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Resumo

A restricdo alimentar (RA), definida como uma limitacdo na quantidade de
calorias consumidas por um individuo, quando severa, provoca déficits nutricionais,
metabodlicos e comportamentais. Estudos experimentais demonstraram
comportamento relacionado a ansiedade em ratas submetidas a RA severa. Além
disso, dados da literatura apontaram relagdo entre danos oxidativos no cérebro (e.g.:
na amigdala e no hipocampo), comprometimento do sistema nervoso e aumento dos
niveis de ansiedade. Neste estudo, avaliamos os efeitos da restricdo alimentar severa,
por 14 dias, sobre o comportamento e perfil glico-oxidativo de ratos Wistar. Aos 90
dias de vida, os ratos foram submetidos a uma avaliagao alimentar por 14 dias para
determinacdo da média alimentar diaria. Posteriormente, foram divididos em grupo
controle (GC) e restrito (GR; que recebeu 40% da dieta do GC), e submetidos a 14
dias de protocolo nutricional, seguidos da realizacdo dos testes comportamentais de
labirinto em cruz elevado (LCE), caixa claro/escuro (CE) e campo aberto (CA) para
avaliagao do comportamento do tipo ansiedade e atividade locomotora. Apds os testes
comportamentais, foram eutanasiados para coleta do plasma, 6rgaos e tecidos
destinados as analises biométricas, metabdlicas e de estresse oxidativo. Neste
estudo, a RAS promoveu alteragbes biométricas e metabdlicas (i.e.: redugdo da
massa corporal, das massas do figado e dos tecidos adiposos brancos, e da
concentracao plasmatica de triacilglicerol), mas nao alterou a homeostase redox na
amigdala e hipocampo. Ademais, aumentou o tempo de permanéncia e o numero de
entradas nos bragos abertos do LCE e reduziu o tempo de permanéncia nos bracos
fechados deste aparato. Também elevou o tempo de tomada de decisao e reduziu o
tempo no escuro na caixa claro/escuro, indicando um aumento do comportamento
exploratério — respostas sugestivas da busca por alimento, cuja motivagao de suprir
uma necessidade vital potencialmente superou a ansiedade gerada no aparato. Estes
achados, contrarios aos dados da literatura obtidos em ratas, sugerem um possivel
dimorfismo sexual na resposta neurobiolégica comportamental a RAS e fomenta um
novo direcionamento para futuras pesquisas acerca da neurobiologia dos
comportamentos relacionados a ansiedade nos contextos de restrigao alimentar.
Palavras-chave: restricdo alimentar severa, comportamento, estresse oxidativo,

labirinto em cruz elevado, caixa claro-escuro.



Abstract

Caloric restriction (CR), defined as a limitation in the calories consumed by an
individual, when severe, induces nutritional, metabolic, and behavioral deficits.
Experimental studies have demonstrated anxiety-like behavior in female rats subjected
to severe CR. Additionally, literature data have indicated a connection between
oxidative damage in the brain (e.g., in the amygdala and hippocampus), impairment of
the nervous system, and increased levels of anxiety. In this study, we evaluated the
effects of severe dietary restriction for 14 days on the behavior and glycoxidative profile
of Wistar rats. At 90 days of life, rats were subjected to dietary assessment for 14 days
to determine the daily food intake average. Subsequently, they were divided into a
control group (CG) and a restricted group (RG; receiving 40% of the CG diet) and
subjected to nutritional protocol for 14 days, followed by behavioral tests using the
elevated plus-maze (EPM), light/dark box (LD), and open field (OF) to assess anxiety-
like behavior and locomotor activity. After the behavioral tests, they were euthanized
for plasma, organs, and tissue collection for biometric, metabolic, and oxidative stress
analyses. In this study, CR induced biometric and metabolic changes (i.e., reduced
body, liver and white adipose tissue masses, and plasma triacylglycerol concentration),
but did not alter redox homeostasis in the amygdala and hippocampus. Furthermore,
it increased the time spent and the number of entries into the open arms of the EPM
and reduced the time spent in the closed arms of this apparatus. It also increased
decision-making time and reduced the time in the dark compartment in the light/dark
box, indicating an increase in exploratory behavior — suggestive responses of a search
for food, whose motivation to meet a vital need potentially overcame the anxiety
generated in the apparatus. These findings, contrary to literature data obtained in
female rats, suggest a possible sexual dimorphism in the behavioral neurobiological
response to RAS and encourage a new direction for future research on the

neurobiology of anxiety-related behaviors in contexts of food restriction.

Keywords: dietary restriction, behavior, oxidative stress, elevated plus-maze, light/dark
box.
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1. INTRODUCAO

1.1.RESTRICAO ALIMENTAR

A restricdo alimentar (RA) é definida como uma limitagdo na quantidade de
calorias consumidas por um individuo (De Souza et.al 2021; Apte 2014). Estudos a
datar de 1935, realizados por McCay e colaboradores investigaram os efeitos da
restricdo caldrica, em variadas intensidades, sobre o organismo em diferentes
contextos na saude.

A RA pode exercer influéncias negativas sobre o organismo, proporcionando
mudangas nas caracteristicas fisicas, na maturagdo corporal e na regulagao
metabdlica, dificultando a manutengcdo da homeostase (Mattson et.al 2014). Barret
(2009), aponta que a inseguranga alimentar - um fator onde o acesso inadequado a
alimentos - fatores econémicos e sociais, podem contribuir para que individuos
passem por condigdes e/ou periodos de restricdo alimentar. Redugdes significativas
no consumo alimentar podem promover ao organismo déficits nutricionais de
macronutrientes (carboidratos, lipideos e proteinas) que sao fundamentais para a
manutencao energética, nutricdo dos tecidos e prevencdo de doengas crdnicas,
trazendo suporte a saude em geral (Venn et.al. 2020); e micronutrientes que fornecem
compostos vitaminicos e minerais, os quais sdo essenciais para manutencao do
organismo e sistema imunoldgico (Berger et.al 2021).

No ambito da nutricdo e saude global, estudos como os realizados por Black
et.al. (2008) e Muller et.al. (2005) tém enfatizado a relagdo entre desnutricdo e suas
consequéncias adversas para saude, especialmente em paises em desenvolvimento.
Dados apontados pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), em 2021, apresentam
resultados semelhantes, indicando que mesmo com essa lacuna entre as pesquisas,
a desnutricao e inseguranga alimentar ainda € um problema persistente atualmente.
Black et.al. (2008) apontam que o acesso adequado aos alimentos é uma dificuldade
de ambito mundial, frequentemente desencadeada pela falta de recursos financeiros,
0 que resulta em escassez de nutrientes, afetando individuos em todo o mundo,
podendo ser responsavel por condicdes como desnutricdo, doencas e Obitos. A

privacao ao acesso de alimentos representa apenas uma das razdes que podem levar
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os individuos a restricdo alimentar. Os motivos recorrentes em individuos que passam
por periodos de restricdo alimentar extrema ou mesmo inani¢ao auto-induzida podem
ocorrer por meios de dietas para perda de peso com objetivo estético (Polivy 1996;
Neyman-Carlsson 2015), doengas que impossibilitam a alimentacdo adequada e/ou
absorcao de nutrientes (por exemplo, anorexia nervosa e depressao) e situagdes de
desastres ou falta de recursos financeiros (Pereira 2005; Rodrigues, Schmitz et.al.
2007; Decrock et.al. 2008). Um estudo realizado por Muller e Krawinkel (2005),
apresentou dados que apontam cerca de 300 mil 6bitos de criangas em todo mundo
em consequéncia da insuficiéncia alimentar, fator esse que pode levar individuos a
desnutricdo de macros e micronutrientes.

As condicbes de diversas populagdes em que o acesso a alimentos é restrito
ou até mesmo nulo, ainda configura um problema socio-econémico apresentado pela
OMS em 2021. Estudos pioneiros como o McCay et.al (1935) e Weindruch (1996),
apresentam consequéncias ao organismo de ratos e primatas que a redugao na
alimentacgao diaria produziu. Esses estudos, com objetivo de apresentar a modulagéo
na maturagdo dos tecidos, indicavam que a RA poderia produzir efeitos sobre a
longevidade, sendo uma possivel intervencdo contra o envelhecimento. Porém
estudos mais recentes apontam que a RAS pode desencadear doencgas
cardiovasculares (Szafransk et.al. 2014 e Masoro 2009) e também comprometer a
saude mental (Fontana et al. 2004 e Cerqueira e Kowaltowski 2010).

