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Resumo

PEREIRA, Cristiane. Restricdo caldrica: Efeitos em pardmetros oxidativos,
comportamentais e no estado nutricional de ratos Wistar. 2014. 115f.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de P6s Graduacdo em Nutricdo e Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A Restricdo Caldrica (RC) tem sido associada a inumeros beneficios a saude, como
reducdo do peso e gordura corporal, melhora no perfil lipidico e aumento de enzimas
antioxidantes que resultam na prevencdo de diversas doencas, como as
cardiovasculares (DCV) e na prevencdo e atenuacdo de doencas
neurodegenerativas relacionadas a idade em diversas espécies animais. No entanto,
ha poucos estudos que avaliam o impacto da RC iniciada em ratos jovens
comparada com a iniciada em ratos adultos e sobre diferentes periodos de
tratamento. O presente estudo avaliou o estado nutricional e metabdlico, risco
cardiovascular (CV) associado ao perfil lipidico sérico, par@metros comportamentais
e oxidativos em ratos Wistar submetidos a intervencdo nas fases de vida jovem e
adulta. Ratos com 40 ou 70 dias de vida foram alimentados ad libitum ou submetidos
a RC por 12 ou 16 semanas. Nossos resultados mostraram que o peso corporal (PC)
dos ratos submetidos a RC foi inferior — 21% nos jovens e 16% nos adultos,
comparados aos controles (p<0,05). Os parametros bioquimicos séricos avaliados
indicaram bom estado de saude. Apos 12 semanas, a RC diminui o colesterol total
(CT), HDL, o colesterol ndo-HDL e a razdo LDL/HDL nos ratos jovens e
triacilglicerois (TG) e razdo TG/LDL nos adultos — neste ultimo com aumento de LDL
e da razdo LDL/HDL (p<0,05). O prolongamento da intervencdo nao resultou em
mudanca do risco CV associado ao perfil lipidico sérico. A atividade da paraoxonase
1 (PONL1) foi mantida com a RC e a maior relacdo PON1/HDL foi encontrada nos
jovens submetidos a RC por 12 semanas (p<0,05). Apds 12 semanas, no
hipocampo, a RC aumentou os niveis de glutationa (GSH) nos jovens e diminuiu a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e peroxidacao lipidica nos adultos,
comparados aos controles (p<0,05). A GSH e a atividade da glutationa peroxidase
(GPx) parecem aumentar com a idade independente do tratamento. Nenhuma
alteracdo foi observada na memoaria, na atividade da superéxido dismutase (SOD) e
na producdo de oxido nitrico (ON). A idade per se ndo ocasionou diferencas nos
parametros de estresse oxidativo avaliados. Este estudo indica que a RC iniciada
precocemente e mantida por 12 semanas proporcionou redugcdo do risco CV
associado ao perfil lipidico sérico quando comparada a iniciada na fase adulta. Ja
seu prolongamento ndo manteve esse efeito benéfico. A atividade da PON1 foi
mantida com a RC independentemente da idade de inicio e do tempo de tratamento.
Ainda, a RC resultou em melhora significativa de parametros celulares de
autodefesa do hipocampo, tanto iniciada em jovens, quanto na fase adulta. Contudo,
a RC iniciada em ratos jovens alterou de forma positiva e expressiva um importante
tampéo redox do hipocampo.

Palavras chave: restricdo calorica, hipocampo, neuroprotecdo, perfil lipidico,
paraoxonase.



Abstract

PEREIRA, Cristiane. Calorie Restriction: Effects on oxidative and behavioral
parameters and nutritional status of wistar rats. 2014. 115f. Dissertation (Master).
Pos Graduate Program in Nutrition and Food. Federal University of Pelotas, Pelotas.

Caloric restriction (CR) has been associated to numerous health benefits such as
weight and body fat reduction, lipid profile improvement and increased antioxidant
enzymes that result in prevention of various diseases such as cardiovascular disease
(CVD) and prevention and attenuation of age-related neurodegenerative diseases in
several animal species. However, there are few studies that assess the impact of CR
initiated in young rats compared with adult rats and started in on different treatment
periods. The present study evaluated the nutritional and metabolic status,
cardiovascular (CV) risk associated with serum lipid profile, behavioral and oxidative
parameters in Wistar rats subjected to intervention in young and adult phases of life.
Rats with 40 or 70 days old were fed ad libitum or subjected to CR for 12 or 16
weeks. Our results showed that CR-fed rats had lower body weight (BW) - 21% in
young rats and 16% in adults rats compared to controls (p<0.05). The serum
biochemical parameters indicated good health. After 12 weeks, in hippocampus, the
CR decreases total cholesterol (TC), HDL, non-HDL cholesterol and LDL/HDL ratio in
young rats and triacylglycerols (TG) and TG/LDL ratio in adults - the latter with
increased LDL and LDL/HDL ratio (p<0.05). The extension of the intervention
resulted in no change in CV risk associated with serum lipid profile. Paraoxonase 1
(PON1) activity was maintained with CR and PON1/HDL highest ratio was found in
young rats underwent CR for 12 weeks (p<0.05). After 12 weeks, the CR increased
glutathione (GSH) levels in young rats and decreased reactive oxygen species
(ROS) production and lipid peroxidation in adult rats compared to controls (p<0.05)
GSH and glutathione peroxidase (GPx) activity seem to increase with age regardless
of treatment. No change was observed in memory, superoxide dismutase (SOD)
activity and nitric oxide (NO) production. Age per se did not cause differences in
oxidative stress parameters evaluated. This study indicates that CR maintained for
12 weeks resulted in an reduction CV risk associated with serum lipid profile when
initiated in young rats compared to initiated in adulthood. The extension has not kept
this beneficial effects. PON1 activity was maintained with CR regardless the age at
onset and treatment time. Still, CR resulted in a significant improvement in
hippocampus cellular self-defense parameters, both begun in youth, as in adulthood.
However, the CR initiated in young rats changed positively and significantly an
important hippocampus redox buffer.

Keywords: calorie restriction, hippocampus, neuroprotection, lipid profile,
paraoxonase.
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1 Introducéo geral

A restricdo caldrica (RC), reducdo na ingestdo calérica abaixo do ad libitum,
sem ma-nutricdo € uma das formas de intervencao nutricional amplamente discutida
para estender o tempo de vida em Vvarias espécies, inclusive mamiferos
(Trepanowski et al., 2011; Roth e Polotski, 2012).

Estudos em modelos animais tém demonstrado que a RC diminui ou previne
a progressdo de doencas relacionadas a idade, dentre as quais diabetes (He et al.,
2012), cancer (Klebanov, 2007) e as doencas cardiovasculares (Weiss e Fontana,
2011). Além disso, a RC diminui a neurodegeneracgdo, previne a perda neuronal,
assim como uma variedade de doencas neurodegenerativas que estdo associadas a
idade (Levenson e Rich, 2007).

O estresse oxidativo, desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e as defesas antioxidantes, esta associado ao processo de
envelhecimento e a doencas como as cardiovasculares (Halliwell & Gutteridge,
2006; Valko, 2007). Estudos mostram que a RC é capaz de atenuar os danos
oxidativos por meio de agdes como inibicdo da producéo intracelular de ERO e
aumento de defesas antioxidantes (Yu 2005a; Yu 2005b).

A modulagcdo do estresse oxidativo promovida pela RC associa-se a
prevencdo de doencas cardiovasculares (DCV). Além disso, a RC diminui fatores de
risco cardiovascular (CV), com reducado de triacilglicerois (TG) e aumento do HDL
(Cruzen e Colman, 2009). Contudo, os beneficios da RC sobre a reducdo do
colesterol total (CT) e do LDL mostram-se dependentes da idade de inicio e do
protocolo de intervencao utilizado (Moya et al, 2006a; Moya, 2006b). Atualmente, a
razdo de apolipoproteinas aterogénicas/antiaterogénicas e a identificacdo das
diferentes particulas de LDL e HDL tém sido indicadas como medidas adicionais de
risco CV. Entretanto, sdo escassos 0s estudos que abordam o efeito da RC sobre
esses parametros.

Nesse contexto, uma importante enzima antiaterogénica e anti-inflamatéria
associada ao HDL, a paraoxonase 1 (PON1), tem sido investigada quanto a seu
papel na reducdo do risco CV e seu comportamento frente a RC. A acao
antiaterogénica conferida ao HDL €, em parte, atribuida a PON1, uma esterase
sintetizada e secretada no figado, unida as apolipoproteinas Al e J (apo A-l e apo-J)
das particulas de HDL (Deakin & James, 2004; NG et al, 2008). Estudos tém
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demonstrado que a RC relaciona-se a diminuicdo da atividade sérica da enzima
(Moya et al, 2006a; Moya, 2006b; Skrha, 2009).

O excesso de ERO, que ocorre com 0 avancar da idade, provoca danos a
lipidios, proteinas e DNA e esta associado a inumeras doencas neurodegenerativas
(Halliwell, 2006). O hipocampo é extremamente vulneravel ao estresse oxidativo que
ocorre durante o envelhecimento devido a capacidade reduzida dos neurdnios em
manter a homeostase redox (Serrano e Klann, 2004). Uma vez que o0 hipocampo
esta envolvido na aprendizagem e na memoria (Morris, 2006), o dano oxidativo a
esta area do cérebro pode causar prejuizos nas funcbes cognitivas (Serrano e
Klann, 2004). A manutengdo equilibrada do estado redox em neurdnios do
hipocampo €é, portanto, importante na prevencdo do declinio cognitivo durante o
envelhecimento.

A fim de se proteger de danos ocasionados pelas ERO, o organismo conta
com uma série de mecanismos de defesa. Dentre os mais importantes estdo, por
exemplo, os antioxidantes, glutationa (GSH), acido ascoérbico (vitamina C), a —
tocoferol (vitamina E), carotendides e flavondides, bem como as enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase
(CAT) e paraoxonase 1 (PON1). Estes mecanismos de defesa antioxidantes podem
ser regulados de acordo com a producdo de espécies reativas e a peroxidacao
lipidica (Moya et al, 2006a; Moya, 2006b; Valko et al., 2007). No entanto, apesar de
protegerem as células contra o excesso de ERO, essas defesas ndo séo
completamente eficazes na prevencdo dos danos relacionados com o
envelhecimento. Estudos tém demonstrado que o aumento do dano oxidativo no
encéfalo € devido ao aumento da peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e
diminuicao nos niveis de GSH e enzimas antioxidantes (Drége e Schipper, 2007).

A maioria dos estudos avalia os efeitos benéficos da RC em animais adultos e
idosos e ainda existe questionamento se a RC iniciada em ratos adultos e jovens,

assim como sua ampliagcdo nos jovens, possa ocasionar beneficios diferenciais.
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2.1 Introducéao

A restricdo caldrica (RC), reducdo na ingestdo calérica abaixo do ad libitum,
sem ma-nutricdo € uma das formas de intervencao nutricional mais amplamente
discutidas para estender o tempo de vida em varias espécies, inclusive mamiferos
(Trepanowski, Canale, Marshall, Kabir & Bloomer, 2011; Roth, 2012).

O primeiro estudo que utilizou uma dieta de restricdo calérica foi realizado em
1935 em ratos e demonstrou que a RC, quando implementada apds a puberdade,
aumenta a expectativa média e maxima de vida, além de prevenir ou atenuar a
severidade de doencgas cronicas (McCay, Crowell & Maynard, 1935).

Desde entdo, os possiveis beneficios da dieta de RC tém sido investigados
sendo preconizado pela maioria dos estudos uma restricdo de 20 a 40% da
densidade energética consumida ao longo de 24 horas, com a garantia da ingestdo
adequada de todos os nutrientes (Cantd6 & Auwerx, 2009; Trepanowski, Canale,
Marshall, Kabir & Bloomer, 2011).

O mecanismo bioldgico responsavel pelo efeito da RC na longevidade ainda &
desconhecido, mas, algumas hipéteses tém sido propostas: hipétese da reducéo da
gordura corporal e sinalizacdo da insulina e hipétese da reducdo da producao de
espécies reativas de oxigénio e atenuacdo dos danos oxidativos (Masoro, 2005).

Estudos tém demonstrado associacdo entre a RC e o prolongamento da vida
de muitas espécies como leveduras, vermes, moscas, roedores e macacos
(Fontana, Partridge & Longo, 2010) e a menor incidéncia de doencas relacionadas a
idade incluindo diabetes, doencas cardiovasculares, cancer e deméncia em
roedores, primatas ndo humanos e humanos (Colman et al, 2009; Fontana, Partridge
& Longo, 2010; Trepanowski, Canale, Marshall, Kabir & Bloomer, 2011). Além disso,
a RC diminui a neurodegeneracdo, previne a perda neuronal, assim como uma
variedade de doencas neurodegenerativas que estdo associadas a idade (Levenson
& Rich 2007).

O encéfalo é propenso a danos oxidativos uma vez que apresenta uma maior
captacdo de O, em relacdo a outros oOrgaos/tecidos, tem uma menor atividade
antioxidante enzimatica e contém grandes quantidades de acidos graxos
insaturados, os quais sao alvos de peroxidacéo (Halliwell, 2006b). O hipocampo,

portanto, estrutura que desempenha um papel crucial na aprendizagem e memoaria
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(Izquierdo & Medina, 1997) e que esta envolvido na formagcédo de memdrias de curto
e longo prazo (Izquierdo et al, 1998), também é afetado por tais processos.

Estudos tém demonstrado que a RC € suficiente para induzir a neurogénese
no hipocampo de ratos adultos (Lee et al., 2002), aumentar a plasticidade sinaptica
em ratos em envelhecimento (Fontan-Lozano et al, 2008), modular fun¢bes
astrociticas por meio do aumento na captacdo de glutamato e atividade da glutamina
sintetase (Ribeiro et al, 2009; Santin et al, 2011) e proporcionar menores déficits no
aprendizado e na coordenacao motora relacionados com o envelhecimento (Mattson
& Magnus, 2006).

Ribeiro et al (2012) demonstraram que, em ratos adultos, a RC induz
modulacdo no hipocampo e cértex resultando em mudancas metabodlicas que, por
sua vez, melhoram o estado basal de parametros importantes de defesa celular, tais
como aumento no contetdo de glutationa e diminui¢cdo no dano ao DNA.

Apesar dos grandes avancos ja obtidos nas pesquisas direcionadas para o
esclarecimento dos mecanismos de acdo que proporcionam o0 aumento da
expectativa maxima de vida com a administracao da restricdo calorica, muito ainda
precisa ser estudado, principalmente no que tange a acdo da restricdo cal6rica no
Sistema Nervoso Central (SNC). Além disso, pouco se sabe sobre os efeitos da RC
quando iniciada logo apés o periodo de amamentacdo, se sdo mantidos com o
passar do tempo ou se, proporcionam maiores beneficios do que quando iniciada

em uma idade posterior, como a adulta.
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2.1.1 Hipoteses

Os ratos submetidos a RC ndo apresentardo alteracbes em seu estado
nutricional.

No hipocampo, a producdo de espécies reativas de oxigénio e
lipoperoxidacéo estardo diminuidas e os niveis de glutationa e de enzimas
antioxidantes estardo aumentadas.

A capacidade de aprendizado e memoéria serdo maiores nos animais
submetidos a RC comparado ao controle.

Os ratos submetidos a um maior tempo de RC terdo maiores beneficios nos
parametros avaliados.

A exposicdo de ratos jovens a RC mostrara maiores beneficios nos

parametros avaliados comparada a RC iniciada na idade adulta.
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2.1.2 Objetivos

2.1.2.1 Objetivo geral

Avaliar em ratos Wistar machos em diferentes fases do desenvolvimento e em

diferentes tempos de tratamento o efeito neuroprotetor da restricdo cal6rica.

