
camundongos machos. Os camundongos fémeas s3o mais magros, ndo desenvolvem
hiperinsulinemia e apresentam menos inflamagao do tecido adiposo (Grove et al., 2010; Pettersson
et al., 2012) do que os camundongos machos. Experimentos de deplecdo de estrogénio e reposi¢cdo

de estrogénio apoiam fortemente a ideia de que a sinalizacdo de estrogénio estd subjacente ao
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dimorfismo sexual nas respostas metabolicas e inflamatorias entre homens € mulheres (Chaix et al.,

2021).

Nao identificamos alteracdo na temperatura corporal de camundongos alimentados com
HFD e bem como nos grupos submetidos a RC. Apesar disso, a literatura mostra que animais
endotérmicos, isso ¢, aqueles que podem manter sua temperatura corporal quase constante,
equilibrando producao e dissipagdo de calor, como humanos, primatas ndo humanos e roedores tem
a capacidade de reduzir sua temperatura corporal em resposta & RC (Guijas et al., 2020). Esta
resposta fisiologica ¢ considerada parte de um mecanismo adaptativo que pode ter evoluido para
conservar energia quando a disponibilidade de nutrientes ¢ limitada, e ¢ um exemplo da integragdo
da homeostase dos nutrientes e da temperatura. Os mecanismos que o regulam nio sdo totalmente
compreendidos (Cintron-Colon et al., 2017; Cintron-Colon et al., 2019). Para avaliar a temperatura
corporal, utilizamos um termdémetro infravermelho de superficie, considerado um método adequado
para determinar a temperatura quando comparado a formas implantaveis de verificagcdo. O estudo
de Mei e colaboradores (2018), comparou dois métodos para medi¢ao da temperatura corporal em
camundongos, um transponder de temperatura implantado e termometro infravermelho de
superficie, em condi¢des de normotermia e hipotermia. Os pesquisadores observaram que houve
concordancia entre a temperatura central e superficial determinada pelos dois métodos, na
normotermia e hipotermia. Porém o termdmetro de superficie parecia ser menos sensivel em detectar
pequenas variagdes da temperatura corporal quando comparado ao método implantado e esse fato

poderia explicar o resultado entrado no nosso estudo.

Os machos que receberam HFD apresentaram aumento da glicemia de jejum quando
comparados ao grupo controle, porém a dieta ndo resultou em alteragdo na glicemia das fémeas. O
estudo de Moreno-Fernandéz e colaboradores (2018) mostrou que tanto dietas com alto teor de
gordura (22,5% de gordura), quanto alto teor de gordura/alto teor de frutose (25% de frutose) ou alto
teor de gordura/alto teor de glicose (25% de glicose), fornecidas ao longo de 20 semanas, sdo capazes
de elevar a glicemia de jejum de roedores. J4 o estudo de Peng e colaboradores (2020), com
camundongos machos e fémeas da linhagem C57, alimentados com HFD (45% gordura) por 12
semanas, observou que o camundongos machos tiveram ganho de massa corporal, resisténcia a
insulina, glicemia de jejum quando comparado ao controle. Entretanto, as fémeas se mostraram

resistentes as alteracdes induzidas pela dieta, de modo que nao observaram diferenga na glicemia de
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jejum entre o grupo controle e grupo HFD, também nao foi encontrado resisténcia a insulina nem

alteracao nos niveis séricos de insulina.

A RC reverteu o aumento da glicemia de jejum causado pela HFD nos camundongos machos.
E apesar da HFD nao ter provocado alteragdao na glicemia de jejum das fémeas, a RC resultou em
diminui¢do da glicemia também nos camundongos fémeas. O estudo de Azemi e colaboradores
(2022) mostrou que a associagcdo de HFD (39% gordura) e restri¢do alimentar por 6 semanas, foi
capaz de reverter o ganho de massa corporal causado pela dieta, porém a dieta e a restricdo nao
provocaram alteragdes na glicemia de jejum nem nos niveis sé€ricos de insulina de ratos Sprague
Dawley machos. Ja o estudo de Baumeier e colaboradores (2015) buscou verificar se a RC e o jejum
intermitente poderiam melhorar a sensibilidade a insulina e o desenvolvimento de DM2. Para isso,
utilizaram camundongos machos, alimentados com HFD (33% de gordura), que fossem obesos e
suscetiveis ao diabetes. Nos camundongos alimentados ad /libitum, a prevaléncia de diabetes foi de
43%, enquanto as duas estratégias dietéticas, RC e jejum intermitente, foram capazes de proteger
completamente os animais contra hiperglicemia e melhorou a sensibilidade a insulina. Gao e
colaboradores (2015) mostraram que animais tratados com HFD que tiveram a dieta substituida por
dieta padrdo associada a RC tiveram atenuacdo do ganho de massa corporal, restauracdo da
tolerdncia a glicose, sensibilidade a insulina, secre¢do de insulina e do contetido plasmatico de
insulina. Os pesquisadores relacionaram tais eventos biologicos ao processo de autofagia que estava
ativo nas células B dos camundongos submetidos a RC, podendo contribuir para a restauragdo das

fungdes pancredticas.

Estudos clinicos também mostram efeitos da RC nos parametros glicémicos, como ¢ o caso
do trabalho de Peeke e colaboradores (2021). O estudo foi um ensaio clinico randomizado e
controlado, realizado com 60 individuos, homens e mulheres, obesos (IMC > 30 kg/m ?) e
submetidos a restri¢do alimentar por 8 semanas. Os pesquisadores observaram que os participantes
tiveram diminui¢do progressiva da massa corporal e glicemia de jejum. Ainda, o trabalho de
Wilkinson e colaboradores (2020) mostrou que uma restricdo alimentar pelo tempo de 10h/dia era
benéfica para pacientes com sindrome metabolica, resultando em reducdes na pressdo arterial,
colesterol total, LDL e entre os participantes com glicemia de jejum e/ou hemoglobina glicada

elevadas, observaram melhora desses parametros.
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Nao observamos prejuizo na tolerancia a glicose e na sensibilidade a insulina, demonstrados
nos resultados dos testes ipGTT e ipITT respectivamente, nos grupos que receberam HFD, tanto em
camundongos machos e fémeas. Zemdegs e colaboradores (2016) mostraram que camundongos C57
tratados com HFD (45% de gordura) por 12 ou 16 semanas tiveram aumento da glicemia, da insulina
plasmatica e prejuizo na tolerancia a glicose identificada no GTT. Outro estudo mostrou que
camundongos C57Bl/6 tratados com HFD por 12 semanas tiveram alteragdes metabolicas como
ganho de massa corporal, aumento do tecido adiposo, elevacdo da glicemia de jejum, prejuizo na
tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina (Ren et al., 2022). Semelhantemente, o estudo de Yan
e colaboradores (2021) mostrou que camundongos C57 alimentados com HFD (60% gordura) por
16 semanas apresentaram aumento da glicemia de jejum, intolerancia a glicose e prejuizo na

sensibilidade a insulina no tempo 0 e 30 min do ipITT.

A RC foi capaz de melhorar a tolerancia a glicose nos grupos submetidos a essa intervengao,
tanto em machos quanto em fémeas, como mostrado no resultado do ipGTT. Por outro lado, nossos
achados no ipITT parecem contraditérios aos encontrados no ipGTT. Enquanto no ipGTT ha uma
melhora na tolerancia a glicose nos grupos submetidos a RC, no ipITT, os mesmos grupos se

apresentam como resistentes a insulina.

Para manutencdo da homeostase, ha o monitoramento de certas func¢des-chaves, como
pressdo arterial e glicemia, que sdo denominadas na fisiologia de varidveis reguladas. Essas variaveis
sdo mantidas dentro de um intervalo de normalidade aceitavel por mecanismos de controle
fisiologico, que sdo ativados se a variavel regulada se distanciar do seu ponto de ajuste (Silverthorn,
2015). Os principais hormonios que atuam na manuten¢do da concentragdo de glicose plasmatica
sdo a insulina e o glucagon, que possuem agdes antagodnicas (Chao et al.,, 2019). Ambos os
hormoénios estdo presentes na corrente sanguinea ao mesmo tempo, sendo a propor¢ao entre eles o
que determinara qual agdo predomina (razdo insulina/glucagon). Quando os niveis de glicose se
encontram elevados, o hormonio predominante ¢ a insulina, que promove a maior entrada de glicose
nas células e como resultado a concentracdo de glicose comeca a baixar até niveis normais de jejum
(Kuo et al., 2015). A secrecao de insulina é reduzida em conjunto com a concentragdo de glicose e
o glucagon lentamente come¢a a aumentar. O figado ¢ o tecido-alvo primario do glucagon,
estimulando a sintese de glicose (gliconeogénese) e a degradagdo de glicogénio (glicogenolise),