Nesse sentido, a RA pode ser classificada de acordo com seu grau de
severidade: leve e moderada quando ndo promovem modificagdes no funcionamento
do organismo, abrangendo uma redugao de 10 a 40% da ingestao caldrica basal
(Garcia-Matas et. al. 2015), e severa quando essa reducéo € igual ou superior a 40%
da ingestdo, promovendo prejuizos homeostaticos, que podem levar a desequilibrios

metabdlicos e fisioldgicos (Cerqueira e Kowaltowski 2010).

1.2. CONSEQUENCIAS METABOLICAS E FISIOLOGICAS DA RESTRIGAO
ALIMENTAR SEVERA
Estudos relacionam a restrigdo alimentar a mudangas no funcionamento
fisiolégico e no metabolismo dos individuos. Caballero (2019) aponta os efeitos da RA
no tratamento de obesidade, como a redugcdo da massa corporal, mas sugere que a
RA pode desencadear disturbios alimentares posteriores ao periodo de restri¢cao.
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Polivy (1996) explorou as consequéncias psicologicas que a RA pode desencadear,
destacando os aspectos negativos dessa pratica, tais como: deficiéncias cognitivas e
disturbios alimentares (e.g. anorexia e bulimia nervosa). Nyman-Carlsson et.al. (2014)
também relaciona disturbios e doencas alimentares a RA. Considerando que aspectos
hormonais e neuroquimicos sao igualmente relevantes na investigacéao dos efeitos da
RA, Gauthier et.al (2014) aponta transtornos de ansiedade em individuos que
passaram pela RAS. Adicionalmente, Campos et.al. (2018) aponta alteragdes no
sistema serotonérgico, que podem ser relacionados a disfungées no controle de
ansiedade e panico. Em se tratando da regulacdo cardiovascular, De Sousa et.al.
(2020) identificou que, mesmo apods a recuperacédo da RAS e da massa corporal, ha
persisténcia da sensibilizagdo do sistema renina-angiotensina — o que pode impactar
no controle da presséo arterial, na termorregulac¢ao, volume de liquidos e sais no corpo
e modulagdes nos componentes da resposta ao estresse.

Os mecanismos moleculares subjacentes a RA também tem sido alvo de
investigacdes. Wu et.al. (2010) e Lee et.al (2010) elucidam a influéncia de genes como
NPAS2, gene codificador de proteinas que tem papel importante na regulagdo de
aquisicao de memorias especificas e proteinas Sestrin. Tais proteinas, que exercem
funcao de protecao celular, atuam na resposta a RA auxiliando na manutencao do
organismo contra a perda de massa muscular. Wu et al. (2010) e Lee et al.(2010)
apontam que métodos dietéticos de RA controlada, como o jejum intermitente, tem
sido amplamente estudado e utilizado no tratamento de disturbios alimentares e no
processo de reduc¢ao da maturagao tecidual precoce, porém suas aplicagdées sem um
diagnostico correto, pode causar implicagcbes ao organismo. Segundo Longo e
Mattson (2014), a utilizagdo do jejum intermitente de forma severa, pode causar danos
permanentes ao organismo, uma vez que periodos longos e redugdo severa na
ingestao pode levar a periodos de RAS e desnutricéo.

Nyman-Carlsson et.al. (2014) apontam que individuos que passam por
disturbios alimentares, como a anorexia e bulimia nervosa, também passam por
transtornos de RA e sofrem com problemas na saude mental. Estudos experimentais
realizados por Campos et.al. (2018) apontam que a RA em ratas reduziu de tal forma
os niveis de colesterol que afetou diretamente nos niveis de estrogénio, relacionando
a RAS a alteragdes no comportamento do tipo ansiedade.

A privagdo de alimentos afeta diretamente na composi¢cao corporal de

individuos. Essa restricdo no padrao alimentar, quando severa, pode afetar o
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metabolismo energético pela falta ou reducdo significativa de insumos,
consequentemente influenciando nas fungbes hepaticas, sensibilidade a insulina,
atividades das enzimas antioxidantes e enzimas envolvidas no metabolismo lipidico
(de Souza et al.2020). Segundo Lee et.al. (2010), a redugdo da massa corporal
induzida pela RAS, atinge diversos tecidos, como o tecido adiposo e o tecido muscular,
levando o organismo a disfungdes na termogénese e redugao na taxa metabdlica
basal. Segundo Longo et.al. (2014) a RC pode ocasionar alteragdes no perfil lipidico,
uma vez que, com a reducdo de nutrientes ingeridos, as reservas de glicogénio
passam a ser a fonte energética utilizada, alterando também as fungbdes enzimaticas
da acetil-CoA carboxilase e acido graxo sintase, reduzindo o estoque lipidico dos
adipdcitos e dos indices de triglicerideos sanguineos.

Segundo Oksana et.al. (1999) a RAS pode levar ratos, por meio de adaptagdes
fisioloégicas e metabdlicas, a entrar em estado de torpor. Estado esse que o organismo,
ao passar por condicdes de escassez de alimentos, secas ou baixas temperaturas,
reduz significativamente as fung¢des nos o6rgdos vitais, como cérebro, figado e
pancreas, reduzindo a temperatura corporal e economizando energia, podendo levar
de dias até seis meses, onde esses animais podem ter redugéo de até metade da sua

massa corporal, apresentando baixas de glicose, triglicerideos e colesterdis.

1.3. RESTRICAO ALIMENTAR E SUA INFLUENCIA NO COMPORTAMENTO

A RA, além das repercussdes supracitadas, pode levar a alteragdes
comportamentais. Estudos como o de DiVasta et.al. (2010) sugerem que ha uma
relacdo entre a restricdo alimentar severa e os transtornos alimentares, como a
anorexia nervosa, que por sua vez pode ser relacionada a disturbios comportamentais
ansiogénicos, compulsivos e depressivos, causando redugao na qualidade de vida e
aumentando a taxa de mortalidade (Nyman-Carlsson 2014). Campos et.al. (2018),
aponta que individuos que sofrem com o transtorno de anorexia nervosa, que é
caracterizada por restricdes severas ou totais na alimentagao, apresentam altos niveis
de ansiedade (Campos et.al. 2018).

Com a extensdo dos disturbios alimentares, a progressdao de doencas
cardiovasculares e renais provenientes da restricdo alimentar severa ou de nutrientes

especificos depde como um problema de saude publica (Gauthier et.al 2014).
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Segundo Jean-Patrice et.al. (2008), os transtornos restritivos evitativos, quando
persistentes, podem conduzir individuos a uma deficiéncia nutricional grave, como a
ma formagédo e maturagédo acarretando até mesmo disfungdes psicossociais (Jean-
Patrice et.al 2008). Ja Gauthier et.al. (2014), apresenta que a ligagéo entre o estado
de restricdo alimentar e comportamento de ansiedade, depressdo, compulsao
alimentar e impulsividade se relacionam a modulagdes nas vias serotonérgicas que
s&o capazes de influenciar neste contexto (Gauthier et.al 2014).

Na estrutura do sistema neural, o conceito de apetite € denominado por Halford
et.al. 2000, como um controle fisioldgico para garantir substratos para despesas
energéticas do organismo, sendo descritas como tradugdes para necessidades de
impulso. Ao sinal de necessidade de combustiveis, o proprio sistema tem alternativas
para oferta-los sem que seja necessaria a ingestéo, utilizando de reservas onde a
acao de hormodnios e peptideos sdo fundamentais para saciedade de acao rapida
(Halford et.al 2000). A restricdo alimentar prolongada, segundo Morley e Blundell
(1988) em estudo pioneiro, promove alteracbes neurobiolégicas e metabdlicas,
diminui a ativagédo do sistema dopaminérgico e causa disfungédo no eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal (HPA), podendo levar individuos a desenvolverem transtornos
alimentares relacionados a saciedade e apetite (Morley e Blundell 1988). Estudos
sobre os aspectos comportamentais derivados da privagao alimentar, indicam que tal
estado pode ocasionar comportamento do tipo ansiedade, reducdo na atividade
locomotora e alteragdes de memoria e aprendizado (Halagappa et.al.2007).