2.1.2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o estado nutricional e metabdlico: dosagem em soro de proteinas totais,
albumina, glicose, creatinina, uréia e triacilglicerais;

b) Avaliar parametros de estresse oxidativo em hipocampo: enzimas antioxidantes
(catalase e superdxido dismutase), producdo de espécies reativas de oxigénio,
lipoperoxidacao, além de oxido nitrico e glutationa (GSH);

c) Avaliar os parametros comportamentais aprendizado e memaria: teste da esquiva

inibitéria e de reconhecimento de objetos.
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2. 2 Materiais e Métodos

2.2.1 Materiais

2.2.1.1 Modelo Bioldgico

No estudo ser&o utilizados 48 ratos machos (Rattus Novergicus) da linhagem
Wistar/UFPel, 32 animais com 25 dias de idade (imediatamente ap0s o desmame), e
16 animais adultos, com 55 dias de idade, obtidos do Biotério Central da

Universidade Federal de Pelotas.

2.2.1.2 Dieta

A dieta utilizada sera a ra¢édo padrao para roedores marca Nuvilab.

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Composigao dos Grupos Experimentais e Procedimentos

O experimento serd conduzido num total de 119 dias, sendo os 5 primeiros
destinados a adaptacdo dos animais ao ambiente e ao controle do consumo da
dieta. De modo a evitar eventual estresse aos animais e de acordo com as
recomendacdes a este modelo experimental (Ribeiro et al, 2009; Santin et al 2011),
a restricdo caldrica sera progressiva. Na primeira semana a restricdo caldrica sera
de 10%, na segunda, 20% e a partir da terceira até o final do experimento, 30%. O
percentual da RC da primeira semana sera calculado a partir da média de consumo
alimentar dos animais nos 5 dias de adaptacdo; apd6s, a média do consumo
alimentar do grupo controle sera recalculada semanalmente e, a partir deste valor,
sera efetuada a RC na semana posterior ao calculo.

Serdo utilizados 48 animais divididos aleatoriamente em 6 grupos
experimentais com 8 animais cada um e seus respectivos controles, conforme
apresentado seguir:

Grupo dieta restricdo calérica 30 (GRC30): sera composto por 8 animais 0s

quais iniciardo o tratamento com 30 dias de vida e terdo 84 dias de tratamento.
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Receberédo racdo marca Nuvilab e serdo submetidos a restricdo caldrica progressiva
de 10 a 30%, agua sera oferecida ad libitum.

Grupo dieta restricdo caldrica 30+ (GRC30+): serd composto por 8 animais
0s quais iniciardo o tratamento com 30 dias de vida e terdo 114 dias de tratamento.
Receberdo racdo marca Nuvilab e serdo submetidos a restricdo caldrica progressiva
de 10 a 30%, agua sera oferecida ad libitum.

Grupo dieta restricdo calorica 60 (GRC60): serd composto por 8 animais 0s
quais iniciardo o tratamento com 60 dias de vida e terdo 84 dias de tratamento.
Receberdo racdo marca Nuvilab e serdo submetidos a restricdo caldrica progressiva
de 10 a 30%, agua sera oferecida ad libitum.

Grupo controle 30 (GC30): sera composto por 8 animais 0s quais iniciardo o
tratamento com 30 dias de vida e terdo 84 dias de tratamento. Receberdo racéo
marca Nuvilab e agua ad libitum.

Grupo controle 30+ (GC30+): serd composto por 8 animais 0s quais iniciarao
o tratamento com 30 dias de vida e terdo 114 dias de tratamento. Receberéo racéo
marca Nuvilab e agua ad libitum.

Grupo controle 60 (GC60): sera composto por 8 animais 0s quais iniciardo o
tratamento com 60 dias de vida e terdo 84 dias de tratamento. Receberéo racéo
marca Nuvilab e 4gua ad libitum.

Os animais serdo mantidos em gabinetes ventilados, em gaiolas metabdlicas
individuais, com as seguintes caracteristicas: medidas 27x19x20cm, produzida em
arame de aco Inox Aisi 304 com polimento eletrostatico, com pés de 35 cm de altura;
comedouro tipo tanel e bebedouro de polipropileno com capacidade para 300 mL,
rolha de borracha anti-acida e bico de aco inoxidavel, curvo; com funil para recepcao
das fezes e becker para coleta de urina (Modelo MA122 - Marca Beiramar).

O ensaio biolégico seréa desenvolvido no Laboratério de Ensaios Biologicos da
Faculdade de Nutricdo da UFPel, com temperatura e umidade relativa de 22-24°C e
65-75%, respectivamente, e ciclo claro/escuro de 12 horas. Antes do inicio do
periodo experimental os modelos biol6gicos serdo adaptados ao ambiente e ao
controle do consumo da dieta durante 5 dias.

A eutanasia ocorrera em dois periodos: 32 animais serdo eutanasiados no 84°
dia de tratamento (um grupo que iniciou o experimento com 25 dias de vida e outro

gue iniciou o0 experimento com 55 dias de vida) e 16 aos 114° dia de tratamento (um
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grupo que iniciou o experimento com 25 dias de vida), sempre 8 animais do grupo
controle e 8 do grupo submetido a restricdo cal6rica (Figura 1).

16 animais — 30 dias de idade 842dia

-

1142 dia
16 animais — 30 dias de idade

w

n i

842 dia
16 animais -60 dias idade

Figura 1 — Delineamento experimental do estudo

Previamente a eutandsia, os ratos serdo deixados em jejum de 12 horas
(racdo e &gua) durante a noite, e em seguida submetidos ao procedimento de
decapitacdo conforme a Resolucdo do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV) n° 714 de junho de 2002, seguindo os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 2004).
O sangue sera coletado no momento da decapitacdo e centrifugado a 3500 rpm por
10 minutos em centrifuga modelo Eppendorf/Centrifuge 5415, para se obter o soro,
este sera transferido para Eppendorfs e congelado a -20°C até o momento das
andlises. O encéfalo serd removido, as estruturas dissecadas e colocadas em
solucdo tampéo salina/fosfato (PBS) em pH 7,4, pesadas e colocadas em frascos
Eppendorf e congeladas a — 70 °C em nitrogénio liquido at¢é o momento das
dosagens. Antes da realizacdo das analises, imediatamente apdés o
descongelamento, o hipocampo sera cortado em cortes transversais de 0.3 mm por
meio do Mcllwain Tissue Chopper, A estrutura serd mantida em solucdo tampao
salina/fosfato (PBS) em pH 7,4.
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2.2.2.2 Avaliagdes

2.2.2.2.1 Composicado centesimal das dietas experimentais

A composicdo centesimal sera determinada em amostras das dietas
experimentais, segundo os respectivos procedimentos: Umidade: Pearson (1976);
Proteinas: AOAC (1995), utilizando 6,25 como fator de conversdo de nitrogénio para
proteina; Lipideos: Bligh & Dyer (2009); Cinzas: Lees (1979); Fibra Bruta: Angelucci
et al. (1987); Os teores de carboidrato serdo determinados através do calculo de
diferenca centesimal dos constituintes da amostra, ou seja: 100 — (Y%umidade +
%proteina bruta + % lipidios totais + %fibra bruta +%cinzas), sendo os resultados
expressos em % de carboidratos, e o valor caldrico sera determinado a partir da
soma do produto da multiplicacdo, dos valores de: proteina, gordura e carboidrato,
por 4, 9 e 4 kcal/g respectivamente, segundo RDC n° 40/01 (BRASIL, 2001).

2.2.2.2.2 Determinagao do Consumo de Dieta

A ingestdo alimentar sera monitorada diariamente em balancga eletrdnica e
sera calculada pela diferenca em gramas entre a quantidade ofertada e a quantidade

restante no dia seguinte, e os dados anotados em planilhas de controle.

2.2.2.2.3 Determinagao e Monitoramento do Ganho de Peso

Todos os animais serdo pesados, em balanca eletrbnica, semanalmente, para
determinacao do ganho e/ou perda de peso. Os dados serdo anotados em planilhas
de controle. O peso final de cada animal sera subtraido do peso do inicial, sendo o
resultado considerado a alteracdo de peso do animal. Sera realizado um
monitoramento semanal do ganho e/ou perda de peso a fim de acompanhar a

evolucéo de peso dos animais.
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2.2.2.2.4 Esquiva inibitdria

Sera utilizado o método de Netto e Izquierdo (1985) e sera realizado em
79°/109° dias de tratamento. O equipamento da esquiva inibitoria consiste em uma
caixa de condicionamento automatizada, medindo 40X25X25 cm, o assoalho é
constituido de uma grade de barras de bronze paralelas com 1 mm de diametro
comum espaco de 1 cm entre as barras onde é possivel aplicar uma diferenca de
potencial elétrico varidvel. A caixa contém uma plataforma de madeira compensada
revestida por formica.

O método consiste em duas etapas, uma etapa de treino e uma etapa de
teste que sera realizada 24 horas depois do treinamento. Na etapa de treino o
animal é colocado gentilmente sob a plataforma do equipamento, e é medido o
tempo que o animal leva para descer da plataforma e colocar as quatro patas sob a
grade abaixo da plataforma. A seguir o animal recebe descargas elétricas
intermitentes de 0,7 mA por 5 segundos. Na etapa de teste, o animal é colocado
sobre a plataforma e é medido o tempo que ele permanece sob a plataforma, com
um limite maximo de 180 segundos. Nessa etapa 0s animais nao recebem
descargas elétricas se descerem da plataforma. A diferenca entre os tempos de
permanéncia sobre a plataforma nas duas etapas é tomada como uma medida de
memoria.

O teste da esquiva inibitéria reflete o tipo de memdria emocional, que é
formada no dia-a-dia, e que nenhum outro teste é capaz de reproduzir. O choque,
ndo causa dano fisico aos animais, pois é, somente, um sinal de adverténcia. Com o
choque o animal entende que determinado local é de acesso proibido e evita
retornar ao mesmo. Esse tipo de memoéria é de fixacdo rapida, fielmente
reproduzivel e aceita no meio cientifico. Além disso, esse tipo de experimento tem
base etologica sendo vivenciada por qualquer animal (experimental ou selvagem)

qguando enfrenta outra espécie (predadora ou néo) (Silva, 2012).

2.2.2.2.5 Reconhecimento de objetos

O método utilizado seguira a proposta de Deschaux, Bizot e Goyffon (1997).

No 79°/109° dias do tratamento os animais serdo colocados em uma caixa de

madeira de tamanho 40X50 cm e com altura de 50 cm, com uma parede de vidro
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frontal, que estara localizada em uma sala com baixa iluminacdo. Os animais terdo
dois minutos para habituacdo ao ambiente, o qual estara sem objetos. 24 horas apds
o periodo de exploracdo ocorrerd o treinamento, durante 5 minutos, no qual os
animais serao colocados individualmente na caixa contendo dois objetos idénticos (A
1 e A 2 brinquedos Lego) posicionados em cantos opostos a 10 cm das paredes.

A exploracdo sera definida como cheirar ou tocar o objeto com o nariz ou
patas dianteiras. A sessao de teste ocorrera 24 horas apés o treinamento, em que
0s ratos poderdo explorar a caixa por 5 minutos na presenca de um objeto ja
conhecido (A) e um objeto novo (B). Todos objetos utilizados possuirdo tamanho, cor
e textura semelhantes, porém formas distintas. Apdés o treinamento e teste os
objetos serdo limpos com etanol 10% para descartar cheiros ou residuos. O indice
de reconhecimento sera calculado para cada animal segundo Lima et al (2005) que
€ expresso pela taxa de TB / (TA +TB) [TA= tempo em explorar 0 objeto familiar A;
TB= Tempo gasto na exploragcédo do novo objeto B].

2.2.2.2.6 Dosagens Séricas

As proteinas totais serdo determinadas de acordo com o método reativo de
biureto descrito por Wolfson et al. (1948) e a albumina ser4 dosada por meio de
método colorimétrico, com utilizacdo de verde de bromocresol, conforme descrito por
Doumas, Watson e Biggs (1971). A glicose sérica sera determinada utilizando-se
monitor com tiras de teste para determinacdo da glicemia (glicosimetro) por
fotbmetro de refletancia da marca Accu-Chek®, Laboratério Roche Diagnésticos,
Alemanha. A creatinina sera quantificada por meio de kit comercial enzimatico marca
Bioclin (teste UV) e a ureia por meio de kit comercial enzimatico marca Bioclin (teste
UV). Os triacilglicer6is séricos serdo determinados segundo método descrito por
Haug & Hostimark (1987) e quantificados por sistema enzimatico (lipase,
glicerolquinase, glicerol 3-fosfato oxidade e peroxidase Labtest Diagnéstica® (GPO-

ANA cat. 59-4/50). Os resultados serdo expressos em mg/dL.
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2.2.2.2.7 Determinacao da Catalase

A atividade da CAT sera determinada conforme descrito por Aebi (1984) que
se baseia no acompanhamento da decomposicdo de H,O, determinada
espectrofotometricamente a 240 nm. As amostras do hipocampo homogeneizado
serdo incubadas em um tampd&o especifico na presenca de perdxido de hidrogénio.
Serao centrifugadas 300 puL de amostra, acrescentando-se 1 mL de tampé&o fosfato
14 mM com H,O, (40uL) a 100 pyL do sobrenadante. Absorbancia sera monitorada
por 60 segundos em 240 nm. Os resultados serdo expressos em unidades de
atividade de catalase por mg de proteina (sendo uma unidade definida como a
quantidade de enzima que decompde 1 umol de H,O, por minuto por mg de

proteina).

2.2.2.2.8 Determinacao da Superoéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD sera determinada por meio do método descrito por Klamt
et al. (2002), quantificada em 60 pg das amostras do hipocampo homogeneizado, as
quais serao incubadas em 35 pL de tampao especifico (pH=5,5) na presenca de
adrenalina a 37°C. A absorbancia ser4 monitorada por 60s em 480 nm pela taxa de
inibicdo da reacdo auto-catalitica adrenocromo, em solucdo tampao contendo 1
mMm de Madrenaline/50 glicina-NaOH (pH=10.2) / 1 mM catalase. O resultado sera
expresso em U SOD.mg de proteina-1 (uma unidade de atividade de superoxido
dismutase é definida como a quantidade necesséria para reduzir a velocidade da

reacao em 50%).

2.2.2.2.9 Avaliacdo da producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio
(ERO)

A producéo intracelular de ERO sera detectada usando um composto celular
permeavel nado fluorescente, 2'-7'-diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA). As
amostras homogeneizadas em tampéo de fosfato de sodio, pH 7,4 com 140 mM de
KCI seréo tratadas com DCF-DA (10 uM) durante 30 min a 37° C. A fluorescéncia
sera medida em leitor (Spectra Max GEMINI XPS, Molecular Devices, EUA ) com

excitagcdo a 485 nm e emissao a 520 nm, como descrito por LeBel & Bondy (1992),
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com adaptacBes para analise em fatias de tecido. Os valores serdo obtidos como
unidade de fluorescéncia/mg de proteina e sdo expressos como percentagem de

controle.

2.2.2.2.10 Dano Oxidativo de Lipidios

A formacdo de malonaldeido (MDA), um indice de peroxidacéao lipidica, sera
avaliada pela quantificacdo com o &cido tiobarbitirico com espécies reativas
(TBARS), segundo descrito por Esterbauer & Cheeseman (1990). A amostra de
hipocampo serd incubada com 600 pL de TCA 10%, depois de centrifugado
(10.000x%g; 10 min), onde sera removido 500 uL do sobrenadante que sera incubado
com 500 pL de acido tiobarbiturico 0,67% (TBA). Apds, a amostra sera aquecida em
banho de agua fervente por 15 minutos. Sera determinada a absorbancia em 532

nm. Os resultados ser&o expressos em nmol TMP.mg™ proteina.