resultando em liberacao de glicose na corrente sanguinea (Chao et al., 2019; Ham et al., 2022; Kuo
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et al., 2015). Como a RC resultou em diminui¢ao nos niveis de glicose no jejum e no ipGTT,
acreditamos que a resposta encontrada no ipITT seja resultante de uma agdo compensatédria do
organismo, em ndo permitir diminui¢do dos niveis glicémicos diante do estimulo produzido pelo
teste, para evitar hipoglicemia severa em animais que ja tinham niveis de glicose baixos. Essa
hipdtese poderia ser justificada por baixos niveis de insulina sérica e/ou niveis elevados de glucagon.
Dosamos os niveis plasmaticos de insulina e, embora nosso n amostral nesse teste esteja reduzido
comparado ao ipITT e haja uma dispersdo entre os dados, ndo encontramos diferenca significativa
entre os grupos. Outra possivel justificativa para nosso resultado poderia ser a concentragdo de
glucagon. A secrecdo de glucagon pelas células a estd principalmente associada a ocorréncia de
hipoglicemia, agindo como prote¢do contra niveis baixos de glicemia, promovendo a glicogenolise
hepatica e elevando a concentracdo de glicose no sangue (Zhang et al., 2023). O estudo de Stern e
colaboradores (2019), mostrou que camundongos C57 submetidos a diferentes tempos de jejum (4h,
8h, 16h e 24h) apresentaram um aumento progressivo nos niveis de glucagon com o prolongamento
do tempo em jejum. Outro trabalho mostrou que camundongos C57 submetidos a RC de 15% ao

longo de toda a vida apresentaram aumento do glucagon sérico (Peters et al., 2022).

A literatura aponta a RC com estratégia util para retardar o envelhecimento, melhorar a
resisténcia a insulina e a minimizar disfun¢ao das ilhotas pancreaticas (Dogan, 2017; Zhang et al.,
2021). No tecido adiposo, a RC ¢ capaz de reduzir a adiposidade, mobilizando depdsitos de gordura
no tecido adiposo branco ao mesmo tempo em que ativa a lipogénese, que esta associada melhora
da sensibilidade sistémica a insulina e satide metabolica melhorada (Bruss et al., 2010; Chen et al.,
2008; Yu et al., 2012) e no figado reduz o acimulo de gordura e previne a condi¢cdo de figado
gorduroso. Um dos mecanismos propostos na literatura para explicar os efeitos benéficos da RC ¢

via sinalizagdo AMPK/SIRT1.

A proteina quinase ativada por AMP (AMPK) ¢ uma quinase serina/treonina que atua como
o principal sensor de energia celular (Chyau et al., 2020). A AMPK quando ativada estimula o
metabolismo catabolico e inibe o metabolismo anabolico para restaurar a homeostase energética.
Além disso, em tecidos metabolicamente sensiveis, a AMPK ativada aumenta a funcdo da
desacetilase sirtuina-1 dependente de NAD (SIRT1), um fator relacionado a longevidade que
modula a deposicdo de gordura (Dziewulska et al., 2020; Tian et al., 2019). A RC promove a

fosforilagdo/ativagdo de AMPK tanto em tecido adiposo quanto em tecido hepatico no modelo de

115



camundongo obeso induzido por HFD (Zhang et al., 2022). No figado, a ativagao da AMPK pode
reduzir o acimulo de gordura e aumentar o gasto energético, a oxidacdo lipidica e a capacidade
termogénica (Kim et al., 2019). Adicionalmente, a AMPK participa da génese do tecido adiposo
marrom e bege. O estudo de Zhang e colaboradores (2022) mostrou que a expressdo da proteina
SIRT1 estava elevada no grupo de animais submetidos a RC, em comparagdo com o grupo
alimentado com HFD. A SIRT1 ¢ um modulador metabdlico bem caracterizado, que ¢ ativado para
melhorar a obesidade induzida por dieta (Kwak et al., 2019; Zhang et al., 2022; Lee et al., 2019).
Animais nocautes para SIRT1 exibem aumento da massa gorda, tolerancia a glicose diminuida e
sensibilidade a insulina atenuada (Li et al., 2019). Assim, a RC pode promover a perda de peso e
melhorar os indices metabolicos relacionados a obesidade melhorando ou ativando a via de

sinalizagdo AMPK/SIRT]1.

No plasma, analisamos os niveis de colesterol, triglicerideos, colinesterase, TGO/AST e
TGP/ALT. Em camundongos machos, observamos aumento do colesterol plasmatico e diminuigdo
do TGP/ALT quando tratados com HFD. Nas fémeas, ndo observamos diferenga entre os grupos
para os parametros analisados. De modo semelhante, Magri-Tomaz e colaboradores (2018)
mostraram que ratos Wistar alimentados com HFD (35% gordura) apresentaram aumento do
colesterol plasmatico sem alterar os niveis de triglicerideos no plasma. Em contrapartida, Tian e
colaboradores (2023) utilizando camundongos da linhagem C57BI1/6, machos, submetidos a HFD
(45% gordura) por 6 semanas, identificou aumento nos niveis séricos de triglicerideo, colesterol
total, LDL e 4cidos graxos livres. Ainda, Fan e colaboradores (2023), buscando verificar a diferenca
do impacto que uma dieta hiperlidica (60% gordura), uma dieta enriquecida com colesterol (1%
colesterol) e dieta rica em sacarose (37% de sacarose) no perfil lipidico de camundongos da
linhagem C57Bl1/6, mostrou que as 3 dietas analisadas resultaram em aumento plasmatico de
triglicerideo e colesterol. O estudo de Yan e colaboradores (2021) mostrou que camundongos
alimentados com HFD (60% gordura) por 16 semanas, tiveram aumento de TGP/ALT sérico sem
alterar os niveis de TGO/AST. Por sua vez, Liang e colaboradores (2021) mostraram que
camundongos fémeas, da linhagem C57Bl/6, quando expostas a HDF (60% gordura) por 12
semanas, ndo apresentavam alteracdo nos niveis plasmaticos de colesterol total, HDL, LDL,

triglicerideo, TGP/ALT e TGO/AST quando comparadas aos animais que receberam a dieta padrao.
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A transaminase oxalacética (TGO/AST) e a transaminase pirtvica (TGP/ALT) sdao enzinas
que, quando elevadas, podem indicar danos hepaticos. O estudo de Sheng e colaboradores (2019)
submeteu camundongos C57B1/6 a 8 semanas de HFD (40% de gordura) e verificaram que a dieta
resultava em lesdes no figado, indicada pela elevagao sérica de TGO e TGP, além de observarem
fibrose e aumento de colesterol e triglicerideo hepatico, sugerindo que a longo prazo a dieta rica em

gorduras pode levar ao desenvolvimento de doenca hepatica.

A RC aumentou o nivel de triglicerideo plasmatico nos machos, independentemente do tipo
de dieta. Nas fémeas, a RC nao resultou em diferencas entre os grupos nos parametros testados.
Chaix e colaboradores (2021) submeteram camundongos, machos e fémeas a dieta ocidental (45%
de gordura, 17% de sacarose) por 12 semanas ¢ ndo observaram diferengas entre os sexos nos niveis
séricos de triglicerideo. Segundo os pesquisadores, animais que receberam HFD (45% de gordura)
ou dieta padrdo, ad libitum ou em restricdo apresentaram niveis de triglicerideo <100 mg/dL,
independentemente de sexo e idade dos camundongos. Entretanto, nesse mesmo trabalho, os niveis
séricos de colesterol foram significativamente mais baixos nos machos restritos, mas nao foram
diferentes nas fémeas. O estudo de Ikeda e colaboradores (2014), submeteu ratos a tempos de jejum
de 6h, 9h e 13h e ndo observaram diferencas significativas nas concentracdes de triglicerideo e
colesterol no soro nos diferentes tempos de jejum. Ja o estudo de Geisler e colaboradores (2016),
com camundongos da linhagem C57B1/6, machos, mostrou que o jejum de 4h, 8h, 12h e 16h resultou
em diminui¢do dos niveis de triglicerideo no plasma e elevagdao plasmatica nos niveis de acidos
graxos nao-esterificados. Em humanos, o estudo de Wilkinson e colaboradores (2020) mostrou que
uma restricdo alimentar pelo tempo de 10h/dia para pacientes com sindrome metabdlica nao
provocava alteracdo nos niveis séricos de triglicerideo, TGP/ALT e TGO/AST, porém reduziu o
colesterol total. O estudo de Liu e colaboradores (2022), submeteu 118 individuos com obesidade,
a RC ou alimentacdo com restricdo de tempo por 12 meses. Os pesquisadores observaram que as
duas intervengdes, RC ou alimentacdo com restricdo de tempo, foram capazes de atenuar os niveis
de colesterol total e triglicerideo séricos em pessoas com obesidade (Liu et al., 2022). A razio pela
qual a concentracao de triglicerideos nao foi reduzida nos grupos submetidos a RC em nosso estudo
ndo estd totalmente clara, entretanto evidéncias sugerem que uma perda de peso > 5% seria
necessaria para melhorar as concentragdes lipidicas plasmaticas e os fatores glicorreguladores, frente
a exposicao de estratégias dietéticas, como RC (Cai et al., 2019). Assim a perda de massa corporal

observada nos nossos animais provavelmente nao foi grande o suficiente para exercer efeito sobre a
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dislipidemia. Ademais, os efeitos benéficos associados a RC como diminui¢do da massa gorda,
colesterol total e triglicerideos sdo mais caracterizados no cenario de sobrepeso e obesidade

estabelecida (Patikorn et al., 2021).