Em face a RA, RAS, fome ou jejum prolongado pode ocorrer déficits na
producao de leptina, peptideo que desempenha papel importante na regulagao
energética e ingestdo alimentar, acarretando déficit de consumo de nutrientes
importantes para manutengao energética com consequente aumento da utilizagédo dos
tecidos adiposos como fonte energética. Com a reducgao ou inibicdo da alimentacéo,
pode ocorrer ao organismo a redugao da sensibilizagado dos receptores de dopaminas,
afetando também os receptores de serotonina e aumentando as chances de
desenvolvimento de ansiedade (Morley et.al.1988, Schwartz et.al. 2000).

Mattson et.al. (2015) e Mark etal. (2005) apontam a influéncia dessas
alteracbes neuroquimicas na producdo e captacdo de serotonina, dopamina,
noradrenalina, cortisol e hormdnio do crescimento de com disturbios comportamentais
em ratos. Estudos como o de Soubrie et.al. (1986) indicam a regulagéo de serotonina

em humanos e animais, sendo um fator primordial na regulagdo do humor, emocoes,
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sono, apetite e comportamento. Estudo esse que pode ser relacionado ao estudo de
Kaye (2007) que indica os mecanismos que influenciam os disturbios alimentares,
apresentando redugao na capacidade de liberagao e captagdes hormonais, indicando
que tais redugdes podem ser relacionadas a transtornos comportamentais, como
ansiedade, depressao, anorexia e bulimia nervosa, abrindo um leque para que se

promova estudos que relacione os fatores alimentares ao comportamento.

1.4. RESTRIQ@O ALIMENTAR E ESTRESSE OXIDATIVO ENCEFALICO NAS
ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

Doencgas e disturbios alimentares que tem relag¢des diretas com a RA tem sido
associadas a alteragdes comportamentais, como ansiedade e depresséo. Estudos
tém demonstrado que o estresse oxidativo encefalico desempenha um papel
fundamental na regulacdo do comportamento (Gavrilova et al. 1999) e tem despertado
crescente interesse nas areas da neurociéncia e da saude. Recentemente, pesquisas
reforcaram que o estresse oxidativo (EO) encefalico pode influenciar a saude mental
e comportamento (Sies 2015; Sies 2017). Maes et al. (2011) analisaram as vias de
estresse oxidativo e sua influéncia na depresséao, e sua possivel contribuicdo para os
processos neurodegenerativos associados a essa doenga. Maes et.al (2011) e Li et.al
(2015) citam a associagcao de doengas neuropsiquiatricas com o comprometimento da
plasticidade neuronal e fungdes cognitivas por meio do EO.

No campo da psicologia e neurociéncia comportamental, Bahi (2016) evidencia
as modulagcbes de comportamentos associados a ansiedade derivadas de uma
restricdo de nutrientes, fornecendo uma compreensao mais profunda dos mecanismos
moleculares envolvidos na regulacdo emocional e no desenvolvimento neuroldgico.
Essa abordagem é fundamental para compreender os efeitos dos radicais livres e dos
antioxidantes no organismo, uma vez que foram relacionados a doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e cancerigenas (Valko et al., 2007),
evidenciando os prejuizos na plasticidade neural e implicagées derivadas do EO no
hipocampo e alteragdes no comportamento das células da glia, gerando respostas
inflamatérias no cérebro (Cerqueira et.al 2007 e Hao etal 2015), propondo
alternativas, no tratamento e possiveis estratégias para atenuar os danos oxidativos
e comportamentais, promovendo a melhora na saude cerebral (Pereira et.al 2007).

Além disso, estudos sobre a RC e jejum intermitente tém revelado modulagdes

por meio do EO no sistema cardiovascular e cerebral em escalas leves e severas
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(Mattson & Wan, 2005). Essas investiga¢des destacam a importancia de compreender
os mecanismos do EO no ambito das doencas psiquiatricas e neurodegenerativas.
(Maes et.al 2011).

Neste contexto, é relevante investigar os mecanismos envolvidos na resposta
comportamental e no perfil glico-oxidativo decorrente da RAS. Sendo assim,
hipotetizamos que a RAS causaria resposta comportamental do tipo ansiedade
associada a alteragdes no perfil glico-oxidativo e ao comprometimento da homeostase

redox na amigdala e hipocampo.
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2. JUSTIFICATIVA

Grande parte da populacdo mundial enfrenta periodos de privagao de alimentos
por meio da inseguranga alimentar (i.e: falta/ acesso inadequado aos alimentos),
doencas, e/ou disturbios alimentares, motivo esse que é causa de inumeros obitos em
todo mundo. Igualmente atingindo uma grande parte da populagdo, doencgas
comportamentais, como a ansiedade, apresenta alta prevaléncia e isso tem se tornado
motivo de diversos estudos, onde o tratamento eficaz € algo a ser descoberto.

Com toda a atencgao voltada para resolugdes dessas doengas psicologicas e
combate a fome no mundo, estudos relacionando a RAS e o comportamento do tipo
ansiedade vem se tornando cada vez mais necessarios, para melhor compreensao e
resolucdo de tratamentos. Estudos tem apresentado evidencias que déficits
nutricionais estdo associados a prejuizos no desenvolvimento e maturagao corporal,
afetando regides encefalicas, podendo causar prejuizos hormonais e problemas
cognitivos ligados a memoria, emogdes e comportamento.

A falta de consisténcia nos resultados obtidos até o presente momento acerca
da relagcado entre RA e resposta comportamental, indica a necessidade de novos
estudos para investigar as relagbes e causas que podem ser gatilhos para o
desenvolvimento e evolugédo da ansiedade, compreendendo os aspectos fisioldgicos
e moleculares envolvidos. Portanto, torna-se fundamental investigar os mecanismos
envolvidos e as consequéncias decorrentes da RAS sobre o comportamento e perfil
glico-oxidativo.

Os resultados obtidos a partir desta pesquisa tém o potencial de contribuir para
uma melhor compreensao fisiopatoldgica dos efeitos da restricdo alimentar severa nas
alteragcdes comportamentais, além de fornecer informagdes relevantes para novos
estudos e desenvolvimento de medidas de prevencao e tratamento dessas alteracoes

em individuos submetidos a condi¢cdes de restricdo alimentar severa.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar os efeitos da restricdo alimentar severa sobre o comportamento e perfil

glico-xidativo de ratos wistar.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Avaliar os efeitos da restricao alimentar severa, por 14, dias em ratos Wistar

sobre o0s seguintes parametros:

> Massa corporal e dos seguintes érgaos e tecidos: coracao, figado, rins,

adrenais e tecidos adiposos retroperitoneal, inguinal e epididimal;
» Comportamento do tipo ansiedade e atividade locomotora;
> Niveis plasmaticos de glicose, triacilglicerol e colesterol total;

> Perfil oxidativo na amigdala e no hipocampo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS:

Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar com 21 dias de vida, pesando
entre 45g e 55g, provenientes do Centro de Ciéncia Animal — CCA da Universidade
Federal de Ouro Preto — UFOP. Os animais foram alocados no biotério do Laboratério
de Fisiologia Cardiovascular — LFC, onde permaneceram por 69 dias em gaiolas
coletivas 17cmx41cmx34cm (4 animais por gaiola). Foram mantidos em temperatura
de 23°£1°, com ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 06:00 da manh&) com
ragao padrao e agua filtrada ad libitum. Ao completarem os 90 dias de vida, os animais
foram separados aleatoriamente em pares por gaiola. Permaneceram até o fim do
protocolo experimental, onde todos os procedimentos foram aprovados pelo do
Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Federal de Ouro Preto — UFOP
(CEUA-UFOP Protocolo n°® 7865131021).