2.2.2.2.11 Producéo de Oxido Nitrico

Metabdlitos do o6xido nitrico (NO), nitrato (NO3) e nitrito (NO;) serao
determinados de acordo com Hevel & Marletta (1994). De modo resumido,
homogenatos de fatias do hipocampo serdo misturados com 25% de tricloroacético
(TCA) e centrifugados a 1800 g por 10 min. O sobrenadante sera imediatamente
neutralizado com 2 M de bicarbonato de potassio. NOj3 sera reduzido a NO, pela
nitrato redutase. O total de NO, na incubacéo sera medido por analise colorimétrica
a 540 nm, com base na reacéo de Griess. Uma curva padrdo sera realizada usando
nitrato de sédio (0-80 pM). Os resultados serdo expressos como pmolar de

nitrito/MG proteina.

2.2.2.2.12 Determinacao da Glutationa (GSH)

O conteudo de glutationa sera determinado conforme o método descrito por
Browne (1998). As fatias do hipocampo serdo homogeneizadas em um tampéao de
fosfato de sddio (0,1 M, pH 8,0) contendo 5 mM EDTA e a proteina sera precipitada
com 1,7% de acido meta-fosforico. O sobrenadante serad analisado com o-

ftaldialdeido (Img/mL de metanol) a temperatura ambiente durante 15 segundos. A
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fluorescéncia sera medida utilizando excitacdo e emissdo de comprimentos de onda
de 350 e 420 nm, respectivamente. Uma curva de calibracdo serd realizada com
solucbes padrdo de glutationa (0-500 uM). As concentracbes de GSH seréo

expressas como nmol / mg de proteina.

2.2.2.2.13 Anélise Estatistica

Os dados que tiverem distribuicdo normal serdo analisados estatisticamente
por meio de andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5% para comparacdo das médias, através do programa
STATISTICA verséo 7.0 (STATISTICA, 2004).
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2.3 Plano de trabalho e cronograma de atividades para execuc¢ao do projeto de

pesquisa

Quadro 1 - Plano de trabalho e cronograma de atividades

ATIVIDADES SEMESTRE
1°/2012 | 2°/2012 | 1°/2013 | 2°/2013

Revisao bibliografica I I rl ] I r

Padronizacao de técnicas X [X

Desenvolvimento do ensaio bioldgico

Andlises comportamentais

Analises fisico — quimicas/bioquimicas

== ===
Bl | %1 B

Andlise dos resultados e tratamento

estatistico

1

Redacédo de trabalho para congressos e

artigos

Confeccao da dissertacao I r




2.4 Orcamento

Quadro 2 - Orcamento
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Item | Unid | Quant Descricao do item Valor unit. | Valor total
1 Pct 1 | Papel filtro 7cm pct ¢/100 3,00 3,00
2 Pct 1 [Papel filtro 9cm pct ¢/100 5,00 5,00
3 Pct 1 [Papelfiltro 12,5cm pct ¢/100 9,00 9,00
4 Pct 1 |Papel filtro 15cm pct ¢/100 9,00 9,00
5 Pct 1 |Papel filtro 40x40cm pctc ¢/100 40,00 40,00
6 Pct 1 |Papel filtro 50x50cm pctc ¢/100 50,00 50,00
7 Cx 5 |Luva de latex tam P cx /100 26,00 130,00
8 Cx 5 |Luva de latex tam M cx /100 26,00 130,00
9 RI 2 | Algodao rl ¢/500g 22,00 44,00
10 Pct 1 |Tubo falcon 50ml pct ¢/50 39,00 39,00

Pipeta pasteur de plastico 3ml,ndo estéril,pct
11 Pct 1 |c/500 89,00 89,00
Lamina p/bisturi n° 10,11,12,15,21,22,23,24 cX
12 Cx 1 |c/100 38,00 38,00
13 Pct 1 |Eppendorf 1,5ml marca Cralplast pct ¢/1000 39,00 39,00
14 Fr 1 |[Cloreto de sodio 5009 8,00 8,00
15 Fr 1 |Fosfato de sédio mono 500g 28,00 28,00
16 Fr 1 |Fosfato de sddio biba anidro 500g 39,80 39,80
Tiras reagente p/glicosimetro ACCU-CHEK marca
17 Cx 1 |Roche 25 tiras 180,00 180,00
18 Kit 1 |Uréia enzimética marca Bioclin 500ml 229,00 229,00
19 Kit 1 |Creatinina colorimétrica marca Bioclin 200m| 120,00 120,00
20 Kit 1 |Trigliceridios enzimatico, marca Bioclin 200 ml 410,00 410,00
Albumina (método bromocresol) marca Analisa
21 Kit 1 |250ml 128,00 128,00
Proteina total (método biureto) marca Analisa
22 Kit 1 |250ml 150,00 150,00
23 Kit 1 |Catalase marca Sigma 10mg 890,00 890,00
24 Fr 1 |Superdxido Dismutase marca Sigma 990,00 990,00




31

25 Fr 1 |Papel toalha (pardo) pct ¢/500 22,00 22,00
26 | Um 48 |Ratos (Rattus Novergicus) linhagem Wistar/UFPel 10,00 480,00
Total 4.299,80




3 Reviséo Bibliografica

3.1 Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

Mais de 90% do oxigénio que ingressa nas células € usado para a producéo
mitocondrial de 80% da adenosina trifosfato (ATP) necesséaria pelas células
humanas. Durante este processo, quatro elétrons sdo adicionados a cada molécula
de oxigénio, resultando na formacdo de duas moléculas de agua (Friedman 2011).
No entanto, parte dos elétrons desvia da rota e reduz cerca de 20% do oxigénio
presente nas células, ou seja, estes recebem somente um elétron e se tornam
radicais livres ou espécies reativas (Friedman 2011).

O radical livre é uma estrutura quimica que possui um ou mais elétrons
desemparelhados, ou seja, ocupando orbitais atdbmicos ou moleculares sozinhos.
Isso o torna instavel, reativo e com enorme capacidade para combinar-se
inespecificamente com as diversas moléculas integrantes da estrutura celular e
derivados de cada uma delas, levando a oxidacdo de proteinas, lipidios e DNA
(Halliwell, & Gutteridge, 2006; Valko et al, 2007).

Ha muitos tipos de radicais livres, tais como de oxigénio, nitrogénio, cloro e
bromo e muitos termos tém sido utilizados na literatura para descrevé-los. De acordo
com Halliwell e Gutteridge (2006), em relacdo aos radicais de oxigénio, a
terminologia mais correta € a de espécies reativas de oxigénio (ERO), um descritor
coletivo que nao engloba apenas os radicais de oxigénio, como também alguns

derivados néo radicais de O,, como H,0, (Tabela 1).

Tabela 1 - Espécies reativas de oxigénio

Radicais N&o Radicais

Anion Superoéxido (0, ") Peréxido de Hidrogénio (H20,)
Radical Hidroxila (OH") Ac. Hipocloroso (HOCI)
Radical Peroxil (RO Oz6nio (O3)

Radical Alcoxil (RO’) Oxigénio Singlet (0,'Ag)
Hidroperoxil (HO") Peroxinitrito (ONOO)

Fonte: Halliwell, 2006a.



33

A maioria das ERO, bem como as demais espécies reativas, sdo produzidas
como subprodutos do metabolismo celular, tendo como locais principais de producgao
a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, a degradacdo de &cidos graxos
nos peroxissomos, 0s mecanismos de detoxificacdo mediados pelo complexo
enzimatico citocromo P-450 e as células fagociticas (Gemma, 2007).

A producéo de ERO é, portanto, parte integrante do metabolismo humano e é
observada em diversas condicdes fisiologicas. Estas espécies podem desempenhar
importantes funcdes biolégicas, como na defesa contra agentes infecciosos, na
coordenacdo de respostas inflamatdrias e na inducdo celular a apoptose - tendo
acao anti-tumorigénica. No entanto, o excesso de ERO pode ocasionar efeitos
extremamente deletérios ao organismo, estado ja bem estabelecido na literatura o
seu envolvimento em patologias como céancer, diabetes mellitus, doencas
cardiovasculares, neurodegenerativas e no envelhecimento (Halliwell & Gutteridge,
2006; Valko, 2007).

O termo “estresse oxidativo” refere-se a um desequilibrio entre a producédo de
ERO e as defesas antioxidantes. Sies (1991) o define como “um disturbio no balango
pré-oxidante-antioxidante, em favor do pré, que leva ao dano”, Halliwell & Whiteman
(2004) o entendem como “Dano biomolecular causado pelo ataque de espécies
reativas contra constituintes do organismo vivo”. O aumento nos danos oxidativos
pode resultar ndo somente de um estresse oxidativo maior, mas também de falhas
no reparo ou ha substituicdo de biomoléculas danificadas. Pode ser resultado da
diminuicdo dos niveis de antioxidantes, por exemplo, da diminuicdo nos niveis de
MnSOD (superéxido dismutase dependente de manganés), como também da
deplecado de antioxidantes provenientes da dieta e de outros constituintes dietéticos -
cobre, ferro, zinco e magnésio (Halliwell, 2006a).

O encéfalo é particularmente vulneravel aos danos oxidativos, devido ao seu
alto consumo de oxigénio, elevado teor de acidos graxos poliinsaturados oxidaveis,
e pela presenca de metais redox ativos (Cobre, Ferro). O estresse oxidativo
aumenta com a idade e, portanto, pode ser considerado um importante fator na
causa de varias doencas neurodegenerativas, tipicas de individuos idosos (Valko,
2007).
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3.2 Enzimas antioxidantes

A fim de se proteger de danos ocasionados por ERO, as células
desenvolveram uma série de mecanismos de defesa. Dentre 0os mais importantes
estdo, por exemplo, os antioxidantes, glutationa (GSH), acido ascérbico (vitamina C),
a — tocoferol (vitamina E), carotendides e flavondides, bem como as enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
(CAT) (Valko, 2007).

O sistema antioxidante enzimatico e a GSH estdo presentes,
predominantemente, no meio intracelular. A enzima SOD existe em duas formas
Cu/Zn SOD, presente no citosol (dimérica), lisossomos, nucleo e no espaco entre as
membranas interna e externa da mitocéndria (tetramérica) e, a MnSOD, encontrada
nas mitocondrias. Esta enzima é responsavel por catalizar a dismutacdo do anion
radical superéxido (O,") a perdxido de hidrogénio (H.O2) e O, (Equacdo 1)
(Vasconcelos, 2007).

A CAT, enzima que contém grupo heme em seu sitio ativo esta enclausurada
Nnos peroxissomos - organelas responsaveis pela desintoxicacdo celular e pela
oxidacao de acidos graxos de cadeia longa. Esta enzima atua na decomposicéo de
H.O, a O, e H,0 (Equacao 2) (Vasconcelos, 2007).

Glutationa Peroxidase (GPx) € o nome genérico dado a uma familia de
isoenzimas que integram o grupo de selenoproteinas, as quais apresentam selénio
(Se) em seu sitio ativo (Vasconcelos, 2007). H& pelo menos quatro tipos distintos de
GPx: a GPx 1, encontrada nos eritrécitos, pulmdes, figado e rins; GPx 2, no trato
gastrointestinal; GPx 3, presente em diferentes érgdos como pulmades, rins, placenta,
vesicula seminal e coracdo e, GPx 4, também amplamente distribuida nos diferentes
tecidos. As GPx convertem H,O, a agua ou alcool usando a glutationa reduzida
(GSH) como doador de elétrons (Equacao 3) (Margis, 2008).

20,v+2H" SOD  H,0,+0; (1)
2 H20; Catalase 2 H0 + O3 (2)

2 GSH + H,0, GPx * 2H,O + GSSG (3)
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3.3 Glutationa (GSH)

O antioxidante GSH € o principal tiol presente no encéfalo e o mais importante
tamp&o redox celular (Reynolds et al., 2007). E um tripeptideo (Glicina-Cisteina-
Glutamato) que pode ser encontrado na forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG)
(Figura 2). Na forma oxidada, as moléculas sdo unidas por uma ligacdo dissulfeto
entre 0s grupos tiol das cisteinas (Halliwell, 2006a). A importancia deste par é tal
que a razdo GSH/GSSG é utilizada para estimar o estado redox dos sistemas
bioldgicos (Valko, 2007).

O o
* . * J oA
Hj\ ) N\)J\
N OH
HOMH%N oM HO Y H /l\\@/
NH, NH, |
SH i 0 H
i | ,/" )k A/L- e \J/U\
NH; o NH, O

Figura 2 - Estrutura de duas moléculas de glutationa (A) na forma reduzida
(GSH) e (B) na forma oxidada (GSSG).
Fonte: RIBEIRO, 2009, p. 19.

No SNC, os astrécitos secretam GSH, contribuindo para diminuir a producao
de ERO. Além disso, estas células fornecem os precursores para a sintese de GSH
neuronal, cuja reducdo tem sido relacionada a morte celular em muitas doencas
neurodegenerativas (Dringen 2003). Um sistema GSH comprometido tem sido
associado ao estresse oxidativo que ocorre em doencgas neurodegenerativas, como

Alzheimer e Parkinson (Cacciatore, 2012).
3.4 Oxido nitrico
O oxido nitrico (ON) é um radical livre gerado a partir do aminoacido arginina

na reacdo catalizada pela enzima 6xido nitrico sintase. O NO atua em mecanismos

de sinalizacdo celular em uma ampla variedade de processos como na regulagcéo da
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pressao arterial, relaxamento de musculos lisos, mecanismos de defesa, regulagéo
imune e neurotransmissdo. Existem trés isoformas da oOxido nitrico sintase: a
neuronal, a endotelial e a induzivel (Valko, 2007; Vasconcelos, 2007). No entanto,
na presenca do anion superoxido (O *) forma o peroxinitrito (ONOQO") (equacéo 4) o
qual é rapidamente protonado formando o &cido peroxinitroso, potente agente
oxidante, causador de danos a lipidios, proteinas e DNA (Halliwell, 2006a).
Este também pode sofrer fissdo hemolitica e dar origem a outros produtos nocivos
(equacao 5).

NO +O,” —> ONOO 4)

ONOO" —» NO; +OH’ (5)

3.5 Peroxidacéo lipidica

A peroxidagao lipidica € um processo que se inicia a partir de uma cascata de
reacoes e formacdo de perédxido lipidico. A reacdo inicia-se quando um lipidio
insaturado reage com um OH’, gerando um radical lipidico o qual pode reagir com o
oxigénio e formar um radical lipidico peroxil. Este radical, por sua vez, reage com um
lipidio insaturado formando um lipidio peroxidado e mais um radical lipidico (Figura
3). Este processo gera varios produtos, dentre os quais se destacam os aldeidos
como o malonaldeido (MDA), acroleina, 4-hidroxi-2-hexanal e o 4-hidroxi-2-nonenal
(Montine et al, 2002).

Lipidio Radical Radical Lipidio Lipidio
Insaturado Lipidico  Lipidico Peroxil Insaturado  Peroxidado
= = = R R
OH* H.O D >
AN Va "
I Inicio : | + ; ™ |
H . oo* H OOH
* fjl
~— /

Propagacao

Figura 3 - Reacao da cascata de peroxidacao lipidica
Fonte: ALABARSE, 2011, p. 20.
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3.6 Relacédo entre hipocampo e restricdo calorica

O aprendizado e a memoéria sdo 0s mais importantes mecanismos pelos
quais o ambiente altera o comportamento dos animais, inclusive seres humanos. O
aprendizado é o processo de aquisicdo de informagfes provenientes tanto do
ambiente quanto de representacdes introspectivas do ambiente, enquanto memaria
€ 0 processo por meio do qual essas informacdes sao codificadas e armazenadas,
podendo depois, conforme a necessidade, serem decodificadas e lembradas (Silva,
2009).

As memorias podem ser classificadas: 1) quanto ao tempo de retencdo de
informacdo armazenada em ultra-rapida, curta e de longa duracdo ou 2) quanto a
natureza de seu conteudo em declarativa, ndo declarativa e operacional (Squire e
Zola, 1996; Squire e Kandel, 2003).

A memoria operacional € um tipo de memoria de curto prazo, que dura
poucos segundos, cuja funcdo é armazenar as informa¢des somente enquanto uma
determinada tarefa estd sendo realizada. E desempenhada pelos neurdnios do
cortex pré-frontal e depende, apenas, da atividade elétrica dos neurdnios dessa
regiao (Izquierdo, 2002).