Os machos e as fémeas que receberam a dieta experimental apresentaram elevagdo do
triglicerideo hepatico e apenas os machos que consumiram HFD apresentaram aumento do colesterol
hepatico. De forma semelhante aos nossos resultados, Tian e colaboradores (2023) observaram que
camundongos alimentados com HFD (45% de gordura) por 6 semanas, apresentaram elevacdo do
colesterol e triglicerideo hepaticos, bem como TGP/ALT e TGO/AST, indicadores sensiveis para
avaliar a fungdo hepatica (Ahmed, 2007). Magri-Tomaz e colaboradores (2018) mostraram que ratos
Wistar que receberam HFD (35% de gordura) por 14 dias, tiveram um incremento do triglicerideo
no figado, sem alteracdo nos niveis de colesterol hepatico. Ainda, foi observado aumento da area de
cobertura por lipidios e nlimero de goticulas de gordura no figado dos animais que receberam HFD.
O estudo de Fan e colaboradores (2023) com camundongos também mostrou aumento das goticulas
de lipidios nos animais tratados com HFD (60% de gordura) bem como em dieta enriquecida com
colesterol (1% de colesterol). Ainda, mostraram alteracdes histomorfolégicas no figado, como
estrutura turva e desorganizada, com desaparecimento de algumas estruturas do corddo de
hepatocitos e aumento do ntimero de vacuolos no citoplasma, sendo mais significativas no grupo
HFD. Ja Lian e colaboradores, estudando camundongos fémeas, constatou que a HFD (60% de
gordura) nao afetou os niveis de colesterol e triglicerideo no figado, porém uma dieta com colesterol
(40% gordura + 1,25% de colesterol) foi responsavel por aumento de colesterol, triglicerideo e peso

do figado nos animais.

A deposicao irregular de lipidios como triglicerideos e colesterol nos hepatdcitos caracteriza
a doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica (NAFLD do inglés Nonalcoholic fatty liver disease),
definida como presenga de esteatose hepatica em nivel maior ou igual a 5% da area do figado sem
a presenca de outras doengas que afetem o 6rgdo ou o uso de dlcool em quantidades consideradas
prejudiciais (Lian et al., 2020). O espectro da doenca varia desde acimulo de gordura no figado em
menor grau, chamado de esteatose hepatica até progressdes mais graves, como esteato-hepatite nao
alcoolica, cirrose e carcinoma hepatocelular. A etiologia da doenga ¢ multifatorial, e seu surgimento
e progressdao dependem de fatores relacionados a dieta, peso, microbiota intestinal, além da

contribuicao de fatores genéticos (Recena Aydos et al., 2019). Entretanto a presenca da doenca esta
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correlacionada com o excesso de massa corporal induzido por dieta hipercalorica e hiperlipidica e
estd presente em até 91% dos pacientes com obesidade. Isso porque o excesso de nutrientes
proveniente da dieta estimula a deposi¢do de gordura fora do tecido adiposo em locais considerados

inadequados para armazenamento de gordura, especialmente o figado (Lian et al., 2020).

O tipo de dieta adotada pode favorecer tanto a ocorréncia quanto a progressio NAFLD
(Dongiovanni et al., 2015; Semiane et al., 2016). Por exemplo, uma dieta rica em gordura pode
induzir a esteatose hepatica (Zhang et al., 2022), uma vez que, o acumulo de gordura promove a
lip6lise nos adip6citos e aumenta os niveis de acidos graxos livres, resultando em diminuigao da
depuracdo de lipidios plasmaticos e elevacdo da B-oxidagdo nos musculos (Ullah et al., 2019).
Evidéncias mostram que a alimentacdo com HFD induz obesidade e esteatose hepatica em roedores,
e tais modelos tem sido utilizado para estudo da progressdo clinica e investigacdo de terapéuticas
efetivas no tratamento da doenca. Yang e colaboradores mostraram em seu estudo (2022) que
camundongos machos da linhagem C57B1/6 tratados com HFD por cerca de 5 meses apresentavam
achados caracteristicos de esteatose hepatica, como deposicao de goticulas de gordura, inflamagao

lobular e lesdo de hepatdcitos (Yang et al., 2022).

Nas fémeas restritas encontramos elevagdo dos niveis de colesterol hepatico e nos machos
em RC aumento dos niveis de triglicerideo hepatico. Esse resultado pode ser justificado pelo tempo
que os animais permaneceram em jejum (Zhang et al., 2021). Nossos animais dos grupos RC
recebiam sua por¢ao diaria de dieta no periodo da manha, por volta das 8h. Observamos que comiam
rapidamente toda a refeicdo disponibilizada e passavam o restante do dia em jejum. Geisler e
colaboradores (2016) mostraram no seu estudo que tempos prolongados de jejum aumentavam
niveis de triglicerideos, colesterol e fosfolipidios hepaticos. Nesse estudo os animais foram
submetidos a diferentes tempos de jejum, sendo eles 4, 8, 12 e 16 h e os pesquisadores observaram,
por exemplo, que quanto maior o tempo de jejum mais elevados eram os niveis de triglicerideo
hepatico (Geisler et al., 2016) e 0 mesmo acontecia para outros parametros analisados como acidos
graxos nao esterificados e colesterol. O figado € o tecido central para a manutengdo da homeostase
metabolica a medida que o animal alterna entre os estados alimentado e em jejum. O jejum induz a
producdo hepatica de glicose e corpos cetonicos, deplecao de glicogénio e acimulo de triacilglicerol
(Kersten et al., 1999; Yoon et al., 2001; Renquist et al., 2012), sendo o acimulo de triacilglicerol

uma resposta ao aumento da lipdlise do tecido adiposo (Renquist et al., 2012; Geisler et al., 2016).
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Entretanto, outros estudos mostram achados divergentes, como o estudo de Baumeier e
colaboradores (2015), que mostrou que camundongos submetidos a RC exibiram diminui¢do no
tamanho de goticulas lipidicas no figado, sem altera¢@o nos niveis de triglicerideo, ceramidas e DAG

hepatico, comparado ao grupo controle.

No tecido hepatico, dosamos os niveis de TNF-a e IL 1-B, citocinas inflamatorias, e
observamos diminui¢do de ambas nos camundongos machos que receberam HFD, resultado
divergente de dados da literatura, que mostra um incremento da concentragdo de citocinas pro-
inflamatoérias induzido por dieta rica em gorduras (Sheng et al., 2019; Park et al., 2012; Van Der

Heijden et al., 2015).

As citocinas sdo glicoproteinas produzidas por diversos tipos de células, principalmente os
glébulos brancos, que regulam a imunidade e a resposta a inflamacao, podendo ser moduladas por
dietas como HFD. Sua elevagdo persistente tem efeitos negativos em varios 6rgios e fungdes
corporais, como aumento do risco de diabetes, sindrome metabdlica e doengas cardiovasculares (Yu
et al., 2012). Apesar do figado exercer um importante papel no processo inflamatoério induzido por
dieta, outros tecidos também participam de forma expressiva, como ¢ o caso do tecido adiposo. O
tecido adiposo ndo ¢ considerado um tecido apenas para armazenamento de energia. Ele produz e
secreta uma variedade de sinais e fatores associados a inflamacao, incluindo IL-6, IL-1p, TNF-a e
adipocinas como adiponectina, leptina e resistina. A adiponectina ¢ um mediador essencial na
regulagdo da resisténcia a insulina e efeitos antiinflamatorios através da inibicao de TNF-a. O estudo
de Park e colaboradores (2012) observou aumento de marcadores inflamatoérios no figado e tecido
adiposo de ratos Sprague-Dawley tratados com HFD (45% de gordura) por um periodo de 13
semanas (Park et al., 2012). Outro estudo submeteu, camundongos machos da linhagem C57B1/6 a
HFD (45% gordura) por 24, 40 e 52 semanas e avaliaram actimulo de lipidios e inflamacgao
desencadeados pela dieta no tecido hepatico e adiposo. Os pesquisadores observaram que a
inflamag¢do no tecido adiposo se mostrava presente apds 24 semanas de HFD, evidenciado por
regulagdo positiva de genes pro-inflamatorios como IL-1B e TNF-a e a inflamacao hepatica nao foi
detectada até 40 semanas de HFD, mostrando que a inflamag¢ao no tecido adiposo ¢ estabelecida
antes da inflamagao hepatica (Van Der Heijden et al., 2015). Uma limita¢ao do nosso estudo foi ter

desconsiderado o tecido adiposo e o plasma na avaliagdo de citocinas inflamatérias e ndo ter
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realizado avaliagdes ao longo do tempo, com a finalidade de acompanhar o comportamento dessa

variavel ao longo do protocolo experimental.