4.2. PROTOCOLO DIETETICO:

Apos completarem 90 dias de vida os animais foram submetidos a uma
avaliacado alimentar por 14 dias, sendo ofertado 30g de racdo por rato/por dia. As
sobras foram pesadas semanalmente para obter uma média alimentar diaria. Ao
finalizar os 14 dias de protocolo os animais foram pesados e separados em grupos
controle (GC) e restritos (GR). Ambos os grupos receberam agua ad libitum, o GC
recebeu dieta ad libitum e o GR recebeu 40% da dieta anteriormente mensurada (i.e.:
foi submetido a restricdo alimentar de 60%) (de Souza et.al. 2015 e de Souza et.al.
2020). Para garantir o consumo supracitado, foi colocado uma barreira de acrilico
separando os animais durante o periodo de alimentacdo (tempo aproximado de 3
horas). O GC também foi separado pela barreira de acrilico, pelo mesmo periodo que

0 GR para submeter ambos os grupos a mesma condicdo de separacao temporaria.

4.3. TESTES COMPORTAMENTAIS:

Ao final dos 14 dias de restricdo alimentar, os animais foram submetidos aos
testes comportamentais de labirinto em cruz elevado (LCE), caixa claro/escuro (CE) e
campo aberto (CA) por 300 segundos cada, para avaliagdo do comportamento do tipo

ansiedade e atividade locomotora. A sala de experimento foi mantida livre de ruidos e
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em iluminacao de 60 lux. Os animais foram colocados na sala 30 minutos antes do
inicio do experimento para ambientalizacdo. Os testes foram filmados por uma
camera, instalada acima dos aparatos para execucao das andlises. Apos finalizar os
testes de cada animal os aparatos foram higienizados com alcool 20% (de Noronha
et.al.2017 e de Souza et.al. 2020)

4.3.1. Labirinto em cruz elevado:

O labirinto em cruz elevado é um aparato constituido por dois bracos fechados
com paredes de 40 cm de altura, por dois bracos abertos e um quadrante central que
liga os bracos. Ambos os bracos possuem a mesma propor¢cdo (50 cm de
comprimento x 12 cm de largura) e 50cm elevados do chéo. O teste € fundamentado
pela premissa de que os roedores tém comportamento de medo inato a altura e locais
abertos e tém preferéncias a locais escuros e fechados (Handley et.al. 1984).

Para realizar o teste, os ratos foram colocados no centro do aparato com o
focinho direcionado para a entrada de um dos bracgos fechados, ficando livre para
exploracdo do aparato por 300 segundos. Foram avaliados o nimero de entradas e 0
tempo de permanéncia em cada braco, bem como no centro do aparato. Também foi
avaliado o numero de exploragfes verticais. Assim, os testes sao interpretados com
alteracdes no comportamento defensivos do tipo ansiedade, quando os roedores
evitam o ambiente aberto e permanecem mais tempo nos bracos fechados (Handley
et.al. 1984, Treit et.al. 1993, Walf et.al. 2007).

Figura 1 — Labirinto em Cruz Elevado

N

l\l.

Fonte: Adaptado de commons.wikimedia.org
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4.3.2. Caixa claro/escuro:

7

A caixa claro/escuro € um aparato que tem duas reparticbes, sendo um
compartimento transparente e um compartimento escuro, ligados por uma abertura de
aproximadamente 10 cm para que animal possa ir de um lado ao outro. Os animais
tém comportamento inato de aversdo a luminosidade e exploracdo do aparato
(Crawley e Goodwin 1980). Foram colocados no compartimento claro da caixa dando
inicio ao teste somente apos a primeira entrada no compartimento escuro. Neste teste
de duracao de 300 segundos, foram avaliados os tempos e numero de entradas nos
compartimentos claro e escuro, tempo de reentrada, tempo de tomada de decisdo
(i.e.:.0 tempo em que o animal fica parado entre os ambientes sem explora-los). Foram
interpretadas pelo comportamento do tipo ansiedade, demonstrado quando os animas
neste estado permanecem mais tempo no compartimento escuro evitando o ambiente
aversivo que é o ambiente com luminosidade (de Noronha et.al 2017, Crawley e
Goodwin 1980, Bourin 2003).

Figura 2 — Caixa Claro Escuro (CE)

Fonte: plataforma Mind the Graph (www.mindthegraph.com).

4.3.3. Campo aberto:

O teste de campo aberto é realizado em uma caixa de acrilico quadrada na cor
preta (60 cm de largura x 60 cm de altura x 40 cm de profundidade), cuja base é

dividida em quadrantes (centrais e periféricos). Neste teste foi avaliado o
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comportamento do tipo ansiedade e atividade locomotora, sendo o comportamento de
conflito inato dos animais em explorar ambientes aversivos (i.e.: 0 centro do aparato)
ou se manter na periferia que € um ambiente seguro (Carola et.al 2002, Prut et.al.
2003, Lovick 2021). Para inicio do teste que também apresenta duracdo de 300
segundos, o animal foi posicionado no centro do aparato (Carola et.al 2002). Neste
teste foram avaliados o niumero de quadrantes percorridos ao todo, na periferia e no
centro, bem como o nimero de exploracdes verticais, e 0 numero e tempo de

groomings (i.e: limpeza corporal) (Garcia et.al. 2005).

Figura 3 — Campo Aberto (CA)

Fonte: plataforma Mind the Graph (www.mindthegraph.com)

4.4. ANALISES DO PERFIL METABOLICO E OXIDATIVO

4.4.1. Perfil metabdlico

Dosagem da glicemia

A concentracdo de glicose foi determinada por amostras de plasma pelo
meétodo colorimétrico (absorbancia de 505nm) utilizando o kit Glicose monoreagente
(k082; Bioclin - Quibasa Quimica Basica Ltda; Minas Gerais, Brasil) e o Leitor de
absorbancia em microplacas ELX808 (Biospectro). Os calculos foram efetuados
segundo a formula: Glicose (mg/dl) = (absorbancia do teste/ absorbancia do padréo)
x 100. Glicose (mg/dl) = (absorbancia da amostra x fator de calibracdo. Os resultados

foram expressos em mg/dl.
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Dosagem do colesterol

A concentracgdo sérica de colesterol total e colesterol-HDL foi mensurada pelo
método colorimétrico (absorbéancia de 500nm) utilizando o kit Colesterol
Monoreagente (K083; Bioclin — Quibasa Quimica Basica Ltda; Minas Gerais, Brasil) e
o Leitor de absorbancia em microplacas ELX808 (Biospectro). Os calculos foram
efetuados seguindo a férmula: colesterol total (mg/dl) = (absorbéncia do teste —
absorbancia do padréo) x200. Os resultados foram expressos em mg/dl.

Dosagem do triacilglicerol (TAG)

A concentracao sérica de TAG foi mensurada pelo método colorimétrico (absorbancia
de 505nm) utilizando o kit Triglicérides Monoreagente (K117; Bioclin — Quibasa
Quimica Bésica Ltda; Minas Gerais, Brasil) e o Leitor de absorbancia em microplacas
ELX808 (Biospectro). Os calculos foram efetuados segundo a férmula: TAG (mg/dl) =
(absorbancia do teste/ absorbancia do padrao) x 200. Os resultados foram expressos

em mg/dl.

4.4.2. Perfil oxidativo

Proteinas carboniladas

A concentracdo de proteinas carboniladas foi determinada pelo método descrito por
Levine et al. (1994). Os grupos carbonilas foram detectados pela producao de 2,4-
dinitrofenilhidrazona (370 nm) apds a adicdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). A
concentragdo de PCO na amostra foi estimada utilizando o coeficiente de extingéo
molar da hidrazona (22000 M -1 cm -1) e os valores foram expressos em umol de

PCO/ mg de proteina.
Catalase

A atividade da enzima catalase foi determinada pelo método descrito por Beers &amp;
Sizer (1952), via monitoramento do desaparecimento do peroxido de hidrogénio (H 2
O 2) em 230 nm. Os resultados foram expressos em mmol de H 2 O 2

consumido/min/mg de proteina.
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4.5. EUTANASIA:

No dia seguinte aos testes comportamentais, os animais foram individualmente
pesados e anestesiados com Isoflurano por via inalatéria, em uma dose de 2,5% em
3L/min de O2. Em seguida, foram submetidos a decapitagdo, com auxilio de guilhotina
(17). Posteriormente foram coletadas as regides encefalicas (hipocampo e amigdalas)
que foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Foram coletados coracéo,
figado, rins e adrenais, sendo pesados e congelados em nitrogénio liquido e
posteriormente armazenados em um freezer a menos 80°. Em seguida, a tibia foi
coletada e medida. Os tecidos adiposos retroperitoneal, inguinal, epididimal também

foram mensurados.