Por outro lado, a meméria de longa duracéo pode durar dias, meses ou até
anos, pois a informacao é fixada de forma permanente, por meio de um processo
denominado consolidacdo de memoria. O mecanismo ocorre por meio da
potenciacdo de longa duracdo (LTP), que consiste no aumento de respostas poés
sinapticas durante horas, dias ou semanas apés a breve estimulacdo repetitiva de
aferentes pré-sinapticos e ocorre principalmente no hipocampo (lzquierdo, 2002;
Izquierdo et al, 2008). Este é um dos principais mecanismos sinapticos, através dos
quais tracos de memoria sédo codificados e armazenados no hipocampo, coértex
cerebral e em outras regides do sistema nervoso central (Martin; Grimwood; Morris,
2000).

A regido do cérebro em que os mecanismos celulares de consolidacdo mais
tém sido investigados € o0 sistema hipocampal, devido principalmente ao
conhecimento prévio de que este sistema desempenha um papel crucial na
consolidagdo de memorias declarativas em todas as espécies de mamiferos,

inclusive humanos (Squire e Zola, 1996).
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O hipocampo, portanto, € uma estrutura que desempenha um papel crucial na
aprendizagem e memoria (Izquierdo & Medina, 1997) e esta envolvido na formagéo
de memorias de curto e longo prazo (lzquierdo et al, 1998). Esta estrutura é
altamente vulneravel aos danos oxidativos durante o envelhecimento, devido a
reduzida capacidade dos neurbnios de manter a homeostase redox (Serrano e
Klann, 2004). Uma vez que o hipocampo esta envolvido na aprendizagem e na
memoria (Morris, 2006), o dano oxidativo a esta area do cérebro pode causar
prejuizos nas funcdes cognitivas (Serrano e Klann, 2004). A manutencdo de um
estado redox normal em neurbnios do hipocampo, portanto, é importante na
prevencao do declinio cognitivo durante o envelhecimento.

Os danos oxidativos podem resultar de um estresse oxidativo maior como
também de falhas no reparo ou na substituicdo de biomoléculas danificadas. Pode
ser resultado da diminuicdo dos niveis de antioxidantes, por exemplo, da diminui¢éo
nos niveis de MnSOD, como também da deplecéo de antioxidantes provenientes da
dieta e de outros constituintes dietéticos - cobre, ferro, zinco e magnésio (Halliwell,
2006a). Do mesmo modo, um maior conteudo de enzimas antioxidantes SOD, GPx e
CAT, GSH, bem como de vitamina C, vitamina E, carotendides e flavondides esta
associado a menores danos oxidativos (Valko, 2007).

A RC, uma das formas de intervencao nutricional mais amplamente discutidas
para estender o tempo de vida em varias espécies, tem como uma das hipoteses de
seu mecanismo de acdo a capacidade de reducdo da producdo de ERO e
atenuacdo aos danos oxidativos (Masoro, 2005). Estudos em animais tém
demonstrado que a RC aumenta de forma significativa a atividade de enzimas
antioxidantes como CAT, SOD, e GPx (Koizumi et al, 1987; Rao et al, 1990; Gomi, et
al,1998). Assim, a RC por meio da supra-regulacao de enzimas antioxidantes e dos
mecanismos de reparo pode reduzir o estresse oxidativo e os danos aos lipideos,
proteinas e DNA. Ribeiro et al (2012) avaliaram os efeitos da RC no hipocampo e
cortex de ratos adultos e evidenciaram que a RC foi capaz de aumentar o conteudo
de glutationa (GSH), diminuir a produgédo de ERO’s e o dano ao DNA bem como de
melhorar a performance locomotora dos animais.

A RC também foi relatada por atenuar déficits relacionados com o
envelhecimento no desempenho de tarefas de memaria e aprendizado dependentes
do hipocampo em algumas estirpes de roedores, tais como ratos Fischer 344 X
Brown Noruega (F344xBN) (Idrobo et al, 1987; Ingram et al,. 1987; Markowska e
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Savonenko, 2002; Pitsikas e Algeri,1992; Pitsikas et al, 1990;. Stewart et al, 1989).
Esta atenuacdo sugere que RC modula processos neurobiolégicos que auxiliam na
cognicdo e que uma compreensdo mais completa do impacto do CR nas bases
neuronais da aprendizagem e memoéria durante o envelhecimento poderia conduzir a
terapias para humanos que apresentam perda de memoria.

No entanto, pouco se sabe se os efeitos da RC no hipocampo sdo mantidos
com o passar do tempo ou se, caso iniciada em idades anteriores como logo apés o
periodo de amamentacdo, possa proporcionar maiores beneficios do que se iniciada

em uma idade posterior, como a adulta.

3.7 Lipoproteinas, risco cardiovascular e Paraoxonase 1 (PON1)

Atualmente tem sido evidenciado que a RC e diferentes padrBes dietéticos
modulam o processo aterosclerotico, fatores de risco cardiovascular (CV) e fatores
protetores, a exemplo da atividade da PON1 (Moya et al, 2006a; Moya, 2006b;
Santos et al.,, 2013). Estdo intimamente associadas as doencas cardiovasculares
(DCV) a elevacao dos niveis séricos de colesterol total (CT), triglicerideos (TG) e da
fracdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), além de uma reducédo na fracdo
das lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Santos et al, 2009). Nesta situacao,
niveis de colesterol LDL, composto predominantemente por apolipoproteina B
(apoB), estdo aumentados quando comparados a niveis de HDL, com o componente
antiaterogénico apolipoproteina A-l1 (apoA-l) (Kontush e Chapman, 2006). Assim,
uma baixa concentracdo de HDL circulante é um fator de risco independente para
doenca arterial coronariana com consequente aumento de eventos morbidos como
acidente vascular cerebral e infarto agudo no miocardio (SBC, 2007). Por outro lado,
uma alta concentracédo de HDL protege contra o surgimento e o avanco das lesdes
endoteliais, com efeito antioxidante, anti-inflamatorio e antiaterogénico (Schrader e
Rimbach, 2011).

As HDL sédo constituidas por 50% de apoproteinas, A-I em maior quantidade,
20% de colesterol livre e esterificado, 15% de fosfolipides e 5% de TG (Forti e
Diament, 2006). Quando fracionadas por ultracentrifugacdo s&o normalmente
separadas em duas principais subfragées: HDL2 (d 1.063-1.125 g/ml) e HDL3 (d

1.125-1.21 g/ml). A separacao por eletroforese resulta em cinco sub-populagbes
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distintas de tamanho decrescente: HDL2b, 2a, 3a, 3b e 3c (Kontush e Chapman,
2006; Forti e Diament, 2006).

As particulas de HDL especialmente por possuirem apoA-I, podem mediar o
efluxo de colesterol agindo como aceptores primarios e assim, facilitar o transporte
reverso de colesterol da parede arterial e tecidos periféricos para o figado. O HDL
ainda protege o LDL do dano oxidativo, tem acdo anti-inflamatoria nas células da
parede arterial, além de possuir atividade antiapoptotica, vasodilatadora,
antitrombdtica e anti-infecciosa. Estas propriedades antioxidantes do HDL estdo
atribuidas em grande parte a presenca de apolipoproteinas e enzimas associadas,
principalmente a apoA-l e a PON1 (Kontush e Chapman, 2006; Dunet et al., 2011).

A PON 1 é uma das enzimas que contribui significativamente com a
propriedade antiaterogénica atribuida ao HDL (Schrader e Rimbach, 2011). E uma
esterase célcio-dependente sintetizada principalmente no figado e circula no plasma
exclusivamente ligada ao HDL, contribuindo com suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatérias e antiaterogénicas ao prevenir o aumento da quantidade de ERO,
hidrolisar os peroéxidos lipidicos (prevenindo as particulas LDL de sofrer modificacao
oxidativa), diminuir a suscetibilidade do HDL a peroxidagdo e aumentar o efluxo de
colesterol a partir de macrofagos. Niveis reduzidos de atividade da PON1 podem
refletir aumento do estresse oxidativo e, consequentemente, aumento do risco CV
(Durrington et al, 2001).

A PON1 exerce sua atividade enzimatica com uma ampla gama de
substratos. Originalmente, a enzima foi identificada por hidrolisar organofosfatos. O
nome se refere a habilidade da PON1 para degradar paraoxon, o metabdlito téxico
do pesticida parathion. Além desta atividade organofosfatase, a enzima exibe ainda
atividade arilesterase e lactonase, de acordo com o substrato hidrolisado (Durrington
et al, 2001).

A enzima é membro de uma familia génica composta por trés genes (PON1,
PON2, PONB3) localizada no cromossomo humano 7. O gene da PON1 exibe 9exons
e consiste de 354 aminoacidos (Primo-Parmo et al., 1996). A PONL1 foi a primeira da
familia a ser descoberta em 1946, no entanto, o interesse pela enzima aumentou
guando Mackness e seus colaboradores (2003) realizaram um estudo longitudinal
prospectivo e revelaram que uma baixa atividade enzimética é fator de risco
independente para eventos coronarianos em homens com alta pré-disponibilidade

para DCV devido a doenca pré-existente ou outros fatores de risco.
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A associacdo da PON1 com HDL, mais especificamente com a apoA-I, é um
pré-requisito para a estabilidade da atividade sérica da enzima. Entretanto, a apoA-I
nao € necessaria para a secrecdo e ligacdo da PON1 com o HDL, uma vez que a
enzima também pode estar ligada a apoA-Il, apoE e apoJ. O HDL € um &timo
receptor fisiologico para a PON1 em termos de estimulagéo da secrecdo enzimatica
e estabilizacdo do peptideo secretado (Forti e Diament, 2006).

O tamanho e o formato da particula de HDL parecem ser cruciais para a
ligacdo da PONL1. In vivo, a enzima se apresenta preferencialmente associada a
particulas grandes, porém pode estar junto a particulas pequenas e densas através
de ultracentrifugacdo. Como consequéncia, as particulas de HDL séo heterogéneas
guanto sua atividade antioxidante, sendo maior conforme aumenta a densidade:
HDL2b< HDL2a < HDL3a < HDL3b < HDL3c. Portanto, o HDL3 atua de maneira
mais potente ao proteger o LDL da oxidagéo in vitro quando comparado ao HDL2
(Kontush e Chapman, 2006).

A atividade anti-inflamatéria do HDL ¢ ilustrada por sua capacidade de reduzir
a expressao de moléculas de adeséo induzida por citocinas em células endoteliais e
de inibir a adesdo de mondcitos a estas células. Esta capacidade esté relacionada a
presenca de apoA-l, apoA-ll, apoA-1V, e de espécies moleculares distintas de
fosfolipideos. A acdo anti-inflamatéria também envolve a hidrélise de lipideos
oxidados por enzimas associadas ao HDL, especialmente a PON1(Kontush e
Chapman, 2006). Estas enzimas associadas podem estar depletadas ou
apresentando alteracdes funcionais sob condi¢cdes inflamatérias, em doencas
metabolicas que envolvam baixos niveis de HDL e na DCV prematura.

A atividade sérica da PON1 é importante para a protecéo dos fosfolipideos do
LDL contra oxidacdo. A retencdo do LDL na parede arterial torna esta lipoproteina
um importante substrato para oxidagdo. Diversos sistemas oxidativos contribuem
potencialmente para a oxidacdo do LDL in vivo, entre eles NAD(P)H oxidases,
xantina oxidase, mieloperoxidase, 6xido nitrico sintase desacoplada, lipoxigenases e
também a cadeia mitocondrial de transporte de elétrons (Madamanchi et al, 2005).

Particulas de LDL oxidado (LDL-ox) exibem mudultiplas propriedades
aterogénicas, bem como atividades pro-inflamatorias, imunogénicas, apoptoticas e
citotéxicas. As atividades pro-inflamatorias incluem agédo quimiotactante nos
mondcitos circulantes, inducédo da expressdo de moléculas de adesdo nas células

endoteliais, promocéo da diferenciacdo de mondcitos em macrofagos, inducdo da
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sintese e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas de macrofagos e
ainda, inibicdo da motilidade dos macréfagos. Como resultado, a oxidagcdo do LDL
propaga o processo inflamatorio da parede arterial, acelerando a aterogénese
(Kontush e Chapman, 2006).

O estresse oxidativo, disturbio no balanco pré-oxidante-antioxidante, em favor
do pr6, que leva ao dano, se caracteriza por uma situagdo em que uma producao
excessiva de ERO normalmente esta presente (Halliwell, 2006a). Os lipideos e as
lipoproteinas também sdo afetados pelo excesso de ERO. Assim, 0 estresse
oxidativo estd associado a peroxidagdo lipidica das lipoproteinas e das células
arteriais, incluindo os macrofagos. Estes “macrofagos oxidados” possuem uma maior
capacidade de converter LDL na sua forma nativa em LDL-ox. As particulas
pequenas e densas de LDL sdo mais sensiveis a oxidacdo quando compradas as
particulas maiores (Fuhrman et al, 2002; Kontush e Chapman, 2006).

Estudos tém mostrado que a RC promove modulacdo do estresse oxidativo e
este efeito associa-se a prevencdo de DCV. Além disso, a RC diminui fatores de
risco CV, com reducdo de TG e aumento das HDL (Cruzen e Colman, 2009).
Contudo, os beneficios da RC sobre a reducdo do CT e das LDL mostram-se
dependentes da idade de inicio e do protocolo de intervencao utilizado (Moya et al,
2006a; Moya, 2006b). Atualmente, a razdo de apolipoproteinas
aterogénicas/antiaterogénicas e a identificacdo das diferentes particulas de LDL e
HDL tém sido indicadas como medidas adicionais de risco CV. Entretanto, séo
escassos os estudos que abordam o efeito da RC sobre esses parametros.

Nesse contexto, a PON1 tem sido investigada quanto ao seu comportamento
frente a RC e estudos tém demonstrado que a intervencéo relaciona-se a diminui¢céao
da atividade sérica da enzima (Moya et al, 2006a; Moya, 2006b; Skrha, 2009). No
entanto, ainda existe questionamento se a RC iniciada em ratos adultos e jovens,
assim como sua ampliacdo nos jovens, possa ocasionar beneficios diferenciais

sobre o risco CV associado ao perfil lipidico e sobre a atividade da PONL1.



4 Relatério de trabalho de campo

Este relatorio tem por objetivo apresentar as etapas que envolveram o
trabalho de campo do presente estudo, que avaliou o estado nutricional e metabdlico
e risco cardiovascular (CV) associado ao perfil lipidico, parametros comportamentais
e oxidativos em ratos Wistar.

Apoés a qualificacdo e aprovacao, o projeto foi encaminhado ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA/UFPel)
e foi aprovado (processo n° 23110.009827/2012-89/CEEA 9827). Apds procedeu-se
com a reserva de animais experimentais no Biotério da UFPel.

O experimento iniciou no dia 06 de maio de 2013 e foi finalizado no dia 02 de
setembro de 2013. Inicialmente, como consta no projeto, os animais ficariam
alojados em gaiolas metabdlicas individuais. Devido a disponibilidade de caixas
moradia na ocasido do inicio do experimento e auséncia de necessidade especifica
da utilizacdo das gaiolas, optou-se pela alteracdo na forma de alocacdo dos animais
com o objetivo de manter a organizacdo com a qual 0os animais ja estavam
acostumados desde o nascimento, proporcionando uma melhor adaptacédo ao
Laboratorio de Nutricdo Experimental.

Nas semanas posteriores ao término do experimento foram realizadas as
analises bioguimicas na Universidade Federal de Pelotas e de estresse oxidativo na
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em parceria com o Programa
de Pés Graduacdo em Bioquimica. Concomitante as analises ocorreu a tabulacao
dos dados em planilhas e em sequéncia, a analise estatistica. Posterior a essas
etapas deu-se inicio a escrita dos artigos e estruturacéo da dissertacao.