Identificamos também aumento da concentracdo de TNF-a nas fémeas que receberam dieta
padrao junto com a RC, apesar do n reduzido e da dispersao dos dados. Estudos em modelos animais
mostraram que a ingestao de baixas calorias reduz os niveis de citocinas pro-inflamatorias (Gonzélez
et al., 2012). O estudo de Almeneessier e colaboradores (2019), avaliou os niveis das citocinas
interleucina IL-10, IL-6 e IL-8 ao longo de 24h com individuos que praticavam uma alimentagao
com restri¢do de tempo e ndo de calorias, devido a pratica religiosa. Eles demostraram uma redugao
significativa de citocinas em comparag¢ao com a linha de base, particularmente os niveis de IL-1B ¢
IL-6. Acreditamos que o resultado que encontramos pode ter sido influenciado pelo horario que os
animais foram alimentados. Isso porque camundongos sdo animais de habitos noturnos, tendo maior
nivel de atividade fisica espontdnea e busca por alimentos durante a noite. Estudos em roedores
mostram que comer no horario circadiano incompativel com a espécie pode desalinhar o ritmo
circadiano e aumentar a expressdo de genes de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-18

(Hatori et al., 2012; Marinac et al., 2015).

A literatura aponta a perda de peso e diminui¢do dos niveis de fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1) como provaveis mecanismos para redugdo dos niveis de citocinas
pré inflamatoérias (Almeneessier et al., 2019). Isso porque a RC provoca uma remodelacdo do tecido
adiposo, que tem a fungdo de armazenar energia, mas que também ¢ um importante 6rgao enddcrino
que secreta adipocinas, sendo que seu perfil secretor se difere de acordo com o tamanho dos
adipocitos. De fato, pequenos adipdcitos secretam mais adiponectina, menos proteina quimiotatica
de mondcitos 1 (MCP-1) e menos TNFa do que grandes adipdcitos, caracteristicamente observados
em quadro de obesidade. A lip6lise desencadeada pela RC promove uma diminui¢ao da massa gorda,
remodelagdo do tecido adiposo e aumenta as concentracdes circulantes de adiponectina, o que
previne a inflamagao através da ativacao das vias de sinalizagdo da AMPK e a subsequente inibigao
do NF-xB. Além disso, varios estudos relatam que a RC diminui a producao de leptina e citocinas
pro-inflamatérias plasmaticas e em tecidos como figado, cérebro e intestino no contexto de

diferentes tipos de doencas (Elliott et al., 2014; Razavi et al., 2020; Kdkten et al., 2021).

De modo geral, em nosso modelo experimental, uma exposi¢do a HFD nao resultou em

alteracdo na massa corporal, gordura visceral, tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina e niveis
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séricos de insulina, triglicerideo, colinesterase ¢ TGO. Porém, a HFD foi capaz de provocar
incremento da glicemia de jejum, do colesterol plasmatico, colesterol e triglicerideo hepatico, bem
como diminui¢&o nos niveis séricos de TGP e citocinas inflamatérias no figado. E uma limitagio do
nosso estudo a falta da caracterizagdo do modelo de obesidade induzida por dieta de forma clara,
porém nossos dados, tomados em conjunto, indicam efeitos brandos da dieta, que poderiam ser
exacerbados apos exposicao mais prolongada a dieta (Rodriguez-Correa et al., 2020). Nossa
intervengdo com RC de 30% alterou parametros metabolicos, sendo capaz de provocar diminui¢do
da massa corporal e gordura visceral, glicemia de jejum, melhorou a tolerancia a glicose, elevou os

niveis séricos de triglicerideo e os niveis de colesterol e triglicerideo hepatico.

Os parametros comportamentais avaliados incluiram a locomog¢do espontanea, memoria
espacial de curto e longo prazo, comportamento de autocuidado, anedonia, perfil ansiogénico e
estratégia comportamental frente a estresse agudo inescapavel. Ao avaliarmos a locomogdo
espontanea e perfil ansiogénico no campo aberto, ndo observamos diferencgas entre os grupos de
fémeas e machos que receberam a HFD em relagdo os grupos que se alimentaram com dieta padrao.
Ainda sobre este teste, ndo identificamos diferencas entre os grupos de machos e fémeas na variavel
tempo no centro, sendo um indicativo de auséncia de alteragdes relacionadas a emocionalidade.
Ademais, sobre a locomocdo espontinea, no teste do labirinto em T, para o pardmetro de
cruzamentos realizados, nao observamos diferencas entre os grupos de machos e fémeas, tanto na
fase de treino quanto na fase de teste. Corroborando com nossos achados, Griffin e colaboradores
(2010) mostraram que camundongos que receberam HFD (45% gordura) por 5, 11, 18 e 30 semanas
ndo apresentaram alteracdo na locomocdo espontdnea quando comparado ao controle.
Diferentemente do nosso estudo, os pesquisadores acompanharam a locomog¢ao espontanea dos
animais por 72h no campo aberto monitorado por aparelho. Ainda, Kerr e colaboradores (2021)
mostraram que 12 semanas que exposicdo a HFD (60% gordura) ndo alterava a locomogao
espontanea de camundongos. Porém, esses pesquisadores perceberam que 40 semanas de HFD foi

capaz de reduzir a locomoc¢ao espontanea.

A locomogdo espontanea, no campo aberto, foi menor nos camundongos machos do grupo
RC associada a dieta padrao (SD+RC), caracterizada pela redu¢do do nimero de cruzamentos
(SD+RC) e no grupo HFD+RC tal parametro se encontrou elevado. Nao foi observado diferenca na

locomocgao espontanea entre os grupos de fémeas. Diferentes formas de atividade fisica espontanea
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podem contribuir para o gasto energético diario (Garland et al., 2011), e assim desempenha um papel
na manuten¢do do equilibrio entre a taxa de aquisicao de energia e o armazenamento na forma de
gordura. Em geral, atividade fisica espontanea elevado tem beneficios sobre a saude e reduz o risco
de obesidade e os gastos energéticos que induz sob baixa ingestdo alimentar, por exemplo em
situacdo de RC podem contribuir significativamente para os efeitos benéficos a longo prazo da RC
na obesidade. No entanto, sua eficacia depende da relagdo entre o nivel de RC e atividade fisica

espontanea (Brzek et al., 2016).

No teste do labirinto em T observamos um prejuizo da memoria espacial de curto prazo nos
grupos de camundongos machos e fémeas alimentados com HFD. Em contrapartida, no teste da
esquiva inibitéria, ndo observamos diferencas entre os grupos experimentais nas fases de teste 90
min e 24h apos o treino, porém tanto os machos quanto as fémeas aprenderam a tarefa, demorando
mais tempo para descer ou permanecendo na plataforma até atingir o tempo méximo do teste, quando
eram retirados. Estudos clinicos e pré-clinicos tém mostrado evidéncias de que a obesidade induzida
por dieta, por exemplo HFD, tem potencial de prejudicar os processos de aprendizagem e memoria
e pode resultar em comprometimento cognitivo leve e deméncia (Dionysopoulou et al., 2021),
apontando para uma conexao entre desregulacdo metabdlica e declinio da funcdo cerebral. Estudos
mostram que o diabetes tipo 2, uma das possiveis consequéncias metabodlicas do excesso de peso, €
considerado um importante fator de risco para incidéncia e gravidade de comprometimento
cognitivo (Haan, 2006; Cukierman et al., 2005) e que a glicemia aumentada se correlaciona com
diminuicdo da capacidade cognitiva e alteragdes na microestrutura do hipocampo de mulheres
aparentemente saudaveis (Kerti et al., 2013). O estudo de Crane e colaboradores acompanhou 2067
voluntarios € mostrou que a chance de desenvolver deméncia ao longo do tempo era maior nos
individuos com glicemia aumentada, independente de terem diabetes ou ndo (Crane et al., 2013).
Além disso, o efeito da dieta parece depender de fatores como idade e tempo de exposi¢do, além da

composicao da dieta (Khazen et al., 2019).