4.6. ANALISE ESTATISTICA:

As analises estatisticas foram realizadas no Software GraphPad Prism (verséo
8.0.2.263). Outliers foram identificados por meio do teste de Grubbs (ESD-extreme
studentized deviate), considerando a=0,05 e removidos das analises. Os dados foram
avaliados quanto a normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Para analise
estatistica foram realizados ANOVA two-way para avalia¢cdo da massa corporal e para
os demais dados, Teste T de Student para dados paramétricos e teste Mann-Whitney
para ndo paramétricos. Os resultados foram expressos como média, média + desvio
padrdo para dados paramétricos ou mediana e intervalo interquartil [mediana: (1°
Quartil - 3° Quartil)] para dados nao paramétricos. O nivel de significancia considerado

para as analises foi de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. EFEITO DA RESTRIQAO ALIMENTAR SEVERA SOBRE A MASSA
CORPORAL

A massa corporal basal foi aferida no dia inicial e apés a conclusao do protocolo
de restricao alimentar (i.e.: no dia da eutanasia), conforme demonstrado na Figura. 4.
O teste ANOVA Two-way indicou que a restricao [F (1, 22) = 93,49; p<0,0001], o tempo
[F (1, 22) = 12,66; p =0,0018] e a interagao (restricdo x tempo) [F (1, 22) = 66,79;
p<0,0001] alteraram a massa corporal dos grupos avaliados. O pos-teste de Sidak
revelou que, no inicio do experimento os animais apresentaram massas corporais
semelhantes, demonstrando um ponto de partida igualitario (GC: 430,1 £ 7,92 g vs.
GR: 420,5 + 20,95 g; p=0,8838). Ao final do protocolo de RAS, os animais do GR
apresentaram reducado significativa da massa corporal (GR:345,3 + 17,34 g vs.
GC:459,7 £5,98 g; p<0,0001).

Figura 4 - Massa corporal do inicio e final do protocolo de RAS
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A: Massa corporal basal (g) (aferida no dia inicial do protocolo) e final (aferida no dia da eutanasia).
Dados paramétricos: analisados por teste Anova two-way e pds-teste de Sidak e expressos em média
+ DP. Diferenca significativa: p= <0,05.

33



5.2. EFEITO DA RESTRIGAO ALIMENTAR SEVERA SOBRE A MASSA DO
CORAGCAO E DO FiGADO

A figura 5 demonstra que a RAS nao alterou a massa cardiaca (Fig. 5A: GR: 0,23 £
0,02 vs. GC: 0,23 + 0,01; p = 0,6108), mas reduziu a massa do figado (Fig. 5B: GR:
2,38 +0,12 vs GC: 3,20 £ 0,10; p = 0,001).

Figura 5 - Efeitos da RAS sobre a massa do coracéo e do figado
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As massas cardiacas e dos figados foram corrigidas por cada 100g de massa corporal do animal. A:
Massa cardiaca (g); B: Massa do figado (g). Os dados paramétricos: analisados por teste t ndo pareado

e expressos em média + DP.

5.3. EFEITO DA RESTRICAO ALIMENTAR SEVERA SOBRE A MASSA DOS
RINS E ADRENAIS

A figura 6 aponta que a RAS induziu um aumento na massa do rim direito (Fig.
6A: GR: 0,35+ 0,008 vs. GC: 0,32 £ 0,02; p = 0,0034), mas nao reduziu nem aumentou
a massa do rim esquerdo (Fig. 6B: GR: 0,34+ 0,02 vs. GC: 0,32 + 0,02; p = 0,1651)
no grupo restrito em comparagdo com o grupo controle. Em relacdo as adrenais, a
RAS nao provocou alteragdes na massa da adrenal direita (Fig. 6C: GR: 0,009 + 0,002
vs. GC: 0,008 + 0,002; p = 0,3541), bem como na adrenal esquerda (Fig. 6D: GR:
0,009 + 0,002 vs. GC: 0,007 £ 0,002; p = 0,1039) em comparagao do GR ao GC.
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Figura 6 - Efeitos da RAS sobre parametros da massa dos tecidos do RD, RE, AD e
AE.
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As massas dos tecidos foram corrigidas por cada 100g de massa corporal do animal A: Massa do Rim
Direito (g); B: Massa do Rim Esquerdo (g); C: Massa da Adrenal Direita; D: Massa da Adrenal Esquerda.
Dados paramétricos: analisados por teste t ndo pareado e expressos em média + DP. Diferenca
significativa: p= <0,05.

5.4. EFEITO DA RESTRICAO ALIMENTAR SEVERA SOBRE A MASSA DOS
TECIDOS ADIPOSOS: RETROPERITONEAL, INGUINAL E EPIDIDIMAL

A figura 7 demonstra os efeitos da RAS sobre a massa dos tecidos adiposos
brancos, onde foram apresentadas reduc¢des no tecido adiposo retroperitoneal (Fig.
7A: GR: 0,79 £ 0,41 vs. GC: 1,64 + 0,27; p = 0,0006), assim como no tecido adiposo
inguinal (Fig. 7B: GR: 1,44: (1,22 — 1,58) vs. GC: 2,19: (1,53 — 2,28); p = 0,0289) e
também no tecido adiposo epididimal (Fig. 7C: GR: 1,03 £ 0,35 vs. GC: 1,54 £ 0,18; p

= 0,0041) em comparagao do grupo restrito ao grupo controle.
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Figura 7 - Efeito da RAS sobre os parametros dos tecidos adiposos Retroperitoneal,

Inguinal e Epididimal.
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As massas dos tecidos foram corrigidas por cada 100g de massa corporal do animal A: Massa do
Tecido adiposo Retroperitoneal (g); B: Massa do Tecido adiposo Inguinal (g); C: Massa do Tecido
adiposo Epididimal (g). Dados paramétricos: analisados por teste t ndo pareado e expressos em média
+ DP. Dados nao paramétricos: analisados por U-teste Mann-Whitney e expressos em mediana: (1°
Quatrtil - 3° Quartil). Diferenca significativa: p= <0,05.

5.5. EFEITOS DA RESTRICAO ALIMENTAR SEVERA SOBRE A RESPOSTA
COMPORTAMENTAL

Na figura 8 foram expressos os efeitos da RAS sobre a resposta
comportamental dos ratos avaliadas no labirinto em cruz elevado, onde foi
apresentado aumento no tempo de permanéncia nos bragos abertos (Fig. 8A: GR:
148,5: (89,75 — 180,5) s vs. GC: 70,5: (17,25 — 139,3) s; p= 0,0362). Também foi
observado aumento no numero de entradas nos bracos abertos (Fig. 8B: GR: 5,12+
2,47 vs. GC: 2,89 + 2,33; p = 0,0088) no grupo restrito em comparagao com o grupo
controle. Foi identificado redugao no tempo de permanéncia nos bragos fechados (Fig.
8C: GR:130,1+62,22 svs. GC: 185,2 + 88,55 s; p=0,0379), mas nao houve alteragéo
no numero de entradas nos bragos fechados (Fig. 8D: GR: 4,56 + 2,43 vs. GC: 4,84 +

2,38; p =0,7313) na comparagao do GR ao GC. Nao foi indicado alteragdes no tempo
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de permanéncia no centro (Fig. 8E: GR: 29,50: (11,25 -61,50) s vs. GC: 21,50: (12,50
—33,00) s; p=0,3843), bem como no numero de entradas no centro (Fig. 8F: GR: 2,89
+ 1,41 vs. GC: 2,28 £ 1,23; p = 0,1744), nem no numero de exploragdes verticais (Fig.
8G: GR9,5: (6,75 —13,25) vs. GC: 11,5: (8,0 — 13,25); p= 0,5242) comparando o grupo

restrito ao grupo controle.