N&o foi possivel realizar o teste da esquiva inibitéria devido a inadequacéo do
equipamento para ratos Wistar, fato que ndo se tinha conhecimento na elaboracéo e
aprovacao do projeto. A analise da atividade da catalase que constava no projeto
nao pode ser realizada devido a indisponibilidade de pessoal e materiais para a
realizagdo da técnica, como substituicdo, optou-se por realizar a andlise da atividade
da glutationa peroxidase.

A andlise da atividade arilesterase da PON1 foi realizaada devido a
disponibilidade da técnica, equipamentos e reagentes, pela relagdo com o assunto
da dissertacdo e também devido a lacuna na literatura sobre a atividade enzima e a

RC. Aliada a essa analise, surgiu a possibilidade das dosagens do HDL e CT
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fornecendo dados do perfil lipidico dos animais. A realizacdo do teste
comportamental reconhecimento de objetos tornou possivel a realizacdo dos testes
comportamentais campo aberto e labirinto em cruz elevado que serdo utilizados em
um trabalho futuro.

A execucdo do presente projeto permitiu a elaboracdo de dois artigos e a
possibilidade de exploracdo dos resultados sob outras perspectivas, visto que o
tema encontra relevancia e espaco no meio cientifico. No artigo intitulado
RESTRICAO CALORICA MODERADA: EFEITO NO RISCO CARDIOVASCULAR
ASSOCIADO AO PERFIL LIPIDICO E ATIVIDADE ARILESTERASE DA
PARAOXONASE 1 EM RATOS WISTAR ADULTOS E JOVENS optou-se por
manter todos 0s grupos inicialmente propostos por ser um artigo de carater
descritivo a fim de responder as questdes propostas no projeto.

Para a redacio do manuscrito EFEITO DIFERENCIAL DA RESTRICAO CALORICA
MODERADA EM PARAMETROS BASAIS REDOX DO HIPOCAMPO DE RATOS
WISTAR optou-se por explorar resultados ainda pouco investigados e que se
mostraram mais significativos sobre os parametros de estresse oxidativo avaliados.
Assim, foram utilizados os resultados de jovens e adultos submetidos a RC por 12
semanas. No entanto, os dados dos jovens mantidos em RC por 16 semanas serao

explorados em momento posterior, sob outra perspectiva.
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Resumo

A Restricdo Caldrica (RC) moderada esta associada a indmeros beneficios a saude,
como reducao do peso e gordura corporal, melhora no perfil lipidico e aumento de
enzimas antioxidantes que resultam na prevencédo de diversas doencas, como as
cardiovasculares (DCV). Nesse contexto, a Paraoxonase (PON1), uma importante
enzima antiaterogénica e anti-inflamatodria associada ao HDL, tem sido investigada
guanto ao seu papel na reducéo do risco cardiovascular (CV) e seu comportamento
frente a RC. No entanto, poucos estudos avaliam o impacto da RC iniciada em ratos
jovens comparada com a iniciada em ratos adultos e sobre diferentes periodos de
tratamento. O presente estudo avaliou os efeitos da RC moderada e cronica sobre o
estado nutricional e metabdlico, o risco cardiovascular associado ao perfil lipidico
sérico e atividade arilesterase da PON1 em ratos Wistar submetidos a intervencéo
nas fases de vida adulta e jovem. Ratos com 70 e 40 dias de vida foram
alimentados ad libitum ou submetidos a RC (30%) por 12 ou 16 semanas. N0OSs0s
resultados mostraram que o peso corporal (PC) dos ratos submetidos a RC foi 16%
menor nos adultos e 21% menor nos jovens comparados aos controles (p<0,05). Os
niveis séricos de proteina total e albumina demonstraram manutencdo do estado
nutricional proteico. Os valores de glicose, creatinina e ureia estavam adequados
para ratos wistar em todos os grupos. Apos 12 semanas, a RC diminui o colesterol
total (CT), HDL, o colesterol ndo-HDL e a razdo LDL/HDL nos ratos jovens e 0S
triacilglicerdis (TG) e a razdo TG/LDL nos adultos — neste ultimo com aumento do
LDL e da razédo LDL/HDL (p<0,05). Conclui-se que a RC moderada iniciada
precocemente e mantida por 12 semanas proporcionou reducdo do risco

cardiovascular associado ao perfil lipidico quando comparada a iniciada na fase
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adulta. J& seu prolongamento ndo manteve esse efeito, indicando que o avanco da
idade possa ser um forte determinante dos parametros avaliados. Ainda, a RC
manteve a atividade da PON1 independentemente da idade de inicio e do tempo de
tratamento. Estudos adicionais s80 necessarios para entender a modulacdo da
atividade da PONL1 iniciada em ratos jovens submetidos a RC e os efeitos do
prolongamento da intervencdo. Palavras chave: restricdo caldrica; perfil lipidico;

paraoxonase; atividade arilesterase

Introducao

A restricdo caldrica (RC), reducdo na ingestdo calérica abaixo do ad libitum,
sem ma-nutricdo € uma das formas de intervencao nutricional amplamente discutida
para estender o tempo de vida em varias espécies, inclusive mamiferos'. Estudos
em animais e humanos mostram que a RC promove uma reducdo no peso e na
gordura corporal®®. Essa reducdo na gordura corporal leva a uma menor liberacdo
de citocinas pré-inflamatoérias como o fator de necrose tumoral a resultando em uma
melhor sensibilidade a insulina*®. De fato, a RC tem se mostrado capaz de diminuir
os niveis glicémicos e aumentar a sensibilidade insulinica®®.

O estresse oxidativo, desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e as defesas antioxidantes, estd associado ao processo de
envelhecimento e a doencas como as cardiovasculares’®. Estudos mostram que a
RC é capaz de atenuar os danos oxidativos por meio de acdes como inibicdo da
producéo intracelular de ERO e aumento de defesas antioxidantes®*.

A modulacdo do estresse oxidativo promovida pela RC associa-se a

prevencéo de doencas cardiovasculares (DCV). Aléem disso, a RC diminui fatores de
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risco cardiovascular (CV), com reducéo de triacilgliceréis (TG) e aumento do HDL?.
Contudo, os beneficios da RC sobre a reducdo do colesterol total (CT) e do LDL
mostram-se dependentes da idade de inicio e do protocolo de intervencéo
utilizado™*2. Atualmente, a razdo de apolipoproteinas aterogénicas/antiaterogénicas
e a identificacdo das diferentes particulas de LDL e HDL tém sido indicadas como
medidas adicionais de risco CV. Entretanto, sdo escassos 0s estudos que abordam
o efeito da RC sobre esses parametros.

Nesse contexto, uma importante enzima antiaterogénica e anti-inflamatéria
associada ao HDL, a paraoxonase 1 (PONL1), tem sido investigada quanto a seu
papel na reducdo do risco CV e seu comportamento frente a RC. A acao
antiaterogénica conferida ao HDL €, em parte, atribuida a PON1, uma esterase
sintetizada e secretada no figado, unida as apolipoproteinas Al e J (apo A-l e apo-J)
das particulas de HDL'®!. Estudos tém demonstrado que a RC relaciona-se a
diminuicdo da atividade sérica da enzima'**?*°.

Em diferentes espécies animais a RC tem sido associada a redugdo do dano
oxidativo e celular, retardo do declinio imunol6gico associado a idade, melhora das
defesas antioxidantes e da sensibilidade insulinica’®*”!%. No entanto, a maioria dos
estudos negligencia a influéncia da RC em animais jovens, dificultando a
compreensdo de sua consequéncia imediata e posterior sobre a condicao
nutricional, os fatores de risco CV e as defesas antioxidantes. Além disso, os efeitos
diferenciais da RC iniciada em animais jovens e mantida até a fase adulta sdo pouco
explorados. Neste estudo investigamos em ratos Wistar adultos, submetidos a RC
nas fases de vida adulta e jovem, os efeitos da RC moderada e crbnica sobre o
estado nutricional e metabdlico, o risco aterogénico associado ao perfil lipidico e a

atividade de uma importante enzima antioxidante e antiaterogénica, a PONL1.
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Materiais e Métodos

Animais e Delineamento Experimental

Para a realizagéo deste estudo foram utilizados quarenta e oito ratos Wistar
machos, 16 animais adultos com 65 dias de idade e 32 jovens com 35 dias de idade,
provenientes do Biotério Central (UFPel). Os animais foram pesados, distribuidos
aleatoriamente em 6 caixas, com 8 animais cada, mantidos em gabinetes ventilados,
alojados em caixas moradia, em sala com temperatura (22-24°C) e umidade relativa
(65-75%) controladas, com livre acesso a agua e racdo, expostos a ciclo
claro/escuro de 12 horas. Durante os primeiros cinco dias os ratos foram adaptados
as condicbes ambientais e apds iniciaram-se 0s tratamentos os quais foram
mantidos por um periodo de 12 ou 16 semanas (Fig.1). O experimento foi realizado
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)*® e aprovado pela autoridade

local, sob protocolo nUmero 9826.

Delineamento Experimental

Os animais foram divididos de acordo com o tratamento a ser administrado
durante um periodo de 12 ou 16 semanas, em dois grupos i- Controle-C,
alimentados ad libitum e ii- Restricdo Caldrica-RC, submetidos a restricdo caldrica
moderada (30% abaixo do consumo ad libitum). Formaram-se assim 0s seguintes

grupos (Fig.1): CAl2-ratos adultos alimentados ad libitum, CJ12- ratos jovens
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alimentados ad libitum por 12 semanas e CJ16- ratos jovens alimentados ad libitum
por 16 semanas e 0S respectivos grupos restricdo, RCA12, RCJ12 e RCJ16
submetidos a RC moderada por 12 ou 16 semanas.

Os animais de ambos os grupos, C e RC, receberam racdo padrdo para
roedores (Puro Trato — Puro Lab 22, Brasil), tiveram o consumo de agua e ragao
monitorados diariamente e peso corporal (PC) foi mensurado semanalmente durante
os periodos de tratamento. A RC foi realizada de forma progressiva, sendo que 0s
animais tiveram duas semanas de adaptacdo a dieta: a primeira semana consistiu
em restricdo caldrica de 10%, alterada para 20% na segunda semana. A partir da

terceira semana foi iniciada a restricdo de 30%, mantida até o final do experimento.

Obtencao do Soro e Dosagens Bioquimicas

Apos os periodos de tratamento os ratos em jejum de 12 horas durante a
noite, foram submetidos ao procedimento de decapitacdo. O sangue foi coletado no
momento da decapitacdo e centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos. O soro obtido
foi armazenado a -20°C até o momento das analises. As dosagens bioquimicas
foram realizadas com kits enzimaticos comerciais e quantificadas em
espectrofotometro (Fento Cirrus, 80MB®). Foram dosados: proteina total (biureto,
Bioclin), albumina (verde de bromocresol, Bioclin), uréia (UV,Urease, Bioclin),
creatinina (Picrato alcalino, Bioclin), glicose (Glicose oxidase, Doles), colesterol total-
CT (colesterol esterase, colesterol oxidase e peroxidase, Vida Biotecnologia),
triacilglicerdis-TG (Trinder, Vida Biotecnologia), colesterol HDL (indireto, Doles). O

colesterol LDL foi determinado pela equagéo de Friedewald?, por diferenca entre o
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colesterol total e a soma do HDL+VLDL (TG/5). O colesterol ndo-HDL foi calculado

deduzindo-se do CT o colesterol HDL, os valores foram expressos em mg/dL.

Analise Enzimatica

A atividade arilesterase da PON1 foi medida no soro, a partir da velocidade
de formacdo de fenol por meio do aumento da absorbancia a 270 nm, a
temperatura de 25°C, conforme descrito por Browne et al.?:. As amostras foram
diluidas 1:3 em 20 mM de Tampao Tris/HCI, pH 8,0, com 1 mM de CaCl,. A solucéo
reagente consistiu de Tampéo Tris/HCI, pH 8,0 a qual foi acrescido 4 mM
fenilacetato. A reacdo foi determinada imediatamente apds a adicdo da amostra.
Uma unidade de atividade arilesterase da PONL1 foi considerada igual a 1 uM de
fenol/minuto e expressa em kU/L, com base no coeficiente de extingcdo de fenol.
Amostras em branco contendo agua foram utilizadas para corrigir a hidrélise néo

enzimaética.

Anélise Estatistica

Os resultados sdo apresentados como meédia + desvio padrdo (DP).
Inicialmente a parametricidade dos dados foi analisada e a comparacéo entre C e
RC realizada por meio do Teste t de Student (dados paramétricos) ou teste U- Mann
Whitney (dados ndo paramétricos). Para comparacdes entre as idades e tempos de
tratamento entre animais dos RC ou C foi utilizado Anova de uma via seguida pelo

post hoc Tukey (dados paramétricos) ou Kruskall Wallis (dados nédo paramétricos). O
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nivel de significancia adotado foi p<0,05. As analises foram realizadas no programa

BioEstat 5.3 (Software livre, Instituto Mamiraud).

Resultados

Os ratos adultos e jovens, dos grupos C e RC, submetidos a diferentes
periodos de tratamento mostraram evolugcdo ascendente do PC (Fig.2). No entanto,
a RC moderada, resultou em PC significativamente menor (p<0,05) em todos os
grupos quando comparados aos respectivos controles (Fig. 2). Os ratos do grupo
RCA12 apresentaram PC final 16% inferior (p<0,05) ao respectivo controle (Fig. 2A).
Ja nos animais jovens, J12 ou J16, a RC determinou um PC final, em média, 21%
inferior (p<0,05) ao verificado nos controles J12 e J16, respectivamente (Fig. 2B e
C). Entretanto, as taxas semanais de incremento foram diferentes entre as idades,
mas nao diferiram com o prolongamento da RC (Fig. 2). Apés o periodo de
adaptacao, por volta da 42 semana, os ratos adultos (RCA12) estagnaram o ganho
de peso e os jovens (RCJ12 e RCJ16) o mantiveram numa taxa média de 37%
(Fig.2). A partir da 4% semana, os adultos restabeleceram o PC e passaram a
apresentar evolucdo ascendente de ganho de peso (Fig.2). No final dos periodos de
tratamento, considerando-se entre 8 e 12 ou entre 12 e 16 semanas, o PC aumentou
em média 10%. Este valor ndo diferiu entre os grupos C e RC e quanto a fase da
vida em que foram iniciados os tratamentos, bem como aos periodos avaliados
(Fig.2).

Os indicadores bioquimicos da condi¢cao nutricional e metabdlica dos grupos
C e RC sao apresentados na Tabela 1. Quanto aos efeitos da RC constatou-se nos

RCA12 que apenas a ureia diminuiu (p<0,05) em relacdo ao CA12 (Tab.1). Por outro
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lado, nos animais RCJ12 o tratamento resultou em diminuicdo (p<0,05) das
concentracbes de albumina, glicose e ureia em comparacdo aos CJ12 (Tab.l1).
Contudo, nos jovens RCJ16 as concentracdes avaliadas ndo sofreram alteracées,
guando comparadas ao CJ16 (Tab.1). Ao conferir o efeito da RC em relacao a idade
verificou-se que nos RCJ12 a glicose foi menor (p<0,05) e a proteina e ureia foram
maiores a dos RCA12. Em relacdo ao efeito do tempo de intervencao, verificou-se
que nos RCJ12 a glicose foi menor (p<0,05) a dos RCJ16. Apesar disso, o
prolongamento do periodo de restricdo nos jovens RCJ16 nédo alterou os demais
parametros bioquimicos, quando comparados ao RCJ12 (Tab.1)

O perfil lipidico dos ratos pode ser observado na Figura 3. Ao analisar 0s
efeitos da RC sobre os lipidios séricos constatou-se diferencas relacionadas ao
controle, a idade de inicio e ao tempo de exposicao a dieta (Fig.3). Nos ratos RCA12
a RC diminuiu (p<0,05) em 55% a concentracdo sérica de TG, porém aumentou
(p<0,05) em 57% o LDL em comparacdo a CA12 (Fig.3). JA4 nos ratos RCJ12
verificou-se diminuicdo de 21% (p<0,05) no CT e 25% no HDL, em relacdo ao CJ12.
Jéa o perfil lipidico dos RCJ16 nédo apresentou diferenca quando comparado ao CJ16
(Fig.3). Quando se avalia o impacto da RC em relacédo a idade de comeco observa-
se nos ratos RCJ12 reducéo (p<0,05) de 20% no CT, de 47% no LDL e manutencao
do HDL, em comparacdo a RCA12. J& nos ratos que iniciaram jovens e foram
mantidos por maior tempo em RC moderada (RC16) observou-se aumento (p<0,05)
do HDL, mas também dos TG e do CT, quando comparados aos RCJ12.