Existem varios mecanismos pelos quais dietas com alto teor de gordura podem prejudicar a
cognicdo. Um desses mecanismos ¢ a neuroinflamacdo (Lama et al., 2022). As deficiéncias
induzidas pela dieta geralmente sdo acompanhadas de aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1f3, TNF-a, assim como marcadores para ativagdo de células da glia. Outro

mecanismo proposto pela literatura ¢ a reducdo da neuroplasticidade (Zhuang et al., 2022). Estudos
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relatam que no cenario obesogénico induzido por dieta, ocorre redugdo na expressao de substancias
como RNAm para sinapsina-1, proteinas presentes nos terminais pré-sinapticos e que contribuem
para a liberacdo de neurotransmissores na fenda sindptica, e fator neutréfico derivado do cérebro
(BDNF) e RNAm para BDNF (Abbott et al., 2019; Zimmerman et al., 2021). Outros mecanismos
biologicos também tém sido propostos para explicar o surgimento de condigdes neurodegenerativas
induzida por HFD, como alteragdes na fun¢do mitocondrial (Dionysopoulou et al., 2021), dano
oxidativo (Wu et al., 2004), disfun¢do vascular (Li et al., 2010), perda de integridade dendritica
(Stranahan et al., 2008; Morin et al., 2017), alteragcdo da sinalizagdo da insulina no hipocampo (Xu

et al., 2018) e perda da integridade da barreira hematoencefalica (Hsu e Kanoski, 2014).

Em nosso experimento, a RC ndo mostrou ser um estimulo suficientemente forte para
reverter o prejuizo na memoria espacial de curto prazo provocado pela HFD, sendo encontrado
déficit nessa habilidade nos grupos que receberam a HFD em conjunto com a RC. De acordo com
Heilbronn e colaboradores (2006), a RC pode melhorar a saude do cérebro, interferindo nas vias
metabolicas e de sinalizag@o celular fundamentais que regulam o tempo de vida (Heilbronn et al.,
2006). No entanto, em relacdo ao efeito na funcdo cognitiva, os estudos sdo menos conclusivos, pois
dependendo do protocolo realizado, pode levar a efeitos opostos na cogni¢ao (De Cabo, 2019;
Mattson, 2017). A cognicdo inclui fungdes intelectuais como atencdo, consolidacdo do
conhecimento, memoria, compreensdo da linguagem, avaliagdo e tomada de decisdo. Os disturbios
cognitivos referem-se a um grupo de sintomas que sdo causados por déficits das funcdes acima
mencionadas (Dionysopoulou et al., 2021). O mais comum e dbvio desses déficits diz respeito aos
distarbios de memoria, a qual € uma das fung¢des cognitivas mais importantes. A perda de memoria

€ 0 comprometimento cognitivo sdo as principais caracteristicas da deméncia (Cassilhas et al., 2016).

O estudo de revisdao de Dias e colaboradores (2020) teve como objetivo apresentar os
principais achados dos estudos realizados com RC, nos ultimos 10 anos com o foco no efeito dessa
intervencao na cognicao de animais de experimentagdo. Foram incluidos no estudo um total de 40
artigos e englobou trabalhos com RC em diferentes fases da vida, associada a outras intervencoes
como exercicio fisico e farmacos miméticos de RC, em contexto obesogénico e de doengas
neurodegenerativas, além de estudos com alguns animais selvagens. Em conjunto os dados
analisados mostraram que a RC pode ser benéfica ou ndo para a cogni¢do, a depender de quando ¢

iniciada, da intensidade e duragao da intervengdo. Por exemplo, niveis de RC entre 20 e 40% iniciado
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no primeiro més de vida tem maior potencial de atenuar declinios cognitivos relacionados a idade
em animais experimentais, seja no contexto de envelhecimento saudavel ou patolégico, como na
doenga de Alzheimer, porém a RC nao foi capaz de reverter os efeitos deletérios do envelhecimento
na cogni¢do quanto iniciada mais tarde. O mesmo parece ocorrer nos prejuizos cognitivos resultantes
de lesdes cerebrais, como traumatismo encefalico. Por fim, quando se trata da intensidade, a RC
pode melhorar a cogni¢do quando realizada de forma moderada e no inicio da vida, tendo efeitos
deletérios para a cogni¢do de animais de uso experimental quando feita de forma intensa e tardia

(Lu etal., 2022).

Teng e colaboradores (2019) examinaram a base nutricional e regulacdo mecanicista da RC
para melhorar a fungdo cognitiva. Os pesquisadores descobriram que a restri¢ao cronica e constante
pode efetivamente melhorar o desempenho da memoria de camundongos por meio da modulagao
negativa da sinalizagdo serotonérgica mediada por receptor 5-hidroxitriptamina 6 da serotonina
(HTR6) e complexo de rapamicina 1 (mTORC1). Embora tenham observado apenas uma tendéncia
a niveis baixos de 5-HT ou 5-HIAA em tecidos cerebrais dos animais em RC, uma relagdao 5-
HIAA/5-HT significativamente reduzida pode indicar uma taxa de renovacdo de serotonina
diminuida, um reflexo da atividade serotoninérgica reduzida no cérebro. Os dados também
mostraram que a administragdo de fenfluramina aboliu o efeito benéfico da RC no desempenho da
memoria de camundongos. Esta hipotese foi apoiada por achados de reducdo da sinalizagdo

mTORCI1 mediada por HTR6 no tecido hipocampal de camundongos restritos.

Para avaliar pardmetros relacionados a emocionalidade, realizamos os testes de borrifagem
de sacarose e suspensdo pela cauda. O teste de suspensao pela cauda foi desenvolvido por Steru et
al. 1982, inspirado no teste de Porsolt (1981) e baseado no conceito de desespero comportamental.
Este teste parte de premissa que um animal submetido a uma situacdo aversiva apresenta dois
comportamentos alternados, agitacdo, caracterizado por atividade intensa para se livrar e gasto de
energia e imobilidade para poupar energia. Por outro lado, o teste de borrifagem de sacarose se
propde a avaliar o comportamento de autocuidado e motivacdo, considerado semelhante ao
comportamento de anedonia, caracteristico de depressao (Moretti et al., 2012; Isingrini et al., 2010).
Assim, mesmo que ambos os testes avaliem comportamentos similares, os métodos e parametros
para avaliar o comportamento ¢ caracteristico de cada paradigma, o que pode justificar a utilizacao

de ambos os testes, bem como diferenca de resultado dentro de um mesmo protocolo experimental
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(De Souza et al., 2021). Nossos resultados do teste de borrifagem de sacarose mostraram nao haver
diferenca entre os grupos da dieta padrao e a dieta experimental na laténcia e tempo de autolimpeza
e no teste de suspensdo pela cauda, observamos aumento da laténcia para a imobilidade apenas nas
fémeas que receberam HFD ad libitum. O estudo de Sharma e Funton (2013) buscou verificar o
impacto da HFD (58% de gordura) na emocionalidade e as alteragdes bioquimicas nos circuitos de
recompensa no cendrio obesogénico em camundongos da linhagem C57BIl/6. Seguindo os
pesquisadores, o consumo de HFD por 12 semanas resultou em aparecimento de comportamento
semelhante ao ansioso, resposta prejudicada frente a estresse agudo, aumento da resposta do eixo
HPA ao estresse e foi responsavel por modificagdes bioquimicas nos circuitos de recompensa do
cérebro. Zemdegs e colaboradores relataram que camundongos C57Bl/6 alimentados com HFD
(45% de gordura) por 16 semanas apresentaram fungdes serotoninérgicas prejudicadas. Segundo os
pesquisadores, essa alteracdo levava a uma diminui¢do do parametro de tempo no centro no teste do
campo aberto, sendo um indicativo de comportamento semelhante a ansiedade, além de
comportamento anedonico, mostrado pela diminui¢do do tempo de autolimpeza no teste de
borrifagem de sacarose (Zemdegs et al., 2016). Seguella e colaboradores (2021) também avaliaram
emocionalidade em camundongos submetidos a HFD (72% de gordura) por 20 semanas, com o0s
testes comportamentais do campo aberto, suspensdo pela cauda e nado for¢ado. No estudo,
camundongos do grupo HFD exibiram aumento do tempo de imobilidade nos testes de suspensado
pela cauda e nado forcado em comparacao com os animais do grupo dieta padrao. Ainda, no grupo
HFD se movimentou menos no campo aberto e, consequentemente, aumentaram sua imobilidade e
o tempo no centro também reduziu. Os pesquisadores associaram tais alteragdes comportamentais a

ativacdo glial ao longo do eixo intestino-cérebro.