Figura 8 — Labirinto em cruz elevado: tempo de permanéncia e himero de entradas
nos bracos abertos, fechados e quadrante central, e o numero de exploracdes

verticais em 300s
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A: Tempo de permanéncia no brago aberto B: NUmero de entradas no brago aberto C: Tempo de
permanéncia no braco fechado D: Niumero de entradas no brago fechado E: Tempo de permanéncia
no centro F: Nimero de entradas no centro G: Nimero de exploracdes verticais. Dados paramétricos:
analisados por teste t ndo pareado e expressos em média + DP. Dados ndo paramétricos: analisados
por U-teste Mann-Whitney e expressos em mediana: (1° Quartil - 3° Quartil). Diferenga significativa: p=
<0,05.

Na figura 9 € apresentado as respostas comportamentais observadas na Caixa
Claro/Escuro, onde foi encontrado reducéo significativa no tempo no escuro (Fig. 9A:
GR: 163,5+ 42,11 svs. GC: 212,5 + 35,80 s; p = 0,0292), ja no numero de entradas
no escuro nao foi encontrado alteracdes (Fig. 9B: GR: 6,00 + 2,41 vs. GC: 5,89 + 2,29;
p = 0,8880) comparando o grupo restrito ao grupo controle. Na avaliacdo do tempo
de permanéncia no claro nao foram identificadas alteracdes (Fig. 9C: GR: 98,17 +
42,03 s vs. GC: 79,47 + 39,26 s; p = 0,1837), ndo apresentando também alteracdes
no numero de entradas no claro [Fig. 9D: GR: 6,00: (3,00 — 7,00) vs. GC: 5,00: (3,75
—7,00); p=0,8064], nem no tempo de reentrada (Fig. 9E: GR: 19,41 £ 11,18 s vs. GC:
23,78 £ 13,69 s; p = 0,3106). Contudo, foi identificado aumento no tempo de tomada
de decisao [Fig. 9F: GR: 13,00: (4,50 — 28,50) s vs. GC: 3,00: (0,00 — 4,50) s; p=
0,0009] no grupo restrito em comparagao com 0 grupo controle.
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Figura 9 — Caixa claro/escuro: tempo e niumero de entradas no claro e no escuro
tempo de reentrada e tempo no centro (tomada de deciséo) em 300s
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A: Tempo de permanéncia no escuro B: NUmero de entradas no escuro C: Tempo de permanéncia
no claro D: Numero de entradas no claro E: Tempo de reentrada F: Tempo de tomada de deciséo.
O N amostral dos grupos tiveram alteracdes dadas as retiradas dos outliers conforme a seguir:
gréficos A (GR=18 e GC=16), B (GR=18 e GC=18), C (GR=18 e GC=17), D (GR=18 e GC=18), E
(GR=17e GC=18), e F (GR=17 e GC=17). Dados paramétricos: analisados por teste t ndo pareado
e expressos em média + DP. Dados ndo paramétricos: analisados por U-teste Mann-Whitney e
expressos em mediana: (1° Quartil - 3° Quartil). Diferenca significativa: p= <0,05.
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Na figura 10 foram expressos 0s parametros comportamentais e a atividade
locomotora dos animais avaliados no teste de campo aberto. O teste ndo apontou
alteracdes no tempo de permanéncia na periferia [Fig. 10A: GR: 291,5: (278,5 — 295,0)
s vs. GC: 290,0: (283,0 — 296,0) s; p= 0,9439], bem como no numero de quadrantes
percorridos na periferia [Fig. 10B: GR: 62,50: (25,50 — 76,25); vs. 64,00: (46,25 —
77,00); p= 0,5159] comparando o grupo restrito ao grupo controle. Também nao foi
identificada alteracdo no tempo de permanéncia no centro [Fig. 10C: GR: 8,50: (5,00
— 21,50) s; vs. 10,00: (4,75 — 17,00) s; p= 0,9688], assim como n&o houve alteracao
no namero de quadrantes percorridos no centro (Fig. 10D: GR: 5,83 + 3,75 vs. GC:
5,17 £ 2,98; p = 0,5582). Nao foi identificado alteracdo no tempo de grooming [Fig.
10E: GR: 2,00: (1,00 — 11,50) s vs. GC: 8,50: (2,00 — 25,75) s; p= 0,0984], nem no
ndamero de groomings [Fig. 10F: GR: 2,00: (1,00 — 3,00) vs. GC: 2,50: (1,75 — 5,00);
p= 0,1665]. Também nao houve alteracbes no numero de exploracdes verticais (Fig.
10G: GR: 14,44 + 7,71 vs. GC: 12,89 + 6,11; p = 0,5067) comparando o GR com o
GC.

Figura 10 — Campo aberto: tempo de permanéncia e quadrantes percorridos na
periferia e centro do aparato, tempo e numeros de groomings e tempo de exploracédo

vertical em 300s
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A: Tempo de permanéncia na periferia B: Nimero de quadrantes na periferia C: Tempo de
permanéncia no centro D: Namero de quadrantes no centro E: NUmero de exploragdes verticais F:
Tempo de groomings; G: Numero de groomings. O N amostral dos grupos tiveram altera¢des dadas
as retiradas dos outliers conforme a seguir: graficos A (GR=18 e GC=18), B (GR=18 e GC=18), C
(GR=18 e GC=18), D (GR=18 e GC=18), E (GR=18 e GC=18), F (GR=17e GC=18) e G (GR=17 e
GC=18). Dados paramétricos: analisados por teste t ndo pareado e expressos em média + DP.
Dados ndo paramétricos: analisados por U-teste Mann-Whitney. e expressos em mediana: (1°
Quartil - 3° Quartil). Diferenca significativa: p= <0,05.

5.6. EFEITOS DA RESTRICAO ALIMENTAR SEVERA O PERFIL
METABOLICO

A tabela 1 apresenta os efeitos da RAS sobre a Glicemia, Triacilglicerol e
Colesterol total, onde observa-se que a RAS promoveu a reducao dos niveis séricos
de triacilglicerol, mas néo alterou os niveis séricos do colesterol total. Ja em relacéo a
glicemia, embora tenha havido uma reducdo deste parametro no grupo RAS, a
glicemia deste grupo permaneceu dentro dos valores de referéncia para roedores (100
mg/dl).
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Tabela 1 - Efeito da RAS sobre a glicemia, triacilglicerol e colesterol total

Parametros Média Média Média & Desvio padréo p=
GC GR
Glicemia 140,7 95,84 C (140,70 £ 14,69) 0,0002*
(mg/dl) R (95,84 +18,24)
Triacilglicerol 188,4 56,43 C (188,40 + 51,96) < 0,0001"
(mg/dl) R (56,43 + 16,04)
Parametros | Mediana | Mediana [Mediana (1° Quartil — 3° Quartil)] p=
GC GR
Colesterol 24,50 27,20 C [24,50 (22,80 — 31,20)] 0,8665
(mg/dl) R [27,20 (22,28 — 30,60)]

Dados paramétricos: analisados por teste t ndo pareado e expressos em média + DP. Dados nao
paramétricos: analisados por U-teste Mann-Whitney e expressos em mediana: (1° Quartil - 3° Quartil).
Diferenca significativa: p= <0,05. GC (n=7), GR (n=8).