Para verificar o efeito da RC sobre indices bioquimicos preditores de risco
metabolico e de doenca arterial as razdes de TG/HDL e LDL/HDL e os niveis de
colesterol ndo-HDL foram analisados (Tab.2). A RC moderada diminuiu 2,7 vezes

(p<0,05) a razdo TG/HDL nos RCA12, entretanto elevou em 2,4 vezes a razéo
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LDL/HDL comparada ao CA12 (Tab.2). J4 ao observar o impacto da RC em relacéo
a idade de inicio verificou-se nos RCJ12 uma reducédo (p<0,05) de 40% e 50%,
respectivamente, dos niveis de colesterol ndo-HDL e da razdo LDL/HDL
comparados a RCA12 (Tab.2). Contudo, o aumento do tempo de intervencao
nutricional (RCJ16) resultou em indices de risco semelhantes aos encontrados nos
RCJ12(Tab.2).

Quanto a atividade arilesterase da PON1, evidenciou-se que a RC moderada
e cronica manteve a atividade da enzima, independente da idade e do tempo de
intervencao nutricional (Fig. 4A). Entretanto, a razdo PON1/HDL foi maior no RCJ12
comparado a CJ12. A razdo analisada foi maior (p<0,05) nos ratos J12 mantidos sob

RC moderada (Fig.4B).

Discussao

No presente estudo, o estado nutricional foi avaliado com base no PC e nas
concentracfes de proteina total e albumina. A RC foi eficaz na reducao do PC de
adultos e jovens, porém seu efeito foi mais expressivo nos jovens indiferente do
tempo de intervencdo. De fato, uma diminuigdo significativa do PC dos ratos de
ambas as idades foi detectada j4 durante as primeiras semanas de tratamento.
Resultados semelhantes foram observados em outros estudos com ratos adultos
submetidos ao mesmo percentual de RC#?*%* Nos adultos a menor taxa de ganho
de peso pode estar associada a fase de inicio da RC, uma vez que na fase adulta
ocorre menor impacto da reducdo da ingestdo energética. Por outro lado, uma

importante implicagdo da RC iniciada em ratos jovens foi a redu¢céo de 43% na taxa
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inicial de ganho de peso em relacédo ao C. Este efeito determinou o estabelecimento
de um PC mantido, em média, 25% inferior ao dos ratos sob RC na fase adulta.

Considerando que os animais em RC tiveram uma proteinemia dentro da faixa
adequada para ratos Wistar, a possibilidade de comprometimento do estado
nutricional proteico, resultante de insuficiente ingestdo proteica e ganho de peso,
pode ser desconsiderada neste estudo. Estudos com animais na fase adulta
submetidos a RC de 30% por 12 semanas também ndo encontraram alteracdes nos
valores de albumina®?*. Por outro lado, pode-se perceber que manter a RC por
maior periodo de tempo, em ratos jovens, ocasionou uma melhor adaptacédo e
preservacao do estado nutricional proteico.

Para atribuir com seguranca os efeitos da RC, é necessario que a intervencao
seja efetuada sem ma—nutricdo, com a garantia de ingestdo adequada de todos os
nutrientes. Os marcadores bioquimicos do estado nutricional e metabdlico podem ao
mesmo tempo indicar desvios nutricionais e fornecer dados importantes a respeito
da maneira que o organismo dos animais respondeu a RC.

A modulacdo do metabolismo da glicose € um dos efeitos benéficos
evidenciados na RC. Neste estudo, a RC mantida por 12 semanas nos ratos jovens
teve como consequéncia uma glicemia 20% inferior a de ratos Wistar alimentados ad
libittum, embora os valores indiguem adequacao glicEmica de acordo com Canadian
Council on Animal Care®. Estudos mostram que a intervencéo promove diminuicdo
nos niveis glicémicos e de insulina bem como uma melhor sensibilidade a acéo do
horménio®2°.

Um importante indicador da reserva proteica muscular & a creatinina. Este
metabolito da fosfocreatina tem constante producdo e liberagdo nos liquidos

corporais e seus valores plasmaticos se mantém dentro de limites estreitos. Em



57

razao de a creatinina endogena ser proporcional a massa muscular, sua producao
varia com a idade e género. Seus niveis séricos sao utilizados para um indicativo da
taxa de filtracdo glomerular. Niveis aumentados de creatinina plasmatica estédo
associados ao comprometimento da funcdo renal e a degradacdo intensa do
musculo esquelético®’. No atual estudo n&o foram observadas diferencas nos niveis
de creatinina, indicando preservacdo da massa muscular proteica e da funcéo renal.
De outro lado, a RC causou reducdo do conteudo de ureia no soro, a qual
possivelmente estd associada a uma maior retencdo nitrogenada e auséncia de
catabolismo proteico. Este efeito pode ser considerado positivo, especialmente na
presenca de ingestdo proteica constante e adequada, como foi possivel constatar
pela dosagem de albumina sérica. Resultado similar foi observado em outros
estudos realizados em ratos Wistar adultos submetidos percentuais e tempo de RC

similares®?%3,

A RC moderada esta associada & protecéo contra as DCV#%°

, que tém entre
os fatores de risco mais importantes as dislipidemias®*. Animais e humanos
submetidos a RC apresentam niveis significativamente mais baixos de TG e
aumento no HDL®. Neste estudo a RC promoveu diminuicdo dos TG para adultos e
jovens, variando de 55% a 20%, respectivamente, com destaque para 0s animais
gue iniciaram a intervencao na fase adulta. Essa reducéo possivelmente relacionou-
se a um menor fluxo de substratos para a sintese lipidica, embora outros
mecanismos modulatérios também possam estar envolvidos®. Resultado positivo,
mas diferente do encontrado em outros estudos, nos quais ndo houve diferencas
entre C e RC?*%24,

A mensuracdo do risco CV na maioria das vezes é realizada com medidas

tradicionais, como CT e LDL, todavia a utilizacdo de outras medidas como colesterol
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nao-HDL e razbes como TG/HDL e LDL/HDL, apenas recentemente tem sido
estabelecidas. As lipoproteinas constituem uma classe heterogénea de particulas e
evidéncias sugerem que as diferentes subclasses de LDL e HDL apresentam
diferentes riscos a aterosclerose. A relacdo entre apolipoproteinas-Apo aterogénicas
(apo-B) e antiaterogénicas (A-l1), fornece informacdes mais precisas sobre as Apo,
podendo ser mensurada pela estimativa do colesterol ndo-HDL. Os resultados deste
trabalho mostraram que a RC iniciada na fase adulta provocou aumento significativo
do risco CV associado razdo LDL/HDL. Entretanto, nos ratos jovens submetidos a
RC por 12 semanas evidenciou-se importantes efeitos protetores relacionados ao
perfil lipidico aterogénico. Contudo, o prolongamento ndo resultou em mudanca do
risco CV.

A manutencédo nos niveis de CT e elevag¢do do LDL podem ser consequéncia
do efeito da RC sobre a reducdo na taxa metabdlica basal de animais adultos. Essa
reducdo ocorre como parte de uma resposta adaptativa a intervencdo e tem como
principal determinante a diminuicdo de triiodotironina - T3. Menores niveis desse
hormbnio relacionam-se a uma baixa expressao hepatica do receptor do LDL,
acarretando em uma maior permanéncia dessas particulas na corrente sanguinea e,
ao mesmo tempo mantendo inalterada a enzima chave na sintese de colesterol®".

A protecéo CV nado depende apenas de altos niveis de HDL, mas sim, de uma
concomitante alta atividade da PON1 uma esterase sintetizada e secretada no
figado, considerada como uma das responsaveis pela atividade antioxidante e
antiaterogénica do HDL™®**. Estudos tém demonstrado que a PON1 parece sensivel
a RC, sendo a intervencdo associada com uma diminuicdo na atividade da
enzima'**?'°. Nosso estudo mostra que a atividade da PON1 foi similar entre os 3 e

4 meses de idade, e que a RC, independentemente da idade de inicio e de seu
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prolongamento, promoveu a manutencdo da atividade enzimatica. Costa et al*?

argumentam que a atividade da PON1, uma vez atingidos os valores da fase adulta,
permanece constante. Karanth e Pope®® nédo encontraram diferencas na atividade da
PONL1 em ratos com 3 e 24 meses de idade. No entanto, estudos recentes observam
que a atividade da PON1 diminui com o avancar da idade, fato que pode estar
relacionado a elevacdo do estresse oxidativo inerente ao envelhecimento®**. Por
outro lado, nos jovens apos 12 semanas a maior razdo PON1/HDL indica como

possibilidades uma maior expressao e/ou atividade da enzima.

Concluséao

Conclui-se que a RC moderada iniciada em ratos Wistar adultos e jovens
manteve o estado nutricional proteico adequado. J4 a idade de inicio da RC, mas
nao seu prolongamento, ocasionou diferencas no risco CV associado ao perfil
lipidico. Nos jovens a intervencdo mantida por 12 semanas proporcionou reducéo do
risco CV associado ao perfil lipidico quando comparada a iniciada na fase adulta.
Porém, seu prolongamento ndo manteve esse efeito, indicando que o avanco da
idade possa ser um forte determinante dos parametros avaliados. Ainda, a RC
manteve a atividade da PON1 independentemente da idade de inicio e do tempo de
tratamento. Estudos adicionais sdo necesséarios para entender a modulacdo da
atividade da PONL1 iniciada em ratos jovens submetidos a RC e os efeitos do

prolongamento da intervencao.
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TABELAS

Tabela 1 — Andlises bioquimicas séricas de ratos Wistar alimentados ad libitum (Controle - C) ou
submetidos a restricdo caldrica moderada (Restricdo Caldrica - RC) nas fases da vida adulta, jovem e

jovem com prolongamento.

Adultos Jovens Jovens com prolongamento

CA12 RCA12 CJ12 RCJ12 CJi6 RCJ16
Proteina total (g/dL) 6,17+0,29° 5,74+0,93" 7,81+1,11% 7,25+0,91 6,800,77% 6,78+0,42
Albumina (g/dL) 3,18+0,58 3,40+0,49 4,25+0,60% 3,27+0,63* 3,48+0,33 3,44+0,51

Glicose (mg/dL) 192,82+48,92°  182,58+23,18  166,13+20,86°  134,22+24,68*  179,58+20,66%°  163,22+14,47
Ureia (mg/dL) 50,47+12,09  32,22+7,70+° 57,22+9,38 43,24+5,03*° 48,24+12,68 38,42+6,15%F

Creatinina (mg/dL) 0,58+0,15 0,51+0,13 0,31+0,08" 0,32+0,12 0,50+0,09 0,49+0,31

Os valores representam as médias + desvio padrdo de duplicatas de 8 animais por grupo. Nivel de
significancia de 5%. *indica diferenca significativa entre C e RC, teste t de Student. Letras minusculas
diferentes indicam diferenca significativa entre animais do C, Kruskall Wallis, pos Hoc Student Newmann
Keulls, para proteina total e Anova de 1 via, pos hoc Tukey, para as demais andlises. Letras gregas

diferentes indicam diferenca significativa entre animais do RC, Anova de 1 via, pos hoc Tukey.
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Tabela 2 - Risco cardiovascular e metabdlico associado ao perfil lipidico sérico em ratos Wistar
alimentados ad libitum (Controle - C) ou submetidos a restri¢cdo calérica moderada (Restricdo Caldrica

- RC) nas fases da vida adulta, jovem e jovem com prolongamento.

Adultos Jovens Jovens com prolongamento

CA12 RCA12 CJ12 RCJ12 CJ16 RCJ16
Colesterol-ndo HDL ~ 40,15+16,12 44,83+15,24° 37,85+7,58 27,92+#8,11" 36,9745,75  38,45%5,88°
Raz&o LDL/HDL 0,33+0,29 0,80+0,31° 0,52+0,21 0,45x0,16" 0,34+0,07 0,50+0,16°

Raz&o TG/HDL 4,16+0,51° 1,54+0,22° 1,73+0,51" 1,81+0,54 2,09+1,28% 2,04+0,50

Os valores representam as médias + desvio padréo de duplicatas de 8 animais por grupo. Nivel
de significancia de 5%. *indica diferenca significativa entre C e RC, teste t de Student. Letras
mindsculas diferentes indicam diferencga significativa entre animais do C, Kruskall Wallis, pos Hoc
Student Newmann Keulls. Letras gregas diferentes indicam diferenca significativa entre animais

do RC, Anova de 1 via, pos hoc Tukey.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1 - Delineamento experimental do estudo. 48 Ratos Wistar com 70 e 40 dias de vida (adultos e
jovens) foram divididos aleatoriamente em 6 grupos experimentais e alimentados ad libitum (Controle
- C) ou submetidos a restricao calérica moderada (Restricdo Calorica - RC) por 12 ou 16 semanas,

eutanasia com 22 (adultos e jovens com prolongamento) ou 18 (jovens) semanas de vida.

Figura 2 - Evolucdo do peso corporal de ratos Wistar alimentados ad libitum (Controle - C) ou
submetidos a restricdo calérica moderada (Restrigdo Calorica - RC). Os valores representam as
médias + desvio padrdo de 8 animais por grupo. Nivel de significancia de 5%. *indica diferenca

significativa entre C e RC, teste t de Student.

Figura 3 — Perfil lipidico sérico de ratos Wistar alimentados ad libitum (Controle - C) ou submetidos a
restricdo calérica moderada (Restricdo Caldrica - RC). Os valores representam as médias + desvio
padrdo de duplicatas de 8 animais por grupo. Nivel de significAncia de 5%. *indica diferenca
significativa entre C e RC, teste t de Student. a indica diferenca significativa entre animais do C e,
letras gregas diferentes indicam diferenca significativa entre animais do RC, Anova de 1 via, pos hoc

Tukey.

Figura 4 - Atividade arilesterase da PON1 (A) e relagdo PON1/HDL (B) de ratos Wistar alimentados
ad libitum (Controle - C) ou submetidos a restricdo caldrica moderada (Restricdo Caldrica - RC). Os
valores representam as médias + desvio padrdo de duplicatas de 8 animais por grupo. Nivel de
significancia de 5%. *indica diferenca significativa entre C e RC, teste t de Student. Letras mindsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre animais do C e, letras gregas diferentes indicam

diferenca significativa entre animais do RC, Anova de 1 via, pos hoc Tukey.
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FIGURA 2
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Resumo

A Restricdo Caldrica (RC) moderada associa-se a um menor dano oxidativo ao
encéfalo, a prevencdo e atenuacdo de doencas neurodegenerativas relacionadas a
idade em diversas espécies animais. No entanto, o impacto da RC, quando iniciada
em ratos Wistar jovens ou adultos, sobre o hipocampo ainda é pouco explorado. O
presente estudo avaliou parametros de estresse oxidativo em resposta a RC no
hipocampo de ratos Wistar jovens e adultos. Ratos com 40 ou 70 dias de vida foram
alimentados ad libitum ou submetidos & RC moderada (30%) por 12 semanas. Os
resultados mostraram que o peso corporal (PC) dos ratos submetidos a RC foi 21%
menor nos jovens e 16% menor nos adultos, comparados aos controles (p<0,05). Os
parametros bioquimicos séricos avaliados indicaram bom estado de saude. Apos 12
semanas, no hipocampo, a RC aumentou os niveis de glutationa (GSH) nos jovens e
diminuiu a producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e peroxidacéao lipidica
nos adultos, comparados aos controles (p<0,05). A GSH e glutationa peroxidase
(GPx) parecem aumentar com a idade independente do tratamento. Nenhuma
alteracdo foi observada na memoria, producdo de 6xido nitrico (ON) e superoxido
dismutase (SOD). A idade per se ndo ocasionou diferengcas na modulacdo dos
parametros avaliados. Este estudo indica que a RC resultou em melhora significativa
de parametros celulares de autodefesa do hipocampo, tanto iniciada em jovens,
guanto na fase adulta. Contudo, a RC iniciada em ratos jovens alterou de forma
positiva e expressiva um importante tampéao redox do hipocampo. Palavras chave:

restricdo caldrica, hipocampo, neuroprotecao, parametros redox
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Introducéao

A Restricdo Caldrica (RC), limitacdo na ingestao caldrica abaixo do ad libitum
sem ma nutricdo, € uma das interveng¢des ndo farmacologicas mais consistentes na
promocdo do aumento da expectativa de vida e protecdo contra a deterioracdo das
funcdes biolégicas (Canto e Auwerx, 2009).