No teste de borrifagem de sacarose encontramos aumento no tempo para expressar O
comportamento de autocuidado nos camundongos machos com dieta restrita, associada a dieta
padrdao ou HFD, sendo um indicativo de prejuizo em tal comportamento. Ja no teste de suspensao
pela cauda, observamos aumento da laténcia para a imobilidade apenas nas fémeas que receberam a
HFD associada a RC. Dietas que reduzem a ingestao caldrica diaria podem produzir niveis elevados
de corpos cetonicos, bem como resultar em uma mudanga do uso de glicose como fonte de
combustivel para a utilizacdo de acidos graxos e corpos cetonicos (Johnson et al., 2007; Harvie et
al., 2011). E os efeitos dos corpos cetonicos parecem ter propriedades neuroprotetoras e reduzem

sintomas semelhantes a depressao em modelos de ratos e camundongos (Igwe et al., 2021). Morris
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e colaboradores (2020) sugeriram que a cetose induzida ou a ingestdo prolongada de corpos
cetonicos pode resultar em uma redugdo no estresse oxidativo, biogenética celular melhorada e
regulacdo positiva de PPARs (fatores de transcri¢do que regulam a expressdo génica), sirtuina-1
(SIRT-1, um regulador intracelular proteina que estimula a autofagia) e proteina quinase ativada
(AMPK, uma enzima envolvida na homeostase energética através de efeitos na ativagao de glicose,
captacao e oxidagdo de acido graxo livre) e niveis cerebrais de dinucleotideo de nicotinamida
adenina (NAD", uma coenzima envolvida em diversos processos metabolicos). A SIRT-1 modula
varios fatores de transcri¢do envolvidos na regulacdo do metabolismo celular, resisténcia ao estresse
e inflamacdo; também parece mediar a neuroprotecdo em disturbios neurodegenerativos. Os niveis
cerebrais de SIRT-1 em camundongos sdo aumentados pela RC e, de fato, foi proposto que a SIRT-

1 é necessaria para a resposta cerebral a RC (Cohen et al., 2009; Fusco e Pani, 2013).

A figura 34 mostra uma compilacdo dos principais resultados, em machos e fémeas
encontrados nesse bloco de experimentos. Em suma, em nosso primeiro bloco experimental nao
observamos efeito da HFD na massa corporal, gordura visceral, tolerancia a glicose e sensibilidade
a insulina e niveis séricos de insulina, triglicerideo, colinesterase e TGO. Mas a exposi¢ao a dieta
hiperlipidica resultou em aumento da glicemia de jejum, do colesterol plasmatico, colesterol e
triglicerideo hepatico, bem como diminui¢@o nos niveis séricos de TGP e citocinas inflamatdrias no
figado. Ainda nos parametros metabolicos, a RC promoveu diminui¢ao da massa corporal e gordura
visceral, glicemia de jejum, melhorou a tolerancia a glicose, elevou os niveis séricos de triglicerideo
e os niveis de colesterol e triglicerideo hepatico. Nos parametros comportamentais, a HFD
prejudicou a memoria espacial de curto prazo, sem alterar a memoria aversiva e emocionalidade e a

RC de 30% por quatro semanas nao foi efetiva em reverter tal prejuizo.
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Machos

Massa corporal
Gordura visceral

Fémeas

Massa corporal
Gordura visceral

Glicemia de jejum + | Glicemia de jejum =
- Colesterol plasmatico + | Colesterol plasmatico =
D e t = Colesterol hepatico + | Colesterol hepatico =
Triglicerideo hepético + | Triglicerideo hepatico +
TNF-0 e IL-1P - | INF-0 eIL-1P =
Memoria espacial de curto prazo - | Memoria espacial de curto prazo
Comportamento de autocuidado = | Comportamento de autocuidado =
Massa corporal - | Massa corporal =
N = Gordura visceral - | Gordura visceral =
Restngao Glicemia de jejum - | Glicemia de jejum
Colesterol plasmatico = | Colesterol plasmatico =
s o Colesterol hepatico = | Colesterol hepatico +
C a I o rl C a Triglicerideo hepatico + | Triglicerideo hepatico =

TNF-a e IL-1B
Memoria espacial de curto prazo
Comportamento de autocuidado

TNF-a e IL-1P
Meméria espacial de curto prazo
Comportamento de autocuidado

Figura 34: Sintese dos principais resultados encontrados no protocolo experimental 1.

@ @

Na figura o simbolo ¢ indicativo de sem efeito significativo; “+” denota aumento do parametro e atenuagdo do

parametro em questao.

6.2. Efeito da restri¢do caldrica nas alteracdes metabolicas, comportamentais e neuroquimicas em

modelo experimental de hipercolesterolemia familiar.

Nesse protocolo experimental, submetemos camundongos da linhagem LDLr”" a uma
intervencao dietética com RC 30%, ou metformina na agua de beber e outro grupo foi exposto a
uma combinagdo de RC 30% e metformina. Também utilizamos camundongos da linhagem C57B1/6
como controle para os animais LDLr”". Observamos que camundongos LDLr”" apresentaram menor
massa corporal quando comparado com animais da linhagem C57BI1/6. De Oliveira e colaboradores
(2020) mostraram que o genodtipo ndo afetou a massa corporal de camundongos LDLr”". Ngai e
colaboradores (2010), embora ndo tenham encontrado diferenca entre LDLr"" e C57B1/6 na massa e
composi¢do corporal, mostraram que animais da linhagem LDLr”" possuiam menor peso de gordura
epididimal e inguinal quando comparados aos C57Bl/6. Semelhante ao resultado encontrado no
nosso estudo, Rutkowsky e colaboradores (2018) observaram que camundongos LDLr” possuiam

menor massa corporal que os C57Bl/6. Uma explicacdo para tal resultado, seguindo os
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pesquisadores, poderia ser o consumo caldrico, uma vez que camundongos nocautes do receptor de
LDL mostraram menor consumo caldrico que animais selvagens de mesma idade (Rutkowsky et al.,

2018).

Os grupos de camundongos LDLr"" submetidos a RC tiveram redugdo da massa corporal,
percebida ao longo do protocolo e no A da massa corporal, que considera a massa final e a inicial.
Doriguello e colaboradores (2013) submeteram camundongos LDLr”" a uma restri¢io alimentar de
20% por 3 meses e observaram reducdo no ganho de massa corporal no grupo restrigdo comparado
ao grupo ad libitum. O estudo de Son e colaboradores (2021) submeteu individuos com
hipercolesterolemia assintomdtica a uma intervencdo com RC por 4 semanas. Foi um estudo
unicéntrico, randomizado, realizado na Coreia do Sul com 92 participantes. Os pesquisadores
observaram que os participantes submetidos a RC tiveram diminuicao da massa corporal e IMC em
comparagao com controle, além de apresentarem efeitos benéficos na redugdo do risco de doencas
cardiovasculares, com melhora do perfil lipidico, inflamac¢do crdnica, hiperglicemia e a doenca

hepatica gordurosa.

A hipercolesterolemia familiar (HF) ¢ a principal forma genética de hipercolesterolemia,
chagando a afetar 1 em cada 300 individuos em sua forma heterozigdtica (Beheshti et al., 2020) no
mundo e ¢ causada por mutacdo no gene do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLr).
Essa conducdo de saude prejudica a captacdo hepatica de colesterol LDL, resultando em niveis
plasmaticos elevados de LDL desde o nascimento, o que predispde fortemente essas pessoas a
doengas cardiovasculares e morte prematuras (Ademi et al., 2023). A fim de mitigar o efeito
cumulativo prejudicial do colesterol LDL elevado ao longo da vida, a identificacdo e o tratamento
precoces sdo de suma importancia (Beheshti et al., 2020). O tratamento inclui medicamentos
hipolipemiantes, particularmente estatinas, mas também interven¢des ndo medicamentosas, como
mudangas no estilo de vida (Gidding, 2019). O controle de varidveis como ingestdo alimentar,
consumo de alcool, tabagismo, pratica de exercicios, regulacao do peso e estresse psicoldgico tem
sido enfatizada por diretrizes como prevengdo e medidas complementares para tratamento de
doencas cardiovasculares e essas recomendagdes também se aplicam aos pacientes com HF (Watts
et al.,, 2020). A literatura aponta a restricdo caldrica como intervencdo dietética que apresenta
resultados benéficos para indice de massa corporal, massa gorda, colesterol LDL, colesterol total,

triglicerideos, glicemia plasmatica em jejum, insulina em jejum, resisténcia a insulina e pressdo
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arterial (Patikorn et al., 2021; Madeo et al., 2019). Podendo assim, ser uma estratégia util para

auxiliar o tratamento da HF.