5.7. EFEITO DA RESTRI’QAO ALIMENTAR SEVERA SOBRE O ESTADO
OXIDATIVO ENCEFALICO

Afigura 11 demonstra os efeitos da RAS sobre o estado oxidativos encefalicos.
Nao foram encontradas alteragdes na atividade da catalase nas amigdalas (Fig. 11A:
GR: 7,17 £ 4,71 U/mg vs. GC: 11,92 + 7,08 U/mg; p = 0,1460), nem na atividade da
catalase no hipocampo (Fig. 11B: GR: 4,77: (2,49 — 18,76) U/mg de proteina vs. GC:
7,34: (4,84 — 12,31) colocar a unidade; p = 0,5338). Em relagdo ao dano oxidativo,
também nao foram observadas alteracbes nas concentragbes das proteinas
carboniladas nas amigdalas (Fig. 11C: GR: 10,30 * 8,02 U/mg de proteina vs. GC:
12,16 £ 12,65 U/mg; p = 0,8294) em comparagao do grupo restrito ao grupo controle.
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Figura 11 - Efeito da RAS sobre perfil oxidativo nas amigdalas e hipocampo.
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A: Atividade da Catalase na amigdala (U/mg); B: Atividade da Catalase no hipocampo (U/mg).
Concentracdo das Proteinas carboniladas na amigdala colocar a unidade. O N amostral dos grupos
tiveram alteracdes dadas as retiradas dos outliers seguindo, conforme descrito a seguir: graficos A
(GR=8; GC=7), B (GR=7. GC=6), C (GR=3; GC=5). Dados paramétricos: analisados por teste t ndo
pareado e expressos em média + DP. Dados ndo paramétricos: analisados por U-teste Mann-Whitney
e expressos em mediana: (1° Quartil - 3° Quartil). Diferenca significativa: p= <0,05.
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6. DISCUSSAO:

Neste estudo, conduzimos uma investigagcao acerca os efeitos da RAS sobre o
comportamento, perfil metabdlico e estresse oxidativo encefalico em ratos Wistar.
Foram observados: i) reducdo da massa corporal, hepatica e dos tecidos adiposos
brancos retroperitoneais, inguinais e epididimais; ii) reducdo das concentragdes de
triacilglicerois plasmaticos em ratos submetidos a restrigdo alimentar severa por 14
dias; e iii) alteragdes comportamentais relacionadas ao maior comportamento
exploratério — sugestivo de busca por alimento e maior laténcia para tomada de
deciséo.

Em se tratando da massa corporal, os animais submetidos a RAS
apresentaram uma reducédo de 24,89% em comparagdo com O grupo controle.
Observou-se também uma reducéo significativa nas massas dos tecidos do figado e
tecidos adiposos retroperitoneal, inguinal e epididimal. Conforme esperado, esses
resultados apresentaram consonancia com estudos anteriores que utilizaram
protocolos dietéticos de RAS, onde apresentaram redugdes na massa corporal entre
13% e 16% (Cerqueira e Kowaltowski, 2010). Segundo Cerqueira e Kowaltowski
(2010), a RAS pode desencadear alteragdes fisioldgicas no organismo de individuos
a ela submetidos. Para que acontega tais alteracbes no organismo, segundo
Cerqueira e Kowaltowski (2010) essa restrigao precisa ser igual ou superior a 40% do
consumo necessario para o funcionamento e homeostase corporal. Essas alteragdes
podem refletir ndo somente a perda de massa corporal, mas também no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, como hipotensdo e bradicardia,
implicando no funcionamento e saude do coracao.

Deus et.al. (2019) aponta que a RAS reduz significativamente a massa cardiaca
dos individuos, apresentando uma reducao de até 50%. Essa redugdo pode ser
associada a disfuncdo nas vias de calcio, onde sua absor¢do pode ser afetada,
induzindo o 6rgao a compensar em esforco. Porém, em nosso estudo, os animais do
GR néo apresentaram diferenca na massa cardiaca quando comparados ao GC. Isso
pode ser explicado pelo tempo de restricdo (15 dias) e pelo periodo de vida (o
protocolo de RA foi iniciado com 90 dias de vida) que os animais foram submetidos a
RAS, nao alterando a estrutura macroscopica deste 6rgdo. Em consequéncia desse
periodo de RAS, a utilizacdo das reservas de glicogénio, a degradacao de proteinas

musculares utilizadas como fonte energética, a reducao de liquidos corporais e a
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sobrecarga no coragao para compensar o transporte de nutrientes podem ser fatores
que desencadeiam problemas a saude (de Souza et al., 2015).

Também avaliamos os efeitos da RAS na massa do figado, rins, adrenais e dos
tecidos adiposos retroperitoneal, inguinal e epididimal. O figado desempenha um
papel essencial nas fungdes metabdlicas, tais como o metabolismo de nutrientes,
armazenamento de vitaminas e reservas energéticas, desintoxicagdo e excregao
(Rosen et al., 2017). Observamos em nosso estudo uma redugdo significativa na
massa do figado em animais GR, em comparag¢ado com o GC. Essa redugéo pode ser
atribuida a perda extrema de tecido adiposo, o que pode afetar a absorcdo de
vitaminas lipossoluveis e levar a sua deficiéncia no figado (Rosen et al., 2017). Além
disso, a restricdo alimentar severa também pode levar a diminuigdo do glicogénio
hepatico, o que afeta negativamente a gliconeogénese (Levay etal. 2007).
Adicionalmente, estudos prévios de nosso laboratério mostraram que a RAS reduziu
os niveis plasmaticos de albumina - uma proteina sintetizada pelo figado, amplamente
utilizada como marcador desnutricdo (De Souza et.al. 2015).

Nas glandulas adrenais, a RAS pode afetar diretamente na sintese de
horménios essenciais para o funcionamento do organismo. Estudos apontam que a
RA esta associada a reducdo na producdo hormonal pelas adrenais, como o
cortisol/corticosterona e aldosterona (Sinha et.al. 1996, Tatar 2003, Weindruch 1986).
Kotelevtsev et.al. (1997) apontam que ratos submetidos a RA, imposta por 3 semanas,
apresentaram diminui¢ao nos niveis plasmaticos de corticosterona e aldosterona, bem
como a redugédo na massa das glandulas adrenais. Entretanto, em nosso estudo os
animais do GR nao apresentaram alteragdes na massa das adrenais em comparagao
aos animais do GC. Esses resultados sugerem que, neste contexto especifico, a
duracgéo da RAS por 15 dias néo foi suficiente para atingir estrutura macroscopica das
glandulas adrenais.

A restricao alimentar severa resultou na redugdo da massa corporal, incluindo
uma reducgao significativa na massa dos tecidos adiposos retroperitoneal, inguinal e
epididimal. O tecido adiposo sendo um 6rgao ativo metabolicamente na regulagcéo
enddcrina, funcionando também como reserva energética, isolante térmico e protetor
de 6rgaos internos, é diretamente afetado durante o processo de escassez energética,
resultado na sua redugdo e concentracdo (Rocha et.al. 2008). Esse tecido
desempenha um papel fundamental no armazenamento energético por meio dos

triglicerideos, os quais s&o utilizados quando ha auséncia de ingestédo alimentar (Kahn
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et.al. 2000, Spiegelman 2001). Além disso, o tecido adiposo € um importante 6rgao
endécrino, que produz diversos horménios que regulam e influenciam o
funcionamento do sistema energético (Rexford 2006, Fasshauer et.al. 2015, Zhang
et.al 2004). A RAS promove déficits energéticos que estimulam a lipdlise, bem como
0 aumento do estresse e consequentemente da adrenalina. Uma vez que os indices
de glicose corporal sédo reduzidos, a secregao de glucagon € estimulada para manter
os indices de glicose homeostaticos, resultando em degradacédo do TAG e maior
concentragdo de acidos graxos livres, que serdo oxidados, gerando ATP, e seréo
utilizados pelos tecidos como fonte energética, consequentemente, reduzindo a
massa do tecido adiposo (Heilbronn et.al. 2006). Em nosso estudo, observamos essa
reducdo na massa do tecido adiposo branco (retroperitoneal, inguinal e epididimal),
indicando que a restrigdo alimentar severa causou diminuigdo significativa nesse
componente corporal, conforme esperado.

Com objetivo de avaliar os efeitos da RAS sobre diferentes aspectos
comportamentais, incluindo ansiedade, exploragdo e atividade locomotora, neste
estudo utilizamos trés aparatos comportamentais (labirinto em cruz elevado, caixa
claro/escuro e campo aberto). No teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE), estudos
anteriores apresentam divergéncias quanto ao comportamento do tipo ansiedade.
Estudos indicam que a RAS induziu o comportamento de ansiedade em ratos long-
evans adultos, apresentando aumento nos indices de corticosterona (Badnoff et.al
1988).