Estudos em modelos animais tém demonstrado que a RC diminui ou previne
a progressdo de doencas relacionadas a idade, dentre as quais diabetes (He et al.,
2012), cancer (Klebanov, 2007) e as doencas cardiovasculares (Weiss e Fontana,
2011). Além disso, a RC diminui a neurodegeneracdo, previne a perda neuronal,
assim como uma variedade de doencas neurodegenerativas que estdo associadas a
idade (Levenson e Rich, 2007).

Com o avancar da idade ha um aumento no estresse oxidativo, desequilibrio
entre a producao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e defesas antioxidantes
(Liu et al., 2004; Johnson et al.,, 2012). Este excesso de ERO provocam danos a
lipidios, proteinas e DNA e esté associado a inUmeras doencgas neurodegenerativas
(Halliwell, 2006a). O hipocampo é extremamente vulneravel ao estresse oxidativo
que ocorre durante o envelhecimento devido a capacidade reduzida dos neurdnios
em manter a homeostase redox (Serrano e Klann, 2004). Uma vez que o hipocampo
esta envolvido na aprendizagem e na memoéria (Morris, 2006), o dano oxidativo a
esta area do cérebro pode causar prejuizos nas funcbes cognitivas (Serrano e
Klann, 2004). A manutencdo equilibrada do estado redox em neurbnios do
hipocampo é, portanto, importante na prevencdo do declinio cognitivo durante o

envelhecimento.



76

A fim de se proteger de danos ocasionados pelas ERO, o organismo conta
com uma série de mecanismos de defesa. Dentre 0s mais importantes estéo, por
exemplo, os antioxidantes, glutationa (GSH), acido ascoérbico (vitamina C), a —
tocoferol (vitamina E), carotendides e flavondides, bem como as enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase
(CAT). Estes mecanismos de defesa antioxidantes podem ser regulados de acordo
com a producédo de espécies reativas e a peroxidacao lipidica (Valko et al., 2007).
No entanto, apesar de protegerem as células contra o excesso de ERO, essas
defesas ndo sao completamente eficazes na prevencao dos danos relacionados com
o envelhecimento. Estudos tém demonstrado que o aumento do dano oxidativo no
encéfalo € devido ao aumento da peroxidacdo lipidica, oxidacdo de proteinas e
diminuicao nos niveis de GSH e enzimas antioxidantes (Droge e Schipper, 2007).

Os beneficios da RC sobre o processo de envelhecimento do encéfalo e,
principalmente, sua protecéo contra doencgas neurodegenerativas relacionadas com
a idade tém sido alvo de varios estudos (Martin et al, 2006; Levenson e Rich, 2007).
No entanto, uma melhor compreenséo a respeito dos parametros bioquimicos que
sdo modificados pela RC é essencial para o estabelecimento de intervencdes
terapéuticas adicionais para o tratamento de tais doencas. Como os efeitos da RC
no SNC séo ainda pouco compreendidos e a maioria dos estudos aborda animais
adultos, no presente estudo buscamos investigar se a idade de inicio em que a RC é
estabelecida pode ocasionar diferentes mudancas metabodlicas neurais no
hipocampo de ratos em que a intervencao foi iniciada quando jovens ou quando na
fase adulta. Parametros bioquimicos seéricos e comportamentais também foram

avaliados.
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Materiais e métodos

Animais e Delineamento Experimental

Trinta e dois ratos Wistar machos, 16 animais com 35 dias de idade (jovens) e
16 animais com 65 dias de idade (adultos), provenientes do Biotério Central (UFPel)
foram alimentados ad libitum ou submetidos a RC por 12 semanas. Os animais
foram mantidos em gabinetes ventilados, alojados em caixas moradia, em sala com
temperatura e umidade relativa (22-24°C e 65-75%, respectivamente) controladas,
com livre acesso a agua e expostos a um ciclo claro/escuro de 12 horas. O
experimento foi realizado de acordo com os Principios Eticos na Experimentacéo
Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 2004)
e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacédo Animal da UFPel (processo n°
23110.009827/2012-89/CEEA 9827). Os animais foram pesados e divididos
aleatoriamente em 4 grupos (n = 8: controle jovem — CJ, controle adulto — CA,
restricdo caldrica jovem — RCJ, restricdo calorica adulto — RCA) (Figura 1). Todos o0s
animais receberam racao padrao para roedores (Puro Trato — Puro Lab 22, Brasil).
Durante os primeiros cinco dias os animais foram adaptados as condicdes
ambientais e apoés iniciaram-se os tratamentos. A RC foi progressiva, 10% de RC na
primeira semana, 20% na segunda e 30% da terceira até o final do experimento. O
consumo alimentar foi monitorado diariamente e o0s animais foram pesados

semanalmente.
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Dietas Experimentais

A composicdo centesimal da dieta experimental (tabela 1) foi realizada de
acordo com os seguintes procedimentos: Umidade: Pearson (1976); Proteinas:
AOAC (1995); Lipideos: Bligh & Dyer (1959); Cinzas: Lees (1979); Fibra Bruta:
Angelucci et al. (1987); Carboidrato: por diferenca, por meio da férmula: 100 — (%

umidade + % proteina + % lipidios + % fibra bruta +% cinzas).

Testes Comportamentais

O método utilizado seguiu a proposta de De Lima et al. (2005). Na ultima
semana de experimento os animais foram colocados em uma arena de campo
aberto que consiste em uma caixa de madeira de tamanho 40x50 cm e altura de 50
cm, com uma parede de vidro frontal. Todos os animais foram submetidos a uma
sessdo de habituacdo em que exploraram livremente o campo aberto, sem objetos,
por 5 min. Vinte e quatro horas depois do periodo de exploracdo ocorreu o
treinamento em que, durante 5 minutos, os animais foram colocados individualmente
no campo aberto contendo dois objetos idénticos (A 1 e A2) posicionados em cantos
opostos a 10 cm das paredes. A exploracdo foi definida como cheirar ou tocar o
objeto com o nariz ou patas dianteiras. A sessao de teste foi realizada 24 horas apés
o treinamento, em que os ratos puderam explorar a caixa por 5 minutos na presenca
de um objeto ja conhecido (A) e de um objeto novo (B). Todos os objetos utilizados
possuiam tamanho, cor e textura semelhantes, porém formas distintas. Ap0s o
treinamento e teste os objetos foram limpos com etanol 10% para descartar cheiros

ou residuos. O indice de reconhecimento foi calculado para cada animal e expresso
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pela razdo: TB / (TA +TB) [TA= tempo em explorar o objeto familiar A; TB= Tempo

gasto na exploracdo do novo objeto B].

Coleta de Sangue e Analises

No final do experimento, os ratos foram deixados em jejum de 12 horas
durante a noite, e em seguida submetidos ao procedimento de decapitacdo. O
sangue foi coletado no momento da decapitacédo e centrifugado a 3500 rpm por 10
minutos. O soro foi armazenado a -20°C até o momento das analises. As analises
foram realizadas com auxilio de espectrofotdbmetro Femto Cirrus 80MB®. Foram
dosados: proteina total (biureto, Bioclin), albumina (verde de bromocresol, Bioclin®),
uréia (UV, Urease, Bioclin®), creatinina (Picrato alcalino, Bioclin®), glicose (Glicose
oxidase, Doles®), colesterol total-CT (colesterol esterase, colesterol oxidase e
peroxidase, Vida Biotecnologia®), triacilglicer6is-TG (Trinder, Vida Biotecnologia®),
colesterol HDL (indireto, Doles®). O LDL foi estimado por diferenca entre o

Colesterol total e a soma de HDL + TG/5 (Friedewald et al.,1972).

Dissecacao do Hipocampo

O encéfalo foi removido, o hipocampo dissecado e colocado em solucao
tampéao salina/fosfato (PBS) com a seguinte composicao: 3g NaCl, 2,64g de fosfato
de sodio monobdasico monoidratado (NaH,PO,4.H,0), 11,59 de fosfato de sdédio
bibasico anidro (Na;HPO,), com pH ajustado em 7,4. A estrutura foi pesada,
colocada em frascos Eppendorf e congelada a — 70 °C em nitrogénio liquido até o
momento das dosagens. Antes da realizacdo das andlises, imediatamente apds o

descongelamento, o hipocampo foi cortado em cortes transversais de 0,3 mm por
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meio do Mcllwain Tissue Chopper, A estrutura foi mantida em solucdo tampao

salina/fosfato em pH 7,4.

Andlise da Glutationa (GSH)

O contetdo de glutationa foi determinado conforme o método descrito por
Browne e Armstrong (1998). As fatias do hipocampo foram homogeneizadas em um
tampéo de fosfato de sodio (0,1 M, pH 8,0) contendo 5 mM EDTA e a proteina foi
precipitada com acido metafosforico 1,7%. O sobrenadante foi analisado com o-
ftaldialdeido (1mg/mL de metanol) a temperatura ambiente durante 15 minutos. A
fluorescéncia foi medida utilizando comprimentos de onda de 350 e 420 nm de
excitacdo e emissao, respectivamente. Uma curva de calibracdo foi realizada com
solugbes padrdo de glutationa (0-500 pM). As concentracdes de GSH foram

expressas como pmol / mg de proteina.

Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi mensurada no hipocampo conforme descrito por
Wendel (1981) utilizando tert-butil hidroperdxido como substrato. A atividade da GPx
foi determinada pelo monitoramento da depuracdo do NADPH (0,1 mM) a 340 nm
em um meio contendo 2 mM de GSH, 0,15U/ml de glutationa redutase, 0,4 mM de
azida e 0.5 mM de terc-butil hidroperéxido. Uma unidade de GPx foi definida como 1
umol de NADPH consumido por minuto e a atividade especifica foi representada

como U/mg de proteina.
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Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada no hipocampo por meio do método
descrito por Misra e Fridovich (1972), quantificando a inibicdo da auto-oxidacdo do
superéxido dependente de adrenalina em espectrofotometro em 480 nm. Os

resultados foram expressos como U SOD/ mg de proteina.

Avaliacdo da producdao intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO)

A producao intracelular de ERO foi detectada usando um composto celular
permeavel ndo fluorescente, 2'-7'-diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA). As
amostras do hipocampo formam homogeneizadas em tampéao de fosfato de sédio,
pH 7,4 com 140 mM de KCI e foram tratadas com DCF-DA (10 uM) durante 30 min a
37 °C. A fluorescéncia foi medida em leitor (Spectra Max GEMINI XPS, Molecular
Devices, EUA ) com excitacdo a 485 nm e emissdo a 520 nm, como descrito por
LeBel e Bondy (1992), com adaptacfes para analise em fatias de tecido. Os valores

foram expressos como unidade de fluorescéncia/mg de proteina.

Mensuracdo das substancias reativas ao acido tilbarbiturico (TBARS)

A formacdo de malonaldeido (MDA), um indice de peroxidacao lipidica, foi
avaliada no hipocampo pela quantificacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS), segundo descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990).
Resumidamente, 100 uL do homogenado foram adicionados a 200 puL de acido
tricloroacético (TCA) 10% e 300 pL de 0,67% TBA em 7,1% de sulfato de sodio
foram colocados em banho de agua fervente por 15 min. A mistura foi colocada em
agua fria por 1 min. Posteriormente, 400 pL de alcool butilico foram adicionados e,

em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5000 X g por 5 min. Os resultados
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da coloracdo rosea do TBARS foram determinados do sobrenadante em um
espectrofotometro de microplacas a 532 nm. Os resultados foram expressos em

nmol TBARS/mg de proteina.

Producédo de 6xido nitrico (ON)

Metabdlitos do ON, nitrato (NO3) e nitrito (NO,) foram determinados de acordo
com Hevel e Marletta (1994). De modo resumido, homogenados de fatias do
hipocampo foram misturados com 25% de TCA e centrifugados a 1800 X g por 10
min. O sobrenadante foi imediatamente neutralizado com 2 M de bicarbonato de
potassio. NOgs foi reduzido a NO; pela nitrato redutase. Apés, o total de NO, da
incubacao foi medido por analise colorimétrica a 540 nm com base na reacao de
Griess. Uma curva padrao foi realizada usando nitrato de sodio (0-80 puM). Os

resultados foram expressos como UM de nitrito/mg de proteina.

Conteudo de proteina

A proteina total foi determinada pelo método de Lowry (Peterson, 1977)

modificado, usando albumina sérica bovina como padréao.

Analise estatistica

Os dados sao apresentados como média * erro padréo (EP). Os valores de p
< 0,05 foram considerados significativos. Diferencas entre 0s grupos experimentais
foram determinados pelo teste t de Student ou pelo teste de U Mann Whitney (nas
comparacdes entre grupo RC e seu respectivo controle, entre controles ou entre

restricdbes) em dados paramétricos e ndo paramétricos, respectivamente. Todas as
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andlises foram realizadas com o auxilio do programa BioEstat 5.3 (Software livre,

Instituto Mamiraua).

Resultados

Parametros biogquimicos e nutricionais

Os ratos submetidos a RC apresentaram um peso final, 21% menor quando
iniciada nos jovens e 16% menor quando iniciada na fase adulta, comparados aos
controles (p<0,05) (Figura 2). Em relacdo aos controles, nos animais jovens
submetidos a RC foram encontradas diferencas nos niveis de albumina, glicose e
ureia, colesterol total e HDL e nos adultos nos niveis de ureia, triacilgliceréis e LDL.
Em relacédo a idade de inicio da RC, a proteina total e ureia foram maiores quando
iniciada nos jovens e a glicose, creatinina, colesterol total e LDL foram menores

(Tabela 2).

Parametros comportamentais de reconhecimento de objetos

O teste realizado 24 horas apdés o treino a idade ndo promoveu alteracdes na
taxa de reconhecimento, exceto na comparacao entre 0s grupos controle, no qual os
animais do grupo CA apresentaram um taxa de reconhecimento maior quando
comparados aos do grupo CJ. Nao foram encontradas diferencas entre 0s grupos

RC e seus respectivos grupos controle (Figura 3).
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Parametros de estresse oxidativo no hipocampo: GSH, GPx, SOD, ERO,

TBARS e NO

O contetudo de GSH nao apresentou alteracdes em relacédo a idade de inicio
da RC, exceto na comparacéo entre 0s grupos controle, no qual os animais do grupo
CA apresentaram maiores niveis de GSH quando comparados aos do grupo CJ.
Quanto aos efeitos da RC, o conteudo de GSH encontrado no hipocampo foi em
meédia 56% maior no RCJ quando comparada ao CJ (p<0,05, Figura 4).

Como ilustrado na Figura 5, os niveis de GPx foram mais elevados nos
animais adultos (CA e RCA), independente do tratamento. A atividade da SOD néo
diferiu entre os grupos (Tabela 3).