A RC resultou em diminui¢do da massa de gordura visceral, que foi intensificada pela
associacdo com o farmaco metformina. Em contrapartida, a metformina, quando usada
isoladamente, levou a um aumento no A da massa corporal ao mesmo tempo que reduziu o peso da
gordura visceral nos camundongos LDLr”". Embora a perda de massa corporal e gordura visceral
seja frequentemente relatada como um “efeito colateral” favoravel da metformina, ha poucos dados
que demonstrem perda de peso em pacientes nao diabéticos (Malin e Kashyap, 2014). Martin-
Montalvo e colaboradores (2013) tratou camundongos C57Bl/6 de 1 ano de idade com metformina
(0,1%) até o fim de suas vidas. Observaram que entre 18-22 meses de vida ndo havia diferenga na
massa corporal entre os grupos que receberam a metformina comparado ao controle. Porém, quando
os animais atingiram a idade de cerca de 30 meses de vida, o grupo metformina apresentava menor
massa corporal que seu controle de mesma idade. Os pesquisadores observaram que a composi¢ao
corporal durante a vida dos animais ndo revelou diferencas significativas na porcentagem de massa
gorda e massa magra ou na relacdo massa magra/gordura e que embora os camundongos C57Bl/6
tratados com metformina fossem mais leves, este grupo consumia mais calorias do que seu controle,
indicando uma mudanga no metabolismo energético (Martin-Montalvo, et al., 2013). Ji e
colaboradores (2019) mostraram que o tratamento de camundongos da linhagem C57Bl/6 com
metformina, via gavagem foi capaz de aliviar o ganho de massa corporal e aumento do tamanho de

adipdcitos induzidos por dieta hiperlipidica.

A metformina ¢ uma biguanida utilizada desde a década de 1960, originalmente descrita
como um medicamento hipoglicemiante e antimaldrico. Atualmente é prescrito no tratamento do
diabetes tipo 2 e da sindrome metabdlica (Madeo et al., 2019; Martin-Montalvo, et al., 2013; He et
al., 2009) e ¢ considerado um farmaco mimético da RC (Willcox and Willcox, 2014; Campbell et
al.,, 2017). Em modelos animais, a administragdo de metformina prolonga a vida util (Martin-
Montalvo, et al.,, 2013) e em humanos parece ser benéfica contra o surgimento de doencas
relacionadas a idade, incluindo alguns tipos de canceres, sindrome metabdlica, distirbios
cardiovasculares e cognitivos (Foretz et al., 2014, Greenhill, 2015). Uma meta-andlise, publicada
em 2017, mostrou que diabéticos que tomaram metformina tiveram mortalidade por todas as causas

significativamente menor do que individuos ndo diabéticos e diabéticos que ndo receberam
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tratamento com metformina. Os usudrios de metformina também reduziram a incidéncia de cancer
em comparagao com nao diabéticos e doengas cardiovasculares com comparagdo com diabéticos
que ndo faziam uso de metformina (Campbell et al., 2017). O potencial beneficio da metformina em
prolongar a vida e a expectativa de satde, aliado pequenos efeitos colaterais impulsionou o inicio
de varios ensaios clinicos. A metformina recapitula importantes efeitos metabolicos da RC e
estimula a autofagia protetora, por exemplo, em modelos de ratos com obesidade e disfun¢ao

cardiaca (Madeo et al., 2019; Li et al., 2017, Xie et al., 2011).

O mecanismo de a¢ao da metformina envolve, pelo menos em parte, a ativagao da proteina
quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), uma enzima envolvida no equilibrio
energético celular e de todo o organismo, bem como no metabolismo da glicose e da gordura (Ma
et al., 2022; Martin-Montalvo, et al., 2013; Larsson et al., 2012). Embora existam evidéncias de que
a metformina também pode atuar através de mecanismos independentes da AMPK. A ativagdo da
AMPK ¢ um processo desencadeado pelo aumento da relagio AMP/ATP (Ben Shara et al., 2011;
Pollak, 2012). A metformina pode comprometer a producdo de ATP nas mitocondrias levando a um
aumento da relacio AMP/ATP. Como consequéncia do esgotamento energético, a glicolise €

induzida para manter o metabolismo celular (Martin-Montalvo, et al., 2013).

A metformina pode resultar em perda de massa corporal e gordura visceral por meio da
redugdo do consumo enérgico e modulagdo de sinalizagdo no tecido adiposo e SNC para regular a
ingestdo alimentar (Malin e Kashyap, 2014). Isso porque tal firmaco ¢ capaz de melhorar a
sensibilidade a insulina e a leptina. A leptina ¢ um importante horménio derivado de adipdcitos que
regula o equilibrio energético. Esse hormonio se liga a receptores do hipotdlamo que sinalizam o
aumento do gasto energético e contribui com a reducdo da ingestdo alimentar (Lim et al., 2010). A
insulina atua como sinalizador do estado energético que regula a adiposidade. No hipotalamo, se
liga aos seus receptores e suprime a AMPK, mimetizando assim muitos dos efeitos anorexigenos da
leptina. Assim, a reducdo da resisténcia a insulina pode contribuir para melhorar a regulacao do
apetite, nao s6 melhorando as alteracdes especificas da glicose, mas também melhorando as vias de
sinalizacdo anoréxica no hipotadlamo para reduzir os desejos alimentares (Malin e Kashyap, 2014;

Shurrab e Arafa, 2020).

Monitorando a ingestdo hidrica diaria dos animais, observamos que os LDLr"" apresentaram

reducdo no consumo hidrico, comparado ao controle C57Bl/6, porém esse evento foi revertido pela
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associacao entre RC e metformina. No plasma, realizamos a dosagem de colesterol, triglicerideo,
concentragio de glicose e proteinas totais. Como esperado, camundongos LDLr”" apresentaram
niveis de colesterol plasmatico elevado comparado ao controle. Nio houve diferenca entre LDLr”"
e C57Bl/6 para os demais parametros analisados. Varios estudos ja tém demonstrado que o aumento
de colesterol plasmatico encontrado em camundongos LDLr”" pode chegar a ser de duas a trés vezes
maior comparado com animais selvagens da linhagem C57Bl1/6, quando mantidos em uma dieta
padrdo para roedores (De Oliveira et al., 2011; Thirumangalakudi et al., 2008; De Oliveira et al.,
2013). Em outros cendrios, como quando sdo submetidos a uma dieta rica em colesterol,
camundongos LDLr”" podem apresentar aumento de cerca de dez vezes nos niveis de colesterol total

em compara¢do com camundongo C57Bl1/6 (De Oliveira et al., 2020).

A RC aumentou os niveis de colesterol plasmatico e a metformina foi responsével por um
incremento na concentracdo de triglicerideo plasmatico. Semelhante ao protocolo 1, os animais do
grupo RC nesse protocolo recebiam sua porc¢ao didria de alimentagdo pela manha e apds comerem,
ficavam em jejum até o dia seguinte. Acreditamos que o tempo prolongado de jejum possa ter
influenciado no perfil lipidico encontrado nesses grupos (Geisler et al., 2016; Cai et al., 2019). Uma
limitagao desse estudo ¢ a dificuldade em estabelecer quais seriam efetivamente os efeitos da RC ou
do jejum, uma vez que os animais acabaram sendo submetidos as duas intervenc¢des. Dados de uma
meta-analise, mostraram que a metformina, em humanos com figado gorduroso era capaz de atenuar

niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideo (Huang et al., 2022).

Ao avaliarmos a locomocdo espontanea no campo aberto, observamos aumento da
locomogdo espontinea nos camundongos LDLr”". Reforcando tal observagdo na locomogdo
espontanea, no teste do labirinto em T, para o parametro de cruzamentos, identificamos também
maior niimero de cruzamento no grupo LDLr”". Entretanto, nesse Gltimo teste, a RC reverteu o
aumento da locomocao espontanea e a metformina ndo provocou alteragdo na varidvel. Semelhante
ao resultado descrito, Rutkowsky e colaboradores (2018) mostraram que no labirinto em Y, os
camundongos LDLr”" foram mais ativos do que C57B1/6, com um niimero aumentado de entradas
totais no braco, distdncia total percorrida e diminui¢do da % do tempo de descanso.
Semelhantemente, De Oliveira e colaboradores (2020) mostrou que camundongos LDLr”
apresentavam um numero maior de cruzamentos no campo aberto do que camundongos controle e

que camundongos hipercolesterolémicos alimentados com dieta rica em colesterol, tiveram aumento
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ainda maior do numero total de cruzamentos. Além disso, observaram que os niveis de colesterol

plasmatico se correlacionavam positivamente com o niamero total de cruzamentos.