O tempo de permanéncia nos bracgos fechados do LCE, que representa uma
area segura para o animal (Handley et.al. 1984), € amplamente validado para
investigacdo dos aspectos comportamentais relacionados a ansiedade. Nossos
resultados mostraram que os animais submetidos a restricdo alimentar severa
apresentaram reducéao significativa no tempo de permanéncia nos bragos fechados,
nao indicando aumento dos niveis de ansiedade por esse parametro. Em
contrapartida, apresentaram maior tempo nos bragos abertos e maior indice de
exploracdo do aparato, contabilizado pelo numero de entradas em bragos abertos
(Govic et.al 2009).

Estudos como o de Badnoff et.al. (1995) e Vianna e Brandao (2003), apontam
gue o aumento da corticosterona em ratos com 12 meses de idade, além de prejudicar
o aprendizado espacial, a plasticidade sinaptica e interferir diretamente no hipocampo,

pode acarretar o aumento do comportamento exploratério dos animais. Outro estudo,
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reporta que apesar da maior exploragao do brago aberto no LCE sustentar resultados
prévios que sugerem que a RAS causa um efeito comportamental ansiolitico (Levay
et.al. 2007), tal resposta pode n&o configurar uma redugdo genuina da resposta
ansiogénica, mas sim refletir o comportamento de busca por alimento, cuja motivagéo
de suprir uma necessidade vital potencialmente supera a ansiedade gerada no
aparato (Levay et.al. 2007). De fato, ja foi evidenciado que a grelina — um hormdnio
orexigeno, cujos niveis circulantes aumentam em face a restricdo alimentar - alivia
comportamentos semelhantes ao da ansiedade e depressao induzidos por estresse
em roedores (Huang et.al 2017).

Para fundamentar a ideia supracitada, também examinamos o comportamento
do tipo ansiedade na caixa claro/escuro. No teste da caixa claro/escuro o parametro
de avaliacdo é indicado pelo tempo em que 0s animais permanecem no ambiente
claro, que € considerado um ambiente aversivo ao risco dos animais (Sakae et.al
2015, Lister 1987). Em nosso estudo ndo foram apontadas alteracdes significativas
no tempo de permanéncia e no niumero de entradas no ambiente claro pelos ratos do
GR. Contudo, foi observado um maior tempo de tomada de deciséo representado por
um maior tempo na intersecdo entre o ambiente claro e escuro, apontando a
inseguranca na decisao dos animais em trocar de ambiente.

Adicionalmente, os testes de campo aberto tém finalidade de avaliar o
comportamento do tipo ansiedade e atividade locomotora dos animais (Carola et.al
2002, Prut et.al. 2003, Lovick 2021). Esse teste é amplamente utilizado para investigar
a resposta de animais a novos ambientes e € composto por parametros de avaliacao,
como a atividade locomotora pelo nimero de quadrantes percorridos no centro e na
periferia do aparato e tempo de permanéncia nesses ambientes (Carola et al., 2002;
Prut & Belzung, 2003; Garcia et al., 2005). Estudos apontam que a RAS aumenta a
atividade locomotora e exploratéria de ratos adultos, sugerindo que a restricdo pode
induzir os animais ao comportamento exploratério (Odendaal e Meintjes 2003),
provavelmente em busca de alimento. Em nosso estudo, a avaliagdo comportamental
no campo aberto ndo apontou nenhuma diferenca entre os grupos em decorréncia
RAS. Nas avaliagcbes realizadas, os animais tanto do grupo GR quanto o GC
permaneceram maior parte do tempo na periferia do aparato, um local de preferéncia

de roedores, considerado um ambiente menos aversivo para 0s animais.
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Foi observado que os animais do GR apresentaram glicemia menor que os
animais controles, mas tal variacdo ainda se encontra dentro da normalidade. Essa
reducao provavelmente € decorrente do maior recrutamento e utilizagdo da glicose no
GR (Mattson et.al. 2016; Anson et.al. 2003; Wan et.al. 2003). A redu¢édo no consumo
de nutrientes ou até mesmo o jejum pode promover a gliconeogénese para manter a
glicemia basal dos animais. Durante esse processo 0 organismo utiliza outras fontes
de energia, como acidos graxos e aminoacidos (Yancy 2004; Volek et.al 2002; Volek
et.al 2009; Pesta e Samuel 2014; Layman et.al 2008).

Mensink e Katan (1992), Siri-Tarino et.al (2010) e Hu el.al. (2012) enfatizaram
que a RA pode ocasionar déficits no metabolismo lipidico. Em concordancia com
essas informagdes, em nosso estudo observamos que no grupo GR ocorreu redugéo
significativa nos niveis séricos de triacilglicerol. Isto pode ser explicado pela redugéo
na sintese de hepatica de triacilglicerol e a menor oferta pela dieta

Visto que tem sido relatado na literatura que a RAS se associa a instalacéo de
um quadro de estresse oxidativo, o proximo passo do nosso trabalho foi avaliar a
atividade da catalase e a concentragcdo do biomarcador de estresse oxidativo, a
proteina carbonilada. A catalase, € uma enzima antioxidante responsavel pela
decomposigao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, desempenhando um
papel importante na protecédo das células contra danos oxidativos (Finkel e Holbrook
2000; Davies 2016; Mittal et.al 2014; Scial0 et.al 2017). No cérebro, a RAS tem sido
associada a alteragbes na atividade da catalase (Yanai et.al 2001).

Em nosso estudo foi avaliada a atividade da catalase na amigdala e no
hipocampo, tendo em vista que a amigdala é uma regido envolvida na génese da
ansiedade e o hipocampo é um componente do sistema limbico que governa a
aprendizagem e a memoria, influencia o comportamento ingestivo e participa
ativamente na tomada de decisdo do consumo alimentar (Tan e Norhaizan 2019;
Davies 2016). Entretanto, ndo foi observada nenhuma alteracdo na atividade da
catalase entre os grupos GR e GC. Em relagdo ao dano oxidativo em proteinas, nao
foi observada alteragdo na concentragdo de proteinas carboniladas na amigdala e
hipocampo. E possivel que o tempo de restrigdo possa ter sido insuficiente para
promover um dano oxidativo significativo nas proteinas, sendo fundamental
aprofundarmos as investigagbes acerca dos efeitos das RAS sobre o estresse
oxidativo encefalico para melhor compreendermos os mecanismos relacionados ao

fenétipo comportamental observado.
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Entretanto, nosso estudo suscita uma questdo relevante: um possivel
dimorfismo na resposta neurobiolégica comportamental a RAS, visto que estudos
prévios do nosso grupo mostraram resposta semelhante a ansiedade em ratas
submetidas ao mesmo protocolo de restricdo alimentar (Campos et.al. 2018). Essa
divergéncia também desperta atencdo para a necessidade de pesquisas sexo-
comparativas acerca da neurobiologia dos comportamentos de busca e relacionados

a ansiedade nos contextos de RA.
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7. CONCLUSAO

Em nosso estudo, a RAS, induzida por 14 dias, promoveu mudangas
biométricas e metabdlicas (i.e.: redu¢do da massa corporal, das massas do figado e
dos tecidos adiposos brancos, e da concentragao plasmatica de triacilglicerol), mas
nao alterou a homeostase redox na amigdala e hipocampo de ratos Wistar. Contudo,
a RAS aumentou o tempo de permanéncia e o numero de entradas nos bragos abertos
e reduziu o tempo de permanéncia nos bragos fechados do LCE. Adicionalmente,
elevou o tempo de tomada de decisdo e reduziu o tempo no escuro na caixa
claro/escuro, sugerindo um maior comportamento exploratério. Tais respostas
comportamentais sdo sugestivas da busca por alimento, cuja motivagao de suprir uma
necessidade vital potencialmente superou a ansiedade gerada no aparato. Estes
achados, contrarios aos dados da literatura obtidos em ratas que apresentaram
comportamento do tipo ansiedade quando submetidas a RAS, sugerem um possivel
dimorfismo sexual na homeostase comportamental a RAS, e fomenta um novo
direcionamento para futuras pesquisas acerca da neurobiologia das respostas

comportamentais relacionadas a ansiedade nos contextos de restricao alimentar.
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