A producédo de ERO néao sofreu impacto da idade de inicio da RC. No entanto,
nos ratos adultos, a RC promoveu uma diminuicao significativa de 42% na producao
de ERO em comparacao ao seu controle (p<0,05) (Figura 6). A idade de inicio da RC
ndo promoveu alteracdes na peroxidacao lipidica. Quanto aos efeitos da RC, nos
adultos, a intervengcdo ocasionou uma diminuicdo significativa na peroxidagao
lipidica, em média 29% em relacdo ao controle (Figura 6). Nao foram evidenciadas

diferencas na producao de ON entre os grupos (Tabela 4).

Discussao

Como esperado, os ratos submetidos a RC apresentaram um PC final inferior
aos seus controles — 21% e 16% nos grupos RCJ e RCA, respectivamente. Os
parametros bioquimicos avaliados se enquadram nos valores de referéncia para

ratos wistar adultos e indicam que a nutricdo foi adequada e que 0s animais
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apresentaram um estado nutricional e metabdlico adequado (Canadian Council on
Animal Care, 1993).

Estudos indicam que a RC exerce efeito protetor para as doencas
neurodegenerativas, mas ainda existem controvérsias se a RC melhora, ndo exerce
efeito ou interrompe as fungdes cognitivas durante o envelhecimento (Carter et al.,
2009). A proposta deste estudo foi avaliar qual o efeito da RC na tarefa de
reconhecimento de objetos, teste que avalia a memaria episddica que € sensivel aos
efeitos do envelhecimento em humanos (Lebrun et al., 2000). Nao foram
encontradas diferencas na taxa de reconhecimento indicando que a memdéria nao
sofreu influéncia da RC bem como da idade de inicio da intervencéo. Outros estudos
sugerem que o desempenho na tarefa de reconhecimento de objetos ndo é
prejudicado com o avancar da idade em roedores (Soffi et al., 1992; Shukitt-Hale et
al., 2001), de acordo com os resultados encontrados em nosso estudo.

O encéfalo é particularmente vulneravel aos danos oxidativos devido ao seu
alto consumo de oxigénio e pelo elevado teor de acidos graxos poli-insaturados
(Valko et al., 2007). O estresse oxidativo aumenta com a idade e € um dos maiores
responsaveis pelo inicio e progressao das doencas neurodegenerativas (Liu et al.,
2004; Johnson et al., 2012). Por isso, a manutencdo de um equilibrio no sistema
antioxidante é essencial para a prevencao de tais doencas.

O tripeptideo GSH (Glicina-Cisteina-Glutamato) € o principal tiol presente no
encéfalo e o mais importante tampéao redox celular. Descontrole em sua homeostase
tem sido implicado na inducdo e progressao de doencas neurodegenerativas como
Alzheimer, Parkinson e Huntington (Reynolds et al., 2007; Johnson et al., 2012). No
presente estudo verificamos um aumento de 56% nos niveis de GSH nos ratos que

iniciaram a RC jovens em comparacdo ao seu controle. Quando iniciada na fase
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adulta, a RC ndo apresentou o mesmo efeito, diferentemente do observado na
literatura (Santin et al., 2011; Ribeiro et al., 2012). No entanto, os niveis de GSH
permaneceram elevados no grupo RCA, 19% superiores em relacdo a RCJ. Desta
forma, acredita-se que a RC possa modular de forma positiva 0 seu contetdo e
potencializar seus efeitos benéficos no encéfalo em desenvolvimento. Nas
comparacdes entre 0s animais dos grupos controle, a GSH pareceu aumentar com a
idade. Kumar et al. (2013) também observaram um aumento na GSH em ratos até
0s 8 meses de idade e posterior declinio aos 12, 18 e 24 meses. Semelhantemente,
os niveis de GPx, tanto nas comparagfes entre 0s grupos controle quanto entre 0s
grupos restricdes, foram mais elevados nos animais CA e RCA, indicando que a
enzima, assim como a GSH, pode aumentar com a idade, independente do
tratamento. Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que o estresse
oxidativo, que aumenta com o envelhecimento, induz o aumento das defesas
antioxidantes como uma resposta adaptativa do organismo (Yu e Chung, 2006).

Niveis elevados de ERO podem ocasionar danos a lipidios, proteinas e DNA
(Halliwell, 2006b). Nesse contexto, a diminui¢cdo significativa de ERO pode ser uma
importante estratégia para a manutencao de um encéfalo saudavel. Neste estudo, a
RC iniciada nos animais adultos ocasionou uma diminuicéo de 42% na producéo de
ERO em relacdo ao seu controle, e como esperado, também uma menor
peroxidacao lipidica. Estudos anteriores evidenciaram que a RC, iniciada em ratos
adultos, promove uma diminuicdo da producdo de ERO, mas ndo evidenciaram uma
menor peroxidacao lipidica (Ribeiro et al., 2012).

Este estudo mostra que a adaptacdo ndo enzimatica pode ser a responsavel
pelos beneficios promovidos pela RC, como aumento da GSH, diminuicdo da

producdo de ERO e peroxidacéao lipidica, sem alterar a atividade da SOD e GPx. A
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idade de inicio ndo ocasionou efeitos nos niveis de SOD. A producédo de ON nao
sofreu influéncia da idade nem da RC.

Em suma, podemos verificar que a idade de inicio da RC ndo ocasionou
diferencas na modulacdo dos parametros avaliados. Em relacdo aos efeitos da RC
identificou-se uma modulacdo hipocampal com mudancas metabdlicas que
melhoram o estado basal de parametros de defesa celular tanto iniciada em jovens,
com o aumento do GSH, como na iniciada na fase adulta com a diminuicdo da
producdo de ERO e peroxidacédo lipidica. Portanto, tanto a RC iniciada em jovens
guanto em adultos mostraram ser benéficas para a manutencéo do estado redox do
hipocampo. A manutencdo de uma estabilidade metabdlica e fisioldgica durante o
desenvolvimento bem como no envelhecimento € determinante essencial para uma

longevidade saudavel.
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TABELAS

Tabela 1 — Composicao fisico-quimica da dieta oferecida durante o tratamento experimental.

Composigéo %
Umidade 12,3
Cinzas 7,5
Proteinas 22,1
Gordura total 15,9
Carboidratos 37,1
Fibras 51

Racéo comercial para roedores, Puro Trato — Puro Lab 22 (RS-Brasil)
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Tabela 2 — Analises bioquimicas séricas de ratos Wistar alimentados ad libitum (Controle - C) ou

submetidos a restricdo calérica moderada (Restricdo Calérica - RC) nas fases da vida jovem e adulta.

Jovens Adultos
CJ RCJ CA RCA
Protefna total (g/dL) 7,81+0,39% 7,25+032° 6,17+0,10° 5,74+0,35"
Albumina (g/dL) 4,25+0,21° 3,27+0,22* 3,18+0,22° 3,40+0,17
Glicose (mg/dL) 166,13+7,37° 134,22+8,72*"  192,82+3,37" 182,58+8,19°

Ureia (mg/dL) 57,22+3,31 43,24+1,78*° 50,47+4,57 32,2242,72*

Creatinina (mg/dL) 0,31+0,02° 0,32+0,04" 0,58+0,06°  0,51+0,04°

Colesterol total (mg/dL) 79,63+3,70 61,33+3,03* 75,70+6,09 76,80+6,12°
Triacilglicerois (mg/dL) 76,48+8,53" 59,96+4,93  155,38+12,90° 56,15+1,98*
HDL (mg/dL) 44,16+0,91% 33,40+1,42* 39,02+2,27° 35,35+1,85

LDL (mg/dL) 22,93+3,89 15,36+1,93" 12,12+4,14 28,70+4,25*°

Os valores representam as médias + erro padrao de duplicatas de 8 animais por grupo. Nivel de
significancia de 5%. *indica diferenca significativa entre C e RC, Mann Whitney, para
triacilglicerois e teste t de Student, para as demais andlises. Letras mindsculas diferentes
indicam diferenca significativa entre animais do grupo C, Mann Whitney, para proteina total e

teste t de Student, para as demais andlises. Letras gregas diferentes indicam diferenca

significativa entre animais do grupo RC, teste t de Student.
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Tabela 3 — Atividade da superoxido dismutase (SOD) no hipocampo de ratos Wistar alimentados ad
libitum (Controle — C) ou submetidos a restricdo calérica moderada (Restricdo Calorica - RC) nas

fases da vida jovem e adulta.

Jovens Adultos

CJ RCJ CA RCA

Atividade SOD (U SOD/mg proteina)  3,565+0,20 3,59+0,12 3,27+0,22 3,41+0,10

Os valores representam as médias + erro padrédo de duplicatas de 8 animais por grupo.
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Tabela 4 — Producdo de 6xido nitrico (ON) no hipocampo de ratos Wistar alimentados ad libitum
(Controle — C) ou submetidos a restricdo calérica moderada (Restricdo Calérica - RC) nas fases da

vida jovem e adulta.

Jovens Adultos

CJ RCJ CA RCA

Oxido Nitrico (umol nitrito/mg proteina)  3,43+0,53 3,06+0,36 3,84+0,32 3,86+0,32

Os valores representam as médias + erro padréo de 8 animais por grupo.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1 - Delineamento experimental do estudo. 32 Ratos Wistar com 40 dias e 70 de vida (jovens e
adultos) foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais e alimentados ad libitum (Controle
- C) ou submetidos a restricdo calorica moderada (Restricdo Calorica - RC) por 12 semanas,

eutanasia com 18 (jovens) ou 22 (adultos) semanas de vida.

Figura 2 - Evolucdo do peso corporal de ratos Wistar alimentados ad libitum (Controle - C) ou
submetidos a restricdo caldrica moderada (Restricdo Caldrica - RC). Os valores representam as
médias = erro padrdo de 8 animais por grupo. Nivel de significancia de 5%. *indica diferenca

significativa entre C e RC, teste t de Student.

Figura 3 — Efeitos da RC na taxa de reconhecimento de objetos 24 horas apds o treino de ratos
Wistar alimentados ad libitum (Controle - C) ou submetidos a restricao calérica moderada (Restrigdo
Caldrica - RC). Os valores representam as médias + erro padréo de 8 animais por grupo. Nivel de

significancia de 5%. a indica diferenca significativa entre animais do C, teste t de Student.

Figura 4 - Conteudo de glutationa (GSH) no hipocampo de ratos Wistar alimentados ad libitum
(Controle - C) ou submetidos a restricdo calérica moderada (Restricdo Calérica - RC). Os valores
representam as médias + erro padrdo de 8 animais por grupo. Nivel de significancia de 5%. *indica
diferenca significativa entre C e RC e, a indica diferenca significativa entre animais do C, teste t de

Student.

Figura 5 - Atividade da glutationa peroxidase (GPx) no hipocampo de ratos Wistar alimentados ad
libitum (Controle - C) ou submetidos a restricdo caldrica moderada (Restricdo Caldrica - RC). Os
valores representam as meédias + erro padrdo de 8 animais por grupo. Nivel de significancia de 5%. a
indica diferenca significativa entre animais do C e, letras gregas diferentes indicam diferenca

significativa entre animais do RC, teste t de Student.

Figura 6 - Producéo intracelular de espécies reativas (A) e peroxidagao lipidica (B) no hipocampo de
ratos Wistar alimentados ad libitum (Controle - C) ou submetidos a restricdo calérica moderada
(Restricdo Caldrica - RC). Os valores representam as médias + erro padrdo de 8 animais por grupo.

Nivel de significancia de 5%. *indica diferenca significativa entre C e RC, teste t de Student.
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7 Conclusodes

Conclui-se que a RC moderada iniciada em ratos Wistar adultos e jovens
manteve o estado nutricional proteico. J4 a idade de inicio da RC, mas ndo seu
prolongamento, ocasionou diferencas no risco CV associado ao perfil lipidico. Nos
jovens a intervencdo mantida por 12 semanas proporcionou reducédo do risco CV
comparada a iniciada na fase adulta. Porém, seu prolongamento ndo manteve esse
efeito, indicando que o avanco da idade possa ser um forte determinante dos
parametros avaliados. Ainda, a RC manteve a atividade da PONL1
independentemente da idade de inicio e do tempo de tratamento. Estudos adicionais
sao necessarios para entender a modulacao da atividade da PON1 iniciada em ratos
jovens submetidos a RC e os efeitos do prolongamento da intervencéao.

A idade de inicio da RC nado ocasionou diferencas na modulacdo dos
parametros de estresse oxidativo avaliados. Em relacdo aos efeitos da RC
identificou-se  uma modulacdo hipocampal com mudancas metabdlicas que
melhoram o estado basal de parametros de defesa celular tanto iniciada em jovens,
com o aumento do GSH, como na iniciada na fase adulta com a diminuicdo da
producdo de ERO e peroxidacédo lipidica. Portanto, tanto a RC iniciada em jovens
guanto em adultos mostraram ser benéficas para a manutencéo do estado redox do
hipocampo. A manutengdo de uma estabilidade metabdlica e fisioldgica durante o
desenvolvimento bem como no envelhecimento € determinante essencial para uma

longevidade saudavel.
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APENDICE

Tabela 1 — NUumero de cruzamentos e elevagfes de ratos Wistar alimentados ad
libitum (Grupo Controle-C) ou submetidos a restricdo caldrica moderada (Grupo

Restricdo Caldrica-RC) na tarefa do campo aberto.

Numero de Numero de

Grupo N Cruzamentos elevacdes
CAl12 8 94,42+9,43 36,00+7,33
CJi12 8 85,87+7,27 36,37+8,50
CJ16 8 97,37+15,08 24,75+6,88
RCA12 8 102,62+18,11 34,25+8,74
RCJ12 8 97,37+£19,84 36,12+9,26
RJ16 8 91,12+14,40 24,87+4,99

Os valores representam as médias + desvio padrdo de duplicatas de 8 animais por

grupo. Nao foi verificada diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).



Tabela 2 — Numero de entradas e tempo de permanéncia nos bragcos abertos e

fechados de ratos Wistar alimentados ad libitum (Grupo Controle-C) ou submetidos a

restricdo calorica moderada (Grupo Restricdo Calorica-RC) na tarefa do labirinto em

cruz elevado.

Bracos abertos

Bracos fechados

Grupo N° de Tempo de N° de Tempo de

permanéncia permanéncia
Entradas Entradas

CA12 0 0 5,00+2,30 193,71+40,52
CcJ12 0,75+1,16 8,25+4,68 8,25+4,43 193,00+41,94

CJ16 1,12+1,36 0,10+0,11 9,00+3,25 2,26+0,46
RCA12 0,12+0,35 2,1246,01 3,00£1,85 194,25+37,49
RCJ12 0,50+1,06 6,87+14,90 7,62+3,33 209,50+59,46

RJ16 0,37+0,74 0,06+0,12 7,87+3,83 2,13+0,29

Os valores representam as médias + desvio padrdo de duplicatas de 8 animais por

grupo. Nao foi verificada diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva

Pelotas. 18 de dezembro de 2012

Presidenie do Comissio de Etica em Experimentugdo Aninal (CEEA)
Para: Professor Elizabete Helbip
Departamento de Nurrigdo da Faculdade de Nwrigioe

Senhor Professor:

A CEEA analison o projeto mtitulado: “Restricao calorica: Efcitos om
parametros oxidativos, comportamentais ¢ no estado nutricionsl de ratos Wistar”,
provesso n7231 10000827/ N0 289, sendo de parecer FAVORAVEL 4 sui execucio.
considerando ser o ussunto pertinente ¢ a9 metodolosis compativel com os pracipios
¢ticos em experimentagio animal ¢ com os abjelivos propostos,

Solicitamas, apos tomar ciéncin do parecer, reenviar o processo o CEEA

Salientamos tambem o necessidade deste projeto ser cadastrudo junto o
Departamento de Pesquisa ¢ Imciagho Cieatifica parm posterior registro no COCERE
(eddigo para cadastro n” CEEA 9827),

Sendo o que tinhamos para o momento, subscrevemo-nos.
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Prof. Dr. Eve Fagonde dn Silva
Presideme da CERA
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