Ainda sobre o teste do campo aberto, que também avalia perfil ansiogénico, inferido pelo
tempo no centro do aparato, nosso resultado mostra que os animais do grupo LDLr”" passaram menos
tempo no centro do aparato, sendo um indicativo de comportamento semelhante ao ansioso. O estudo
de Engel e colaboradores (2016) teve como objetivo avaliar pardmetros comportamentais e
neuroquimicos relacionados a emocionalidade em camundongos LDLt”" e assim, demonstrar uma
indicacao pré-clinica da associagdo entre hipercolesterolemia e depressao. No teste de preferéncia
por sacarose, os pesquisadores observaram comportamento aneddnico expresso pela diminui¢ao do

consumo de sacarose nos animais LDLr”

em comparacdo com o controle. Para estimar os
comportamentos de autocuidado e motivacional, camundongos LDLr”" foram comparados com
C57Bl/6 no teste de borrifagem de sacarose e foi identificado diminui¢do no tempo de autolimpeza
no grupo LDLr"". Ainda, no teste de suspensdo pela cauda, os camundongos LDLr”" apresentaram
aumento do tempo de imobilidade em comparagdo com o grupo selvagem, sendo um indicativo de
prejuizo na estratégia de enfrentamento frente a estresse agudo inescapavel. Os pesquisadores
relacionaram os prejuizos observados ao metabolismo monoaminérgico prejudicado em
camundongos LDLr"", sendo possivel também o envolvimento do estresse oxidativo (Engel et al.,
2016). Corroborando com tais dados, o estudo de Zou e colaboradores (2023) avaliou
comportamentos relacionados a emocionalidade em camundongos com dislipidemia, decorrente do
consumo de uma dieta enriquecida com colesterol. O grupo de animais dislipidémicos apresentou
menor consumo de sacarose no teste de preferéncia por sacarose, aumento do tempo de imobilidade
no teste de suspensao pela cauda e diminuicao do tempo no centro do aparato no teste do campo
aberto. Assim o estudo mostrou que camundongos alimentados com dieta rica em colesterol
apresentavam comportamento semelhante ao da ansiedade, anedonia e prejuizo na estratégia de
enfrentamento frente a estresse agudo inescapavel, acompanhados de distirbio do metabolismo
lipidico. Os pesquisadores associaram o prejuizo comportamental ao aumento da resposta

inflamatdria na periferia e no SNC (Zou et al., 2023).

Avaliamos a memoria de reconhecimento, memoria espacial de curto prazo e memoria
aversiva. No teste de reconhecimento de objetos, constatamos que os animais LDLr”" apresentaram

prejuizo na memoria de reconhecimento, que nao foi revertido pela nossa intervencao. Ja a memoria
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espacial de curto prazo, testada no labirinto em T, ndo estava prejudicada nos nossos grupos
experimentais de camundongos LDLr”". Ainda, nesses mesmos animais, encontramos déficit na
memoria aversiva testada 90 min apds o treino, mas ndo apds 24h. Além da alta associagdo entre
hipercolesterolemia e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, os estudos de Zambodn e
colaboradores (2010) e Ariza e colaboradores (2016) relataram maior incidéncia de
comprometimento cognitivo em individuos com hipercolesterolemia. Camundongos nocautes para
o receptor de LDL apresentam déficits de aprendizado e memoria. Mulder e colaboradores (2007)
mostraram que aos 11 meses de idade, camundongos LDL1"" apresentavam comprometimento na
memoria espacial no teste do labirinto aquatico de Morris e prejuizo na memoria de trabalho
verificada pela andlise da alternancia espontanea do labirinto em T. De Oliveira e colaboradores
(2011; 2020) também mostraram declinio cognitivo nessa linhagem, com prejuizo na memoria
espacial e de trabalho observados aos 3 meses de idade. Rutkowsky e colaboradores (2018) também
mostraram camundongos LDLr”" apresentaram prejuizos em processos cognitivos, avaliados no
labirinto em Y e no labirinto aquético. Os prejuizos comportamentais observados em camundongos
LDL:r”" tém sido associados a disfungdo sindptica e neuronal (De Bem et al., 2021), prejuizo na
neurogénese (Engel et al., 2019) e perda da integridade da barreira hematoencefalica (De Oliveira

et al., 2020).

- ndo identificamos

Apesar das alteracdes de memoria encontrada nos camundongos LDLr
alteracdo nos niveis de citocinas pro-inflamatorias no hipocampo e cortex pré-frontal dos animais.
Don-Doncow e colaboradores (2021) mostraram que em camundongos cronicamente
hipercolesterolémicos jovens e velhos, o sistema imunoldgico estava mais ativo, evidenciado pelo
numero de mondcitos circulantes e niveis plasmaticos de interleucinas, comparado a camundongos
selvagens. Os pesquisadores observaram ainda que a migracdo e infiltragdo de mondcitos e
macrofagos foi mais pronunciada no cérebro dos animais hipercolesterolémicos idosos em
comparagdo com camundongos controle jovens (Don-Doncow et al., 2021). O hipocampo de

camundongos LDLr"

alimentados com uma dieta rica em colesterol mostrou uma resposta
neuroinflamatdria pronunciada e estresse oxidativo associado a prejuizos na integridade da barreira
hematoencefalica (Rutkowsky et al., 2018; Moreira et al., 2014; Thirumangalakudi et al., 2008;
Witte et al., 2010). Isso parece afetar a proliferacdo de progenitores do hipocampo. Além disso, o
processo neuroinflamatério aumenta a producao de ERO, o que € prejudicial aos neurdnios. As

mitocOndrias sdo sensiveis a danos oxidativos e a inflama¢do pode contribuir ainda mais para a
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disfungdo mitocondrial (Hong et al., 2022). Tanto inflamagdo quanto estresse oxidativo sao
processos bioldgicos intimamente ligados ao desenvolvimento de neuropatologias, como doenga de
Alzheimer, doenga de Parkinson e depressao (Rodrigues et al., 2021; De Bem et al., 2021). Nossos
resultados mostraram que, em camundongos nocautes para receptor de LDL, a RC foi capaz de
reduzir a massa corporal e gordura visceral, porém quando associada a metformina, a redugdo da
gordura visceral foi mais pronunciada. As intervengoes feitas com RC e metformina nesse protocolo
experimental ndo foram efetivas em melhorar as concentragdes séricas de colesterol, triglicerideo e
glicose, e ndo reverteu o prejuizo na memoria causado pela exposicao ao longo da vida a altos niveis

de colesterol plasmaticos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo, mostraram em medidas gerais que, no contexto de

disfungdo metabdlica induzida pelo consumo cronico de dieta hiperlipidica em camundongos da

linhagem C57BI1/6 e em um modelo experimental de hipercolesterolemia familiar, em camundongos

nocautes para receptor de LDL, os efeitos da RC foram mais evidentes nos desfechos metabdlicos

do que comportamentais. Este estudo apresenta limitagdes que devem ser consideradas ao interpretar

os resultados. Primeiramente, no protocolo de disfun¢ao metabdlica induzida por dieta, observamos

efeitos brandos da dieta em detrimento a caracterizagcao de modelo claro de obesidade induzida por

dieta. Além disso, os animais submetidos a intervengao com RC passaram longos periodos de jejum,

algo que também pode ter influenciado nos dados encontrados e dificulta a identificagdo dos efeitos

da RC ou do jejum.

A exposicao cronica de camundongos da linhagem C57Bl/6 machos e fémeas, a HFD nao
resultou em alteragdo na massa corporal, gordura visceral, tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina e niveis séricos de insulina, triglicerideo, colinesterase ¢ TGO. Porém, nos
camundongos machos, a HFD resultou em aumento da glicemia de jejum, do colesterol
plasmatico, colesterol e triglicerideo hepatico, bem como diminui¢do nos niveis séricos de TGP
e citocinas inflamatdrias no figado;

Em camundongos machos da linhagem C57Bl/6, a intervengdo com RC de 30% alterou
parametros metabolicos, sendo capaz de provocar diminuicdo da massa corporal e gordura
visceral, glicemia de jejum, melhorou a tolerancia a glicose e elevou a concentragdo hepatica de
triglicerideo;

Em camundongos fémeas da linhagem C57Bl/6, a intervengdo com RC de 30% teve efeitos
metabodlicos mais brandos comparados aos machos, porém foi suficiente para provocar
diminui¢do da glicemia de jejum, melhorou a tolerancia a glicose e elevou a concentragao
hepatica de colesterol;

A HFD prejudicou a memoria espacial de curto prazo, mas ndo afetou a memoria aversiva e
emocionalidade e a RC nao foi suficiente para reverter tal comprometimento em camundongos

da linhagem C57B1/6 machos e fémeas;
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Em modelo nocaute para o receptor de LDL foi observado menor massa corporal e gordura
visceral em camundongos LDLr”" e incremento nos niveis plasmaticos de colesterol quando
comparado ao controle selvagem;

Nos camundongos LDL1""

, a RC de 30% reduziu a massa corporal, gordura visceral e aumentou
os niveis de colesterol plasmatico;

A associacdo entre RC e metformina foi responsavel por redug¢do ainda mais acentuada da
gordura visceral e elevou o consumo hidrico em LDLr”";

Os dados comportamentais mostraram que LDLr”" possuem aumento da locomogo espontinea,
prejuizo na memoria de reconhecimento e na memoria aversiva testada 90 min apds o treino;

A RC e a metformina ndo reverteram todas as alteragcdes comportamentais encontradas em
camundongos LDLr”", a associagdo entre as intervengdes reverteu apenas o prejuizo na memaria

aversiva testada 90 min apoés o treino.
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